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Giliniimiizde meme kanseri hastalarinin durumlari, klinige yeni kemoterapi rejimleri
girmesine ragmen halen tatmin edici degildir.Bu nedenle, meme kanseri hastalarinda
kullanilabilecek yeni yaklasimlar gerekmektedir. Bu calismada, sentetik bir retinoid
olan fenretinid (4-HPR) ile brokoli ve lahana gibi bitkilerde dogal bir bilesik olarak
bulunan indol-3-karbinol’ in (13C), MCF-7 (Ostrojen resepttr pozitif) ve MDA-MB-231
(6strojen reseptor negatif) hiicre soylari iizerindeki sitotoksik aktiviteleri arastirilmistir.
MCF-7 ve MDA-MB-231 hucrelerinde, 4-HPR ve 13C kombinasyon tedavisinin
apoptozisi indiikleyerek, bilesiklerin yalniz baglarina kullanimina kiyasla daha giiclii bir
sitotoksik aktiviteye neden oldugu bulunmustur. Sonug¢ olarak, kombinasyon
tedavisinin, insan meme kanseri tedavisinde kullanilabilecegi Ongoriisiiyle in vivo
deneylerin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: 4-HPR, 13C, meme kanseri, kemoterapi, sitotoksisite.
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INVESTIGATION OF CYTOTOXIC/APOPTOTIC EFFECTS OF FENRETINIDE
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The outcome of patients with breast cancer is still not satisfactory to date although new
chemotherapy regimens have been introduced into the clinics. Therefore, novel
approaches are required for better management of breast cancer patients. In this study,
cytotoxic activity of a new combination of fenretinide, a synthetic retinoid with indole-3
carbinol, a natural product present in vegetables such as broccoli and cabbage, is tested
against MCF-7 (estrogen receptor positive) and MDA-MB-231 (estrogen receptor
negative) cell lines.It has been found that the combination resulted in more powerful
cytotoxic activity by inducing apoptosis, compared to their single use of each agent. In
conclusion, this novel combination warrants in vivo experiments to elucidate its possible
usein the treatment of breast cancer.
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2012, viii + 86 pages.



TESEKKUR

Yiiksek lisans calismalarimda danigsmanligimi yapan, egitimimin diizenli isleyisi igin
blylk bir 6zveri gosteren ve her konuda destegini benden esirgemeyen degerli hocam
Sayin Yrd. Dog. Dr. Egemen DERE’ye,

Alanimda yetismeme yonelik emekleri bulunan bolim baskanim Prof. Dr. Siikran
DERE'ye ve boliim hocalarima,

Arastirmam sonuglanincaya kadar her asamada bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan,
hem mesleki hem manevi agidaniyi birer bilim insan1 olarak yetismemiz igin biiyiik
emek harcayan, caligma alanimla ilgili deneyimkazanmami saglayan, yaninda
calismaktan onur duydugum hocam Saymn Prof. Dr. Engin ULUKAYA’ya,

Calismalarimdatecriibeleriyle beni yonlendiren ve guler yuzlerini hi¢ esirgemeyen
hocalarim Sayin Dog. Dr. Ferda ARI ve Sayin Dog. Dr. Arzu YILMAZTEPE ORAL‘a,

Tez ¢alismam boyunca bana her konuda yardimci olan, benden mora ve desteklerini
esirgemeyen ve birlikte ¢alismaktan ¢ok buyUk keyif aldigim meslektaglarim Mehmet
SARIMAHMUT, Nazlithan AZTOPAL ve Didem KARAKAS’a,

Bu tez ¢alismasimin bir kisim deneylerinde benden bilgilerini ve hosgoriilerini
esirgemeyen TUBiTAK-MAM Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii’'nden
Omer KACAR, Zelal ADIGUZEL ve Dr. Ceyda ACILAN' &,

Egitimimin her asamasinda maddi ve manevi desteklerini benden esirgemeyen ve
hayatim boyunca higbir fedakérliktan kaginmayarak her zaman yanimda olan, bugtinlere
gelmemde en biiyiikk emegin sahibi ve basarilarimin esin kaynagi aile fertlerime sonsuz
tesekkiirii bir borg bilirim.

Bu tez calismast Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu
Bagkanligi (UAP(F)-2011/44) numarali proje tarafindan desteklenmistir.

Ars. Gor. Buse CEVATEMRE
o



ICINDEKILER

Sayfa
BILIMSEL ETIK BILDIRIM SAYFASL. .. ..ottt e e, i
O ZET e e e e e ii

AB ST RACT ..t e
TESEKKUR ... ...ttt et et e et et '
ICINDEKILER.........coooiiiii i
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINT ...,

\Y

\'

Vil

Vi

1

3

LI MEME K@NSENT .. et ettt e et e e e e e e e e 3
1.1.1.Meme Kanseri ve Molekiler BiyolOjiSi.........ccvveiiiiiiiiie i 4
1.1.2.Meme Kanseri ve Apoptozis ....................................................... 5
1.2. Apoptozis... 5
1.2.1.Apoptotik Proteazlar ................................................................ 6
O N o v - 6
1.2.1.2.Granzim B ve Katepsin D... 11
1.2.2.Apoptozisin Mekanizmalari.. .. e 13
1.2.2.1. Mitokondri Dig Membran Permeablhzasyonu (MOMP) ..................... 17
1.2.2.1.1.MOMP Duzenlenmesinde Bcl-2 Aile Proteinlerinin Rald............... 17
1.2.2.1.1.1Bc-2 AlleUYE@i. ... 17
1.2.2.1.1.2.BH3 Proteinlerinin AKLiVasyonU. ..........c..cooeviiiiiie e, 18
1.2.2.1.1.3.Bax ve Bak AKEIVESYONU. ......viuiie i i e e 18
1.2.3.Apoptozisin Genetik KOntrolU..........co.oov v e, 20
1.2.4.Apoptotik Hiicrede Goriilen Morfolojik Degisiklikler.......................... 24
1.2.5.Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler.................c.ooenee. 26
L134-HPRVEISC. .. o e e e e e e e e e e e e 28
2MATERYAL VEYONTEM ...outiitiie e e 31
2.1.Materyal... PG ¥ |
211K|myasal Maddeler .................................................................. 31
2.1.2.Saf Malzemeler... ..o 31
213 CINAZIAN. .. .. 32
P22 (o 101 o 0 TR N 32
2.2.1.4-HPR ve 13C niNn Hazirlanmasl..........ccueecueeiieiieesiesiree et see e see s 32
2.2.2.Hucre Kultdra.. : N 2
2.2.2.1 Hiicre Soylarlmn Stoktan Clkartllma51 .......................................... 33
2.2.2.2.Hiicre Soylarinin Pasajlanmasi... P
2.2.2.3.Hucre Soylarmin Stoklanmasi.............ocevvviiiii i, 34
2.2.2.4 Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmast..............ccooiiiiiiiii e 35
2.2.2.5.Hemositometre ile Hiicrelerin Sayimi.............oooviiiieineiiiiinineanaes 35
2.2.3.MTT (Metiltiazotetrazolium) Canlilik Metodu...................cocooviiienn. 35
2.2.4. ATP (Adenozin trifosfat) Canlilik Metodu............ccoovviiiiiiiiiiiiin e 37

2. 28,1 COZEIIEN .. ..o 38
2.2.4.2.ATP Olglimiinin Yapilmasi..........ccuvrierneerunirsieeiiisaeeiieaisaeeans 38
2.2.5.Hoechst 33342, Propidiyum Iyodur (PI) ile ikili Boyamayontemi........... 39
2.2.6.M30 Antijen (Kaspazla Kirllmis Sitokeratin 18) Metodu...................... 41
2.2.7.Apoptotik Gen Ekspresyonlarmmin incelenmesi..................cooeevunnnn... 42
2.2.7.1.Polimeraz ZinCir REAKSIYONU. .. .......ouuieiieiieie e e e 42



2.2.7.1.1.PZRisleminin Uygulama Asamalart ve Prensiplefi........................
2.2.7.1.1.1. DNA’min Denatlrasyonu Asamasi...
2.2.7.1.1.2.Primerlerin Baglanmas(Hlbrldlzasyon Anneallng) Asama51 .......
2.2.7.1.1.3.Primerlerin Uzatilmasi(Polimerizasyon, Extention, Elongation)

2.2.7.2.Es Zamanl PZR... .
2.2.7.3.Hiicrelerden Total RNA Izolasyonu .............................................
2.2.7.4.1zole Edilen RNA’larin KOntroli........ovueveeeeieieeiieeieeeeeeeens
2.2.7.5.CDNA Sentezinin Yapilmasi........ovueiieiiin i i
2.2.7.6. Eg Zamanli PZR Analizinin Yapilmast............oooieiiiiiiiiiie i,
2.2.8.RNA Interferans Prensibi ile Ekspresyonlar1 Artmis Apoptotik Genlerin
Susturulmasinin Canlilik Uzerine Etkisi.. e -
2.2.8.1.Hicrelerin sSiBIK ve SIFASLG ile L| pofectamm 2000 Kullamlarak
TrANSTEKSIYONU. ... e e e e e e e e e e ae e eaas
2.2.8.1.1.Cozdltiler...
2.2.8.1.2.Transfeks1yon Islemlmn Yap11mas1 ...........................................
2.2.8.1.3.Transfekte Hiicrelerin Bilesikler ile Muamele Edilmesi...................
2.2.8.1.4.Tedavi Uygulanmis Transfekte Hiicrelerin WST-1 Testi ile
Canliligmin BelirlenmeSi..... ...
2.29WesternN BIOt ANAIIZI.....c oo
2.2.9.1.Protein izolasyonu...

2.2.9.1.1.Cozdltiler... .
2.2.9.2.Proteinlerin BCA Yontem1 1le Konsantrasyonlarmm Olgulme51 ............
2.2.9.2.1.Cozdltiler... o

2.29.2.2.BSA Standartlarmm H321rlanm351 e
2.2.9.2.3.BCA Olgiimiiniin Yapilmast..........cceuveeeneeuinireieeiineesieeiieesaaenn,
2.2.9.3.Western Blot Y 6ntemi ile Proteinlerin Nitroseliloz Membrana
Aktarilmasi.. e

2.2.9.3.1.(;ozeltller
2.2.9.3.2.Proteinlerin Y ukI enmesi ve Jel de Y urutul MBS ..t e e e e
2.2.9.3.3.Proteinlerin Transferi...... ..o
2.2.9.34BIOKIAMAL .. ..o
2.2.9.3.5.BiriNCIHl ANLIKOI. .. ...
2.2.9.3.6.0KINCIT ANEKOI ... ... it eee et e e e e e e e e e
2.2.9.3.7.PARP/Aktin Proteinlerinin Belirlenmesi................o oo,
2.2.9.3.7.1.Karanlik Oda Islemleri.............ccoouiiuiie i e
2.2.10.IstatistikSel ANALIZ.......vvivseieieeiee et eeeeee e e e
B BULGUL AR . e e e e e e e
3.1.MTT ve ATP Canlilik Testi Bulgulari.............coooiiiiiiiii e,
3.2.Hoechst 33342, Propidyum Iyodiir (PI) ile Ikili Boyama Yontemi Bulgulari
3.3.M30-Antijen (Kaspazla Kirilmis Sitokeratin 18) Bulgulari......................
3.4.Apoptotik Genlerin Ekspresyon Profilleri.. e
3.5.Apoptotik Genlerin Susturulmasinin Canhhk Uzerme Etlel

3.6.Western Blot Bulgulari...
4. TARTISMA VE SONUC ..............................................................
KAYNAKLAR DIZINI....cccoooiiiiiiiiinnniiiiiiiininrnnneecccceeeeee
(0771 2607 | TSR

Vi

42
43

45
45
47
48
49
49

50

52
53
53

55
56
56
57
57
57
57

58
58
58
58
59
59
59
60
60
60
61
61
62
63
65
65
67
68
71
85



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

AlF :Apoptozis indikleyici faktor (Apoptosis inducing factor)

ATP :Adenozin trifosfat (Adenosine triphosphate)

BRCA1 :Breast cancer gene 1

BRCA2 :Breast cancer gene 2

CARD :Kaspaz takviye alan1 (Caspase recruitment domain)

DED :OlUm etkileyici alan (Death effector domain)

DD :Oliim alan1 (Death domain)

DISC :Olim indiikleyici sinyal kompleksi (Death inducing signalling complex)
DIM :3,3-diindolmetan (Di-indole methane)

DMEM :Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium

DMSO :Dimetil slilfoksit (Dimethyl sulfoxide)

DNA :Deoksi ribonikleik asit (Deoxyribonucleic acid)

DTT :Dithiothreitol

ER :Ostrojen reseptoril (Estrogen receptor)

FADD :Fas iligkili 6liim alan1 (Fas associated death domain)

FBS :Fetal sigir serumu (Fetal bovine serum)

GTP :Guanozin trifosfat (Guanosine triphosphate)

ICAD :Kaspazla aktive edilmis DNaz inhibitorii (inhibitor of caspase-activated
DNase)

IMM :Mitokondriyal i¢ membran (inner mitochondrial membrane)
MOMP :Mitokondri dig membran permeabilizasyonu (mitochondrial outer
membrane permeabilization)

MTT :(3-(4,5-dimetiltiyazol -2)-2,5-difenil tetrazolyum bromid

OMM :Mitokondriyal dis membran (outer mitochondrial membrane)
PAGE :Poliakrilamid €l elektroforezi (Polyacrylamide gel electrophoresis)
PARP :Poli(ADP-riboz)polimeraz (Poly ADP-ribose polymerase)

PZR :Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR; polymerase chain reaction)
PBS :Fosfat tuz tamponu (Phosphate buffered saline)

Pl :Propidyum iyodur (Propdium iodide)

PS :Fosfatidil serin (phosphatidylserine)

PTP :Permeabilizasyon gecis poru (permeability transition pore)

Rb :Retinoblastoma RNA ‘Ribo nikleik asit (Ribonucleic acid)
RPMI ‘Roswell Park Memorial Institute Medium

SDS :Sodyum dodesi| stilfat (Sodium dodecyl sulfate)

TAMRA :6-carboxy-tetramethyl-rhodamine

TRAIL :TNF-iligkili apoptozis indiikleyici ligand (TNF-related apoptosis
inducing ligand)

uv :Ultraviyole (Ultraviolet)

VDAC :Voltaj bagimli anyon kanallar1 (V oltage-dependent anion channels)
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GIRIS

Meme kanseri morbiditesi, mortalitesi ve tedavi maliyeti agisindan 6nemli bir toplum
saglig1 sorunudur (Hortobagyi ve ark., 2005; Benson ve ark., 2009). Ayrica son yillarda
kanserin tam1 ve tedavisinde birgok ilacin kullanima girmesine ragmen tedavinin
etkinligi tatmin edici sekilde artmamistir. Meme kanseri de halen riskli bir hastalik olma
ozelligini korumaktadir. Bu yiizden daha etkili tedavi sekillerinin gelistirilmesine
ihtiyag vardir. Meme kanser tedavilerinin uzun, pahali ve bazen organ kaybina neden
olmasi ve hastaligin ¢abuk yayilabilmesi kadinlar arasinda en 6nemli sorunlardan birini
olusturmaktadir. Evreleme agisindan heterojen bir grup olan meme kanserinin hangi
evrede oldugu tespit edildikten sonra uygun tedavi secenegine baslanmalidir.
Glinlimiizde ilk olarak bagvurulan tedavi secgenegi, bircok antikanser ilag

kombinasyonlarindan olugan kemoterapi yontemidir (Spears ve ark., 2009).

Siklikla retinol olarak bilinen vitamin A’nin, epiteliyal dokularin normal sekilde
farklilasmasi ve devamliliginin saglanmasi i¢in gerekli oldugu bilinmektedir. Retinol ve
retinoid denilen tiirevlerinin, belli bazi tiimorler iizerinde antiproliferatif ve/veya
farklilagtirma etkilerinden dolayikemopreventif ganlar olarak ©nemi giderek
artmaktadir (Ulukaya ve ark., 1999).Fenretinid, bu amagla kullanilan sentetik
retinoidlerden yalmizca bir tanesidir.Fenretinid(4-HPR), 1-10uM dozlar1 arasinda,
meme, akciger, prostat, ovaryan, pankreas ve hepatosellller karsinom gibi kanser hiicre
soylarinin biiyiimesini in vitro baskiladigi rapor edilmistir(Roberson ve ark., 1997; Tolis
ve ark., 1999; Simeone ve ark., 2002; Golubkov ve ark., 2005; Bu ve ark., 2007,

Messner ve ark., 2011).

Indol-3-karbinol (I3C),besinsel bir kemopreventif bilesik olup lahana, brokoli gibi
Brassicacinsi sebzelerde bulunan glukobrassikin maddesinin dogal olarak gergeklesen
otoliz Urtnuddr. Bu dogal bilesik, pek ¢ok insan kanser hiicrelerinde anti-proliferatif
aktivite gostermektedir (Nguyen ve ark., 2010). 13C'Un 50-100uM araligindaki
konsantrasyonlarda; meme, kolon, prostat, akciger ve endometrium gibi ¢esitli kanser
hiicre soylarinin proliferasyonlarin1 baskiladigi gosterilmistir(Leong ve ark., 2001;
Hong ve ark., 2002; Hudson ve ark., 2002; Jeon ve ark., 2003; Rahman ve ark., 2003;
Choi ve ark., 2010).



4-HPR; anti-enflamatuvar bir gan olan indometazin, platin-temelli ilaglarve bitki-
turevli bir kimyasa olan genistein gibi bazi kimyasallar ile kombine
edilmistir(Karmakar ve ark., 2009; Whitworth ve ark., 2011; Hojka-Osinska ve ark.,
2012).Fakat, literatirde 4-HPR ve 13C nin kombineetkisinin gosterildigi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu g¢alisma, 4-HPR ve 13C kombinasyonunun, 6strojen reseptor
pozitif (MCF-7) ve Ostrojen reseptor negatif (MDA-MB-231) meme kanseri hiicre
soylar1 iizerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmess ve bu etkinin  molekiler

mekanizmalarinin arastirilmasi amaciyla yapilmastir.



1. KAYNAK OZETLERI
1.1.Meme Kanseri

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen ve 6liime neden olan kanser
tipidir. WHO ve IARC’in (International Agency for Research on Cancer) ortak
raporuna gore her yil diinyada 1.000.000 kadinda meme kanseri gelismekte ve 370.000
kadin ise bu hastaliktan 6lmektedir. Sadece Avrupa’da her yil 340.000 yeni meme
kanseri olgusu gozlenmektedir. ABD’de ise yilda 184.000 yeni meme kanseri
gozlenmekte olup, akciger kanserinden sonra tiim kanser Oliimleri arasinda %18 ile
ikinci 61Um nedeni olarak bildirilmektedir. Dinyada meme kanseri goriilme sikligi yillik
ortalama %0,5 oraninda artmaktadir. Ancak goriilme sikligindaki bu artisa karsin,
gelismis bat1 tilkelerinde mortalite oraninda az da olsa gerileme gozlenmektedir. Diger
taraftan meme kanseri sadece kadinlara 6zel bir hastalik degildir. Tim meme
kanserlerinin yaklasik %1’i erkeklerde gorilmektedir. Meme kanseri erkeklerde gorilen

tiim kanser ¢esitlerinin %00.2’ sinden ve 6lumlerin ise %0.14’ inden sorumludur.

Insanlarda meme kanserinin nedeni kesin olarak bilinmemektedir. Meme kanseri
genetik ve c¢evresel faktorler arasinda giiclii etkilesimin oldugu karmagsik ve
multifaktoriyel bir hastaliktir. Son arastirmalar kadinda meme kanserini tetikleyen
faktorlerin ne oldugunu bulmaya yonelmistir. Genetik, hormonal, sosyobiyolojik ve
psikolojik etkenlerin olusumda rol aldigi kabul edilmekle beraber, meme kanserli
kadinlarin %70-80’1 bu risk faktorlerine sahip degildir. Cok degisik ajanlarin
kromozomal mutasyonlara neden olarak kanserin ortaya ¢ikisi ve gelisimi ile yakindan
iligkili oldugu diisliniilmektedir. Yeni calismalar en dnemli belirleyici faktoriin genetik

imza oldugu yoniinde veriler igermektedir.

Meme kanseri icgin birgok risk faktorii belirlenmistir. Bunlarin arasinda cinsiyet ve yas
onemli bir faktér olup hastalarin ¢ogu 55 yasin iizerindedir. Ailede meme kanseri
Oykiisli olmas1 yine yiiksek risk faktorlerinden birini olusturmaktadir. Genetik meme
kanseri olgularinda 06zellikle p53, BRCAl ve BRCA2 gen mutasyonlart etkili
olmaktadir (Washbrook, 2006). Meme kanseri gelisiminde hormonal faktorler de
etkilidir. Erken menstruasyon yasi, meme dokusunun 6strojene maruz kalma siresini

uzatir bu nedenle erken menarsin meme kanseri riskini arttirdigina inanilmaktadir.



Dogurmamis kadinlarda meme kanseri goriilme olasiligi daha fazladir. ik dogumu 35
yasindan sonra yapmis olmak ve ge¢ menapoz da meme kanseri goriilme olasiligini
arttirmaktadir. Gebelik ve laktasyonun meme kanserine karsi koruyucu oldugu ileri
surtlmektedir. Cevresel faktoOrler arasinda ise radyasyona maruz kalma en 6nemkli risk
faktortidiir. Yiiksek yag tiikketimi ve alkol alimmin da meme kanseri riskini arttirdigina
dair kanitlar vardir. Lif¢e zengin gidalarin bagirsaktan Ostrojen absorbsiyonunu
engelleyerek meme kanserini Onleyebilecegi diisiiniilmektedir (Kelsey ve ark., 1993;
Wohlfahrt ve ark., 2004).

