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OZET

Malignant Mezotelioma (MM), mezodermal kokenli dokularin serosal
bosluklarindan kaynaklanan agresif ve Oldiiriici bir tiimoérdiir. MM vakalar
endiistrinin gelisimiyle baglantili olarak ve asbestle yaygin muamele sonucunda son
yirmi yilda yiikselmistir. Ulkemizde, Anadolu’nun kirsal alanlarinda, 6zellikle i¢ ve
Gilineydogu bolgelerinde oldukca ciddi bir saglik problemi olmaya devam
etmektedir. MM hastaligi’nin tedavisinde kullanilan geleneksel kemoterapatiklerin
yetersiz kalmas1 yeni uygulama ve ilaglarin gelistirilmesini gerekli kilmaktadir. Bu
tez calismasinda, bitkilerde dogal olarak bulunan polifenollerden Gallik Asit (GA)’in
mezotelyoma hiicre proliferasyonu ile Epidermal Biiyiime faktorii reseptorii (EGFR),
ekstrasellular regulated kinase/mitogen activated protein kinase (ERK/MAPK),
stresle active olan protein kinase/c-jun terminal kinase (SAPK/INK), p38 ve
PI3K/AKT sinyal yolaklarina etkisi incelenmistir. Bu amagla 6ncelikle GA’in hiicre
proliferasyonuna etkisi doz ve zamana bagimli olarak incelenmistir. Daha sonra
GA’in EGFR, ERK, JNK, p38 MAPK ve AKT proteinlerinin fosforilasyon ve
ekpresyon seviyelerine etkisi degerlendirlmistir. ilaveten, EGFR sinyali alt yolaginda
aktive oldugu bilinen transkripsiyon faktorleri ELK-1, JUN, STAT1, STAT3 ve
STATS5A degismeleri mMRNA seviyesinde incelenmistir.

Sonuglarimiz dogrultusunda, GA kontrol (Met5A) ve MM (SPC212) hiicre
proliferasyonunu baskilarken kontrol hiicrelerinde daha az sitotoksisite gostermistir.
Protein analizleri, GA’in EGFR, ERK1/2 ve AKT fosforilasyonlarmin konsantrasyon
ve zaman bagimli olarak baskiladigin1 gostermistir. p38 MAPK fosforilasyonu GA
uygulamasiyla artis gosterirken JNK fosforilasyonlarinda degisim belirlenmemistir.
MRNA analizleri GA’in kisa zamanli olarak STAT1, STAT3, STAT5 ve Elk-1

seviyelerini anlaml sekilde azalttigini isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mezotelyoma, GA, EGFR, Polifenol, Sinyal Iletimi.



SUMMARY

Malignant mesothelioma (MM), is an aggressive and lethal tumor, originates
from mesodermal-derived tissues of serosal cavities. The worldwide incidence of
MM has risen dramatically during the past two decades as a result of widespread
exposure to ashestos together with industrialization. In our country, this disease
continues to be a serious public health problem in rural areas of Anatolia and
particularly Central and South-Eastern parts. The failures of conventional
chemotherapeutic regimens have made the search for and the development of new
drugs and novel approaches critically important. In our project the impacts of Gallic
Acid (GA) were investigated on MM cell proliferation and signal transduction
molecules including Epidermal Growth Factor (EGFR) extracellular regulated
kinase/mitogen activated protein kinase (ERK/MAPK), stress activated protein
kinase/c-jun terminal kinase (SAPK/JNK), p38 MAPK.

Our results indicated that GA suppressed both control (Met5A) ve MM
(SPC212) cell proliferation. However 1t was less cytotoxic to control than tumor
cells. In addition GA suppressed EGFR, ERK1/2 ve AKT phosphorylation at
concentration and time dependent manner. Morever although p38 MAPK
phosphorylations were induced, JNK phosphorylations were unchanged after GA
treatments. mMRNA analysis showed that STAT1, STAT3 and Elk-1 levels were down
regulated shortly.

Key Words: Mesothelioma, GA, EGFR, Polyphenol, Signal Transduction.
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SDS-PAGE SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi
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1. GIRIS

Glinimiizde yaygin olarak goriilen kanser tedavisinde ¢esitli ajanlar
uygulanilmaktadir. Bununla birlikte bazi1 kanserler hari¢ etkin ve yan etkisi az bir
ajan bulunmamaktadir. Meyve, sebze, tohum ve i¢eceklerde bulunan polifenollerinin
hiicre ¢ogalmasi ve hiicre Olimiinde gorev yapan proteinleri diizenlemeleri
nedeniyle farkli tipteki kanserlere karsi koruyucu etkiye sahip oldugu belirtilmistir
[Kang et al., 2011]. Ilaveten anti-proliferatif 6zellikleri nedeniyle bu molekiiller
kanser tedavisinde oldukga ilgi gormektedir.

Gallik Asit (GA yada 3,4,5-triphydroxyl-benzoic acid) bitkilerde, meyvelerde
ve ¢esitli besinlerde bulunan fenolik bilesiklerden birisidir. Anti-bakterial, anti-viral
ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip olmasinin yani sira ¢esitli kanser tiplerinde de
anti-kanser aktiviteye sahip oldugu belirlenmemistir. Baz1 kanser hiicre hatlarinda
yapilan calismalarda, GA’in hiicre poliferasyonunu ve hayatta kalimi etkileyen sinyal
yolaklarin1  baskiladigi, hiicre biiylimesini etkileyerek apoptoza yol actig
gosterilmistir [You and Park, 2010].

Malign mezotelyoma (MM) akcigerleri, karin i¢i ve kalbi saran zar
bosluklarinin serdz yiizeylerinden koken alan bir timdrdir [Ngo et al.,, 2011].
MM’da bilinen risk faktorleri; asbestos fiberleri, simian virus 40 (SV40), radyasyon
ve erionite’dir [Zucali et al., 2011]. MM’da hiicre proliferasyonu ve hayatta kalimda
onem teskil eden epidermal biiylime faktor reseptorii (EGFR) ekspresyonunun
arttig1 belirtilmistir [Agarwal et al., 2010]. EGFR hiicre dis1 ligand baglama, trans-
membran ve hiicre igi tirozin kinaz aktivitesine sahip 3 ana domainden olusan bir
tirozin kinaz reseptOriidiir. Ligand baglanmasina bagli olarak tirozin kinaz
aktivasyonunun yiikselmesiyle tirozin rezidiileri transfosforilasyona ugrayarak sinyal
kaskadin1 baglatir [Favoni et al., 2011]. Yesil ¢ay, elma, kirmiz1 sarap flavonoidlerin,
EGFR fosforilasyonunu engelleyerek asagi akimli olaylar1 baskiladigi ve hiicre
biiylimesini de engelledigi belirlenmistir. Bunlara ilaveten bu flavonoidlerin, ERK1/2
inhibisyonu p38 ile JNK1/2 proteinlerin aktivasyonuna neden oldugu boylelikle
cogalmay1 engelledigi; Kaspaz 3 aktivasyonu ile Akt ve ERK inhibisyonuna neden
olarak apoptoza yol a¢tigi vurgulanmistir [Kang et al., 2011]. Epicallocatechin ve
GA esteri olan epigallocatechin gallate’in bazi insan kanser hiicrelerinde, EGFR’iin

fosforilasyonunu ve alt sinyal yolaklarin1 baskiladigi ilaveten, Erb-2’yi de iceren



diger reseptor tirozin kinaz’larin (RTK) aktivasyonunu da inhibe ettigi belirtilmistir

[Hou et al., 2005].