1.1.1.MemeKanseri ve Molekller Biyolojisi

Meme  kanserinin  gelisiminin  altinda  yatan mekanizmalar tam  olarak
aydinlatilamamistir. Cevresel karsinojenlere maruz kalma sonrasinda kazanilan
mutasyonlarin yaninda, germline mutasyonlarla kalitilan genetik degisiklikler sonucu
tumor slpresor genlerin aktivasyonu ve proto onkogenlerin aktivasyonu ile apoptozis
mekanizmasinin bozulmasi ve/veya kontrolsiiz hiicre proliferasyonunun sonucunda
meme kanseri gelisiminin basladigi 6ne siiriilmektedir. Cesitli bliyiime faktOrleri ve
iliskili reseptorlerde olusabilecek ¢esitli bozukluklarin da kontrolsiiz hiicre cogalmasina

neden olarak insan meme kanserinde olduk¢a 6nemli rol oynadigi bilinmektedir.

Ostrojen reseptorlerinin (ER) strojen uyaristyla biiyiime sinyalinde oldugu kadar meme
kanseri gelisiminde de olduk¢a 6nemli oldugu bilinmektedir. Ostrojenin fonsiyonunu iki
spesifik hiicre igi reseptorii vasitasiyla gergeklestirdigi bilinmektedir. Eo. ve Erf olarak
adlandirilan bu reseptorler, hormon bagimli transkripsiyon diizenleyiciler olarak islev
gorurler. Er yolu, insan meme kanseri patofizyolojisinde kritik bir rol oynar. Meme
kanseri hastalarinda Ee’nin fazla ekspresyonu, iyi anlasilmis olan bir prognostik ve
prediktif bir faktordir. Ein prognostik anlami tam olarak tanimlanamamistir
(Dotzlaw ve ark., 1999, Fuguave ark., 1999; Speirsve ark., 2000; Su ve ark., 2000)

Genetik degisiklikler germline mutasyonlarla kalitilir veya sonradan somatik
mutasyonlarla kazanilir. Sonradan kazanilan mutasyonla ¢evresel karsinojenlere maruz
kalmayla olusabilir. Bunlar, fiziksel (iyonize radyasyon), kimyasal (polisiklik
hidrokarbonlar) ve biyolojik karsinojenlerdir  (virisler). Mevcut aragtirmalar
karsinojenez surecini hangi genetik degisikliklerin hizlandirdigin1 bulmaya yonelmistir.

Invaziv duktal karsinoma déniisiimii iizerinde durulan modele gore; hiperplaziden in



Situ karsinomaya gecis ve sonugta da invaziv karsinoma gelisimi s6z konusudur. Meme
kanserinin genetik temeli lizerindeki ¢aligsmalar tiimorijenez surecinde birden fazla role
sahip 6zellikli genlere yonelmistir. Bu genler arasinda onkogenler (ras, c-myc genleri),
tumor supresor genleri (p53, BRCAL, BRCA2, nm23), bllyime faktori reseptor genleri
(HER2), hiicre dongustintin dizenlenmesinde rol alan genler (telomeraz) ve apoptozisde
rol alan genler (bcl gen ailesi) sayilabilir. Tiimor siipresor genlerinerken ortaya c¢ikan
meme kanserlerinin ailesel grupta olanlarimin yaklasik %50°sinde 6nem tasidiklari
bildirilmistir. BRCA1 ve BRCA2 proteinleri genomik stabilitenin saglanmasi, DNA
hasarinda hiicresel cevap olarak transkripsiyonel diizenlemeye ve hiicresel proliferasyon
sureglerine katkida bulunurlar (Oesterreich ve ark.,1999; Cui ve ark., 2000).

1.1.2.Meme Kanseri ve Apoptozis

Normal meme gelisimi, hiicre proliferasyonu ve apoptozis arasindaki dengeyle kontrol
edilmektedir. Meme, dogumdan sonra ergenlik ve hamilelik olmak tizere iki ayr
fizyolojik siirecle gelisimini tamamlayan birkag organdan biridir. Bu safhalar siiresince
memenin proliferasyon ve farklilagmasinda belirgin degisiklikler meydana gelmektedir.
Timor gelisimi yalnizca kontrolsiiz hiicre ¢cogalmasi ile degil bununla birlikte azalmig
apoptozis sonucu olmasi bunun giliglii bir kamitidir. Proliferasyon ve apoptozis
arasindaki denge, kemoterapi, radyoterapi ve hormonal tedavilerin cevabinda tiimor
gelisimi veya gerilemesini belirlemede ¢ok onemlidir. Tiim bu olaylarda apoptozisin
indiklenmesi oldukca 6nemli bir yer tutmaktadir (Hickman 1992; Reed ve ark., 1999;
Tamm ve ark., 2001).

1.2.Apoptozis

Cok hiicreli biyolojik sistemlerin gelisim ve devamliliklari, organizmayr meydana
getiren hiicrelerin karsilikli etkilesimlerine baglidir. Gelisim boyunca ¢ogu hiicre fazla
miktarda meydana gelir ve neticede programli bir 6liim gerceklesir. Boylece pek cok
organ ve dokunun sekillenmesi saglanir (Meier ve ark., 2000). Programli hiicre
Oliimiiniin hayvan gelisiminde yer aldigina dair en belirgin 6rneklerinden bir tanes,
parmak arast mezenkimal dokuda meydana gelen kitlesel 6liim sonucunda parmaklarin
serbest ve bagimsiz bir halde sekillenmesidir (Zuzarte-Luis ve ark., 2002). Beyin
gelisiminde, ilk zamanlarda olusan noronlarin, beyin sekillenmesi tamamlandiginda

nicel olarak yarisinin bu siirecte O0lmesi ve Ureme organlarinin gelisimi diger



orneklerdendir (Hutchins ve ark., 1998; Meler ve ark., 2000). Ayrica, erigkin bir
organizmanin hiicrelerinde, homeostazi silirdiirmek ve sabit sayilarin1 korumak
acisindan diizenli bir sekilde fizyolojik 6liim gerceklesir. Gelismekte olan lenfositlerin
cogu, cesitli siireglerle oliirler ve bu sekilde etkin ve islevsel havuz sikica kontrol
edilmekte, ayn1 zamanda lenfosit sayis1 sabit tutulmaktadir (Rathmell ve ark., 2002).
Birlikte ele alindiginda; gelisim, farklilagma, proliferasyon/homeostaz, immiin sistemin
diizenlenmesi ve islevi, hasarli ve zararli hiicrelerin ortadan kaldirilmasi gibi slreclerde
yer alan apoptozisin biyolojik 6énemi biytktir. Apoptotik programda meydana gelen
fonksiyon ya da diizenlenme bozukluklar1 cesitli patolojik durumlarla iliskilidir.
Apoptozis slirecinde olusacak bir hata; kanser, otoimmiin hastaliklar ve wviral
enfeksiyonlarin yayilmasi ile sonuglanabilir. Buna Kkarsin apoptozisin ¢ok fazla
gergeklestigi durumlar ise ndérodejeneratif bozukluklar, AIDS ve iskemik hastaliklar ile

sonuclanabilmektedir (Fadeel ve ark., 1999).
1.2.1.Apoptotik Proteazlar
1.2.1.1.Kaspazlar

Kaspazlar, sistein proteaz ailesine-katalitik nikleofil olarak sistein rezidilerini kullanan
peptidazlar-ait olup hedef proteinleri aspartik asit rezidiileri ardindankirma 6zgilligind
paylasan proteinlerdir. Kaspazlarin belirli bir grubu apoptozis disinda, prositokin
aktivatorleri olarak inflamasyonda gorev alirlar. Kaspazlarin bazilar (2,8,9,10) baslatict
kaspazlarolarak bilinirken, bazilar1 da (3,6,7) ilerletici kaspazlar olarak bilinmektedir.
Hatali diizenlenen kaspaz aktivitesi, hiicre igin 6liimciil olabilir, bu sebeple kaspazlar
hiicre igerisinde prekiirsor yani zimojen olarak sentez edilirler. Dolayisiyla aktivasyon

sureci gerektirirler.

Kaspazlar, bir “prodomain”, bir p20 blyudk alt birim ve bir p10 kiguk at birim iceren
inaktif zimojenler seklinde sentez edilirler. Zimojenlerin proteolitik kesim ile
aktivasyonlar1 sonucu, biiyilkk ve kiiciik alt birimler ayrilir ve “prodomain”leri
uzaklastirtlir. p20 alt biriminde yer alan katalitik reziduleri, Cys285 ve His237 den
olusan aktif bir alandan olusur (Fuentes-Prior ve ark., 2004). Kaspazlar, subtratlarinda
birbirini takip eden en az dort amino asit (P4-P3-P2—P1) yapisini tanirlarve C-terminal

rezidusiinden (P1) sonrakirarlar. Bu ise genellikle Asp (aspartik asit) rezidusudur.
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Sekil 1.1.Memeli kaspazlarinin yapilari ve alt birim organizasyonlari (Li ve ark., 2008)

Baslatict  kaspazlar, protein-protein etkilesim motiflerini barindiran uzun bir
“prodomain” icerir. Bu motifler, ya 6lum etkileyici alan (DED;death effector domain)
ya da kaspaz takviye alamidir (CARD;caspase recruitment domain). Kaspazlar bu
motifler sayesinde adaptdér molekiillerle etkilesimlerini saglarlar (Sekil 1.1). Ilerletici
kaspazlar, kisa bir “prodomain” igerirler ve apoptozisin ilerlemesini saglamak i¢in ¢ok

cesitli hiicresel substratlari kirarlar.

Bagslatict kaspazlar, aktif formlarinin en az bir aktif bolge iceren katalitik {initeleriyle
dimer olustururlar. Katalitik tiniteler, bir biiyiik ve bir kiigiik olmak {izere iki alt birim
icermektedir. Bu alt birimler prekiirsér molekiillerin baglayici bolgeden internal kesimi
sonucu ayrilmalariyla meydana gelirler. Fakat son g¢aligmalar, baslatici kaspazlarin
aktivasyonu igin kesim slrecinin gerekli olmadigini gostermektedir. Baslatic
kaspazlarin zimojenleri hiicre i¢erisinde inaktif monomer durumundadirlar. Monomerik
zimojenler, aktif sekilleri i¢in dimerizasyon siirecine ihtiyaclar1 vardir ve bu aktivasyon

kesim isleminden bagimsizdir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2.Prokaspaz aktivasyonu icin 6nerilen iki model (Boatright ve ark., 2003)
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Dimerizasyon, kaspaz zimojenlerin sahip olduklar1 N-terminal aanlar sayesinde bir
araya geldikleri multiprotein aktive edici kompleksler ile gerceklesir. Aktive edici
kompleksler, i¢sel ve dissal yol olmak iizere Olim uyaranimna gore islev gordrler.
Baslatic1 kaspazlarin zimojen formlar1 latent monomerler seklindedir. Bu monomerler
dimerizasyon ile aktiflesirler. Bu siiregte, sekil 1.2'de kirmizi ¢entik seklinde gosterilen
aktivasyon ilmigi komsu dimerin akseptdr cebine transloke olur. Sonug olarak turuncu
renk ile gosterilen aktif bdlgenin yapilanmasi saglanir. Ilerletici kaspazlarin zimojen
formlar1 dimer halde bulunur ve latent durumlari, sekil 1.2'de sar1 renkte gosterilen
alanlar aras1 baglayiciyla (yapisal engelleme) siirdiiriiliir. Bu baglayicinin kesimi, aktif
bdlgenin yapilanmasini saglayan aktivasyon ilmiginin translokasyonuna izin verir. Her

iki proenzim grubunda aktivasyon siireci, aktivasyon ilmiginin translokasyonunu igerir.

Digsal yol &liim reseptorlerinin ligasyonu ile aktiflesir. Olum reseptorleri, tip |
transmembran proteinlerin bir ailesi olup ekstraseliiler alanlarinda sisteince zengin
tekrarlarin ve sitoplazmik kuyruklarinda 6liim alan1 (DD; death domain) olarak bilinen
protein-protein etkilesim alanlarmin varligiyla karakterizedirler. Olum reseptorleri,
ekstraseliiler tehlike sinyallerini algilamak ig¢in hiicre yilizey sensorleri olarak islev
goriirler. Bu islev ise, ligand baglanmasi (ligasyon) ile gerceklesir.Oliim reseptér ailesi,
tumoér nekroz faktor reseptor 1 (TNFRL/DR1/CD120a/p55/p60), Fas (DR2/APO-
1/CD95), DR3 (APO-3/LARD/TRAMP/WSL1), TNF-iligkili apoptozis indiikleyici
ligand resepttr 1 (TRAILRY/ DR4/APO-2), TRAILR2 (DR5/KILLER/TRICK?2), DR6,
ve sinir blyime faktor reseptorudir (Lavrik ve ark., 2005) (Sekil 1.3).

Olim reseptorleri, spesifik ligandlariyla etkilesimler sonucunda, adaptdr molekiiller
iceren DISC yapilarim1 olusturmak iizere multimerizasyona ugrarlar. Fas ve TRAIL
reseptorleri durumunda; FADD, C-terminal 6liim alan1 (DD;death domain) araciligiyla
DISC yapisina katilir ve N-terminal bolgesiyle de kaspaz 8’in 6liim etkileyici alani
(DED; death effector domain) ile etkilesir. Kaspaz 8’in DISC yapisina katilmasi ve
oligomerizasyonu, otokatalitik aktivasyonuna neden olur ve bu aktivite hicre 6lUmi

i¢in kritik bir 6nem tasir (Juo ve ark., 1998; Varfolomeev ve ark., 1998).
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Sekil 1.3 Kaspaz aktivasyon yollar (Li ve ark., 2008)

Icsel yol (mitokondriyal yol), DNA hasar1 ve sitotoksik ilaglar gibi faktorlerle
uyarilabilir. Cesitli hasar ya da stres sinyalleri, bir veya birden fazla BH3 protein aile
Uyesini aktiflestirebilir. BH3 protein aktivasyonu belli bir esigin lizerine ¢iktiginda, anti
apoptotik Bcl-2 ailesinin baskilayici etkisi ortadan kalkar ve mitokondri dis
membranindaBak-Bax oligomerlerinin olusumunu tesvik eder, Sitozole sitokrom c

gecisi gergeklesir (Chipuk ve ark., 2008).

Sitozolik sitokrom c ise apoptozom yapisinin sekillenmesini uyarir. Apoptozom, Apaf-
1, sitokrom c, ve kofaktor dATP/ATP iceren multiprotein komplekstir (Liu ve ark.,
1996; Li ve ark., 1997; Zou ve ark., 1997).Apaf-1, apoptozom yapisinin merkezi
bilesenidir ve N-terminal CARD, nikleotid baglama alan1 ve C-terminal WD40 alanm
igerir. CARD, kaspaz 9’un “prodomain”i (CARD) ile etkilesiminden sorumlu alandir
(Qin ve ark., 1999). CARD ve Apaf-1'in nikleotid baglama alani, sitokrom ¢ ve dATP
varliginda oligomerizasyondan sorumluyken, WD40 alani sitokrom c ile etkilesim
halindedir. Apoptotik uyaran yoklugunda, Apaf-1 monomer formda bulunur. Sitokrom c
ve dATP varliginda ise; Apaf-1, apoptozom denilen disk seklinde bir sinyal platformu
olusturur. Bu platformda, yedi adet Apaf-1 molekdli bulunur ve her bir Apaf-1
molekUlt bir adet sitokrom c¢ ve bir adet kaspaz 9 ile baghh bulunur (Acehan ve



ark.,2002; Yu ve ark., 2005). Apoptozom aracilifiyla gerceklesen yapisal degisiklik
sonucu aktiflesen kaspaz 9, apoptozisin ilerlemesi ig¢in kaspaz 3 ve kaspaz 7 gibi
ilerletici kaspazlarla etkilesime girer (Sleeve ark., 1999) (Sekil 1.4).

Apoptotik uyaran

Sitokrom ¢

— <5 e Mitokondri
< TR

i |
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Sekil 1.4.Apoptotik uyar1 sonucu apoptozom sekillenmesi (Wang, 2001)

Kaspaz 3, kaspazla aktive edilmis DNaz inhibitérii (ICAD; inhibitor of caspase-
activated DNase) poli(ADP-riboz)polimeraz (PARP, DNA tamir enzimi),Rho iliskili
sarmal olusturan kinaz I (ROCKI; Rho-associated coiledcoil forming kinase I, aktin,
fodrin ve lamin gibi hiicresel substratlar1 kirarak apoptotik morfolojinin olusumunu
saglar. ROCKI’1 kirarak (sonucunda kinaz serbest kalir ve miyozinin hafif zindiri kalici
olarak fosforlanir) membran bleblenmesine, hiicresel yapinin dagilmasina da sebep
olabilir. Bunlarin yaninda, ICAD’1 kirar ve serbest kalan CAD niikleusa gecerek
DNA’y1 interniikleozomal olarak keser (Sekil 1.5)

Kaspaz 9'un i¢sel yolun ortak baslaticisi olmasina ragmen, son yillarda norotrofik
yoksunluk ve DNA hasarina yanit olarakkaspaz 2’nin aktivasyonu dikkat ¢ekmektedir.
Kazpaz 2, CARD yapisi ile yiiksek molekiiler agirlikli bir kompleksin etkilesimi ile
aktive edilmektedir. Diger baslaticilara benzer sekilde, kaspaz 2’nin zimojen formu

monomer seklinde olup aktivasyonlari igin kesim islemi gerekli degildir.
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Sekil 1.5.Apoptozis sirecinde CAD aktivasyonu (Anonim, 2008)
1.2.1.2.Granzim B veKatepsin D

Apoptozis siirecinde kaspazlarin diginda etkili olan, granzim B ve katepsin D gibi diger
baska proteazlar bulunmaktadir. Bu salgisal apoptotik yol, patojenle enfekte hiicreler ve
timor hiicrelerinin  ortadan kaldirilmasinda etkilidir. Sitotoksik T lenfositleri
sitoplazmalarinda granzim B ve perforin adi verilen, apoptozisin olusmasini saglayan
proteinler iceren sitoplazmik granillere sahiptirler ve apoptozis bu molekdlleri
salgilayarak indiiklerler. Granzim B ve perforin, kaspaz ailesini aktive edebilen serin
esterazlardir. Perforin bu siire¢ icin onemlidir ¢linkii aktivitesi sayesinde membranda
por olusumunu saglamaktadir. Bu porlar, hiicre i¢ine kalsiyum girisinde hizli bir artisa
sebep olur ve granzim B’nin hiicreye girisini saglamakta ve apoptozisi baslatmaktadir.

Granzim B ise kaspaz 3 ve kazpaz 9’u aktiflestirmektedir (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6.Granzim B ve perforin aracilifiyla kaspaz aktivasyonu (Stassi ve ark., 2002)

Kaspazlar ve granzimler diginda, interferon-y (IFN-y)-, TNF-, Fas-, oksidatif stres
aracili hiicre 6liimiinde yer alan diger proteazlar, aspartik proteaz katepsin D ve serin
proteaz AP24'tlr (apoptozis proteaz 24). Katepsin D (lizozomal aspartik proteaz),
lizozom igerisinde endositozla sindirilecek proteinlerin proteolizinde, salgilanan
proteinlerin proteolitik aktivasyonunda ve metastatik hiicrelerin migrasyonuyla iliskili
ekstraseliiler aktiviteyle yakindan alakali oldugu bilinmektedir. Apoptotik uyari
sonucunda 34 kDa agirligindaki Katepsin D’nin sitozole lizozomal salinimu,
mitokondriyal sitokrom c'nin  sitozole gegmesiyle sonucunda prokaspazlarin
aktivasyonuna, pH 6.2’de Bid’in kirilmasina, ve Bid’in kirilmasindan bagimsiz olarak

Bax aktivasyonuna sebep olur (Beaujouin ve ark., 2008) (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7.Katepsin D’ nin apoptozis sirecindeki rol Ui (Benes ve ark., 2008)
1.2.2.Apoptozisin Mekanizmalari

Bir uyarani takiben, apoptozisin ilk basamagini/karar fazini hiicre oliimiiniin genetik
kontrol noktalar1 olusturur. Bunu ise, apoptozisin morfolojik degisikliklerinden
sorumlu olan ikinci basamak/ilerleme fazi takip eder. Apoptozisin ¢ok c¢esitli fizyolojik
ve patolojik uyaranlar olup baslica dort biiyiik gruba ayrilir. Iyonize radyasyon ve
alkilleyici antikanser ilaglar1 igeren ilk grup uyaranlar DNA hasarina sebep olurlar.
Ikinci grup ise apoptozisi ya glukokortikoid ve tiimoér nekroz faktdr (TNF) aracili
reseptor aktivasyonu ile ya da blyime faktorleri (sinir biytme faktori ve interl 6kin-3)
aracili mekanizmalarla uyarir. Fosfatazlar ve kinaz inibitorlerini igeren {i¢iincii grup
apoptotik yolaklar1 biyokimyasal ajanlarla uyarir. Ultraviyole (UV) 1s1n ve okside edici
ajanlan (sliperoksit anyonu, hidrojen peroksit) iceren dordiincii grup dogrudan hiicre
membran hasarina sebep olurlar. Siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri
gibi reaktif oksijen tlrlerinin fazla miktarda tretimi, lipit membranlari, proteinleri,
niikleik asitleri ve ekstraseliiler matriks glukozaminoglikanlarina zarar veren serbest
radikallerinin olusumuna sebep olur. Bu uyaranlarin yiiksek dozlar1 nekrozise yol acar.
Hiicre membraninin asit sfingomiyelinaz1 aktive ederek hasarlanmasi apoptozisi uyarir

ve sonu¢ olarak membran lipitlerinden ikincil mesajc1 seramid olusumu gozlenir.
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Apoptozisi baglatan sinyaller, hiicre yiizey 6lim reseptorlerinin baglanmasi ya da

genom hasarindan kaynaklanabilir (Kam ve ark., 2000).