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢erigi

Bu tezde mezotelyoma (Met5A) ve MM (SPC212) hiicrelerinde GA’in
konsantrasyon ve zamana bagli olarak hiicre proliferasyonu ile EGFR’in baglantili
alt yolaklarda yer alan molekiillere etkisinin arastirilmasi planlanmistir. Bu ¢alisma
sonucunda GA’nin MM hiicreleri tizerindeki antiproliferatif mekanizmasina
molekiiler seviyede aciklik getirerek GA’in MM tedavisinde kullanilmaya aday
olabilecek bir ajan olup olmadigmnin belirlenmesi hedeflenmistir.

Calismamizda GA’in in vitro olarak mezotelyoma ve MM hiicre
proliferasyonuna etkisi konsantrasyon MTS analizleriyle degerlendirilmistir. EGFR,
MAPK yolaklar1 (ERK, JNK, p38) ile PI3K/AKT yolaginda yer alan anahtar
molekiiller fosforilasyon ve toplam protein seviyesinde arastirilmustir. [laveten EGFR
aktivasyonuyla indiiklendigi bilinen transkripsiyon faktorleri (STAT1, STAT3,

STATS5A, c-jun, c-fos) MRNA seviyesinde zamana bagli olarak belirlenmistir.



2. KANSER

Kanser, hiicrenin normal davranislarini diizenleyen, pozitif ve negatif
mekanizmalarin dengesindeki bozulmalar sonucu olusmaktadir. Normal hiicrelerde
goriilen hiicre bliylimesi ve 6limii arasindaki denge kanser hiicresinde bozulmustur.
Karsinogenez, farkli molekiiler ve hiicresel degisikliklerin meydana geldigi
kompleks ve c¢ok basamakli bir siirectir. Hiicre ¢esitliligine bagl olarak onemli
Olgiide degisiklik gosteren yiizden fazla degisik kanser tiirii bulunmaktadir. Bir
kanser tipi farkli bireylerde dahi degisiklik gosterebilmektedir [Ramos, 2008].
Hiicresel diizeyde kanser mutasyonlari igeren ¢cok asamali bir siire¢ olarak ¢ogalma,
canli kalma, invazyon ve metastaz yetenekleri artan hiicrelerin se¢ilmesiyle ortaya
¢ikmaktadir. Bu nedenle ¢ogu kanser ileri yaslarda ortaya ¢ikar [Levitzki and Klein,
2010].

Hiicre kiiltiirlerinde normal hiicreler kiiltiir ortaminda yogunluk inhibisyonun
etkisiyle proliferasyonu durdururken, kanser hiicreleri bu sinyallerden etkilenmezler.
Buna ilaveten, kanser hiicrelerinin biiylime faktorlerine olan gereksinimleri de
azalarak ¢ogalmak icin gerekli olanlar1 da kendileri salgilayabilmektedirler. Kanser
hiicrelerinin normal hiicrelerden diger bir farki, hiicre gogalmasini saglayan sinyal
yollarinda gorev yapan biiyiime faktorii reseptorlerindeki ve onlara bagl yolaklarda
rol alan anahtar proteinlerin kontrolsiiz aktiviteye sahip olmalaridir. Kanser
hiicrelerinde hiicre—hiicre ve hiicre—matriks etkilesimi de normal hiicrelere gére daha
diizensizdir. Yiizey adezyon molekiillerinin anlatimindaki azalma nedeniyle kanser
hiicrelerinin tutunma yetenegi normal hiicrelerere kiyasla daha diistiktiir.

Kanserler koken aldiklar1 doku ve hiicre tipine goére siiflandirilmaktadirlar.
Epitel hiicrelerinden koken alan kanserler karsinoma, bag dokusu ya da kas
hiicrelerinden koken alanlar sarkoma olarak adlandirilmaktadirlar. Kan yapici
hiicrelerden tilireyen ¢esitli 16semiler ve sinir sistemi hiicrelerinden tiireyen kanserler
ise diger kategorideki kanser tiirleridir [Alberts et al., 2006].

Iyi huylu (benign) olarak tanimlanan tiimérlerde hiicreler tek bir kiitle icinde
kiime halinde durduklar: i¢in kiitle, cerrahi yolla ¢ikartilarak tam tedavi genellikle
saglanabilir. Bir timor ancak kotlii huylu (malin) ise, yani hiicreler etrafindaki
dokuyu istila yetenegi kazanmissa kanser olarak kabul edilmektedir (Sekil 2.1)
[Alberts et al., 2006].



Benign Growth Malignant Tumor

Normal
fissue cells ﬂ @ @\ /@
Connective

tissue copsule Normal
tissue cells

@ Abnomal @

Sekil 2.1: Iyi huylu ve kétii huylu tiimér karsilastirmasi.
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Metastaz, hiicrelerin birincil timoérden ayrilarak, yerel dokular ve damarlar
vasitasiyla yayilarak uzak dokularda yeni hiicre kolonileri kurmalariyla olusan bir
durum olarak tanimlanmaktadir.

Kanserde uygun tedavi igin, kanser hiicrelerinin gelisme, {ireme ve yayilmalari
esnasinda kazandiklar1 6zel yeteneklerin detayli olarak anlasilmasi gerekmektedir.
Bu 6zel yetenekler, hiicre sinyal iletim yolaklarindaki degisiklikleri, timor i¢indeki
hiicrelerin kendi ¢evrelerinden gelen ve normalde hiicre gelisimini siki denetim
altinda tutan sinyalleri g6z ardi etmelerini saglamayi icermektedir. [Alberts et al.,

2006].
2.1. Kanserde Sinyal Iletimi

Normal hiicre biiylimesi sinyal iletim yolaklarmin aktivasyonu boyunca
diizenlenmektedir. Sinyal iletimindeki anormallikler degisen farklilasma, artan
cogalma ve canlilik, apoptotik hiicre Olimiine dayaniklilik, anjiogenez, doku
invazyonu ve metastaz gibi durumlarin olusmasina neden olur.