Apoptozis baslica iki yol araciligiyla gerceklesir. Ilki dissal (ekstrinsik)/sitoplazmik yol
olup, hiicre yiizey 6liim reseptdrlerinin ligandlariyla baglanmasi sonucu aktiflesir. Oliim
reseptorleri TNFR (tumor nekroz faktor reseptoril) sliperailesine aittir. Bu aile Uyeleri,
tip | transmembran proteinleri olup sisteince zengin ekstraseliler domainleri ile ligand
baglama ozellikleriyle karakterizedir. Oliim reseptorleri, apoptotik sinyalin
transdiiksiyonu i¢in gerekli olan 80 amino asit uzunlugunda intraseliiler 6liim domaini
(DD) igerir. Siklikla galisilan 6liim reseptorleri Fas (CD95/Apo-1), TNFR1, TRAIL-R1
(DR4) ve TRAIL-R2 (DR5/Killer/TRICK2) dir. Oliim reseptorlerine baglanan ligandlar
(FasL, TNFa, VE TRAIL) yagal olarak reseptorler ile iliskili proteinler olup TNF

stiperailesine aitlerdir. Bu o6liim ligandlar tip II transmembran proteinleri gibi eksprese
edilirler. Bazi durumlarda, bu proteinler proteolitik kirilabilir ve serbest kalabilirler
(Ghobria ve ark., 2005; Guicciardi ve ark., 2009).TRAIL-R1 veya TRAILR2 yeTRAIL
ya da agonistik monoklonal antikorlarin baglanmasi, hiicre membraninda bulunan
reseptOriin oligomerizasyonu ve apoptozisin baglamasi ile sonuglanir. FasL ve TRAIL
tarafindan baglatilan hiicre i¢i sinyal kaskadi benzer yollar igerir. Reseptorlerin
aktivasyonu, DISC (6lum indikleyici sinyal kompleksi) denilen ve proteinlerden
meydana gelen bir kompleks olusumuna sebep olur. DISC, reseptoriin 6liim alani ve
prokaspaz 8’e kendi 6liim alani ile baglanabilen adaptor protein FADD’yi (Fas iliskili
6liim alan1) igerir. DISC yapisinda yer alan prokaspaz 8, otosiireclerle aktiflesir yani
lokal konsantrasyonlar1 otokatalitik aktivasyonlarina ve aktif kaspaz-8 salinimina yol
agmaktadir. Insanlarda kaspaz 10 da, DISC yapisina katilabilir ve apoptozisi tesvik
edebilir (Bodmer ve ark., 2000;Kischkel ve ark., 2001; Dickens ve ark.,
2012).Sonrasinda aktif kaspaz 8 dogrudan kaspaz 3’1 veya diger ilerletici kazpazlari
kirar. Kaspaz 8 ayrica BH3 proteinlerinden Bid’i de kirabilir. Kirilmis Bid (tBid)
sonrasinda mitokondriye geger ve kaspaz 9 ve kaspaz 3 aktivasyonuna neden olacak

sitokrom ¢ salinimini uyarir (Sekil 1.8).

14



Oliim reseptorleri
{THFR. Fas)

Oliim ligandlan \\
(TNF. FasL) @ \

Dissal

BH23 protein aktivasyonu

TEADD Q

Prokaspaz 8 \ e

Kaspaz B@
v

Kaspaz 3

l Sitolkrom c

. Smac/DIABLO
ApoptoZis oOmiHwA2
' ATF

Sekil 1.8.Reseptor aracili kaspaz aktivasyonu (Taylor ve ark., 2006)

Ikincisi i¢sel (intrinsik)/mitokondriyal yol olup, uyarildiginda mitokondriden sitokrom-c
salinimina ve bdylece dliim sinyaline sebep olur. iki yol da, diizenleyici ve yapisal
molekiilleri kiran ve bunun sonucunda hiicrenin 6liimiine sebep olan kaspaz denilen
proteaz kaskadinin aktivasyonunu igeren ortak bir yolda birlesir (Ghobria ve ark.,
2005). Mitokondriyal yolun Kkilit olayr mitokondri dis membran permeabilizasyonudur
(MOMP). Permeabilizasyon sonucunda; sitokrom c, mitokondri tirevli kaspaz
aktivatorii/IAP baglayici protein Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, apoptozis indiikleyici
faktor (AIF) ve endontikleaz D (EndoG) gibi mitokondri membran proteinleri sitozole
salimir. Mitokondri ic membran yilzeyinden sitokrom C'nin sitozole salinmasi ile
sitokrom ¢, sitoplazmik protein olan Apaf-1(apoptotik proteaz aktive edici faktor-1)'e
baglanir ve onu aktive eder, JATP/ATP nin de ortamda bulunmasi ile Apaf-1/sitokrom
¢ kompleksi heptamerik bir yapiya oligomerize olur. Bu yapinin olugmasi, prokaspaz

9'un Apaf-1 ile etkilesimini miimkiin kilar ve apoptozom kompleksi olusur (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9.Kaspaz aktivasyonunun mitokondriyal yolu B.Apoptozom olusumu ve
aktivasyonu(Gewies, 2004)

Apoptozomun gorevi, baslatici kaspaz olan kaspaz 9 u aktive etmektir.Aktif kaspaz
9,kaspaz-3'U veya diger ilerletici kazpazlar1 aktive ederek kaspaz kaskadina aracilik
eder.Ayrica kaspaz aktivitesini inhibe eden ve aktiviteleri Smac veya Omi/HtrA2 gibi
fonksiyonel analoglar ile engellenmis bircok IAPs (apoptozis inhibitdrleri) vardir. Olen
hiicrelerde Smac ve Omi/HtrA2 (mitokondriyel proteinler, pro-apoptotik proteinler)
mitokondriden salindiginda IAPs inaktive olmakta ve boylece ilerletici kaspazlarin
inhibisyonuengellenerek hiicrelerin apoptozise gitmeleri saglanir (Ulukaya, 2003; Riedl
ve ark., 2007; Li ve ark., 2008; Duprez ve ark., 2009).

Buicsel ve digsal yol mekanizmalar1 kaspaz-bagimli apoptozisi gostermektedir. Ayrica
kaspazlardan bagimsiz olarak apoptoza neden oldugu diisiiniilen kaspaz aktivasyonunun
gerceklesmedigi mekanizmada bulunmaktadir. Bu mekanizmada AIF (apoptoz
indiikleyici faktor) mitokondriden salinip niikleusa gegmekte ve niikleazlar
aktiflestirerek DNA hasarina yol ag¢maktadir. AIF, steroidler, granzyme B ve
endonukleaz G kaspazlardan bagimsiz olarak apoptozise neden olmaktadir (Ulukaya,
2003).
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1.2.2.1.Mitokondri Dis Membran Permeabilizasyonu (M OM P)

Mitokondri, enerji iiretiminde rol alan hiicresel organellerden biri olup hiicresel yasam
icin 6nemi biiyiiktlir. Bunun yaninda, hiicre 6liimiinde de 6nemli roller listlenmektedir.
Apoptozis siirecinde gergeklesenmitokondri dis membran permeabilizasyonu (MOMP),
“geri doniilmez” bir noktay1 ifade eder ve takiben, normal (homeostaz) kosullarda
mitokondriyal i¢ (IMM) ve dis (OMM) membranlar1 arasinda yer alan bir¢ok proteinin
sitozole birakilmasi1 gerceklesir. MOMP, siklikla mitokondri membran potansiyelinin
(A¥y) bozulmasiyla iliskilidir. AW, kaybi uyarana gore, MOMP sirasinda ya da
sonrasinda gerceklesir. Apoptotik kosullar altinda en 6nemli MOMP mekanizmas1 Bcl-
2 aile iyelerini igerir. Apoptozis sirasinda aktif Bax ve/veya Bak mitokondri dis
membraninda (OMM) porlar olusturur ve membranlar arasi proteinlerin sitozole
salinimina sebep olurlar. MOMP indiiksiyonuna mitokondri i¢ membran1 (IMM) da
katki saglayabilir. I¢ membran, permeabilizasyon gecis poru (PTP) araciligiyla
MOMP’ye sebep olur. PTP, dis membranda yer alan voltaj bagimli anyon kanal
(VDAC) proteinleri, ic membranda yer alan adenin nikleotit translokatér (ANT) ve
matrikste bulunan siklofilin D (cypD) gibi ¢esitli proteinlerin yer aldig1 bir komplekstir.
Bu porun agilmasi, iyonlarin mitokondri matriksine geg¢isini saglamakta ve A¥nkayb1
ile birlikte matriksin sismesine yol agmaktadir (Green ve ark., 2004; Chipuk ve ark.,
2006).

1.2.2.1.1.MOMP Diizenlenmesinde Bcl-2 Aile Proteinlerinin Roll
1.2.2.1.1.1.Bcl-2 Aile Uydleri

Bcl-2 ailesi, islevlerine ve igerdikleri Bcl-2 homoloji alanlarinin (BH) sayisina gore ti¢
gruba ayrilir. Anti apoptotik Uyeler (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1, A1 ve Bcl-B)
mitokondri dis membraniyla iligkilidirler ve hiicreleri ¢esitli apoptotik uyaranlara karsi
korurlar. Yapilarinda dort ¢esit BH alani1 (BH1-BH4) bulunur. Pro apoptotik tyeler iki
gruba ayrilir. Bunlar Bax-benzeri coklu alan (BH1-BH3) apoptotik proteinleri (Bax,
Bak, Bok) ve BH3 proteinleridir (Bik, Bid, Bad, Puma, Noxa, Bim, Hrk, Bmf). Bcl-2
aile proteinleri, homo- ve heterodimerler olustururlar ve pro ve anti-apoptotik Uyeler
arasindaki etkilesimler birbirlerinin aktivitelerini dengeler ve bu pro-apoptotik ve anti-
apoptotik Bcl-2 aile iiyelerinin dengesi, hiicrelerin yasami ve 6liimiinii belirlemede
oldukca onemlidir(Adams ve ark., 2001; Bouillet ve ark., 2002; van Delft ve ark.,
2006).
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1.2.2.1.1.2.BH3 Proteinlerinin Aktivasyonu

BH3 proteinlerinin aktivitesi, transkripsiyonel ya da post-translasyonel seviyede ¢esitli
mekanizmalarla diizenlenir. En azindan dort BH3 proteini, apoptotik uyaranlara yanit
olarak transkripsiyonel olarak wuyarilir. Bu proteinler; Hrk, Puma, Noxa ve
Bim'iicerir.Bad, Bim ve Bik fosforilasyon ile dizenlenir. Bad ve Bim'in pro apoptotik
potansiyeli fosforilasyonlar azalir. Bunun tersine, Bik'in fosforilasyonu pro apoptotik
aktivitesini arttirmaktadir. Bid proteolitik kirilarak aktiflestirilir ve kirilmis Bid’in
(tBid) mitokondriye gecisi, kirilma sonrast modifikasyona uygun hale gelmis bolgenin
N-miristilasyonu ile gergeklesir. Aktiflesmis BH3 proteinleri anti apoptotik Bcl-2
Uyelerin pro apoptotik iiyelerini baskilamasini ortadan kaldirir

(Zhave ark., 1996; Inoharave ark.,1997; Li ve ark., 1998; Luo ve ark., 1998; Imaizumi
ve ark., 1999; Zhave ark., 2000; Oda ve ark., 2000; Dijkers ve ark., 2000; Han ve ark.,
2001; Nakano ve ark., 2001; Yu ve ark., 2001; Harris ve ark., 2001; Putcha ve ark.,
2001; Shinjyo ve ark., 2001; Whitfield ve ark., 2001; Verma ve ark., 2001; Leung ve
ark., 2008; Rambal ve ark., 2009).

1.2.2.1.1.3.Bax ve Bak Aktivasyonu

Apoptotik uyar1 akabinde temel olarak Bax ve Bak eksprese edilir ve MOMP uyarilir.
Dolayisiyla Bax ve Bak normal hiicrelerde inaktif durumdadir. Bax proteinleri,
sitozolde monomerler seklinde bulunurlar ve aktif olmadiklari siirece mitokondri dig
membrani ile iligkileri minimal diizeydedir. Bax, aktivasyon siirecinde mitokondriyal
dis membranina transloke olur. Sonucunda, sitokrom c gibi pro apoptotik faktorler
mitokondri i¢ membranindan sitozole salinir ve apoptozom olusumunu takiben kaspaz
kaskadinin aktivasyonu gergeklesir (Sekil 1.10). Bak, aktif olmadigi durumlarda bile
mitokondriyal dig membranda konumlanabilir. Belli baz1t BH3 proteinlerin aktivasyonu,
Bax ve Bak’in oligomerize olmalar1 ve sonrasinda mitokondri dis membranina stabil
sekilde konumlanmalart i¢in gereklidir (Hsu ve ark., 1997; Wolter ve ark., 1997; Wel ve
ark., 2000; Letai ve ark., 2002; Kuwanave ark., 2003; Billen ve ark., 2008).
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Sekil 1.10.Apoptozis in Bcl-2 ailesi tarafindan diizenlenmesi (Anonim, 2006)

BH3 proteinlerinin Bax ve Bak’i aktiflestirdiklerine dair iki model bulunmaktadir.
Dogrudan aktivasyon modeline gore, BH3 proteinleri (Bim, tBid ve PUMA) aktivator
rolii iistlenerek dogrudan Bax ve Bak’a baglanip aktivasyonlarini saglarlar. Bu modele
gore, BH3 proteinlerinin geri kalani hassaslastirict olarak islev goriirler ve Bim, tBid ve
PUMA’y1 serbestlestirmek lizere anti apoptotik Bcl-2 aile Gyelerine baglanirlar (Letai
ve ark., 2002; Marani ve ark., 2002; Cartron ve ark., 2004; Kim ve ark., 2006; Oh ve
ark., 2006; Walensky ve ark., 2006). Dolayli aktivasyon modeline gore, tim BH3
proteinleri Bax ve Bak yerine anti apoptotik Bcl-2 aile lUyelerine baglanirlar ve sonug
olarak yine Bax ve Bak aktivasyonu saglanir. Bu modelde, tiim anti-apoptotik Bcl-2 aile
proteinlerine  baglanabildiklerinden otlirii, Bim, tBid ve PUMA apoptozisin
uyarilmasinda potansiyelleri yiiksek olan proteinlerdir. Bax ve Bak aktivasyonunda yer
alan adimlardan ilki, bu proteinlerin N-terminal uglarini agiga ¢ikaran konformasyonel
degisiliktir. Sonrasinda ise, porlarin sekillenmesi ve MOMP siireclerinde aktif sekilde
rol alacak Bax ve Bak homo-oligomerlerin olusumudur (Chen ve ark., 2005; Kuwana ve
ark., 2005; Willisve ark., 2005; Certo ve ark., 2006; Willis ve ark., 2007).
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1.2.3.Apoptozisin Genetik Kontrolu

Apoptozisin kontroliinde c¢ok sayida gen, protein rol oynar ve apoptotik yollarda
Ustlendikleri  aktivitelere ve spesifik hastaliklarla olan iliskileri baz alinarak
siniflandirilabilirler. Cesitli uyaranlar bir takim o6liim yollarinin diizenleyicilerini
aktiflestirerek bir kaskad baslatirlar. Apoptozis, “geri donililmez” noktaya hedef
proteinleri enzimatik olarak kiran kaspazlarin aktiflesmesiyle gelir. Bcl-2 ailesi, kaspaz
aktivasyonunu ya negatif ya da pozitif (6rnegin Bax) yonde diizenler. Diger bazi
apoptozis diizenleyicileri biraz daha ileri asamalarda rol alir ve bir takim kaskadlari
aktiflestirirler. Bu diizenleyiciler, apoptozisi aktive eden ve timorijenez ya da kanser
terapilerinde 6nem teskil eden c-myc gibi onkogenler veya p53 gibi tiimdr baskilayici

genlerdir.

c-Myc

Bir transkripsiyon faktorii olan c-Myc, pek ¢ok insan tiimdriinde anormal sekilde
diizenlenmekte ve apoptozisin kontroliinde 6nem tasimaktadir. Insan c-Myc proteini
439 amino asitten meydana gelir. Niikleusta yer alir ve kisa bir 6mrii vardir. c-Myc;
metabolizma, protein biyosentezi, hiicre siklus diizenlenmesi, apoptozis (Bcl-2’yi asagi
yonde duzenleyerek), hiicre adezyonu ve sitoiskelet yapilanmasini saglayan belirli gen
siiflariyla diizenli olarak etkilesim halindedir. Proto-onkogen olan c-myc’nin hatali
diizenlenmesi, hiicre proliferasyonunu (siklinleri yukar1 ve p21°i asagl yonde
duzenleyerek) ve neoplastik transformasyonu tesvik eder. Bu hatali diizenlenme ayrica
besin ve bliylime faktorii eksikliginde apoptotik genleri aktiflestirir. Myc, Wnt, Shh, ve
EGF gibi cesitli mitojenik sinyallerle aktiflestirilir. Bu hedef genlerin ekspresyonlarini
duzenleyerek, Myc aktivasyonu birtakim biyolojik etkilerle sonuglanir.

p53

Nukleer fosfoprotein insan p53 geni, 17. kromozomun kisa kolunda (17p 13,1) yer alir
ve iki ana siirece onemli katkis1 bulunmaktadir. Bunlar hiicre siklusunun ilerleyisi ve
apoptozisdir. P53, viral veya hiicresel onkogenlerin sebep oldugu transformasyonu
baskiladigindan, bir tiimor baskilayici gen olarak siniflandirilmaktadir. Bir¢ok insan
kanserlerinin mutant p53 baskilayict genine sahip oldugu bulunmustur. p53 mutasyon

veya delesyonlar1 insan kanserlerinde siklikla rastlanir ve yaklasik %50’sinden
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fazlasiyla iliskilidir. Bunlar mesane, meme, kolon, akciger, karaciger, prostat ve cilt
kanserleridir. Herhangi bir uyaranla meydana gelen DNA hasarinda, p53 aktifleserek bir
dizi mekanizmay1 baslatir. Bu mekanizmalar ile hasarli hiicre Gl fazinda durur ve S
fazina giremez Bu nedenle DNA hasar1 olan hiicrede ya onarim saglanmir ya da hicre
apoptozise yonlendirilir. DNA hasart sonrasinda p53 proteinin transkripsiyonu ve
dolayisiyla translasyonu artar. Olusan p53 proteini, bir CDKI (siklin bagimli kinaz
inhibitord) olan p2l proteinin sentezini uyararak hiicre dongusini p2l proteini
araciligiyla G1 evresinde durdurur (Sekil 1.11). p21 proteini bu fonksiyonunu siklin-
siklin bagimlt kinaz komplekslerine baglanarak gerceklestirir. p21 proteini CDK-C
(siklin-siklin  bagimli kinaz) kompleksine baglandiginda CDK-C kompleksi, Rb
(Retinoblastoma)  proteinini  fosforile edemez. Bunun sonucunda Rb-E2F
kompleksinden E2F transkripsiyon fakttrt ayrilamaz ve DNA sentezi icin gerekli olan
enzimlerin ve bazi proteinlerin ekspresyonu gerceklesmez. Boylece hiicre dongusu S
fazina gecemeden durdurulur (El-Deiry ve ark., 1993; Cachot ve ark., 1998).
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Sekil 1.11.p53 proteinin hiicre siklusu ve apoptozis sirecindeki rol (Gillham ve ark., 2007)
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Eger DNA hasari, hucrenin tamir mekanizmasimn onarabilecegi kapasitenin Uzerinde
gerceklesmesi sonucu onkogenik stirecin engellenmesi icin apoptozis gerceklesir. Hem
hiicre ylzeyinde yer alan TNFR aile tiyesi olan Fas(CD95) reseptérlerinin uyariimasiyla
hem de mitokondriden sitokrom ¢ salimmyla gerceklesen apoptotik slreclerin her
ikisinde de p53 proteinin 6nemli rol Ustlenmektedir (Zornig ve ark., 2001; Dumont ve
ark., 2003).

Ras

Memelilerde ras onkogen gen ailesi p21s olarak adlandirilan molekiil agirhigr 21 kDa
olan proteinleri kodlayan U¢ Uyeden (H-, K- ve N-ras) olusmaktadir. p21s, membranla
iligkili proteinler olup GTP (guanin trifosfat) baglamakta ve hidrolize etmektedirler yani
GTP baglayici proteinlerdir. Ras ailesi proteinleri GTP bagh veya GDP bagli formlari
ile, iki konformasyon arasinda gecislerle hiicre igerisindeki ¢esitli proteinleri etkiler ve
onlarin da konformasyonlarinin degismesine ve fosforilenmelerine yol agarak hiicre i¢i
sinyal iletimini tetiklerler. Ras’in baglanan GTP’yi hidrolizinden sonra, proteine bagl
kalan GDP’nin uzaklastirilmasi i¢in Guanin Degisim Faktorlerine (GEF; Guanine
Exchange Factor) ihtiya¢ vardir. GEF proteinleri Ras-GDP ile etkilesir ve GDP’nin
proteinden uzaklasarak, Ras’in hiicre i¢i derisimi daha fazla olan GTP’yi
baglayabilmesine olanak tanirlar. Baglanan GTP Ras’in i¢sel GTPaz aktivitesi ile ve
bunun yami sira, Ras’a baglanan GTPaz Aktive edici Proteinler’in (GAP) etkisi ile
hidrolize ugrar (Sekil 1.12). Ras’in GTP bagl konformasyonu, bu proteinin baglandigi
sinya iletiminin daha alt basamaginda bulunan molekiillerin (efektorlerin) de
konformasyonel degisiklik gecirmelerine ve fosforillenerek sinyal iletimine
katilmalarina yol agar. GTPaz bozuk olmasi molekiilin GTP formunun devamli olarak
aktif kalmasina yol agtigindan niikleus proteinleri ve DNA transkripsiyonu devamli
olarak aktive edilir (Quincoces ve ark., 1997; Lowitz ve ark., 2000; Martinez ve ark.,
2003; Telkoparan ve ark.,2011).
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Sekil 1.12.Ras ailesi G-proteinlerin islevsel dongiileri (Telkoparan ve ark., 2011)

Rb

Rb, insanin 13. kromozomu iizerinde bulunan tiimoér baskilayici gendir. Rb proteini, Rb
gen 0Urind olup hicre siklusunu dizenlemede ©nemli role sahip nikleer bir
fosfoproteindir. Rb proteini, S fazinda hiicresel replikasyonda yer alan niikleer
transkripsiyon faktorii olan E2F proteini ile etkilesime girmektedir. Bu etkilesim
E2F’nin transkripsiyon faktorii olarak islev gormesini onlemektedir. Rb proteininin
fosforile formu inaktif, defosforile formu ise aktiftir. Fosfarlanmamis Rb, E2F
tarafindan kontrol edilen genlerin transkripsiyonunu baskilamak iizere, E2F’ye baglanir.
Rb’nin G1’in sonunda Cdk4, 6 ve siklin D kompleksleri tarafindan fosforillenmesi
E2F’den ayrilmasina neden olur. Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi i¢in gerekli proteinleri
kodlayan hedef genlerin ekspresyonunu uyarir (Sekil 1.13). Rb mutantlar (yapisal
fosforile olmus ve E2F baglanmamis), S faz1 restriksiyon bolgesinde kontrolsiiz hiicre
boliinmesine neden olmaktadir dolayisiyla hiicreler tiimorojenik olabilmektedir.

(Kopnin, 2000; Hanahan ve ark., 2000).
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Sekil 1.13.Hiicre siklusunun Rb, Cdk4,6 ve siklin D kompleksleri tarafindan kontrolii (Anonim,
2009)

1.2.4. Apoptotik Hiicrede Goriilen Morfolojik Degisiklikler

Apoptotik hiicreler tipik morfolojik degisikliklerle tanimlanabilir: hiicre biiziiliir,
deformasyona ugrar ve komsu hiicrelerle olan temasini kaybeder. Kromatini kondanse
olur ve niikleer membranin altinda konumlanir, plazma membrani bleblenir ve hiicre
son olarak, sitozol, kondanse kromatin ve organelleri iceren membranla gevrili yapilara
yani “apoptotik cisimcikler’e pargalanir. Apoptotik cisimcikler, cogunlukla makrofajlar
bazen de komsu hiicreler tarafindan fagosite edilir ve dokudan herhangi bir inflamatuvar
yanit olugsmadan uzaklastirilirlar. Bu morfolojik degisiklikler, apoptotik bir hiicrede
meydana gelen karakteristik molekiiler ve biyokimyasal olaylarin neticesidir.
Sitoplazma ve organellerin sekil ve biitiinliigiinii belirleyen belli bazi protein
substratlarin  ve  DNA’nin oligoniikleozomal parcalanmasini saglayan proteolitik
enzimlerin aktivasyonu, bu olaylardan 6ne ¢ikanlardir (Saraste ve ark., 2000; Ulukaya,
2003; Elmore, 2007; Hotchkiss, 2009). Nekrotik hiicre olimu, apoptozisin tersine,
membran biitiinliglinlin kaybi, sisme, ve hiicrelerin pargalanmasi ile sonuglanan bir
surecgtir  (Sekil 1.14). Nekrozis, enerji tretim yetmezligi, iyon kanallarindaki
bozukluklar veya pH dengesindeki asir1 degisimler gibi birtakim fizyolojik kosullarin

asir1 bozulmasi sonucunda hiicresel igerik kontrolsiiz bir sekilde hiicre ¢evresine dagilir
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ve bunun sonucu olarak komsu hiicrelerin zarar gérmesinden dolayr dokuda gii¢lii bir
inflamatuvar yanit olusur (Leist ve ark., 2001). Apoptozisde erken hticre-hiicre temas
kaybi, nekrozisde ise gec hiicre-hiicre temas kayb1 gézlenmektedir. Apoptozis igin ATP
gerekliyken (aktif slirec) nekrozisde ATP gerekmez c¢lnki pasif bir strectir (Ulukaya,
2003).

B :
. APOPTOZIS
N\

Kromatin vigilmasi
Organellerin sismesi | X

N
o %?? Kromatin ve
f - ) sitoplazma
Il': o A g; kondensasyonu
SN

Niikleer fragmentasyon
Bleb olusumu

Apoptotik
& cisimciklerin olusumu

Parcalanma

‘ Fagositoz
|

' Apoptotik cisimcik
Hiicresel "

icerigin salmmm

— Fagositik hiicre

Inflamasvon

Sekil 1.14.Apoptozis ve nekrozisin sematik karsilastirilmasi (Anonim, 2007)

Apoptotik cisimcikler in vivo hizli bir sekilde fagositoz ile ya o6zellesmis fagositik
hiicreler ya da apoptotik cisimciklerin ¢evresindeki komsu hiicreler tarafindan ortadan
kaldirilirlar. Apoptotik hiicrelerin fagosite edilmelerinde fosfatidilserin (PS) reseptori
rol almaktadir (Messmer ve ark., 2000).PS, plazma membraninin i¢ ylizeyinde ATP
bagimlhi flippaz aktivitesiyle devamliligin1 saglar. Bu flippaz kaspazlar tarafindan
inaktiflestirilir ve PS plazma membraninin dis yiizeyine transloke olur (Daleke ve ark.,
2000).Memeli apoptotik cisimciklerinin fagositoz slreclerinde bir dizi hlcre ylzey
molekllleri (trombospondin 1 ve reseptéri CD36) ve hicre ici molekiller (180 kDa
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protein DOCK180) tanimlanmustir (Savill ve ark., 2000; Hengartner ve ark., 2001;
Henson ve ark., 2001; Somersan ve ark., 2001).

1.2.5.Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yéntemler

1972y1linda, apoptozis terimi ilk kez kullamldiginda hiicrenin morfolojik gérinimine
gore karar veriliyordu. ilk kez morfolojik kriterlere gorebelirlenen apoptozis, 80l
yillarin sonuna dogru DNA kiriklariminolustugunun ortaya cikarilmasiyla birlikte bu
kiriklarin saptanmasina yonelik yontemlerle belirlenmeye baslandi. 90'1arin ortalarinda
iseapoptotik hiicrelerde kaspazlarin aktiflestiginin  bulunmasiyla apoptozis, kaspaz
aktivasyonlarinin belirlenmesine yonelik metodlarlatayin edilebilmistir. 90'larin sonuna
dogru ise fosfatidilserin translokasyonunu belirleyen yontemler apoptozis tayininde
kullanilmaya baglandi. Apoptozisin belirlenmesine yonelik gélistirilen tim bu
metodlari, 2000'1iyillarin baslarinda gelistirilen, sadece apoptotik epitelya hicrelerde
kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein olan keratin 18'in kirildiktan sonraki 6zgin
formunu saptayan antikorlarin kullammi ile daha spesifikolarak saptanmas: takip etti

(Sekil 1.15). Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler sdyledir;
1. Morfolojik goruntileme yontemleri

2. Immunohistokimyasal yéntemler

3. Biyokimyasal yontemler

4. Immiinolojik yéntemler

5. Molekuler biyoloji yontemleri (Ulukaya, 2003; Aksit ve ark., 2008; Giiles ve ark.,
2008).
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Isik mikroskobu Floresan mikroskobu | Elektron mikroskobu: Faz kontrast
kullanimi /Lazerli konfokal mikroskobu:
mikroskop
a.Hematoksilen boyama | a. Hoechstboyasi Morfolojik degisikliklerin | Hiicrelerin kiiltiir
Hematoksilen boyasi Membrani intaktolan endogru sekilde ortaminda, "flask” veya
kromatini (canli) veyamembran g6zlenebildigi yontemdir. "plate”lerde
boyadigindan apoptotik biitiinliigii bozulmus Ustelik subseluler detaylar bityiititldiigi
hiicreler niikleus (6li) tiim hiicreleri da incelenebilir (6rn. calismalarda, hilcreyi
morfolojisine gére boyar. mitokondrinin durumu, veya hilcre toplulugunu
Morfolojik | degerlendirilir. b. Propidium iyodur hiicre zar1 ya daniikleus incelemek amaciyla
goriintiileme | p. Giemsa boyama Sadece membran membranmmbiitinliifiinin | kyllanilir.
yontemleri | Hematoksilenleboyamada | bittiinliigii bozulmus (61i) | bozulup bozulmadig: gibi).
oldugu gibi niikleus hilcreleriboyar.
morfolojisi esas aliarak -Olii hiicrelerin
apoptotik hiicreler tanimr. apoptozisle veya
Sitoplazma smirlan nekrozisle Slip
hematoksilen boyamaya ¢lmediklerinin ayrmi
gore daha iyi secilir. hematoksilen boyamada
oldugu gibi niikleus
morfolojisine bakilarak
yapilir.
Anneksin V Yontemi: TUNEL Yéntemi: M30 Yontemi: Kaspaz-3 Yontemi:
Hiicreapoptozise giderse DNA kiriklarimn in situ M30 yonteminde apoptotik | Kaspaz-3 vontemi ile
normalde hiicre zarmm i¢c olarak tanmmmasim saglar. | hiicreler sitokeratin 18'in sadece apoptotik
yiizeyinde yerlesmis olan Parafin bloklar, donmus kaspazlarnetkisiyle hiicrelerde olusan aktif
) fosfatidilserin (PS) kesitler, kfiltiiriiyapilmis | kirilmasi sonucu ortayva kaspaz-3 belirlenebilir.
Immuno molekiilleri hiicre zarmin soliisyon halindeki veya cikan veni antijenik
histokimyasal dis yiiziine transloke "plate"lere ekilmis, vada | bélgenin
ydntemler olurlar. Dis yiize transloke | lameller iizerinde immunohistokimyasal
olan PS'ler, floresanbir biyltilmiis hiicrelerde yéntemle boyanmasi
madde (6rn. FITC)ile apoptozisinvarliibu prensibine gére belirlenir.
isaretlenmis Anneksin V metodla saptanabilir.
kullanilarak gériiniir hale
getirilir.
AgarozJel "Western'" Blotting: "Flow" Sitometri:
Elektroforezi:
-DNA fragmentasyonu -Substrat kirilmalan "Flow" sitometri yardimiyla
Apoptoziste DNA, 180 baz | -Aktifkaspazin lﬂorasanbg ma d..de ile
Bivokimvasal cifti ve bunun katlanna belirlenmesi isaretlenmis antikor
" 3 karsilik gelen noktalardan kullanilarak apoptoziste
yéntemler R . -Sitokromesaliverilmesi | eksprese oldufu bilinen her
kirildigiicin merdiven o
goriintiisii "ladder pattern” h"mg?b?r ?:n'.'lcre yuzey
olusur. Bu bulen proteininin saptanmasi
: = milmkiindiir.
apoptozisin karakteristik
Szelligidir ve nekroziste
goriillmez.
ELISA: Flourimetrik Yontem:
immunolojik
. -DNA fragmentasyonu ‘Kaspaz aktivasyonu
yéntemler e
- . . (Hucre kiiltiirii)
-M30 diizeyi
"DNA Microarrays":
- Gen ekspresyon
Molekiiler dereceleri (MRNA)
biyoloji )
yontemleri - Hiicre 6ltiim reseptorleri

- Kaspazlar

Sekil 1.15.Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemlerin sematik dzeti
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1.3.4-HPR vel3C

Fenretinide(4-HPR) bir A vitamini (retinoid) tiirevidir. Viicutta dogal olarak olusan
retinoidlerden etki mekanizmasi agisindan farkliliklar géstermesi yaninda daha az toksik
Ozellige sahip olmasiyla ilgi ¢ekmistir. 4-HPR'nin 1990’11 yillarin basindan beri
antitimoral etkili bir ajan oldugu hem in vitro hem de in vivo birgok ¢alismayla
vurgulanmistir (Ulukaya ve ark., 1999; Kocdor ve ark., 2009). Antitimoral etkisinden
ayr olarak, 4-HPR’ nin kanser hucrelerinde sitotoksik etki gosterirken normal hucrelere
boyle bir etkisinin olmadigi rapor edilmistir (Ulukaya ve ark., 2001). Daha sonraki
yillarda, epidermoid karsinoma (A431), metastatik noroblastoma ve |6semi
hicrelerinde, 4-HPR'nin  proliferasyonu  baskiladigi ve apoptozis uyardigi
gosterilmistir(Ulukaya ve ark., 2003; Raguenez ve ark. 2009;Wang ve ark., 2009).4-
HPR'nin over kanserine karsi koruyucu etkisi oldugu dustinilmektedir. Yapilan bir
randomize, prospektif, placebo kontrollii ¢alismada 6 ayboyunca unilateral meme
kanserli hastalara oral fenretinide veya placebo uygulanmistir.Calisma grubunda over
kanseri gelismemis, kontrol grubunda ise 6 vakada over kanseriolusmustur (De Palo ve
ark., 1995).

4-HPR’nin meme gibi yag dokusunda lokalize oldugunun gosterilmesinden sonra,
ozellikle meme kanserinin dnlenmesinde Umit verici bir 6zellige sahip oldugunu
gosteren birgok calisma rapor edilmistir (Costa ve ark., 1993; Costa ve ark., 1995;
Mokbel, 2003). Hatta, sekonder meme kanserini Onleyici etkisi genis bir randomize faz
III calismasi ile test edilmis ve etkili oldugu bulunmustur (Verones ve ark., 2006;
Decenss ve ark., 2007). 4-HPR’nin etkisi ayrica gama radyasyonla, ¢esitli
kemoterapttik ganlarla (6rn. Sisplatin, Tamoksifen) veya seramid inhibitérleriyle
kombine edilerek de arastirilmistir (Zou ve ark., 1998; Scribner ve ark., 2002,
Johansson ve ark., 2008).

Indol-3-karbinol (13C), Brassica cinsinin, beyaz lahana, kara lahana, karnabahar, turp,
brokoli, kivircik lahana, hardal, briiksel lahanasi gibi yaygin olan bitkilerde bulunan
indolmetil glukosinolat glukobrassikinin enzimatik hidroliz {irtinii ve kansere karsi
korunmada timit verici bir ajandir. 13C'nin siklikla vurgulanan ve devamli olan
koruyucu etkisi, tiimdrijeneze karst oldugu Ostrojen duyarl hiicrelerde rapor edilmistir.

In vivo yapilan bir caligmada ise, 13C'nin dimethylbenzanthraceneindiklenerek
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olusturulmus memeli tiimorlerini %75 oraninda azalttifi gosterilmistir. Bir baska
caligmada ise; indoliin, karsinojen muamelesinin Oncesi ya da sonrasi uygulandiginda,

timor yogunlugunu %95 azalttig1 gosterilmistir (Chang ve ark.1999).

Insan meme kanseri hiicrelerine dogrudan uygulanan I3C; Gstrojen reseptor pozitif yada
negatif hiicrelerin biiyiimesini, G1 fazinda durdurarak inhibe etmektedir. MCF-7 hiicre
kdlturunde, 13C'nin 6nemli bir kismi, dogal dimerizasyon formu olan 3,3-
diindolmetan’a (DIM)  dondsir.  13C'nin anti-proliferatif  etkisnin  DIM
biyoaktivitesinden farkli ve tamamlayici nitelikte oldugu gosterilmistir (Jump ve
ark.2008).

I3C, 6zgiin yapisindan Otird, asit-katalize dehidrasyon ve kondensasyona duyarhidir.
Aralarinda DIM, indolo-karbazol (ICZ), linear trimer (LT,.), siklik trimer (CTr), ve
siklik tetramer (CTet)’in bulundugu in vivo oligomerik kompleks {iriinleri olusturur
(Sekil 1.16). Bunlarin arasinda DIM, kanser hiicrelerinde sinyal iletimi ile apoptozis ve

hiicre-siklusunun engellenmesini indikler.

Y i A indol-3- oH
@T"{\OH"' o Q_{ Kkarbinol
'JN ':' — 2 - + |
Asit_katalize {H g R0 N il N
Polimerizasyon 3¢ " |

.n"l -CH,O

D

Trimer

Tetramer

Sekil 1.16.13C’ nin metabolik transformasyonu (Weng ve ark., 2008)

(I3C: Indol-3-karbinol, DIM: 3,3-di indol metan, LTrl:linear trimer, ICZ: indolo-
karbazol, CTr: siklik trimer, CTet: siklik tetramer)
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I3C ve onun metaboliti olan DIM, kanser hiicre-siklus regilasyonu, Akt-NFjB sinyal
iletimi, kaspaz aktivasyonu, siklin-bagimli kinaz aktiviteleri, Gstrojen metabolizmasi,
ostrojen reseptor sinyal iletimi, endoplazmik retikulum stresi, ve BRCA gen
ekspresyonu gibi stirecleri cok yonl hedefler (Weng ve ark. 2008).
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2.MATERYAL ve YONTEM
2.1.Materyal
2.1.1.Kimyasal maddeler

-Fenretinide (4-HPR), Sigma

-Indol-3-karbinol (I13C), Sigma

-MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid), Sigma
-Fetalsigirserumu (FBS), Biochrom AG

-Penisilin-Streptomisin Solisyonu (10.000U/ml penisilin,10mg/ml streptomisin), Gibco
-Fosfat tuz tamponu (PBS), Gibco

-Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium (DMEM), Gibco

-Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Hyclone

-0,05% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco

-Dimetil sllfoksit (DM SO), Sigma

-Triton X-100, Sigma

-Adenosine 5'-triphosphate (ATP) Chemosensitivity Assay, Dcs Innovative Diagnostic
Systeme, Hamburg, Almanya

-Tripanmavisi(%0,5), Biological Industries

2.1.2.Sarf malzemeler

-25cm? ve 75cm? lik flask, Orange Scientific

-6 kuyulu plate, Orange Scientific

-96 kuyulu flat plate, Orange Scientific

-5ml ve 10ml hacimlerinde enjektorler, Set inject

-10ul’lik pipet uglari, Biohit

-100ul’lik pipet uglari, Expell

-1000ul’lik pipet uglari, Ayset

-Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Orange Scientific
-Steril santrifdj tdpleri (15ml), Orange Scientific

-Steril santrifdj tapleri (50ml), Nest

-Thoma lam1, Bright —Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA
-Kriyovial, Corning Incorporated Corning
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2.1.3.Cihazlar

-Spektrofotometre (FLASHScan S12, Analytik Jena, Almanya)
-Hassas terazi, SHIMADZU AUW?220D

-Luminometre (FL 800 Mikroplate Floresans Okuyucu)
-COsinkubatori, Sanyo, Japonya

-Mikroplate inkiibator ve ¢alkalayici, Heidolph, Almanya
-Buharli sterilizator (Otoklav), Niive OT4060, Tiirkiye

-Steril kabin, ESCO, Singapur

-Multipipet cihazi, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya
-Inverted mikroskop, Olympus CKX41, Japonya

-Aspirator, Rocker 300, Tayvan

-Kuru hava sterilizatori, Elektro-mag M 420, Turkiye
-Santrifdj, Rotina 35R, Almanya

-10pl, 100pul ve 1000ul’lik pipet seti, Orange Scientific
-0,5-5ml pipet, Brand

-10ml pipet, Eppendorf

-5-50ul Transferpipet, Thermo Scientific

-Pipet boy, ISO fill

-20-200ul Transferpipet, Brand, Almanya

2.2.Y 6ntem

2.2.1.4-HPR ve | 3C’nin Hazirlanmasi

4-HPR (Retinoic acid p-hydroxyanilide) bilesiginin stok ¢Ozeltis 10mM; 13C'nin

(Indole-3-carbinol) ise 100mM olacak sekilde DMSO ile ¢6ziilmeleri saglandi. Bu

¢oziinmiis bilesikler daha sonra 0,5ml’lik tUplere; 13C 100'er ul, 4-HPR ise 12’ser ul

olacak sekilde azot gazimin altinda alikotland1 ve -20°C’ de saklandi. Calismalar icin

gerekli seyreltmeler ise besiyeri ile yapildi.

2.2.2HiucreKltura

Hiicre kiiltiirii, hiicrelerin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesi siirecidir. Ticari olarak

Amerika Hiicre Kiiltiir Koleksiyonundan satin alinan MDA-MB-231 ve MCF-7 insan
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meme kanseri hiicre soylar1 kriyovial denen kaplar icerisinde -80°C dolaplarda saklandu.

Kullanilan hiicre soylarinin 6zellikleri asagida belirtilen sekildedir.

M DA-M B-231 Hiicre Soyu: » insan meme kanseri hiicre soyu
» Ostrojen reseptorii (-)
» Epidermal growth factor (EGF) (+)
» Transforming growth factor alpha (TGF apha) (+)
» E-kaderin (-)
» Kaspaz 2: (+), Kaspaz 3: (+)

» Yiiksek oranda yayilabilir.

M CF-7 Hiicre Soyu: » insan meme kanseri hiicre soyu
» Ostrojen reseptorii (+)
» E-kaderin (+)
» Kaspaz 2: (+/-), Kaspaz 3: (-)
» Daha az oranda yayilabilir.