Karsinogenez ¢ok sayida faktor arasinda EGFR gibi onkogenlerin
aktivasyonunu gerektirmektedir. EGF ¢ok arastirilan RTK lardan biri olarak reseptor
ligandla aktive olan RTK’larin ErbB/HER ailesine aittir. Bu aile ErbB2/Neu/HERZ2,
ErbB3/HER3 ve ErbB4/HER4 reseptorlerini de icermektedir (Sekil 2.2) [Baselga
and Swain, 2009].
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Sekil 2.2: EGFR ailesi iiyeleri.

EGFR ve aile tiyeleri hiicre ¢ogalmasi, canlilik ve gogiinii iceren hiicresel
islemlerin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir [Takeuchi and Ito, 2009]. EGFR
geni kromozomda 7p12-13’de bulunan 1186 aminoasitli tek polipeptid zincirinden
olusan 170 kDa’luk bir glikoprotein kodlar [Zandi et al., 2007].

EGFR ii¢ ana domainle karakterize edilmektedir: hiicredisi ligand baglama
domaini, transmembran domani ve tirozin kinaz igeren sitoplazmik domain.

Hiicredisi domaini ise dort altdomaine ayrilir: I, II, III ve IV. Bunlardan
domain I, II ve III ligand baglanma bolgesi olusturmaktadir (Sekil 2.3) [Zandi et al.,
2007].
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Sekil 2.3: EGFR’1n yapisi.

ErbB reseptorlerine baglanip aktive eden biiylime faktorleri, EGF ailesi
biiyiime faktorlerine aittir. EGF ile iligkili biiylime faktorleri genellikle ti¢ gruba



ayrilmaktadir. Ilk grup EGFR’a baglanan EGF, TGF-o. ve amphiregulinden
olusmaktadir. ikinci grup, EGFR ve ErbB4’e ¢ift baglanma &zgiilliigiine sahip
betacellulin, HB-EGF, epiregulin ve heregulin gibi biiylime faktorlerinden
olusmaktadir. Ugiincii grupta ErbB3 ve ErbB4’e baglanan tomoregulin ve neuregulin
yer almaktadir. Spesifik liganddan yoksun ErbB-2’nin disinda, EGF iliskili biiyiime
faktorleri HER ailesinin iiyeleri i¢in farkli afiniteye sahiptir [Bianco et al., 2007].
Ligandin baglanmasi EGFR’1n homo ve heterodimerler olusturmasina neden
olmaktadir. Cesitli calismalar EGFR’1n ligand-bagimsiz dimerler yada ‘pre-dimer’ler

olusturabildigini de gostermistir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Iki alt iinite arasinda baglanti olusumu.

EGF reseptoriin aktivasyonu anahtar tirozin rezidiilerin otofosforilasyonuyla
sonuclanmaktadir. Fosforile olan reseptorler Grb2 yada She adaptoriin baglanmasiyla
ERK yolagimi aktive ederek reseptor dimerine son of sevenless (SOS) baglanmasiyla
neticelenmektedir. Belirtilen bu adaptor molekiiller ligand tipine, reseptor
ekspresyon seviyesine ve EGFR dimerizasyon ciftine bagli olarak farkli sinyal iletim
yolaklarinin aktivasyonuna aracilik etmektedir [Bianco et al., 2007]. Fosforlanan
bolgeler proteinlerin Src homology 2 (SH2) domainlere baglanmasini saglayarak
Ras/extracellular signal regulated kinase (ERK) yolagi, PI3K yolagi ve Janus
Kinase/Signal transducer ile activator of transcription (JAK/STAT) yolagini igeren
alt sinyal yolaklarin aktivasyonuna neden olmaktadir (Sekil 2.5) [Web 1, 2013].
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Sekil 2.5: EGFR sinyal yolagi.

Raf-1, MEK1 ve MEK?2’i fosforile ederek ERK1 ve ERK2’i aktive etmektedir
(Sekil 2.6) [Meister et al., 2013]. Bu yolak hiicre ¢ogalmasina, Bcl-2 ailesi ve
inhibitor of apoptosis (IAPs) proteinlerinin transkripsiyonunun yilikselmesine bdylece

hiicre canliliginin ilerlemesine neden olmaktadir [Hensen and Gibson, 2006].
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Sekil 2.6: Extracellular signal-regulated kinase (ERK)/mitogen-activated protein
kinase (MAPK) cascade.

MAPK’lar hiicre dist uyartytr hiicresel yanitlara doniistiiren sinyal
bilesenleridir. ERK, JNK ve p38’i de igeren protein serin/tireonin Kkinaz ailesi
tiyesidir (Sekil 2.6). Aktivasyondan sonra MAPK’lar bir¢ok transkripsiyon faktorii
ve diger protein kinazlar1 igeren hedef substratlarin spesifik serin-treonin rezidiilerini

fosforile etmektedir. ERK1 ve ERK2 MAPK’lar ¢ogunlukla mitojenler tarafindan



aktive edilmektedir [Cappuzzo et al., 2004]. Insan tiimérlerinde bu regiilasyonunun
arttig1 tespit edilmistir. ERK hiicre cogalmasiyla iligkili transkripsiyon faktorlerini de
aktive ederek normal hiicre ¢ogalmasini pozitif yonde diizenlemektedir.

Elk1 transkripsiyon faktorii ERK1/2 tarafindan fosforlanarak EIk1, c-Fos gibi
erken-yanit genlerin transkripsiyonunu baslamaktadir (Sekil 2.7) [Takeuchi and Ito,
2009]. Proto-onkogen olan c-Fos, transformasyon, ¢ogalma, farklilasma ve apoptoz
gibi 6nemli hiicresel fonksiyonlarla iliskili activating protein 1 (AP-1) transkripsiyon

faktoriin onemli bir liyesidir.

EGFR Dimer

Sekil 2.7: EGFR sinyali. Ligandin baglanmasi reseptor dimerizasyonuna,
otofosforilasyona ve alt sinyal yolaklarin aktivasyonuna neden olur. Sadece segili
yolaklar ve transkripsiyon faktorleri gdosterilmistir.