2.2.2.1 Hiicre Soylarimin Stoktan Cikartilmasi

Hiicreleri gogaltmak amaciyla kriyovialler -80°C den alinarak sicak su banyosunda hizl
bir sekilde ¢oziildi.Hucre stispansiyonu; %5 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-
glutamin(Gibco)iceren 5ml RPMI(Roswell Park Memoria Institute medium) besiyeri
icerisine alindi. Falkon tiip 800rpm’de 5dk santrifljj edildikten sonra siipernatant kisim
aspire edildi ve hiicre peleti Uzerine 1ml besiyeri ilave edilerek hiicrelerin slispansiyon
hale gelmesi saglandi. Falkon tiip iizerine 4ml besiyeri ilave edildi ve Sml’lik htcre
siispansiyonu 25cm? lik flasklar (Thermo Scientific) icerisine alinarak 37°C’de, %5
COyiceren ortamdainkiibe edildi.
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2.2.2.2 Hiicre Soylarimin Pasajlanmasi

Deneylerde kullanilan hiicre soylari, flask yiizeyini tamamen kapladiklarinda (konfluent
olduklarinda)flask igerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicrelerin serumdan arindirilmasi
icin 25cm?lik flask icerisine 2ml 1X PBS (Gibco) ilave edildi ve hiicrelerin
yiizeylerinin  hafifce yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek
uzaklastirildiktan sonra flask yiizeyine yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari igin
0.5ml %0,05Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanildi ve hiicreler 37°C’ de, %5
CO;'li ortamda 5dk inkiibe edildi. Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden ayrildigi
kabul edilen hiucrelere, tripsinin inhibe edilmesi igin en az iki kati kadar besiyeri ilave
edildi. Boylece tripsinin hiicreleri yiizeyden ayirdiktan sonra hiicre membranlarina zarar

vermeye baslamasi engellenmis oldu.

Flask icerisindeki hiicre slispansiyonu, icerisinde besiyeri bulunan (falkondaki toplam
hacim tripsinin 10 kati olmali) 15ml’lik falkon tiip igerisine alindi. 800rpm’e 5dk
santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve elde edilen hiicre peleti
1ml htcre besiyerinde ¢ozindukten sonra 9ml besiyeri ilave edildi ve 10ml’lik htcre
siispansiyonu 75cm? lik flasklara almarak 37°C’ de, %5 CO; iceren ortamda inkiibasyona

birakildi. Bu sekilde hiicreler istenilen sayiya gelene kadar ¢ogalmalart saglanda.

2.2.2.3.Hucre Soylarimin Stoklanmasi

Hucreler flask yiizeyini tamamen kapladiklarinda flask igerisindeki besiyeri aspire
edilerek ortamdan uzaklastirildi. HUcreler 1X PBS ile hafifce yikandiktan sonra PBS
aspire edilerek uzaklastirildi ve hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmalarini saglamak i¢in
90,05 Tripsin-EDTA (Gibco) sollisyonu eklendi. Hiicreler 37°C’ de, %5 CO,’li ortamda
5dk inkiibasyona birakildi. Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden ayrildigi kabul
edilen hucrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in en az iki kati kadar besiyeri ilave
edildi.Flask igerisindeki hticre stispansiyonu igerisinde besiyeri bulunan 15ml’lik falkon
tip (Orange Scientific) igerisine alindi. 800rpm’de 5dk santriflljyapildiktan sonra
stipernatant kisim aspire edildi ve pelet Gzerineher bir kriyovia icin 1.5ml dondurucu
medium (5ml DM SO + 5ml FBS + 40ml DMEM) karanlik ortamda ilave edildi. Hiicre
stispansiyonu kriyovialler icerisine dagitilarak -80°C’yekaldirildi.
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2.2.2.4 Kullamlan Besiyerinin Hazirlanmasi

MDA-MB-231 ve MCF-7htlicre soylart i¢in kullanilan besiyeri ortami i¢in %5 Fetal
Bovine Serum (Hyclone USA), %1 Penisilin-Streptomisin Soltisyonu (10.000U/ml
penisilin, 10mg/ml streptomisin, Gibco), %1 L-glutamin (Gibco) iceren RPMI 1640
(Hyclone USA) soliisyonu kullanildi.

2.2.2.5.Hemositometreile Hiicrelerin Sayimi

Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre
stispansiyonundan 20pl 0,5 ml’lik tiipe alind1 ve Uizerine esit miktarda%o0,5tripan mavisi
(Biological Industries) konarak iyice karigmasi saglandi. Hematositometre distile su ile
iyice temizlendi. Bu karisimdan 12l alinarak thoma lamina koyuldu ve mikroskoptabu
lam {izerinde bes alanda hiicre sayimi yapildi. Bulunan say1 sulandirma katsayisi ile

carpilarak 1ml besiyerinde ne kadar hiicre oldugu hesaplandi.

223.MTT (Mgetiltiazotetrazolium) Canlhiik Metodu

MTT yontemi, ilk kez Mosmann ve ark. tarafindan 1983 yilinda belirlenmistir ve hiicre
kiltarinde buydtulen hiucrelerdeki mitokondriyel dehidrogenaz enzim aktivitesinin
kolorimetrik Olgiilmesi esasina dayanmaktadir (Mossman ve ark., 1983).Bu enzim
aktivites yasayan hiicrelerde gozlenirken, olen hiicrelerde ise gozlenmemektedir.
Ortama konulan bilesige yanit olarak eger hiicreler dliirse enzim aktivitesinin azaldigi
veya kayboldugu goriilmektedir. Bu nedenle hiicreler mitokondriyel dehidrogenaz
enziminin degisime ugrattigit MTT maddesine (tetrazolyum (3-(4,5-dimetiltiyazol -2)-
2,5-difenil tetrazolyum bromid) maruz birakilirlar. MTT, sar1 renkli suda ¢oziinebilen
tetrazolium tuzu olup canli hiicreler tarafindan alinir ve mitokondriyel siiksinat
dehidrogenaz enzimleri tarafindan suda ¢éziinmeyen koyu mavi-mor renkli formazan
kristallerine donistiiriiliir (Sekil 2.1). Dolayisiyla indirgenme ve formazan kristallerinin

olusum bolgelerinin mitokondri oldugu kabul edilmektedir.
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Sekil 2.1. MTT nin reaksiyon semast

Sitotoksik bilesiklerin hiicrelere zarar vermesi MTT tetrazoliumun formazana
indirgenmesini azaltmaktadir. Sonug¢ olarak; canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamis hiicreler mavi-mor renkte boyanmakta, 6li veya mitokondri fonksiyonu
bozulmus hiicreler ise boyanmamaktadir. Daha sonra olusan bu formazan kristalleri
SDS (%10 sodyum dodesil sulfat+steril distile su + 0,01N HCI ) kullanilarak suda
¢oziinir hale getirilir ve olusturduklart renk siddeti 570nm dalga boyunda
spektrofotometre ile Slgiiliir. Sonug¢ olarak; baslangicta ayni sayida ekilmis hig¢ ilag
uygulanmamis kontrol hiicrelerindeki (MO) renk siddeti ile ilaca maruz birakilmis
hiicrelerdeki renk siddeti oranlanarak ilaca maruz birakilmis hiicrelerdeki canlilik orani

(ylizdesi) hesaplanmis olur.

MTT testi icin, 4-HPR bilesiginin 10uM, 5uM, 2.5uM, 1.25uM, 0.62uM, 0.31pM
konsantrasyonlari, I3C bilesiginin 100uM, 50uM, 25uM, 12.5uM, 6.25uM, 3.12uM ve
bu bilesiklerin kombinasyonlar1 3 tekrarli ve 100ul olacak sekilde 96 kuyulu hiicre
kiiltir kaplarina uygulandi. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri sayilarak 100ul besiyeri
icerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde her bir kuyuya ilave edildi. Hiicrelerde, 6lumiin
negatif kontrolii (maksimum canlilik, MO) olarak sadece besiyeri ortami igerisinde
ekilen hiicreler kullanildi. Kor igin ayrilan kuyular icerisine ise 200ul besiyeri ilave
edildi.Ardindan hiicreler, 48 saat 37°C, %5 CO,’li ortamda inkiibasyona birakildi.

MTT kimyasali, 5mg/ml PBS tamponu icerisinde pH=7.2 olacak sekilde stok olarak
hazirland1. Hazirlanan MTT ¢6zeltisi filtre edilerek steril hale getirildi. 48 saat sonunda
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine her bir kuyucuga 20ul MTT boyas: eklendikten
sonra hiicreler 37°C’ de 4 saat siireyle inkiibasyona birakildi.
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Olusan formazan kristallerini ¢dzinur hale getirmek icin biitiin kuyucuklarin {izerine
%10’ luk SDS soliisyonundan 100ul eklenerek 18 saat 37°C'de %5'lik CO,'li etivde
inkiibbe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerde olusan renk siddeti
spektrofotometrede (FLASHScan S12, Jena, Almanya) 570nm dalga boyunda ol culdi
ve okunan absorbanslar kullanilarak hiicrelerin canlilik oranlar1 belirlendi.Bu yontem

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde 3 defatekrar edildi.

% Canlilik hesabai:

Ilag uygulanmamis kontrol hiicre (MO) canliligi %100 olarak kabul edilerek, ilag
uygulanan hiicrelerin canlilik oranlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi. Deney

icerisinde her bir konsantrasyonbirbirinden bagimsiz ti¢ farkli kuyuda tekrarlandi.

%Canlilik=[100%(Bilesik ile muamele edilen hicre absorbanst ortalamasi-kor

ortalama)/(Kontrol hiicre absorbansiortalamasi-kor ortalama)]olarak hesaplandi.

2.2.4.ATP (adenozin trifosfat) Canlihik Metodu

MTT yontemi, siklikla kullanilan ucuz bir yontem olmasina ragmen ATP yontemi,
liminesans bazli metodolojiye bagli olarak teknolojik agidan daha gelismistir ve in vitro
sitotoksisite olcimlerini MTT yontemine gére ¢ok daha hassas ve guvenilir
yapabilmektedir.

ATP hcre icerisindeki en dnemli enerji deposudur ve biyolojik sentez, sinyal iletimi,
tasima, hareket gibi slregler i¢in kullanilmaktadir. Hiicresel ATP hiicre canliligini
olcmede en hassas parametrelerden biridir. Bu yontemin prensibi hiicre kilttrtinde
biiyiitilen kanser veya normal hiicrelerdeki intraseliiler ATP igeriginin Ol¢iilmesi
esasina dayanmaktadir.Intraselliiler ATP igeriginin seviyesi yasayan hiicrelerin sayisinin
belirlenmesinde kullanilan bir gostergedir(Maehara ve ark., 1987; Andreotti ve ark.,
1995; Dexter ve ark.,2003;Ulukaya ve ark.,2008).

Hiicrelerde o6rnegin; kemoterapdtik ganlar veya mitokondriyal toksinler ile olduricu

hasarlar olustugunda ATP seviyesi onemli 6l¢iide azalmaktadir. Bu amacgla, bilesiklerle
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muamele edilmis hiicrelerdeki intraseliiler ATP igerigi belirlenerek total hiicre sayisi

belirlenmeye calisildi.

ATP yontemi; lusiferinin Mg ve ATP varhiginda liisiferaz enzimi ile oksiliisiferine
katalize olup liiminesans sinyal olugturmasina dayanmaktadir (Sekil 2.2). Luminesans
sinya (ATP konsantrasyonu) ile hiicre sayisi arasinda dogrusal bir iliski
bulunmaktadir(Andreotti ve ark., 1995; Muedller ve ark., 2004; Wadhawan ve ark.,
2010).

2.2.4.1.Cozeltiler
ATPkiti (DCS Innovative Diagnostika-Systeme, Hamburg, Germany)
Triton X-100 (Sigma)

2.2.4.2.ATP Ol¢iimiiniin Yapilmasi

ATP testi igin, 4-HPR bilesiginin 10uM, 5uM, 2.5uM, 1.25uM, 0.62uM, 0.31uM
konsantrasyonlari, I3C bilesiginin 100uM, 50uM, 25uM, 12.5uM, 6.25uM, 3.12uM ve
bu bilesiklerin kombinasyonlar1 3 tekrarli ve 100 pl olacak sekilde 96 kuyulu hiicre
kiiltir kaplarina uygulandi. MCF-7 ve MDA-MB-231 hicreleri sayilarak 100ul besiyeri
igerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde her bir kuyuya ilave edildi. Ardindan hiicreler, 48
saat 370C, %5 CO>’li ortamda inkiibasyona birakildi.Bu yontem MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicrelerinde 3 defa tekrar edildi.

Negatif kontrol (maksimum canlilik, MO, muamele uygulanmamig hticre kontroldi) igin
200p! besiyeri icerisine 5x10°hiicre ekildi. Poztif kontrol (minimum canlilik, MI, %100
Oldiren doz) olarak, 100ul hiicre siispansiyonu icerisine hicre 6lUmunid %2100
indiikledigi bilinen %]1’lik Triton X-100 ¢Ozeltisinden 100ul ilave edildi. Hucreler
37°C’ de %5'lik CO,'li etiivde 48 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda ATP kitinin i¢inde yer alan hiicre lizis tamponu kullanilarak
(50ul/kuyucuk) hiicre igerisindeki ATP’nin hiicre digina ¢ikmasi saglandi. 20 dakikalik
bekleme stiresini takiben, 50ul hicre stispansiyonu beyaz renkli 96 kuyucuklu ekim

kaplarina aktarildi ve ardindan 50ul/kuyucuk lusiferin-lusiferaz enzimi iceren sollisyon
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ilave edildi. Reaksiyon sonunda olusan ATP miktar1 (lusiferin-lusiferaz bioluminesans
reaksiyonu yardimiyla), dlgme zamani 1 saniye olacak sekilde luminometre (Bio-Tek,
Winooski, USA) kullanilarak 06l¢iildi. Boylece bilesiklerle muamele edilen ve
edilmeyen hiicrelerin RLU degerlerine gore, bilesiklerin sitotoksik/sitostatik etkileri
hakkinda bilgi edinildi. % Canlilik asagidaki formiile gére hesaplandi.

ATP Pirofosfat 0
s £ C AMP
COOH /@: S—¢ j’
BeeT st °

QT Bos st

s s
D-Lusiferin

OKsilusiferin ‘\ . o -{;‘5:5 ’
| o]
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’__-———--..
= ;

>

=

-

TUyarllms durnmdaki Oksilusiferin (keto form)

Sekil 2.2.Lusiferin/lusiferaz biyol iminesans tepkimesi (Roda ve ark., 2009)

%Canlilik=[100%(Bilesik ilemuamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi-M1)/(Kontrol

hiicre absorbansi ortalamasi—M1)] olarak hesaplandi.

2.2.5.Hoechst 33342, Propidiyum Iyodiir (P1) ileikiliBoyama Y éntemi

Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla
nikleusu gorindr hale gelebilmektedir. Hoechst 33342, DNA'ya baglanabilen
dolayisiyla hiicre membranindanniifuz edebilen bir boyadir.Canli ve 6l (apoptotik /
nekrotik) hiicrelerin gekirdeklerini boyamak i¢in kullanilmaktadir.

Propidium iyodur (PI), sadece membran hasarli hiicrelere girebilen, dolayisiylatiim 6li
hicreleri (primer nekrotikveyageg apoptotik/sekonder nekrotik) boyayabilen floresan
niikleik asit boyasidir. Bu boya canli hiicreler tarafindan disari atilmaktadir.Primer
nekrozis (hiicre hacminin artmasi fakat fragmente ya da piknotik nukleuslarin

gozlenmemesi) toksik kosullar (hipoksi, iskemi, hipertermi, vb.) altinda ger¢eklesen
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klasik oliim seklidir. Sekonder nekrozis ise, piknotik ya da fragmente nukleus ile

karakterize olup, apoptozisin ge¢ safhasidir.

Hiicre kiiltiirii ortaminda apoptozise giden hiicrelerin membranlar1 intakt (erken
apoptozda) olmasina ragmen daha ileri donemlerde ge¢ apoptoz/sekonder nekrozun
gelismesi ile hiicrelerin membran biitiinliikleri bozulmaktadir. Sekonder nekroz
asamasina kadar olan sire icinde hiicreler non-vital boyalar denilen (Pl) boyalar ile
boyanacak olurlarsa apoptozis baslamis olmasina ragmen membran intakt olmasindan
dolay1 bu boyalarla boyanamazlar.Yani Pl negatifve Hoechst boyas1 pozitif
boyanmaktadirlar.Sekonder nekroz gelistikten sonraki agamalarda hiicreler membran
biitlinliiklerinin bozulmasi ile non-vital boyalar ile boyanmaya baglarlar. Dolayisiyla PI

pozitif ve Hoechst pozitif boyanmaktadirlar (Ulukayave ark., 2011).

Ikili boyama yéntemi kullanilarak bilesiklere maruz kalmis hiicrelerin &liim sekilleri,
nikleus morfolojisine bakilarak yapilabilir. Apoptotik hiicrelerde; ¢ekirdegin normal
hicrelere gore daha kicik olma ozelligi aranirken, nekrotik hiicrelerde ise ¢ekirdegin
normal hiicrelerden biraz daha biiyiikk olmasi ve daha az boya almasi 06zelligi
aranmaktadir.Bu amagla, bilesiklerin hiicre soylar1 Uzerindeki etkilerinin morfolojik
olarak floresan mikroskopta gortnttlenebilmesi icin ikili boyama yontemi kullanildi.

Ikili boyama yéntemi igin, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri sayilarak6 kuyulu hiicre
kiiltiir kaplarma 2ml icerisinde 5x10°hiicreolacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37 °C,
%5 CO;'li ortamda inkibasyonu takiben hicreleri zedelemeden Uzerlerinden 1ml
besiyeri uzaklastirildi ve 4-HPR bilesiginin 10uM, I3C bilesiginin 100uM ve bu
bilesiklerin kombinasyonlar1 (10uM 4-HPR+100uM [3C) 1ml igerisinde olacak sekilde
kuyulara ilave edildi. Negatif kontrol kuyularindan 1ml besiyeri uzaklastirildi ve yerine
1ml taze besiyeri ilave edildi. Ardindan hiicreler, 48 saat 37°C, %5 CO,'li ortamda
inkiibasyona birakildi1.48 saatilag uygulamasini takiben, hiicrelerin siipernatantlari
15ml’lik falkonlara toplandi ve bir kez 1ml PBS ile yikama yapilip tekrar aym
falkonlara toplandi. Hiicreleri toplamak amaciyla kuyulara 200l tripsin pipetlendi ve 4
dakika 37°C’'de bekletildi. Sire sonunda hiicreler, ilgili falkonlara topland1 ve bu
suspansiyon 800rpm’'de 4 dakika santrifij edildi. Santrif(j sonunda supernatant
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uzaklastirildi ve pelet Uzerine, PBS igerisinde konsantrasyonlari 1pg/ml PI, 1mg/ml
RNaz, ve 10ug/ml olan ikili boyama ¢ozeltisinden 100ul pipetlendi ve karanlikta 20
dakika 37°C’de inkiibe edildi. Siire sonunda bu slispansiyondan 20ul temiz bir lam
tizerine alindi ve lamel ile kapatilarak, bilesiklerin hiicrelerde sebep oldugu O6liim

seklifloresan mikroskop altinda degerlendirildi.

2.2.6.M30 Antijen (Kaspazla Kirilmis Sitokeratin 18) Metodu

Sitokeratinler (CK), kanser tanisinda kullanilan intermediat filament protein ailesine ait
proteinlerdir. Apoptozis esnasinda sitoiskeletin 6dnemli bir protein olan CK18 sadece
apoptotic hiicrelerde aktiflesen bir enzim grubu olan kaspazlarin etkisiyle kirilarak,
kirilmig CK18'i (CK18-Asp396) olusturmaktadir (Leers ve ark. 1999).M30 monoklonal
antikor, Ozellikle CKI18’in Asp396°’da kirilan fragmanimmi (M30 antijen) taniyarak
CK’lerin apoptotik bir belirte¢ olarak kullanimini saglamaktadir (Sekil 2.3.)(Ueno ve
ark. 2003). BOylece apoptozise Ozgii bir belirteg olan kirilmig CK18, ELISA
yontemiyle saptanmaktadir. Bu 6zel CKI18’i tanmiyan M30 antikoru, hiicrelerin
bulundugu ortamla temas ettirilirse ve eger ortamda apoptotik hiicreler de var ise,

apoptozisin varligr gosterilmis olur.

SITOKERATIN-18

Kaspaz-3, -7, -9

'

o e — v« — S e

396 M30

Sekil 2.3.Sitokeratin 18’in kaspazlar araciligiyla kesimi ve bu bdlgenin M30 antikoru ile
taninmasinin sematik gosterimi (Michave ark., 2008)

Basit olarak, ELISA metoduyla M30 antijen fragmentini belirlemek icin, MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicreleri sayilarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 200pl icerisinde
5x10° hiicre olacak sekilde (3 tekrarli) ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO,'li ortamda
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inkUbasyonu  takiben hicreleri  zedelemeden  Gzerlerinden  100pl  besiyeri
uzaklagtirildi.Sonrasinda 4-HPR bilesiginin 10uM, I3C bilesiginin 100uM ve bu
bilesiklerin kombinasyonlar1 (10uM 4-HPR+100uM 13C) 100ul icerisinde olacak
sekilde hiicrelerin tizerlerine uygulandi.Negatif kontrol kuyularindan 100l besiyeri
uzaklastirildi ve yerine 100pltaze besiyeri ilave edildi. Hicrelerde apoptozisin pozitif
kontrolii olarak, giiniimiizde meme kanser kemoterapisinde kullanilan Paklitaksel,
3,21uM dozunda kullanildi. ila¢ uygulamalarini takiden hiicreler 48 saat 37°C, %5

CO;'li ortamda inkiibasyona birakildi.