MAPK yolaklar1 SAPK/INK ve p38°dir. Bu yolaklar stresle aktive olan protein
kinaz yolaklar1 olarak da adlandirilir [Takeuchi and Ito, 2009]. JNK proteinleri;
JNK1, JNK2 ve JNK3 genleri tarafindan kodlanmaktadir. JNK1 ve JNK2 ¢ogu
hiicrede ancak JNK3 esas olarak beyinde eksprese edilmektedir. JNK proteinleri
MKK4 ve MKK?7 kinazlartyla aktive edilmektedir (Sekil 2.8) [Wagner and Nebreda,
2009]. Onemli bir JNK hedefi, fos ve jun aile iiyelerinden olusan transkripsiyon
faktor AP1°dir ve JNK/JUN yolagi AP-1-baglanma bdlgeleri igeren hedef genleri
diizenlenmektedir. Bu genler canliik ve apoptozla birlikte hiicre dongiisii,
metaloproteinaz, retinoid gibi niiklear hormon reseptorlerini kontrol etmektedir. p38
MAPK ’lar1 ise kodlayan dort gen bulunmaktadir. Bunlar izoformlar1 p38-a, p38-f,
p38-y ve p38-6 izoformlaridir. MKK3 ve MKKG6 kinazlarla aktive edilmektedir. p38



MAPK araciligiyla gerceklesen fosforilasyonlarda iki grup protein bulunmaktadir.
Bunlar: transkripsiyon faktorler (p53, ATF2, ELK1, MEF2 ve C/EBPp) ve protein
kinazlardir (MAPK2, MSK1, MNK1 ve MNK2) (Sekil 2.8) [Wagner and Nebreda,
2009].
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Sekil 2.8: Mitojenle aktive olan protein kinaz sinyal yolaklarinin aktivasyonu.

p38a’nin tiimdr baskilayict roliiniin oldugu ve bu fonksiyonunu hem hiicre
dongiisiinii  negatif olarak diizenleyerek hemde apoptozun indiiksiyonuyla
gerceklestirdigi  belirtilmistir [Wagner and Nebreda, 2009]. p38a ve p38p
fonksiyonel olarak yakindan iligkili proteinlerdir. p38a ¢ogu hiicre tipinde yiiksek
miktarda bulunurken p38p°nin oldukga diisiik seviyede eksprese edildigi, p38-y ve
p38-6'nin daha smirli ekspresyonu oldugu bilinmektedir. Cevresel ve genotoksik
stresle aktive olan ve inflamasyonda énemli rol oynayan JNK ve p38 yolaklar1 ayrica
hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi, canliligi ve gociinii kontrol etmektedir [Wagner and
Nebreda, 2009], [Bianco et al., 2007].

EGF ayrica PI3 kinase/AKT siyalinin aktivasyonuyla hiicre canlilifin1 ve
hayatta kalimini saglamaktadir. ErbB reseptorlerinin aktivasyonu, PI3 kinazin aktive
edilmesi ve sirada anahtar downstream efektoriic AKT/PKB aktivasyonuyla devam

etmektedir. AKT antiapoptotik proteinlerin transkripsiyonuyla hiicre canliligini



saglamaktadir [Lizcono and Alessi, 2001]. Bu yolagin aktivasyonu hiicre canlilig1 ve
apoptoz arasindaki denge kontroliinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bcl-2 aile iiyesi
Bad ve caspase-9’u igeren pro-apoptotik proteinleri ve hiicre dongiisii diizenleyici
molekiilleri bu yolaklar1 inaktive etmektedir. Ayrica AKT nin fonksiyonu hiicreler
ultraviyole radyasyon, biiylime faktoriin yoklugu ve DNA hasar1 gibi farkli apoptotik
uyaranlara maruz kaldiginda, hiicre canlilig1 i¢in 6nemlidir. AKT nin ifadesinin artig1
akciger, pankreas, tiroid ve yumurtalik kanserlerinde gézlenmistir. Son yillarda Akt
fosforilasyonun artist NSCLC hastalarinin %60’ indan fazlasinda belirlenmistir.
MAPK ve PI3K/Akt sinyal yolaklarinin hedefleri apoptoz iligkili molekiiller (Bcl-2
aile iiyeleri ve Fas) ve hiicre dongiisii diizenleyici molekiillerdir (p27"'™) (Sekil 2.9)

[Cappuzzo et al., 2004].
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Sekil 2.9: Aktive olan EGFR’1n alt sinyal yolaklart.

EGF ile aktive olan diger bir sinyal yolagi JAK/STAT kaskatidir. Bunlarmn
inaktivasyonu dogal yada sonradan kazanilan immiin yanit, hiicre biiylimesi,
farklilasmas1 ve apoptozun diizenlenmesi, homeostazin korunmasi, organogenez
yada embriyonik gelisim sirasinda gergeklesmektedir. JAK hiicre membraninda
lokalize olan STAT proteinlerini fosforile ederek, STAT proteinlerinin nukleusa
ge¢mesine neden olmaktadir. STAT transkripsiyon faktorleri, cogalma, canlilik ve
kendini yenileme gibi 6nemli hiicresel olaylarin diizenleyicisidir. Bir¢ok insan
kanserlerinde aktive edilmekte ve diizensiz STAT aktivasyonu, malignant fenotipe
neden olabilen genlerin artan transkripsiyonuna yol agmaktadir [Walker and Frank,
2012].
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Yukarida bahsedildigi gibi, EGFR hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde, apoptozda,
anjiogenez ve metastazdaki roliine bagl olarak kanser olusumunda anahtar bir role
sahiptir. Hiicre ¢ogalmasi, hareketi ve canlilignda rol oynamasi nedeniyle EGFR
ligand sistemindeki bozukluk EGFR sinyalinde anormalliklere neden olmaktadir.
Birgok insan kanserlerinde EGFR sinyali diizenlenmesi bozulmustur [Wykosky et
al., 2011]. Akciger, bas ve boyun, kolon, pankreas, gégiis, yumurtalik, mesane ve
bobrek kanserinde fazlaca ekprese edilir [Mitsudomi and Yatabe, 2010].

EGFR’in onkogenik oldugu birka¢ mekanizmalar igerisinde EGFR’in
overekspresyonunu, artan ligand tiretimini, heterodimerizasyon ve cross-talk’u ve
EGFR baskilanmasinda bozukluk ile EGFR mutasyonlarin1 kapsamaktadir (Sekil
2.10) [Zandi et al., 2007].
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Sekil 2.10: EGFR onkogenik sinyaline neden olan mekanizmalar.

TGF-o ve EGF’1n siklikla ¢ogu kanser tiiriinde EGFR ile birlikte ekprese
oldugu bulunmustur. Bu molekiillerin otokrin-parakrin olarak hareket ederek EGFR
aktivasyonunun bozulmasina ve kontrolsiiz tiimor biliylimesine neden oldugu
belirtilmistir. Bu nedenle bu birlesimi engelleyen monoklonal antikorlar iiretilmistir.

Bu antikorlar EGFR’a baglanarak ligandin reseptdre baglanmasini ve aktive
etmesini Onler, boylelikle kanser hiicre ¢ogalmasini inhibisyonuna neden olmaktadir.