48 saatlik inklbasyon sonunda tim kuyulara 10u1%10’ luk Triton-X100 ilave edildi.15
dakika oda sicakliginda 600rpm calkalayicida inkiibasyona birakildi. Tiim kuyulardaki
supernatant toplandi ve 2000rpm’de 30 saniye santrifij edilip M30 Apoptosense ELISA
(M30-Apoptosense ELISA kit, Peviva, Bromma, Sweden) kit igerigine uygun olarak
caligildi. Supernatantlar, kitin igerisinde yer alan CK18’i taniyan fare monoklona M30
antikoru kapli striplere 25ul pipetlendi. Tum o6rnekler Uzerine 75ul horseradish
peroksidaz konjugati eklendi.4 saat boyunca 600rpm c¢alkalayicida oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda érneklere 250ul yikama soliisyonu
ilave edilerek 5 kez yikama yapildi ve hemen ardindan 200pl TMB substrati ilave
edilerek 20 dakika karanlikta oda sicakliginda bekletildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in
IN HySO, iceren 100ul stop ¢o6zeltisi ilave edildi ve olusan renk siddeti,
spektrofotometrik olarak 450nm’ de (FLASHScan S12, Jena, Almanya) okundu.

2.2.7.Apoptotik Gen Ekspresyonlarininincelenmesi
2.2.7.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki tarafindangelistirilen yontem, nikleik

aditlerin, uygun in vitro kosullar altinda gogaltil masina dayanmaktadhr.

2.2.7.1.1.PZRisleminin Uygulama Asamalarive Prensipleri

PZR reaksiyonu; DNA’ min iki zincirinin  yioksek sicaklikla birbirinden
ayrilmasini(denatlirasyon), sonra sirasiyla sentetik oligonukleotidlerin hedef DNA’ya
baglanmasini(hibridizasyon), zincirin  uzamasim(polimerizasyon, cift iplikgikli
DNA'’larin sentezi), ve tum bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasini kapsamaktadir
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(Sekil 2.4). PCR tekniginin otomasyonu, her bir siklus esnasindaki i1sitma ve sogutma
islemlerini yazilim programlaridogrultusunda gerceklestiren “thermocycler” adiverilen
PCR cihazlariyardimiyla saglanmaktadir. GuUnUmizde degisik firmaar tarafindan
sicaklik, inkibasyon siiresi ve siklus sayisinin programlanabildigi “thermocycler”
cihazlariticari olarak sunulmaktadir. “Thermocycler” cihazlarina degisik hacim ve
sayidaki tupler yerlestirilebilmektedir. Bu cihazlarda sicaklik +4°C ile 100°C'ler
arasinda programlanabilmekte ve reaksiyon islemlerinin sona ermesiyle +4°C'ye

ayarlanarak tlpler uzun sire bu sicaklikta tutulabilmektedir (Arda, 1980; Erol ve
ark.,1990).

Polimeraz zincir reaksiyonu

| 3 adim, 30-40 kere tekrar eder |

‘bwm‘”‘“‘m‘m‘ ) Birinci adim:

_ Ayrilma fazi
Ty

T (Denatiirasyon)

Ikinci adim:
Baglanma fazi
(Annealing)

Bu fazda primerler
kendi bélgelerine
baglanirlar

Uciincii adim:
Uzama fazi
(Extension)

Sekil 2.4.PCR Siklusunun basamaklari(Andy, 1999)
2.2.7.1.1.1.DNA’nmin Denatirasyonu Asamasi
Bu asamada cift zincirli hedef DNA’ min birbirinden ayrilmasisaglanmaktadir. Cift
sarmaliDNA, hidrojen baglarimin kopmasiyla tek sarmal halinegetirilmektedir.
Denatlirasyon asamasinda, yuksek sicaklik dereceleri G+C yonindenzengin olan hedef
zincirler icin daha uygun olsa da, sik kullamlan denatiirasyonsicakliklar95°C’ de 30
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saniye veya 97 C'de 15 saniyedir. “Thermocycler”cihazlarinda, bu sicakliklarin
uygulanmasiyla DNA’nin  denatlirasyonugerceklestirilmektedir. Bunun yansira
denattirasyon sicakliginin ¢ok yiksek veyasiresinin uzun olmasienzim aktivitesinin

olumsuz etkilenmesine neden olmaktadir(Erlich ve ark., 1991).

2.2.7.1.1.2.Primerlerin Baglanmasi(Hibridizasyon, Annealing) Asamasi
PZR islemlerinin bu asamasinda, primer olarak adlandirilan ve cogaltilmasiistenen
DNA icin spesifik olan oligontkleotidler, denatiirasyon asamasinda eldeedilen DNA tek
sarmalilizerinde kendisine komplementer olan diziyebaglanmaktadir. Ortamda bulunan
iki tdr primerin her birinin komplementeri oldugutek iplikcikli hedef DNA Uzerindeki
spesifik bolgelere  baglanmasiicin,programlanan  thermocycler sicakl1$137-65°C'ye
indirmektedir. Primerlerden birininkendine ait olan 5 ucu, hedef DNA’lardan birinin 3
ucuyla, diger primer de ikincitek iplikcik DNA’'min anti paralel olan diger ucunda
bulunan 3 ucuna DNApolimerazin ¢alisma yénune (5 —3) uygun olarakbaglanirlar.
Bu islemlerintamamlanmasiyaklasik  0.5-1 dakika slrmektedir.  Primerlerin
baglanmasiasamasinda gerekli olan sicaklik ve siirenin uzunlugu; primerlerin nikleotid
yapisinguzunluguna ve PCR  solusyonundaki  konsantrasyonlarina  baglidir.
Baglanmasicakligi, genellikle primerlerin erime sicakliklarimin 5°C atinda olup 55-
65 C'lerde en iyi sonucu vermektedir. Optimal baglanma sicakhigi; G-C, A-T
bazlarimnmiktarive baz sayisiyla hesaplanir. G ve C bazlanarasinda g hidrojen
bagibulunurken, A ve T bazlanarasinda iki hidrojen bagibulunmaktadir. Her bir G-
Cbazlariarasindaki baglanma sicakligi4’C, A-T bazl ariarasindaki
baglanmasicakliklarida 2°C olarak hesaplamir. Ornegin; 20 bazdan olusmusbir
primeryapisinda, 11 G-C, 9 A-T bulundugu kabul edilirse optima baglanma
sicakligisusekilde hesaplanmaktadir.

11x4+9%x2=62"C

Hesaplanan 62°C' den 5° C giiven payigikarlarak optimal baglanma sicakligielde
edilir (Erol ve ark., 1990; Aldemir ve ark., 2001).
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2.2.7.1.1.3.Primerlerin Uzatilmasi(Polimerizasyon, Extention, Elongation) Asamasi
Primerlerin  uzatiimasiasamasigenellikle 72°C'de  gerceklestirilir.  Primerlerin
baglanmasiasamasitamamlandiktan sonra, primerlerin  hibritlestigi  tek sarmallarin
karsiligiDNA polimeraz tarafindan sentezlenir. PZR islemlerinde, genellikle her bir
siklus icin iki dakikalik bir uzatilma siires yeterli olmakla birlikte, bu sire amplifiye
edilecek DNA bolgesinin uzun olmasihalinde arttirilabilmektedir. Daha uzun DNA
fragmanlarimn cogaltilabilmesi icin ortalama her kb icin bir dakika eklenmesi
Onerilmektedir. Bu asamada Tag polimeraz enzimi 5 —3 yoninde aktivite gostererek,
primerlerin 3 uclarindan baslamak Uzere ortamdaki niikleotidleri kullanarak hedef DNA
dizisinin kopyasintyapmaktadir. Reaksiyon sicakligitekrar arttinlarak son uzama
sicakl13195°C’ ye yilkseltilmektedir. Boylece PZR nin lic asamadan olusan ve yaklasik
olarak 10-15 dakika kadar devam eden birinci amplifikasyon asamasi, tekrar sicakligin
95°C'ye yilkseltilmesi ve aymasamalarin 25-30 kez tekrarlanmasiyla sonlandirilir.
Boylece tek bir hedef DNA segmenti, 2" formiline gore yaklasik 33,6 milyon
cogatilmisolur. Bir PZR isleminde, 20 PZR siklusundan sonra aranan DNA’nin
eksponensiyal olarak 2°%at artmisolmasi beklenir. Ancak bu sayiya her bir siklustaki
drdiniin %2100 olmasikosuluyla ulasilabilir. Her bir siklusta degisik faktorler etkili olarak
%100 Uriin olusumunu engellemekte ve bu durum daha sonraki PCR sikluslarinda daha
belirgin ortaya cikmaktadir. Bu sekilde 25-30 siklus sonunda DNA miktarindaki artisve
azaan enzim miktanarasindaki dengesizlik reaksiyonu sinirlamaktadir. Bu sireg

icerisinde enzimin aktivasyonu da azalmaktadir (Caner ve ark., 2001; Birben, 2006).

2.2.7.2.Es Zamanh PZR

NUkleik asit cogalmasiyla eszamanliolarak artisgosteren floresans sinyalin 6lclilmesiyle,
kisa siirede kantitatif sonug verebilen bir PZR yontemidir. Ticari olarak gelistirilmisic
tipi bulunmaktadir. Bunlar; LightCyler (Roche), TagMan (PE Biosystem) ve iCycler
(BIO-RAD)’drr.

LightCycler sisteminin uygulanmasinda; yalmzca cift zincirli DNA’ya baglandiklarinda
floresans veren boyalar (Syber green 1) kullanilarak, cogalmaya bagliDNA artis1, ortaya
cikan  floresansin  miktariyla  Olgulmektedir.  Primerin  baglanmasinitakiben
gerceklestirilen uzama asamasinda, hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya
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baglanan Syber green 1 miktanartmakta vebuna bagli olarak yayilan floresans
miktarinda artis gbzlenmektedir (Heid ve ark. 1996; Grove 1999; Kubista ve ark. 2006).

Bu uygulamada, floresans artisther zaman spesifik amplifikasyonu gostermeyebilir.
Cunku cift sarmal DNA’ya entegre olan Syber green 1 ortamda hedef molekiller
olmadiginda primerlerin kendi aralarinda gerceklesecek olan baglanmalar (primer
dimer) sonucunda da yapiya katilarak floresans olusumuna sebep olabilmektedir. Bu
olumsuz faktorll gidermek icin amplifikasyon Urtnlerinin melting curve (erime egrisi)
analizi yapilmaktadir. Her cift sasrmal DNA, kendine 6zgu melting temperature (Tm, cift
sarma DNA’'nin %50'sinin tek sarmal hale gelmesi icin gerekli sicaklik) degerine
sahiptir. PZR c¢ogamasinin ardindan sicaklik yavas yavasyukseltilerek, belirli
araiklarla tupteki floresans miktarikaydedilir. Cift sarmal DNA zincirleri birbirinden
ayrilmaya baslayinca Syber green 1 boya serbest kamakta ve floresans
miktariazalmaktadir. Denatirasyon oldugunda floresans sinyal aniden dismektedir.
Erime egrisinden yararlanlarak amplikonun Tm derecesi saptanabilmektedir. Incelenen
ornege ait Tm derecesi, aynmkosullarda isleme alinan pozitif kontroliin Tm derecesiyle

karsilastirilarak, PZR sonucunun dogru veya hatal1 olduguna karar verilmektedir.

LightCycler'in diger bir uygulama sekli, hedefe 6zgul problar kullanmaktir. Burada
problarla testin 6zgulltgu arttirlmistir. Problardan biri 3 ucundan floresans boyayla
isaretli (dondr boya), digeri 5 ucundan aliciboyayla (acceptor dye) isaretlenmistir.
Problar, hedef amplikonlar Gzerinde birbirine yakin (1-5 nikleotid uzaklikta) yere
baglanmakta ve isaretli uglar yan yana gelmektedir. iki boyanin yan yana gelmesiyle
aciga cikan enerji, ikinci prob Uzerindeki aliciboyayietkileyerek floresans olusumuna
yol agmaktadir. FRET (Fluoresance resonance energy transfer) olarak adlandirilan bu
enerji transferi sonucunda olusan floresans miktari, ortamdaki hibridizasyonun
derecesine, diger bir ifadeyle PZR siklusu siresince olusan amplikonlarin miktarina
bagliolarak artmaktadir. TagMan sisteminde, 5 ve 3 uclarindan florokrom (floresans
veren) maddelerle isaretli prob kullamlImaktadir. Probun 5 ucunda raportor florokrom
(6-carboxyfluorescein= 6-FAM), 3 ucunda ise baskilayici(quencher) florokrom (6-
carboxy-tetramethyl-rhodamine=TAMRA)  bulunmaktadir.  Prob, tek sarmadl

halegetirilen hedef molekil Uzerinde, primerlerin baglanma boélgesinin arasinda kalan
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yere baglamir. Probla hedef molekil arasindaki hibridizasyon devam ettigi
sureceraportor florokrom maddenin sinyal olusturmasi, 3 uctaki baskilayici
florokromtarafindan engellenmektedir. Primerlerin hedef nikleik asite baglanmasinm
takibenbaglatilan primer uzamasi probun baglandigi noktaya kadar geldiginde,
sentezindevam edebilmesi icin Tag DNA polimeraz enzimi 5 —3 nikleaz
aktivitesinikullanarak probu 5 uctan yikmaya baslar. Boylece raportér florokrom
serbest halegecer ve sinya olusturur. Her siklusta Uretilen amplikon miktarina paralel
olarak sinyal siddeti de artmaktadir (Holland ve ark., 1991, Livak ve ark., 1995).

Es zamanli PZR, kisa slirede kantitatif sonu¢ verebilmektedir. Tilpler acilmadan tamiya
gidildigi icin kontaminasyon riski dusUktir. Elektroforeze gerek kalmadan cogalma
esnasinda sonuc ainabilmektedir. Ayrica floresan veren problar kullanilarak hedef

nikleik asitteki mutasyonlar saptanabilmektedir (Morris ve ark., 1996).

Apoptotik gen ekspresyonlarinin (BCL2L10, BIK, BAX, BCL-2, FASLG, HRK,
TNFRSF10B, TNFRSF10A)incelenmesiicin, MCF-7 ve MDA-MB-231 hucreleri
sayilarak 6 kuyulu platelere2ml icerisinde 1x10%hiicreolacak sekilde ekim yapildi. 24
saat 37°C, %5CO,'li ortamda inkiibasyonu takiben hiicreleri zedelemeden izerlerinden
Iml besiyeri uzaklastirildi ve 10uM4-HPR ile 100uM I3C bilesigi kombine edilerek
1ml icerisinde olacak sekilde kuyulara ilave edildi. Negatif kontrol kuyularindan 1ml
besiyeri uzaklastirildi ve yerine 1ml taze besiyeri ilave edildi. Ardindan hiicreler, 16
saat 37°C, %5CO;’li ortamda inkiibasyona birakildi.16 saatilag uygulamasim takiben,
total RNA izolasyonu yapildi.

2.2.7.3.Hiicrelerden Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu High Pure RNA Isolation Kit (Roche) kullanilarak yapildi. Bu
asamada ilag uygulanan kuyularin siipernatantlari, buz fizerinde tutulan 15ml’lik
falkonlara topland1 ve negatif kontrol kuyularinin stipernatanti uzaklastirildi. Kuyulara
2ml soguk PBS ilave edilip hiicreler scraper (Corning) ile kaldirildi ve ilgili falkonlara
aktarildi. Stispansiyon +4°C’de 800rpm’'de 5 dakika santriftjj (Hettich Zentrifugen,
Almanya) edildi. Santrifiij sonrasi falkonlarin siipernatantlar1 uzaklastirildi ve pelet

Uzerine 200ul PBS eklenerek al-ver yapildi. Kitin igerisinde yeraan filtre tdpler,
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koleksiyon tiipler ile birlestiridi ve lysis-binding tamponundan fakonlara 400pl
eklenerek tiim hacim, birlestirilmis tiiplere (iist kisimda yeralan filtre tlp icerisine)
aktarildi ve 8000g’'de 15 saniye santrif(jj edildi(Eppendorf AG, Hamburg, Germany).
Santrifiij sonrasi1 filtre tlip ile koleksiyon tiipii ayrildi, koleksiyon tiipiindeki sivi
uzaklastirildi ve filtre tiip ile koleksiyon tiipii tekrar birlestirildi.Ortamdaki total DNA’y1
uzaklagtirmak  amaciyla  kitin  igerisinde  yeralan DNaz  inkibasyon
tamponundan100ulpipetlenerek oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda, DNaz inkiibasyon tamponunu uzaklastirmak amaciyla yikama
islemleri gergeklestirildi.Bu amagla kitin icerisinde yeralan 1 numarali yikama
soltisyonundan 500pl eklenerek 8000g’de 15 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
filtre tiip ile koleksiyon tiipii ayrildi, koleksiyon tiiplindeki sivi uzaklastirildi ve filtre
tiip ile koleksiyon tiipii tekrar birlestirildi.ikinci bir yikama i¢in Kitin icerisinde yer alan
2 numarali yitkama soliisyonundan 500ul eklenerek 8000g’ de 15 saniye santrifijj edildi.
Santrifiij sonrast filtre tiip ile koleksiyon tlipii ayrildi, koleksiyon tiiplindeki sivi
uzaklastirild1 ve filtre tiip ile koleksiyon tiipii tekrar birlestirildi.Son olarak 2 numarali
yikama soliisyonundan 200l eklenerek 13.000g’ de 2 dakika santrifllj edildi. Santrif(j
sonrasinda, koleksiyon tiipli uzaklastirildi ve filtre tapler, steril 1,5ml’lik tdpler ile
birlestirilerek, filtrede tutulan total RNA’nin tUp igerisinde eldesi igin 70ul elusyon
tamponu, filtre tipe pipetlendi ve 8000g'de 1 dakika santrif(j edildi. Santrif(j

sonrasinda tUpte bulunan RNA c¢ozeltilerininkonsantrasyonlar: 6l¢uldu.

2.2.7.4.1zole Edilen RNA’larin Kontrolii

izolasyonu  gerceklestirilen RNA'lann  kalites ve  miktarlaniNanodrop™
(TermoScientific) cihazi ile olgiildi. RNA 6rneklerinden 2ul alindi ve suya karst kor
alman cihaz ile olglimler yapildi. RNA miktarlari 50ng/pl ile 600ng/ul arasinda

bulundu.

2.2.7.5.cDNA Sentezinin Yapilmasi
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Elde edilen total RNA Ornekleri, Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis kiti
(Roche) ile cDNA'ya cevrildi.cDNA Sentez kiti igerigi:

Reverse Transkriptaz Enzimi

Reaksiyon tamponu

RNaz inhibitdr koruyucusu

Deoksinukleotit karigimi

Rastlantisal hekzamer

DTT

Su (PZR derecesi)

1pug RNA hacmi ile 2ul rastlantisal hekzamer, son hacim 11,4pl olacak sekilde buz
tizerinde ve steril PZR tiipleri igerisinde hazirlandi. RNA sekonder yapilarinin denatiire
edilmesi icin tiip, 65°C’ de 10 dakika sicaklik déngii cihazi ile denatiire edildi. Bir baska
tip icerisine;  4ulreaksiyon tamponu, O5pIRNaz  inhibitr  koruyucusu,
2uldeoksinukleotit karisimi, 1pl DTT, 1,1ulreverse transkriptaz enzimi (toplam hacim
8,6l) pipetlendi ve dikkatlice karisitirildi. Hazirlanan bu karigim, bir 6nceki asamada
sekonder yapilar1 denatiire edilen RNA’y1 igeren tiipe aktarilir ve son hacim bdylece
20ul olur. Reaksiyonun gergeklesmesi igin tlip, 45°C’de 30 dakika sicaklik dongii
cihazinda inklbe edildi. Reverse transkriptaz enzimini inaktive etmek icin tlip, 85°C’de
5 dakika sicaklik dongii cihazinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, reaksiyonu
durdurmak i¢in tiipler hizli bir sekilde buz iizerine alind1 ve es zamanli PZR analizi i¢in

kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

2.2.7.6.Es Zamanh PZR Analizinin Yapilmasi

Rea Time ready Human Apoptosis Custom Panel (Roche) ve LightCyclerd80 Probes
Master (Roche) kitleri kullanilarak alinan es zamanli PZR sonuglarinin analizleri

LightCycler 480 yazilimi kullanilarak yapildi.

2.2.8.RNA Interferans Prensibi ile Ekspresyonlar1 Artmis Apoptotik Genlerin

SusturulmasminCanhlik Uzerine Etkisi

49



Insan genomunun ve birgok model organizmanin dizi analizlerinin belirlenmesi,
fonksiyonuheniiz bilinmeyen ¢ok sayida geni agia ¢ikardigi icin, gen susturma igin
etkili metodlar,fonksiyonel genomik (gen fonksiyonu) alaninda dikkat ¢ekici bir artis
gostermistir. Yillardir¢cok sayida gen susturma mekanizmasi ortaya ¢ikmistir ve bunlar
temel olarak genlerin kendisiniveya onlarin kodladigt mRNA’lar1 hedef almaktadir.
Dogrudan geni hedef alan bazi istisnaiteknikler gelistirilmis olmakla beraber, mRNA
hedefli tekniklerde artis oldugu, bu tekniklerledogrudan baglantili olan ¢ogu tedavi
amacli cabalardan anlagilmaktadir. mRNA hedefli butekniklerde “antisense stratejileri”
cok yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu antisense stratejileri,tamamen hedef alinan
proteini kodlayan mRNA’ya revers komplementer olan bir DNA veyaRNA niklek asit
zincirini hiicrelere aktarmaya dayanir. Antisense oligoniikleotid ¢alismalari, son yillarda
gen susturma mekanizmasi i¢in yiiksek derecede etkilibir metod olan RNA interferansin
(RNAi1) kesfedilmesine yol a¢gmistir.RNA interferans, uygun cift zincirli RNA’nin
hiicreye girdigi zaman, endojenik komplementer mRNA dizisinin par¢alanmasina yol

acan, transkripsiyon sonrasi gen susturma mekanizmasidir (Giindogdu ve ark., 2009).