Ornegin; Cetuximab EGFR’m ektraseliiler domainine baglanir aktivasyonu

onlemektedir (Sekil 2.11) [Bou-Assaly and Mukherji, 2010].
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Sekil 2.11: EGFR yolaginda Cetuximab’1n etkisi.

Hiicre yiizeyinde EGFR’in  fazla olmasi kendiliginden reseptor
dimerizasyonuna ve aktivasyonuna boylelikle asagi akisli sinyal yolaklarinin siirekli
aktivasyonuna ve sonugta habis fenotipin olusumuna yol agmaktadir [Zandi et al.,
2007]. EGFR sinyalini engellemek igin tirozin kinaz aktivitesini inhibe eden tirozin
Kinaz inhibitorleri de kullanilmaktadir (Sekil 2.12) [Pines et al., 2010].

mutant-specific antibodies EGFR-specific antibodies
(e.g.. mADb 806 to EGFRuvIII) (e.g.. cetuximab)

Tyrosine kinase inhibitors
(TKis, e.g., gefitinib, erlotinib)

HSP90 inhibitors
(e.g., 177-AAG derivatives)

Sekil 2.12: EGFR sinyalini hedefleyen terapiler.

Insan kanserlerinde siklikla EGFR geninde mutasyonlar oldugu belirtilmistir.
Bu mutasyonlar ekstraseliiler domaininde, intraseliiler domainde ve intraseliiler
tirozin kinaz domaininde meydana gelmektedir.

EGFR’1n ekstraseliiler domaininde meydana gelen mutasyonlar siklikla
Glioblastoma multiforme (GBM)‘de goriilmektedir. Bu genellikle spesifik ekzonlarin
duplikasyonlar1 ve biiyiik delesyonlardir ve bu mutasyonlar reseptér dimerizasyonu

ve aktivasyonunu arttirmaktadir.
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EGFR geninin intraseliiler domaininde olusan mutasyonlar kiigiik delesyonlar,
anlamsiz mutasyonlar, kii¢iik duplikasyonlar ya da insersiyonlardir. Son caligmalar
bu mutasyonlarin ligandla aktive olan reseptorlerin aktivitesini uzattigini
gostermistir. Clinkli mutasyonlar kinaz aktivitesine sahip ATP baglanma bolgesinde
olusmaktadir. NSCLC (Kii¢iik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri)’de kinaz
domaininde mutasyonlar oldugu gosterilmistir [Pines et al., 2010]. Bu hastalikta
siklikla kinaz domaininde delesyon ve nokta mutasyonlar1 belirlenmistir [Mitsudomi

and Yatabe, 2009].

2.2. Mezotelyoma

Malignant mezotelyoma (MM), diinya {izerinde yayginligi artan, teshisi zor bir
kanser tiiriidiir. Akcigerleri, karin i¢ini ve kalbi saran zar bosluklarmin serdz
yiizeylerinden koken alan, tedaviye direngli bir tiimordiir [Robinson et al.,2005],
[Agarwal et al.,2010]. Erkeklerde kadinlara gore daha yaygin olan MM ileri yaslarda
daha siklikla goriilmektedir. En yaygin semptomlar1 arasinda nefes darligi ve agr
(%90), yorgunluk (%36), kaygi (%29), oksiiriik (%22), terleme (%22), kabizliktir
(%22) [Porpodis et al., 2013].

MM’nin ortalama %80’i asbestos fiberlerinden kaynaklanmaktadir. Diger
potansiyel karsinojenik faktorler simian virus 40 (SV40), radyasyon ve erionite
olarak bilinmektedir [Zucali et al.,2011]. Insanlarda ve hayvanlarda yapilan
molekiiler caligmalar asbest kaynakli tiimor olusumuna karsi genetik yatkinlik
gostermistir. [Robinson et al., 2005]. Asbest dogal bir fibroz silikat oldugundan
yerylizliniin bir¢cok yerinde toprak ortiisiinde birikimler halinde bulunur. Uzun yillar
boyu insanligin sosyo-kiiltiirel iligkileri asbest karisimli topragin yogun bulundugu
yerlerdeki kirsal alan yasayanlarmin bu topragin 1s1 ve su yaliimi 6zelliklerini
O0grenmelerine ve kullanmalarina firsat vermistir. Bdoylece, “ak toprak” veya
tilkemizin baz1 yerlerinde kullanilan adiyla “gorak toprak™ olarak adlandirilan bu
toprak, 1s1 ve su yaliimi amaciyla evlerin catisinda ortii, duvarlarinda siva-badana
amaciyla yaygin olarak kullanilmistir. Asbest ile kirsal alanda yasanan bu temas sekli
1980’li yillarin sonuna dek bazi bolgelerimizde yogun bigimde devam etmistir.
Tirkiye’de temasin en yogun oldugu bilinen kirsal alanlari kapsayan Eskisehir,

Kiitahya, Bilecik, Yozgat, Sivas, Diyarbakir illeridir. Asbestos fiberleri akciger
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zarna niifuz ederek ve makrofajlar tarafindan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
reactive nitrojen tlirleri (RNS)’nin salinmasina neden olur. Bu durumda mezotelyal
hiicre DNA’sma zarar verebilmektedir [Pasello and Favaretto, 2009]. Baz
degisimleri, delesyon, yeniden diizenlemeler, insersiyon, kardes kromatid degisimleri
ve kromozomal anormalilere yol acarak indirek olarak genotoksisiteye neden
olmaktadir [Zucali et al., 2011]. ROS biiyiime faktorleri, sitokinler, stresle aktive
edilir ve hiicre i¢i antioksidan proteinler tarafindan uzaklastirilir. MAPK sinyal
proteinlerinin (RTK ve MAP3K’ler) oksidatif modifikasyonuna neden olur (Sekil
2.12) [Son et al., 2011]. ROS, MAPK’larin yani sira diger sinyal molekiilleri protein
tirozin fosfataz, protein tirozin kinaz ve transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunda
rol alarak hiicre i¢i sinyal kaskadinda hiicre biiyiimesini, ¢ogalma, gé¢ ve apoptozu
kontrol eden ikinci mesajci1 olarak fonksiyon gostermektedir. Proteinlerin nemli
aminoasit rezidiilerini modifiye ederek protein yapt Vve fonksiyonunu
degistirebilmektedir (Sekil 2.13) [Son et al., 2011].
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Sekil 2.13: MAPK yolaklarinin ROS aracili aktivasyonu.

Asbestos hem biiyiime faktor reseptorleriyle direk etkilesime girerek hem de
proteinlerin oksidasyonuyla ¢oklu sinyal yolaklarinin uyarilmasina neden olmaktadir.
Bu yolaklar akciger epitelyum hiicreleri, mezotelyal hiicreler, endotelyal hiicreler ve
fibroblastlarda anormal biiylime kontroliiyle baglantilidir. Asbestos ayrica NF-kB
gibi redox-duyarli transkripsiyon faktorlerini ve hiicre canliligi, inflamasyona neden
olan AP-1"i aktive etmektedir [Ramos-Nino et al., 2006].