RNA interferans, Dicer adi verilen bir RNazIII enzimi tarafindan ¢ift zincirli RNA’nin
kiigiik engelleyici RNA’lara (siRNA) kesilmesi ile baslamaktadir. Bu siRNA’lar daha
sonra, bir multiprotein-RNA nikleaz kompleksi olan, RNA-indiikleyici baskilama
kompleksine (RISC) baglanir.RISC, siRNA’lar1 komplementer mRNA’y1 bulmak i¢in
kullanir ve hedef mRNA’y1 endoniikleolitik olarak keser (Sekil 2.4). Neticede spesifik
mRNA’nin azalmasi, uygun protein(ler)in azalmasina yol agar. RNA interferans dogal
bir mekanizma olmakla birlikte in vitro olarak sentezlenen siRNA’lar kullanilarak
endojenik genlerin ekspresyonu baskilanabilmektedir. Bu yiizden RNA interferans
molekller biyolojide gen fonksiyonu analizinde veayni zamanda gen terapisinde genis

bir uygulama alanina sahiptir(Giindogdu ve ark., 2009).
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Sekil 2.5.RNA interferansin mekanizmasi (Mocellin ve ark., 2004)

4-HPR (10uM), 13C (100uM), ve kombinasyonlarinin (10uM 4-HPR+100puM 13C),
insan meme kanser hiicre soylart MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde yarattig1
Olumin molekiiler mekanizmasi hakkinda fikir sahibi olmak icin apoptotik genlerin
bazilarinda (FASLG ve BIK) gozlenen artisin baskilanmasi ve bu islemin ardindan

uygulanan muamele sonrasinda hiicrelerin canliligina bakildi.
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri sayilarak 96 kuyulu platelere 200ul icerisinde, 7-8

saat sonrasindadoluluklar1 %50-60 olacak sekilde (3 tekrarli) ekim yapildi. 6 saat 37°C,
%5 CO-'li ortamda inkUbasyonu takiben transfeksiyon islemine gegildi.
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2.2.8.1.HUcrelerinsBIK ve SFASLG ile L ipofectamin-2000
KullanilarakTransfeksiyonu

Transfeksiyongenel olarak; biyokimyasal ve fizikselislemler ile hiicrelere yabanci
nikleik  asitlerin aktarilmasidir. Okaryotik  hiicrelerde  gen  regilasyonu  ve
ekspresyonunu ¢alismakamaciyla ¢ok g¢esitli DNA/RNA aktarim (transfeksiyon)
yontemleri gelistirilmistir. Bunlardan bazilar1 kalsiyum fosfat veya diger divalent
katyonlar, polikatyonlar, retroviruslar, mikro-enjeksiyon, ve elektroporasyon gibi
yontemlerin kullanimlaridir. Bu yontemlerde karsilasilan en biiyiik sorunlardan bazilari
hiicre toksisitesi, zayif iireme ve hiicrelere yeterli miktar DNA/RNAaktaramamaktir.
Transfeksiyon repertuarina Oonemli bir ilave katyonik lipozom
formulasyonlarininkullanimi  olmustur (lipofeksiyon). Kdiltire hicrelerde katyonik
lipidli ortamlarda DNA/RNA transferi icin uygulanan metod;monokatyonik bir lipid
ajanin, polikatyonik bir tanes ile (lipofektamin-DNA'nin ve siRNA’ninhiicre igine
girmesini saglayan 6zel olarak tasarlanmis katyonik liptlerden biri olan transfeksiyon
ajani1) yer degistirmesi ile gelistirilmistir (Ciccarone ve ark., 1993; Hawley-Nelson ve
ark., 1993).Katyonik lipid ganlar, sulu cozeltilerde  kigik  unilamellar
lipozomlarolustururlar. Lipozomlarin pozitif yiikii, nikleik asit ve hiicre membraninin
etkilesiminisaglar.Boylece lipozom/ nukleik asit/hiicre membran
kompleksi(transfeksiyon kompleksi)olusur.Bu kompleksler serumlu yada serumsuz
hiicre kiltdr ortamlarina dogrudan ilave edilebilmektedir. Lipit keseciklerinin hticrelerin
zarina temasi ile de kesecikler ve dolayisiyala DNA/RNA molekdlleri hlcre icine
aktarilmaktadir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.6.Katyonik lipozolarin negatif yiiklii sSiRNA molekiilleri ile etkilesimi ve ardindan hiicre
icerisine alinimi

Lipozomlar ile hem in vitro hem de in vivo ortamlara basarili bir sekilde
DNA/RNA ribonikleoprotein partikilleri ve protein transferi yapilabilmekte ve

150ug/ml’ye kadar hiicreler igin toksik olmadigi bildirilmektedir.

2.2.8.1.1.Cozeltiler
siFASL (Qiagen, #S100013398, Gen aksesyon numarasi: NM_000639)

siBIK (Qiagen, #S100023317, Gen aksesyon numarasi: NM_001197)
Hedefi olmayan sSsRNA (Dharmacon, #D001810-10-05)
Lipofectamine 2000 (Life Technologies)

Opti-MEM (Life Technologies)

WST-1 (Roche, Mannheim, Germany)

2.2.8.1.2.Transfeksiyon Isleminin Yapilmas

6 saat inkUbasyon sonunda transfeksiyon ¢ozeltisini hazirlamak iizere, iki hiicre soyu ve
4 adet ilag uygulamasi (OuM, 10uM 4-HPR, 100uM 13C, ve 10uM 4-HPR ile 100uM
I3C kombinasyonu) i¢in optimize bir hesap yapildi. Buna gore, 4 adet falkon igerisine
340ul Opti-MEM pipetlendi. Bu falkonlarin ikili gruplarinin bir tanesinelOpl
lipofectamin 2000 digerine ise 10ul ya siBIK (0,5ug) ya da sSiFASLG (0,5ug)
pipetlendi.Hedefi olmayan siRNA ve negatif kontrol icin ise yine 4 adet falkon icerisine
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240ul  Opti-MEM pipetlendi. Bu falkonlarin ikili gruplarinin bir tanesine7,2ul
lipofectamin 2000 digerine ise 7,24l ya sIBIK (0,5pug) ya da sSsFASLG (0,5uQ)
pipetlendi. Lipofectamin 2000 c¢ozeltilerinin Opti-MEM icgerisine pipetlenmesinden 5
dakika sonra, transfeksiyon kompleksinin olusumu i¢in ikili gruplarin her biri, bir
digeriyle birlestirildi ve falkonlar 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Bu
sire boyunca 96 kuyulu platelerdeki hicreleri zedelemeden Uzerlerindeki besiyeri
uzaklastirildi. Siire bitiminde, hazirlanan bu transfeksiyon ¢ozeltisinden kuyulara 50pl

pipetlendi ve hiicrelerin transfekte olmasi igin 18 saat inkiibasyona birakildi.
2.2.8.1.3.Transfekte Hiicrelerin Bilesikler ile Muamee Edilmesi

18 saat inklbasyon sonrasinda, 96 kuyulu platelerdeki transfekte hiicrelerin tzerindeki
transfeksiyon ¢ozeltisi uzaklastrildi.4-HPR bilesiginin 10uM, 13C bilesiginin 100uM ve
bu bilesiklerin kombinasyonlar1 (10uM 4-HPR+100uM 13C) 50ul icerisinde olacak
sekilde hiicrelerin iizerlerine uygulandi.Negatif kontrol kuyularina ise50pltaze besiyeri
ilave edildi.ila¢ uygulamalarmi takiben hiicreler 48 saat 37°C, %5 CO,'li ortamda

inkiibasyona birakildi.

2.2.8.1.4 Bilesikler ile Muamele Edilmis Transfekte Hlcrelerin WST-1 Testi ile

Canlihginin Belirlenmesi

48 saat inkibasyon sonrasinda, 96 kuyulu platelerdeki hiicrelerin {izerindeki bilesikler
uzaklastrildi ve galisma prensibi MTT ile benzer olan WST-1 ¢Ozeltisinden50ul,1:10
oraninda olacak sekilde, her kuyuya eklendi ve 2 saat 37°C, %5 CO,'li ortamda
inkiibasyona birakildi.Olusan renk siddeti, spektrofotometre ile 450nm’de okundu ve
%canlilik hesab1 yapildi.

%Canlilik hesabi:
Ilag uygulanmamis kontrol hiicre (MO) canliligi %100 olarak kabul edilerek, ilag

uygulanan hiicrelerin canlilik oranlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

%Canlilik=[100x(Bilesik ile muamele edilen hicre absorbanst ortalamasi-kor

ortalama)/(Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi-kor ortalama)]olarak hesaplandi.
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2.2.9.Western Blot Analizi

Western Blot analizi hiicrelerden elde edilen bir protein karisiminda, aranan
(hedef)proteinin varhigin1 gostermek ve molekiil agirligin1  belirlemek amaciyla
kullanilandzel bir protein-protein hibridizasyon teknigidir. Immiinoblotlama olarak
daadlandirilan teknigin uygulanabilmesi i¢in Oncelikle hedef proteini taniyarak
onabaglanabilen bir antikor mevcut olmalidir. Western blotlama temel olarak Ug

asamada gerceklestirilir:

i. Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemiyle
ornek karigimda bulunan proteinlerin jel tizerinde birbirlerinden ayrilmalar1 saglanir.

ii. Jelde biyiikliiklerine gore ayrilarak bantlar olusturan protein molekiilleri,
elektrotransfer teknigi ile nitroseliilloz membrana aktarilirlar.

Iii.Membranin sirastyla, hedef proteine 6zgii antikor, bu antikoru taniyan ve yapisina
enzim ilave edilmis ikincil bir antikor ve son olarak s6z konusu enzimin substrat1 ile
muamelesi sonucunda meydana gelen 1sik araciligi ile hedef proteinin membran

tizerinde goriintiilenmesi saglanir.

Proteinlerin ~ safligimin  kontroli ve  molekiiller agirliklarinin  saptanmasi
amaciylakullanilan SDS-PAGE yontemi Western Blot anaizinin ilk asamasini
olusturur.Elektrik akimi etkisiyle proteinlerin biiyiikliiklerine gore ayrilmasini saglayan
ortam akrilamid ve N-N'-metilen bis-akrilamid monomerlerinin polimerlesmesiyle
olusanjel matriksidir. Poliakrilamid jel matriksi farkli biiyiliklikte kanallar
(porlar)icerdiginden  denatiire  protein  karisimi  jele  yiiklenip  elektroforez
uygulandiginda,proteinlerin bu kanallardan gecis hizi tamamen biiyiikliiklerine baghdir.
Kiigiikproteinler jelde hizli, biiyiik proteinler ise yavas ilerler.SDS-PAGE yontemi ile
ayrilmak istenilen proteinlerin sadece biiylikliiklerine goreayrimini saglamak icin once
1s1 ile denatiire edilmeleri ve sonra Sodyum Dodesil Silfat(SDS) ile muamele edilmeleri
gereklidir. Anyonik bir deterjan olan SDS, proteinlerebaglanip negatif yiiklii hale
getirerek lineer forma donlismelerini saglar. SDSsayesinde negatif yiik ile yiiklenen
proteinler elektroforez sirasinda anoda gogederler. Elektroforez islemi tamamlandiginda
farkl1 biiyiikliikteki proteinler jelboyunca ilerlerken ayrisarak farkli protein bantlari

halinde odaklanirlar. SDS-PAGEisleminden sonra jeldeki protein bantlarinin
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gorintilenmesi  icin  kemiluminesans prensibinden yararlanilir. Akrilamid ve
bisakrilamid oram jelin ayrigtirma kapasitesini  belirler. Boyutlariayarlanabilen
gbozenekli yapilart nedeniyle proteinleri molekiil agirliklar1 veyakiitleleri ile orantili
olarak molekiillerin go¢iinli yavaslatan bir ‘molekiiler elek’olarak davranir. Bu nedenle
ayrim hem molekiiler eleme hem de elektroforetikmobilite temeline dayanmaktadir.
Diisiik derisimde hazirlanan jellerin gozenekleridaha biiyiik olup, biiylik molekiil
agirlikli biyomolekiillerin ayriminda kullanilirlar(Coskun-Ari, 2003).

MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanseri hiicre soylar1 yeterli miktarda
iretildikten sonra ilag uygulamasi igin 75cm?®lik flasklara ekim yapildi. Hiicreler %70-
80 doluluk oranina ulastiklarinda 1. flask negatif kontrol, 2. flask 4-HPR (10uM), 3.
flask 13C (100uM), 4. flask 4-HPR (10uM) + 13C (100uM), 5.flask paklitaksel
(3,21uM) olmak Uzere ilag uygulandi. 37°C’de %5 CO.'li ortamda 30 saatlik
inkUbasyon siiresinin sonunda protein izolasyonu asamasina gegildi.

2.2.9.1.Protein izolasyonu

2.2.9.1.1.Cozeltiler

Lizis tamponu: 3ml lizis tamponu (RIPA lysis buffer, Santa Cruz, ABD) icin 30pl
200mM PMSF (Santa Cruz, ABD), 30pul 100mM sodyum ortovanadat (Santa Cruz,
ABD), 45l proteaz inhibitor kokteyl (Santa Cruz, ABD ) eklendi. Soliisyon karanlikta

hazirlandi.

Bu asamada, ila¢ uygulanan flasklarin siipernatantlari, buz tizerinde tutulan 15ml’lik
falkonlara toplandi ve negatif kontrol flaskinin siipernatanti uzaklastirildi. Flasklara
10ml soguk PBS ilave edilip hiicreler*scraper” (Corning) ile kaldirildi ve ilgili
falkonlara aktarildi. Slspansiyon +4°C’de 1000g'de 5 dakika santrifllj(Hettich
Zentrifugen, Almanya) edildi.Santrifiij sonrasi falkonlarin siipernatantlari uzaklastirildi
ve pelet Uzerine 0,5ml lizis tamponu pipetlendi. Falkonlar, karanlikta 30 dakika buz
tizerinde bekletildi ve bu esnada 10 dakikada bir pipetaj yapilarak karistirildi. Slre
bitiminde soltsyonlar 1,5ml’lik tUplereaktarildi ve +4°C’de 10,000g’'de 10 dakika
santrifl)j edildi (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). Siipernatantlar1 0,5ml’lik tiplere

topland1 ve protein miktarlar 6l¢iildii.
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2.2.9.2.Proteinlerin BCA Yontemi ile Konsantrasyonlarimin Olgiilmesi

2.2.9.2.1.Cozdtiler
Bicinchoninic Acid Kit (Sigma-Aldrich)
Bovine Serum Albumin (BSA, Amresco) Standardi

2.2.9.2.2.BSA Standartlarimin Hazirlanmasi

BCA ile protein miktarlarin1 dlgebilmek igin sigir serum albumin (BSA) proteininin
degisik konsantrasyonlariultrasafdH,O ilehazirlanarak bir standart egri grafigi ¢izildi.
ml’sinde 1, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2mg BSA bulunan standartlar hazirlandu.

2.2.9.2.3.BCA Olciimiiniin Yapilmasi

Bicinkoninik asit (BCA) protein tayin yonteminde bakir silfat, BCA sollisyonuna
eklendiginde olusan kompleks elma yesili bir renk alir. Bu soliisyon, protein
soliisyonuna ilave edildiginde, proteinin peptit baglari ile etkilesir ve Cu++ iyonlart Cu+
iyonlarina dontisir. Neticesinde kompleksin rengini mora ¢evirir. Bu yontem hizli,
hassas ve kesindir ancak deterjan ve organik solventlerle etkilesimlerine dikkat etmek
gerekmektedir.

Olclim icin Biginkoninik Asit Kit (Sigma-Aldrich) ve 96 kuyuluk plate (Orange
Scientific) kullanildi. Her bir kuyuya O, 20, 40, 60, 80 ve 100ul standart ve
10ulkonsantrasyonubilinmeyen  ornekler pipetlendi. Konsantrasyonu bilinmeyen
ornekler 10 kere ultrasaf dH20 ile seyreltilerek 6lgiim yapildi, bu nedenle 10ul drnekler
90ul, standartlar ise 100ul’ye tamamlanacak sekilde ultrasaf dH>O ile tamamlandi ve bu
seyreltme katsayisi, hesaplamalarda dikkate alindi. Kuyularin iizerine 200ul ¢caligma
ayiract pipetlendi ve plate 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda olusan renk siddeti, spektrofotometde 570nm’'de (FLASHScan S12, Jena,
Almanya) okundu.

57



2.2.9.3.Western Blot Yontemi ile Proteinlerin Nitroseliiloz Membrana Aktarilmasi
2.2.9.3.1.Cozdtiler

MES SDS Running Buffer (Nu-PAGE, 20X, Invitrogen): 30ml Running buffer, 570 mi
ultra saf H,O ile tamamlandi.

Nu-PAGELDS Sample Buffer (4X,Invitrogen)

Nu-PAGESample Reducing Agent (10X, Invitrogen)

Nu-PAGEAntioksidant (Invitrogen)

Ka eidoscope Prestained Standarts (Biorad)

%4-12 gradient, NUPAGE Bis-Tris Mini Gels, Imm, 12 kuyucuk (Invitrogen)

10X pH:7,6 TBS-T (Tris-Buffer Saline-Tween20):Tris base 24,23g NaCl (Merck)
80,06g(Scharlau) ve 5ml Tween20 (Dako) 1L ultrasaf H,O ile ¢ozildi.

Western Breeze Chemiluminescent Immunodetection System, Rabbit (Invitrogen)

Chemiluminescent Detection Kit, Mouse (Amersham)

2.2.9.3.2.Proteinlerin Yuklenmes veJdade Y Urttulmesi

Ornekler istenen hacimlerde toplam protein miktar1 50ug (BCA yontemiyle belirlenen)

ve sample buffer ve reducing agent 1X olacak sekilde 0,5ml’lik tUplere pipetlendi.
Ardindan tlpler su banyosunda bekletildi. Bu esnada jel, elektroforez tankina
yerlestirildikten sonra SDS running buffer, doluluk sinirma kadar eklendi. Hazir jelde
bulunan koruma sivisi pipet yardimiyla al-ver yapilarak uzaklastirildiktan sonra 500pl
antioksidan eklendi. Marker, yiiklenmeden énce 40°C’ de 1 dakika bekletildi.Daha sonra
marker (5ul)ve ornekler kuyulara pipet yardimiyla belirlenen miktarlarda yuklendi.

Y Ukleme islemi sonunda 60 dakika 150V yiirlitme yapildi.

2.2.9.3.3.Proteinlerin Transferi

Transfer islemi icin I-Blot jel transfer cihazina (Invitrogen) sirasiyla anot bakir (+), jel,
filtre kagidi (ultra saf H,O ile 1slatilir), katot bakir (-) ve siinger yerlestirildi. Uretici

firmanin Onerileri dogrultusunda 8 dakika transfer iglemi gergeklestirildi.
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2.2.9.3.4.Bloklama

-Aktinicin, TBS-T igerisinde %5’ lik siit (Santa Cruz) ¢ozeltisi hazirlandi ve 30 dakika
oda sicakliginda, ¢alkalayici lizerinde inkiibe edildi. Stre sonunda, 3defa 1,5 dakika ve
ardindan 1 defa 10 dakika TBS-T ile yikama yapildi. Bu yikama iglemi ii¢ defa yapildi.

PARP icin, kitin icerisinde yer alan 4ml Blocker Part A ve 2ml Blocker Part B 14ml
ultrasaf H,O ile tamamlanarak bloklama ¢ozeltisi hazirlandi. 30 dakika oda sicakliginda,
calkalayici iizerinde inkiibe edildi.Stre sonunda, 2defa 5 dakika 20ml ultrasaf H,O ile
yikama yapildi.

2.2.9.3.5.Birincil Antikor

Anti-Aktin antikoru (Santa Cruz), 1:1000 olacak sekilde 1%’lik siit ¢ozeltisi igerisinde
hazirland: ve 18 saat +4°C’ de calkalayicida inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, 3 defa
1,5 dakika ve ardindan 1 defa 10 dakika TBS-T ile yikama yapildi. Bu yikama islemi ii¢
defa yapildi.

Anti-PARP antikoru (Cell Signalling),1:1000 olacak sekilde bloklamacozeltisi
icerisindehazirlandi ve 18 saat +4°C'de calkalayicida inkiibasyona birakildi.Sre
sonunda 4 defa 5 dakika, kitin icerisinde yer alan 20 ml yikama ¢ozeltisi (1X) ile
yikama yapildi.

2.2.9.3.6.ikincil Antikor

3-Aktin icin,Anti-Mouse (Amersham Biosciences)1:5000 olacak sekilde 1%’lik siit
cozeltisi icerisinde hazirlandi vegalkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi. Sire
sonunda, 3 defa 1,5 dakika ve ardindan 1 defa 10 dakika TBS-T ile yikama yapildi. Bu
yikama islemi ii¢ defa yapildi.