Crocidolite (mavi asbestos) denilen asbest insan mezotelyoma hiicrelerinde

fiberlerle etkilesime giren makrofajlarin TNF-o salmasina ve TNF-a reseptorlerini

14



ekspresyonuna neden olmaktadir. TNF-0, NF-kB yolagin1 aktive ederek. Ve kanser
hiicrelerinin 6liime direngli hale gelmesine neden olmaktadir (Sekil 2.14) [Zucali et
al., 2011].

Macrophages

:?:f T VY e ® 5 * Paracrine loop
L ]

( - \
Crocidolite \ .- ol
L] ‘_J .
. -

TNF-R1f  * e e e Autocrine loop
~ o

e [

-
Cell survival ‘Cell growth and ‘

differentiation

Sekil 2.14: Asbestos fiberlerinin patogenezi.

Crocidolite fiberleri ayrica activator protein (AP-1) aktivitesini ve mezotelyal
hiicre mitozunu artiran  epidermal  biliyime faktor reseptor (EGFR)
otofosforilasyonuyla ERK1/2 sinyal yolagini aktive etmektedir [Zucali et al., 2011].
EGFR, hiicre membraninda asbestos fiberlerinin 6nemli hedefidir. Bu biiylime
faktorleri insan mezotelyoma hiicrelerinin ¢ogalmasi icin gereklidir ve MM’da
otokrin olarak tretilmektedir. Mezotelyal hiicreler asbestosa maruz kaldiktan sonra
EGFR’1n artan ekspresyonu ve otofosforilasyonu meydana gelir. Ayrica, uzun
fiberlerle EGFR’1n fosforilasyonu ve agregasyonu, ERK1/2 hiicre sinyal kaskadin
aktivasyonuyla ve mezotelyal hiicrelerde artan proto-onkogen c-fos ve c-jun’nun
artan ekspresyonla baglantilidir. Fos ve Jun aile liyeleri G1 faz gegisi ve S fazina
giris i¢in gereklidir [Ramos-Nino et al., 2006].

SV40 onkojenik potansiyele sahip iki proteini (large T antigen ve small t
antigen) kodlayan DNA tiimor virdsiidiir [Cristaudo and Foddis, 2005]. Timor

slipresor genleri baskilayan SV40 insan ic¢in kuvvetli bir onkojenik viriistiir.
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Malignant mesotheliomanin meydana gelmesinde bir kofaktdr olarak sorumlu
tutulmustur [Bruse W S Robinson et al., 2005]. SV40 small t antigen (tag), MM’da
ERK aktivasyonunu uyarmakta PI3K/AKT yolagi da hem SV40 hem de asbestos
tarafindan aktive edilmektedir (Sekil 2.15) [Ramos-Nino et al., 2006].
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Sekil 2.15: Mezotelyal hiicrelerde asbestos fiberleri yada SV40 infeksiyonuyla
harekete gecen sinyal yolaklari.

MM’e sebep olan diger kansirojenlerden erionitenin MM olusturmada etkili
mineral fiberi oldugu goézlemlenmistir. Asbest gibi bir fibroz silikattir; volkanik
tiriindiir, Urgiip civarinda bazi1 kdylerin yakiinda taskaya tabakalarinda dogal olarak
bulunur. Taslar sahip olduklari gozenekli yapi sayesinde hem yalitim, hem 1s1
kontrolii 6zelligine sahipken, kolay Kesilir ve hafiftirler. Bu nedenlerle bolgede
yasayan koyliiler, yillar 6nce bu kaya tabakalarindan kestikleri taslari evlerinin
duvarlarinda kullanmistir. Tirkiye’nin Kapadokya bolgesinde erionit mineraline
maruz kalan insanlarin mezotelyomaya genetik egilimlilik gosterdigi ve bu egilimin
yapilan mineralojik ve pedigre caligmalar ile otozomal dominant 6zellik tasidigi

gozlemlenmistir [Carbone et al., 2007].
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2.2.1. Mezotelyomada Sinyal iletimi

MM’da EGFR sinyali 6nemli role sahiptir. Amphiregulin, betacellulin, EGF,
transforming growth factor (TGF) ligandlari EGFR’a baglanarak reseptoriin
aktivasyonuna boylelikle reseptor dimerizasyonuna ve reseptor tirozin kinaz
domainlerinin otofosforilasyonunda rol alan proteinlerin ve asagi akimli molekiillerin
aktivasyonuyla sonuglanmaktadir.

MM’da biiyiime faktorleri ve birkag sitokinlerin etkili oldugu gosterilmistir.
Bunlar; epidermal growth factor (EGF), yeni damar olusumunda ve timor
biiylimesinde etkili olan IL-6 ve IL-8 gibi interlokinler, tiimor anjiogenezini ilerleten
vascular endothelial growth factor (VEGF), mezotelyoma hiicre gdciinii stimiile eden
hepatocyte growth factor (HGF), transforming growth factor beta (TGF-), MPM
hiicre ¢ogalmasini diizenleyen platelet-derived growth factor (PDGF) ve insulin-
like growth factor (IGF) (Sekil 2.16) [Zucali et al., 2011].
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I//-- Translation of . g
cyclin D1, Bol-2, Bolal, ——— 1) f hy '
\‘““-»___j."_IEGF mRNA, HIF 1 Ol \)ch __7___7__.,-/
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Sekil 2.16: Mezotelyoma patogenezindeki yolaklar.

Ras yolagi kanserde siklikla deregiile edilmektedir. Ras, RAF/MEK/ERK ve
PI3K/Akt sinyal kaskadini iceren ¢oklu efektdr yolaklar boyunca sinyali
iletmektedir. MM’da bu yolaklarimin siklikla aktivasyonu tiimor gelisimine ve
ilerlemesine katkida bulunmaktadir [Miyoshi et al., 2012].

Daha oncede bahsedildigi gibi phosphoinositide-3 kinase (PI3K)/Akt sinyal

yolag1 ¢esitli tiimdr gelisiminde dnemlidir. AKT ¢ogu insan tiimoriinde aktive edilen
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bir serine/threonine kinazdir. PI3K hiicre membranina alinarak biiyiime faktor
reseptdr tirozin kinaz (RTK)’in ligand bagimli aktivasyonuyla aktive edilir [Miyoshi
et al., 2012]. AKT’nin aktivasyonu antiapoptotik mekanizmalar1 harekete gegirir,
NF-xkB transkripsiyonunu pozitif olarak etkiler, telomeraz aktivitesini, timor
invazyonunu artirir. Bu yolagin inhibisyonu hiicre biiylimesini inhibe eder ve
kemoterapotik ajanlara duyarliligr artirir [Ramos-Nino et al., 2006].

Cesitli immunohistokimya ¢alismalariyla malignant plural mezotelyoma
orneklerinin %44-97’sinde EGFR’1n fazla exprese oldugu gosterilmistir [Agarwal et
al.,2010]. Malign mezotelyomada EGFR’1n asir1 ekprese olmasi hastaligin gelisimini
hizlandirmakta, EGFR’a yonelik tedavilerin gelistirilmesine olanak saglamaktadir
[Kindler, 2008].

MM’nin %31’inde EGFR mutasyonlarinin varligi belirtilmistir. EGFR tirozin

kinaz domaininde nokta mutasyonlar1 tirozin kinaz domainin ATP baglanma

bolgesine yakindir. Epidermal biliylime faktoriine yanitta tirozin kinaz aktivitesini
artirtr (Sekil 2.17) [Foster et al., 2010].
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Sekil 2.17: EGFR proteinin yapisi.

Mezotelyomada EGFR geninde amplifikasyonlar da meydana gelir. Bunlar;
dizomi, diisiik polizomi ve yiliksek polizomi seklinde goriilmektedir [Okuda et al.,
2008].

Tiimor baskilayict proteini p53 hipoksi, DNA hasar1 ve onkogen aktivasyonu
gibi hiicresel strese yanitta aktive edilir. Bu aktivasyon hiicre dongiisiiniin

duraklamas: ve apoptoza neden olan genlerin transkripsiyonunu baslatmaktadir.
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Cogu insan kanserinde p53 ve pRB tiimor siipresor genlerinde mutasyon ve
delesyonlar meydana gelmesine ragmen. Bu durum MM’da nadir olarak goriiliir
[Zucali et al., 2011]. Ayrica MM’da kromozom 9p21°de p16™<*/p14”RF ve
kromozom 22q12 neurofibromatosis type 2 (NF2) timdr baskilayici genlerin

inaktive oldugu belirtilmistir [Sekido, 2008].

2.3. Mezotelyoma tedavisi

MM ‘da cerrahi operasyon bir¢ok hasta i¢in uygun olmamaktadir. Radyasyon
terapisi hastalarin ¢ogunda agriy1 azaltict etki yapmasina ragmen, semptomlarinin
kontrol siiresi uzun olmadigindan kemoterapi siklikla kullanilan tedavi secenegi
olmaktadir. Yapilan ¢aligmalar MM sinyal yolaklarinda bulunan anahtar
molekiillerin tespit edilerek bunlara yonelik tedaviler iiretilmesinin biiyiik 6nem
tasimakta oldugunu gostermektedir [Ou et al., 2011]. Giincel MM tedavisinde
yontemlerden biriside etkin rol alan sinyal proteinlerinin tespitiyle bu proteinlerin
sinyal iletiminde tedavi i¢in hedef molekiil olarak kullanilmasidir [Levitzki and
Klein, 2010].

Bitkilerde bulunan bazi polifenollerin bu yolaklar iizerinde inhibe edici etkisi
belirlenmistir. Besin olarak aldigimiz bu dogal bilesikler ¢ok cesitli yiyecek ve
iceceklerde bulunmaktadir [Gibellini et al., 2010].

Belirtildigi gibi mezotelyomada da EGFR’1n %60-70 asir1 exprese olmaktadir
[Zucali et al., 2011]. EGFR’da mutasyon sonucu artan intrinsik kinaz aktivitesinin
baskilanmasi i¢in iki tipte molekiil kullanilmaktadir. Bunlar monoklonal antikorlar
ve kiiglik molekiil tirozin kinaz inhibitorleridir. Gefitinib ilk gelistirilen tirozin kinaz
inhibitoriidiir. EGFR’in aktivasyonunu spesifik olarak ATP baglama bdlgesine
baglanip inhibe ederek gerceklestirir. Gefitinib’in in vitro MPM hiicrelerinin
cogalmasini azalttigi belirtilmistir [Wykosky et al., 2011]. Icotinib EGFR tirozin
kinaz kiigcik molekiil inhibitér olup NSCLC hiicrelerinde antitimdr aktivite
gostermistir. EKB-569, se¢ici ve geri doniisiimsiiz EGFR inhibitoriidiir. Antikanser
ajan olarak gelistirilmistir [Yoshimura et al., 2005]. Cetuximab (Erbitux) EGFR’in
ekstraseliiler domainine kargt yonlendirilen bir kimerik fare-insan antikorudur.
Reseptore aktive edici ligandin baglanmasini inhibe etmektedir. Diger bir deyisle

cetuximab EGFR’1n ligand bagli aktivasyonunu ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesini,

19



hiicre biiylimesini ve anjiogeneze sebep olan downstream yolaklari inhibe
etmektedir. Ilaveten cetuximabin baglanmasi sinyal sonlanmasina neden olan EGFR
internalizasyonunu ve degredasyonunu baslatmaktadir [Bou-Assaly and Mukheriji,
2010].

2.4. Polifenoller ve Kanser

Polifenoller, bitkilerde bulunan kimyasal maddelerin bir grubu olarak birgok
sebze ve meyvede bulunmaktadir [Zucali et al., 2011]. Fenolik bilesikler bitkilerde
ikincil metabolitlerin ana smiflariin birinden orjinlenir. Cogunlukla fenilalanin ve
daha az siklikla tirozinden tiirevlenen dogal fitokimyasallardir [Kang et al., 2011].
Icerdikleri fenol halka sayis1 ve bu halkalar1 birbirine baglayan yapisal elementlere
gore farkli siniflara ayrilmaktadir.

Flavonoidler, fenolik asitler, stilbenler ve lignanlar polifenollerin ana
gruplarindandir (Sekil 2.18) [Han et al., 2007].
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Sekil 2.18: Besin polifenollerinin siniflandiriimasi.

Besin polifenollerinin i¢ ve dis mekanizmalarla antioksidant aktiviteye sahip
oldugu gosterilmistir. Oksidatif stresle indiiklenen inflamasyon NF-xB ve AP-1’in
aktivasyonuyla gerceklesmektedir. Bunlar, interlokin-1 beta (IL-1b), IL-8, tiimor
nekrotik faktor alfa (TNF-a) gibi pro-inflamatuvar genlerin ekspresyonuna izin verir

[Han et al., 2007]. Baz1 polifenoller bu pro-inflamatuvar genleri inhibe etmektedir.