PARP icin,Anti-Rabbit(Invitrogen)1:5000  olacak  sekilde  bloklamagtzeltisi

icerisindehazirlandi vegalkalayicida 30 dakika inkiibasyona birakildi. Sire sonund 4
defa 5 dakika,kitin icerisinde yer alan 20ml yikama ¢ozeltisi (1X) ile yikama yapildi.
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2.2.9.3.7.PARP/Aktin Proteinlerinin Belirlenmesi

Bu yontem ile SDS-PAGE ile protein bandlar1 halinde ayrilmis olan lizatlar elektrik
akimi ile bir membrana aktarildi. Membrana aktarilmis proteinlerden arastiriimak
istenene kars antikorlar ve anti-antikorlar ile bir deteksiyon yapildi. Bu deteksiyon ile

ilgilenilen protein tespit edildi.

2.2.9.3.7.1.Karanhk Oda islemleri

NitroselUloz Uzerine transfer edilmis olan proteinler karanlik odada, kemiluminesans kit
(B-Actin icin Amersham, PARP icin Invitrogen) kullanilarak olusan igima X-ray
filmlere aktarildi. Kemiluminesans kit protokoliinde belirtildigi gibi, bu kitin iki
bileseninden 1:1 ([3-Actin ), 1:20 (PARP) oraninda alinarak her bir membran i¢in 2,5ml
kullanildi ve membran bu soliisyon ile iyice 1slatildi. Ardindan 5 dakika bekletildi.
Membranin altina iistiine asetat film konuldu. Asetatlarin iizerinde sivi kalmamasina
dikkat edilerek bir X-ray film kasetine yerlestirildi. X-ray filmile 1, 5, 10,ve 30 dakika
surelerle membran ile film bekletildi. Bu siireler sonunda filmler, karanlik odada film

banyo makinesinde basilarak bant goriintiileri elde edildi.

2.2.10.Istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler SPSS 20.0 bilgisayar paket programi kullanilarak yapildi.
Yiizde canlilik degerleri tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak hesaplandi. 3
tekrarli yapilan tiim analizlerin sonuglar1 ortalama ve standart sapma ile verildi.
Istatistiksel olarak anlamli veriler p<0.05 degerine gore belirlendi.ICs Ve
Cl(combination index) degerleri, CacuSyn Version 2.1 (Biosoft, Cambridge, U.K.)

yazilimi kullanilarak hesaplandi.
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3.BULGULAR

3.1L.MTT ve ATP Canlilik Testi Bulgular:

4-HPR, I3C ve bu bilesiklerin kombinasyonlarminl:2 diliie alt1 farkli
konsantrasyonunun(4-HPR i¢in 0,31-10puM vel3C i¢in 3,12-100uM) MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicre soylarmin canlilig iizerine olan etkisini belirleyebilmek icin MTT ve
ATP canlilik testleri yapildi. Hiicre soylarina 48 saat siire iles6z konusu bilesikler
uygulandiginda ortaya ¢ikan sonuglar Sekil 3.1 degosterildi.Bilesiklerin uygulandigi
hiicre soylarinda konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin canlilik ylzdesinde, uygulanan

konsantrasyonlarda, istatistiksel olarak anlamli azalmalar g6zlendi (p<0.05).

MTT Testi ATP Testi
o 4-HPR Tedavisi o 4-HPR Tedavisi
) =—4+—MCF-7 )
- —=—~MDA-MB-231 2 SR
?S 100 § 100 —#—MDA-MB-231
= % =W
T @ T
] ]
Q40 L]
20 20
0 0
031 062 1,25 25 5 10 031 062 125 25 5 10
Doz (pM) Doz (pM)
MTT Testi ATP Testi
1o I3C Tedavisi o I3C Tedavisi
N ——MCF-7 , ——MCF-7
o = MDA-MB-231 e e MDAMB.231
= 100 ® 100
= % X 80
T =
]
) S w
20 20
0 0
312 625 125 25 50 100 312 625 125 25 50 100
Doz (uM) Doz (pM)
MTT Testi ATP Testi
o 4HPRHI3C Tedavisi s 4HPRAI3C Tedavisi
120 ——MCF-7 —4—MCF-7
F 100 —#-MDA-MB-231 & —8—MDA-MB-231
x © x
= © =
g g
Q0 5]
0
N v H A
Doz (uM) Doz (uM)

Sekil 3.1.4-HPR, 13C, ve bu bilesiklerin kombinasyonlari ile muamele edilen MCF-7 ve MDA -
MB-231 hiicrelerinin canlilik yiizdelerinin grafigi. Her bir veri noktas1 3 bagimsiz kuyunun
ortalamasini temsil etmektedir.

*

Ayni doz iginde hiicre soylar1 karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (p<0.05)
ifade etmektedir.
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2Ayn1 doz i¢inde hiicre soylar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (p<0.05) ifade
etmektedir.
MTT ve ATP testleri arasinda dozlaraverilen yanit agisindan biiyiik bir farklilik

gozlenmemistir. Bilesiklerin sitotoksik aktivitesinin gosterilmesinde dnemli olan 1Csp
(kontrol hiicrelerine kiyasla bilesikle muamele sonrasi hiicrelerin %50’sini 6ldiiren
konsantrasyon) degerleri her iki hiicre hatt1 i¢cin de ATP testi sonuglarina gére CalcuSyn
yazilimi ile hesaplandi. Her iki hicre soyunda uygulanan 4-HPR ve 13C
kombinasyonununl Csy degerlerindeki CI (combination index) degerleri yine CalcuSyn
yazilimi kullanilarak belirlendi.CI degeri 1’den az hesaplanirsa (CI<1) sinerjistik, 1'den
fazla hesaplanirsa (CI>1) antagonistik, ve 1’¢ esit hesaplanirsa (Cl=1) additif etkiyi
gostermektedir. 1Csp degerlerindeki CI degerlerinden yola ¢ikarak, kombinasyon
muamelesinin  yalnizca MDA-MB-231 hiicreleri igin sinerjistik etki gosterdigi
bulunmustur (MCF-7 i¢in CI degeri 1,01 iken MDA-MB-231 i¢in 0,83 bulundu).MCF-7
hicrelerinde 1Csp dozu; 4-HPR icin7,45uM, 13C i¢in63,2uM ve kombinasyon icin
3,45+34,5uM olarak bulundu. MDA-MB-231 hicrelerinde 1Csp dozu; 4-HPR icin
5,28uM, 13Cic¢in 100,1uM ve kombinasyon i¢in 2,85+28,5uM olarak bulundu.

3.2.Hoechst 33342, Propidium Iyodiir (Pl)ileikiliBoyama Y éntemiBulgular
MCF-7 ve MDA-MB-231 hcrelerine 4-HPR'nin 10uM, I3C'nin 100uM ve bunlarin
kombine konsantrasyonlari uygulandi. 48 saatilag uygulamasini takibenikili boyama

yontemi uygulanarak floresan mikroskopta degerlendirme yapildi.

4-HPR ve 13C muameleleri sonucunda,Hoechst 33342 boyasi ileher iki hlicre soyunda
gbzlenen nikleer fragmentasyon varligi ve/veya piknozis, ayni bolgeler icin propidyum
iyodir ile boyama sonucunda pozitif goriildiigiinden, hicrelerin 6lim seklinin geg
apoptoz=sekonder nekrozis oldugu bulundu (Sekil 3.2). Kombinasyon ile
muameleedilen  hlcrelerin = 6lim  seklinin  ise, bilesiklerin ~ yalniz  basina
uygulanmasiylagozlenen o6liim sekline benzer oldugu gorildi.Ayrica, Sitotoksisite
bulgularina paralel olarakkombinasyon muamelesinin, 4-HPR ve 13C'nin tek baslarina

kullanimina kiyasla, hiicre yogunlugunun daha fazla azalmasina sebep oldugu bulundu.
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Sekil 3.2.10uM 4-HPR, 100uM 13C ve 10uM 4-HPR + 100uM 13C uygulanan MCF-7 (sol
siitun) ve MDA-MB-231 (sag stitun) hiicrelerinin 48 saatlik muamele sonrasindaki floresan
mikroskop goriintdleri

— Hiicre 6lim sekli olarak apoptozisi temsil eden piknotik ve fragmente nikleus
varligin1 gostermektedir.

3.3.M30-Antijen (Kaspazla Kirilmus Sitokeratin 18) Bulgulari
M30-Antijen 6l¢iimlerinin degerlendirilmesi icin standart egri grafigi hazirland1 (Sekil

3.3) ve Olgiilen absorbanslar formiil iizerinden degerlendirilerek M30 miktarlar1 U/L

cinsinden hesaplandi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.3.M30-Antijen standart egri grafigi

Sekil 3.4'de, 10uM 4-HPR, 100uM 13C, kombinasyon (10uM 4-HPR + 100uM 13C),
ve 3,21uM Paklitaksel muamelelerinin 48saatte MCF-7 ve MDA-MB-231 hicre
soylarinda, bir apoptozis belirteci olan kaspazla-kirilmis sitokeratin 18 (M30-Antijen)
Uzerine olan etkisi gosterilmektedir. MCF-7 hicrelerinde 10uM 4-HPR’nin kontrole
gore 48. saat M 30 antijen seviyesinde 4-katlik bir artisa, kombinasyon muamelesinin 4-
4,5-katlik, Paklitaksel’in ise 7-7,5-katlik bir artisa neden oldugu buna karsin 100puM
I3C muamelesinde herhangi bir degisimin olmadig1 belirlendi. MDA-MB-231
hiicrelerinde ise, M30 antijen diizeyleri agisindan tim muamelelerden sonra herhangi

bir degisim gozlenmedi.

.o . mMCF-7
Antijen Testi
900 MDA-MB-231
800
700
5 600
= 500
(=
o
= 400
300
200
~ | [
0
Kontrol 4-HPR 13C Kombinasyon Paklitaksel
(10 uM) (100 pM) (3.21 uM)

Sekil 3.4.10uM 4-HPR, 100uM 13C, kombinasyon (10puM 4-HPR + 100uM 13C), ve 3,21uM
Paklitaksel muamelelerinin 48 saatte MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda kaspazla-
kirtlmus sitokeratin 18 (M30-Antijen) Uzerine etkis
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3.4.Apoptotik Genlerin Ekspresyon Profilleri

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda g06zlenen apoptozisi gen duizeyinde
dogrulamak  amaciyla, 16 saatlik kombinasyon (10uM  4-HPR+100uM
I3C)muamelesinin,baz1 apoptotik genlerin (BCL2L10, BIK, BAX, BCL-2, FASLG,
HRK, TNFRSF10B, TNFRSF10A)ckspresyonlar1 iizerine olan etkisine bakildi.Sekil
3.5’te gosterildigi tizere, FASLG (FAS ismli bir hicre ylzey 6lim reseptorinin
ligand1) ekspresyonunun MCF-7 hiicrelerinde yaklasik 100-kat arttigi bulundu. HRK
(pro-apoptotik bir gen) ve bunlara karsin BCL2L 10 (anti-apoptotik) ekspresyonlarinin
da yine bu hiicre soyunda arttigi gorildi.MDA-MB-231 hicrelerinde ise, BIK
ekspresyonunun 8-katlik, TNFRSF10A (DR4 veya TRAIL-R1) ve TNFRSF10B (DR5
veya TRAIL-R2) ekspresyonlarinin da sirastyla 2 ve 3-katlik artiglar1 bulundu.
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Sekil 3.5.MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda 16 saatlik kombinasyon (10uM 4-HPR +
100pM I3C)muamelesinin, bazi apoptotik genlerin ekspresyonlari lizerine olan etkisinin
gosterimi

3.5.Apoptotik Genlerin SusturulmasimmiCanhlik Uzerine Etkisi

MCF-7 hucrelerinde FASLG nin, MDA-MB-231 hucrelerinde ise BIK’in kontrol
grubuna kiyasla artmis ekspresyonlarinin, bu genlere 6zgiil siRNA’larin kullanilarak
baskilanmasmin Sekil 3.6 ve Sekil 3.7'de gosterildigi iizere, hiicre canliliklarini

etkilemedigi belirlendi. Iki hiicre soyunda da, ilag uygulanan gruplara bakildiginda,
siRNA’lar (sBIK ve siFASLG) ile transfekte edilen hiicrelerde canliligin, transfekte
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edilmeyen hiicrelerin canliligina benzer oldugu bulundu.Ayrica 48 saatlik muamele
sonunda ila¢g uygulamalarinin, MTT ve ATP testi bulgular1 ile uyumlu oldugu

gbzlendi.Yani, her iki hiicre soyunda da kombinasyon muamelesinin, bilesiklerin tek
basina uygulanmasina kiyasla daha etkili oldugu bulundu.

MCF-7
120
Ll siRNA’SIZ ¥ Hedefi olmayan siRNA msiBIK siFasL
100
80
=
& 60
)
X
40
20
0 10 uM 100 M 10 uM 4-HPR +
4-HPR 13C 100 pM I3C

Sekil 3.6.siBIK ve SIFASLG ile transfekte edilen MCF-7 hiicre soyunun, 10uM 4-HPR, 100uM
13C, ve kombinasyon (10uM 4-HPR + 100puM 13C)muamel eleri sonrasi% canliliginin gosterimi

120 MDA-MB-231
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Sekil 3.7.siBIK ve SIFASLG ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicre soyunun, 10uM 4-HPR,
100pM I3C, ve kombinasyon (10uM 4-HPR + 100puM I3C)muameleleri sonrast % canliliginin
gosterimi

3.6.Western Blot Bulgular:

Western blot analizi, 50ug protein lizati ve kontrol olarak da anti aktin antikorlari
kullanilarak gergeklestirildi. Paklitaksel, PARP-kirilmasi igin pozitif kontrol olarak
kullanildi. Yapilan deney sonucunda;4-HPR, 13C, ve kombinasyonmuameleleriyleher

iki hticre soyunda PARP’1n kirildig1 bulundu (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8.Anti aktin ve anti PARP antikorlari ile yapilan western blot sonucu bant profilleri
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu caligmada, yalniz baslarina kullanimlarina kiyasla daha giiglii bir etki yaratmak
amaciyla 4-HPR ve 13C kombinasyonunun sitotoksik aktivitesi ¢aligilmistir.Caligsmalar
neticesinde, kombinasyon muamelesinin artmis bir sitotoksik aktivite ile sonuglandigi
gosterilmistir ve literatiirde bu bilesenlerin kombine halde kullanilmas: ile iligkili bir
calisma bulunmamaktadir.Bu agidan bakilacak olursa, bu c¢alisma, s6z konusu
bilesenlerle yapilan kombinasyon muamelesinin daha iyi bir sitotoksik aktiviteye yol
actigini gosteren ilk ¢alismadir.Caligmanin bir diger yararli sonucu ise, bilesiklerin daha
diistik konsantrasyonlardaki kombinasyonunun dahi hiicre olimiinii
indukleyebilmesidir.Bu konu, kemoterapdtiklerin sebep oldugu yan etkilerden otiirii
kanser tedavisinde onemli bir konudur.Ornegin 4-HPR, kemopreventif/kemoterapitik
bir ajan olmasina karsin, hastalara uygulandig1 takdirde toksik olabilmektedir.Meme
kanserli hastalar iizerinde bes yil sure ile yapilan; plasebo kontrolll randomize cift-
korli adjuvant klinik calismada, 426 hasta tamoksifen ve tamoksifen ile fenretinid
kombinasyonu ile muamele edilmistir (Rao ve ark., 2011). Sonucta 4-HPR’nin meme
kanseri hastalarinda 3/4 derecelik toksisiteye neden oldugu rapor edilmistir.Bu
problemin ¢dzimu icin, 4-HPR’ nin dozunda bir seyreltme yapilmasi diistiniilmiistiir.Bu
calismada, 4-HPR’nin azalan fakat I3C ile kombine dozlarinda etkinlik anlamli
bulunmustur.Bu kapsamda en 6nemli sonugardan bir tanesi, diisiik dozlarin kombine
halde etkisidir.Ornegin, 5uM 4-HPR, 50uM I3C ile kombine edildiginde, sitotoksik
aktivite 2-3 kat artmaktadir.Bu sonug, 6zellikle klinik goz oniine alindiginda 6nem

teskil edebilir.

I3C’nin cesitli kanser hiicre soylarinin biiyiimelerini baskiladiginive meme kanserinde
de bu durum rapor edilmistir (Rahman ve ark., 2003).Arastirmacilar daha sonra 13C’'nin
tiimorijenik olmayan hiicrelere zarar vermedigini fakat tiimorijenik hiicrelerde
apoptozisi indiikledigini gdstermiglerdir. Yine meme kanseri hiicre soylarinda benzer
sonuglar bildirilmistir (Howells ve ark., 2002).Bu ¢alismada; 4-HPR, 13C, ve
kombinasyonmuamel€elerinin  apoptozisle sonuglandigi  gosterilmistir.Apoptozisin
varligi, bu 6liim seklinin en iyi bilinen 6zelliklerinden biri olan niikleer fragmentasyonu
gosteren boyama c¢alismast (ikili boyama yontemi) ile belirlenmistir. Apoptozis
indiikleyen bilesiklerin, bu siiregte hangi mekanizmalari etkinlestirdiklerinin bilinmesi,

elde edilen bilgilerin klinige aktarilmasi/uyarlanmasi agisindan olduk¢a Onemlidir
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(Ulukaya ve ark., 2011).Bu diisiinceden yola c¢ikilarak, kombinasyon tedavisinin
indiikledigi olas1 apototik mekanizma arastirildi.Hucre ylzey 6lUm reseptor ligandh
(FASLG), ekspresyonununM CF-7 hiicre soyunda yaklasik 100-kat arttigi bulundu.Buna
ek olarak, HRK ekspresyonunun da 20-kat arttig1 gozlendi.llging bir sekilde, MDA-
MB-231 hiicre soyunda, bu iki genin ekspresyonunda herhangi bir degisiklik
(artmalazalma) gozlenmedi.Bunun yerine, bu hicre soyunda, BIK (pro-apoptotik bir
gen) ekspresyonunun 7-katlik artisi gozlendi.Ancak, FASLG ve BIK yukari-
regulasyonunun siRNA’lar ile engellenmesi; 4-HPR, 13C, ve kombinasyonlarinin 6lim-
indiikleyici etkisini restore edememistir.Dolayisiyla, s6z konusu bu iki genin, bu
bilesiklerin sitotoksik etkisinde yer almiyor olabilecegi diislintilmustiir.Buna iligkin
olarak,diger baz1 genlerin (6rnegin DR4, DRS, veya HRK), hicre &6lim
mekanizmasinda rol alabilecegi diisiiniilmiistiir.Oyle ki yapilan bir ¢alismada, MCF-7
ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda uygulananBufalin muamelesi sonrasinda, DR4 ve
DR5’in yukar regiile edildigi gosterilmistir (Yan ve ark., 2012). Benzer sekilde, MDA -
MB-231 hicrelerinde, Mitomisin C tedavisinin DR4 ekspresyonunu arttirdigi rapor
edilmistir (Kim ve ark., 2003). Ayrica Metamfetamin’in (METH), DP5/HRK
genlerinin de iginde bulundugu bir takim genlerin farkli regiilasyonlar:i nedeniyle,
oligodendrositler tizerine sitotoksik etkisinin oldugu bildirilmistir (Genc ve ark., 2003).
Benzer sekilde bu ¢alismada da s6z konusu bu genlerin (DR4, DR5, HRK) 2-20 katlik
artiglarla yukar1 regiile edidikleri bulundu.Bundan dolayr mekanizmanin; MCF-7
hicrelerinde HRK, MDA-MB-231 hicrelerinde ise TNFRSF10A (DR4 veya TRAIL-
R1) ve TNFRSF10B (DR5 veya TRAIL-R2) yukari regiilasyonlarint igeriyor
olabilecegi diisiiniildii.HUcre-6liimiinii restore edici bir etkinin olmamasinin bir diger
nedeni ise, ¢coklu gen susturulmasinin gerekliliginin olabilecegi diistiniilmiistiir (Sung ve
ark., 2007).

I3C’nin apoptozisi her iki hiicre soyunda da belirgin sekilde indiiklemesine ragmen,
|Csodegerlerinin yliksek oldugu diistintilmistiir. Bu calismada,lCsodegerleri MCF-7
hicre soyuicin 65uM, MDA-MB-231 hicre soyu icin ise 100,1uMbulunmustur.
Yapilan bir calismadalCspdegerleri 30-100uM arasinda degiskenlik gostermistir
(Howells ve ark., 2002). Bir diger ¢alismada ise |1Cspdegerinin MDA-MB-231 hicreleri
icin 52uM oldugu gosterilmistir(Nguyen ve ark., 2010). Goreceli olarak yuksek bulunan
bu ICsodegerleri, I3C’nin klinikte kemoterapétik ilag olarak kullanilmasindaki en biiyiik
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engeli teskil ediyor olabilir. Bununla birlikte I13C’ nin hemN-alkoxy hem del-benzyl
tirevlerinin, I3C’ye kiyasla daha giicli bir sitotoksik aktiviteye yol agtig1
gosterilmistir(Jump ve ark., 2008; Nguyen ve ark., 2010). Ozellikle bu iki tirev
bilesiklerden sonuncusunun, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda dikkat cekici
bir sitotoksik aktiviteye sebep oldugu rapor edilmistir.

Bu in vitrogalisma sonucunda; 4-HPR ve 13C kombinasyonunun insan meme kanseri
hiicre soylart (MCF-7 ve MDA-MB-231) Uzerindeki sinerjistik etkileri ve bu
uygulamalarin apoptozisi indiikleyerek hiicrelerin biiylimesini baskilayabildigi
belirlenmistir. Anti-timoral etkinin ilk defa bu c¢alisma sayesindegdsterilmesi ile
literatUr bilgisine katkida bulunulmustur. Bu sonuglara gére kombinasyonetkisinin, bir
sonraki inceleme basamagi olan in vivo olarak arastirilmasi gerektigi Sonucuna

varilmgtir.
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