20



Polifenollerin bir kismi pro-oksidatif enzimlerin aktivitesini azaltirken bir kismi
antioksidatif enzimlerin ekspresyonunu ve aktivetesini yiikseltmektedir. Boylece
anti-inflamatuvar etki gosterir. Anti-inflamatuvar aktiviteye sahip besin maddelerinin
karsinogenezde ozellikle gelisme ve ilerleme evresinde kemopreventif etkiye sahip
olmast beklenir ¢iinkii bu durum inflamasyon ve tiimériin ilerlemesiyle iliskili
olmaktadir. [Zucali et al.,2011]. Karsinogenez ¢ok basamakli bir olusumdur. Diyet
polifenolleri birka¢ mekanizmayla tiim karsinogenez siirecini etkileyebilir, etkileri
doku yada hiicre tipine bagli olabilir ve diisiik yada yiiksek dozda farklilik
gosterebilmektedir (Sekil 2.19) [ Zucali et al.,2011], [Kang et al.,2011].
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Sekil 2.19: Karsinogenezin basamaklari.

Polifenolik bilesikler kanser kemopreventif ajan olarak goz Oniinde
bulundurulur [Zucali et al., 2011]. Besin polifenolleri karsinogenezde igerilen gesitli
biyokimyasal islemleri diizenler. Ornegin curcumin’in in vivo ve in vitro yapilan
caligmalarda programli hiicre Oliimiinii indiiklerken ve tiimor hiicre dongiisii
ilerlemesini engellemis, hiicresel ¢ogalma ve anjiyogenezi inhibe ederek antitiimor
aktivite gosterdigi belirtilmistir [Han et al., 2007]. Polifenollerin kemopreventif
etkileri sadece radikallerin temizlenmesi degil ayn1 zamanda oksidatif stres aracili
enzim aktivitesini de diizenlemesidir. Polifenollerce zengin kirmizi meyvelerin ve
ozellikle cilegin tiikketimi birgok mekanizmayla kanserin azalmasina neden oldugu
belirtilmistir. Bunu insan sitokrom P450-bagimli monooksigenaz 1A1 (CYP 1A1)
aktivitesini inhibe ederek, EGFR tirozin kinaz aktivitesini baskilayarak ve protein
kinaz CKII aktivitesini azaltarak gergeklestirir. Cesitli polifenollerin in vitro signal
transducer ve activator of transcription-3 (STAT-3) fosforilasyonunu azalttigini
gostermistir. Ayrica PI3-kinase/Akt yolagi, MAPK proteinleri (ERK, JNK ve p38)
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aktivasyonu ve Nrf2’nin nukleusa translokasyonu siiresince koruma saglamaktadir
[Han et al., 2007].

Yapilan bir¢ok c¢alismayla polifenollerin etkinligi degerlendirilmistir Elma,
sogan, elma suyu, kirmizi sarapta bulunan kersetin kolon kanserinde farklh
kanserojenlerin tlimorojenik aktivitesini baskilamaktadir. Yesil ¢ay polifenolleri,
gastrik lezyonlarin indiikksiyonu ve bagirsak kanserinin ilerleme fazi siiresince
antikarsinojenik 6zellikler gostermektedir. Caydaki en 6nemli fenolik bilesiklerden
biri olan epigallocatechin-3-gallate (EGCG)’in deri kanserli transgenik farelerde
koruyucu etki gosterdigi belirlenmistir [Zucali et al., 2011]. Ayrica EGCG’n akciger
kanserinde birincil timorlerin biiylimesini ve matastazi azaltarak faydali etkiler
gosterdigi bildirilmistir [Hou et al., 2005]. Cayin diger 6nemli bileseni Theaflavin-3,
3’-Digallate’in tiimor hiicrelerinde antiproliferatif etkiye sahip oldugu belirtilmistir
[Mizuno and Cho, 2006]. Zerdegal tozunda bulunan curcumin’in farkli sinyal
yolaklariyla etkilesimiyle hepatokarsinogeneze karsi koruyucu bir etki gosterdigi
[Zucali et al., 2011]; resveratrol’lin fare derisinde MAPKs ve AP-1’in aktivasyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir [Han et al., 2007]. Gefitinib’in sitotoksik etkiye neden
oldugu maksimum konsantrasyonda hem EGFR hemde ERKZ1/2 aktivasyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir. Benzer yapidaki GA’in de benzer etki yaptigi
belirlenmistir [Favoni et al., 2010].

2.4.1. Gallik Asit

Polifenollerin bir grubu olan gallik asit (GA), polihidroksifenolik bilesik
olarak, serbest form ya da daha yaygin olarak gallotanin denilen tanin igeriginde
cesitli bitki, meyve ve yiyeceklerde bulunan bir molekiildiir. Chinese gall adli
bitkinin bilesenidir. Sekil 2.20’de GA’in kimyasal yapis1 gosterilmektedir [Locatelli
etal., 2013].
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Sekil 2.20: Gallik Asit’in kimyasal yapisi.

GA yesil gay, tiziim, ¢ilek, muz gibi gesitli dogal tiriinlerde bulunur [Babich et
al., 2011]. GA’in anti-bakteriyel , antiviral , anti-inflamatuvar gibi ¢esitli biyolojik
etkileri gosterilmistir [Sharma et al., 2011]. En 6nemlisi antitiimoral ve sitotoksik
aktivitesidir. Yapilan ¢aligmalarda GA’in insan 16semi (HK-63) hiicre hattina karsi
sitotoksik etkisi oldugu, HSC-2 ve HL-60 hiicrelerinde tiimoral olmayanlara karst
daha yiiksek sitotoksisiteye sahip oldugu gosterilmistir [Locatelli et al., 2013].
Losemi, prostat kanseri, akciger kanseri, mide, kolon, gogiis, boyun ve 6zofagus gibi
cesitli kanser hiicrelerinde anti-kanser etkisi belirtilmistir [Garcia-Rivera et
al.,,2011]. GA’in timor gelisiminin farkli evrelerini engelleyerek, timor
anjiogenezini baskiladigi belirtilmistir [Lu et al.,2010]. GA ile muamele edilen
hiicrelerde apoptozun ROS (reaktif oksijen tiirleri)’dan kaynaklanan oksidatif stresle
iligkili oldugu bilinmektedir. Hayvan modellerinde GA’in oksidatif stresi azalttig1 ve
karaciger hiicresinde glutathione (GSH), GSH peroxidase, GSH reductase, and GSH
S-transferase seviyesini artirdigi belirtilmistir. Yapilan ¢alismalar GA’le muamele
edilen mide kanseri KATO III hiicreleri ve kolon kanser COLO 205 hiicreleride hem
biliyiimenin inhibisyonu hemde apoptoza neden oldugu gosterilmistir. Bunlara
ilaveten GA’in meme kanseri, 16semi, akciger kanseri ve kolon kanserinde apoptoza
ve farklilagmaya sebep oldugu [Garcia-Rivera et al., 2011] ayrica malignant
melonoma [Locatelli et al., 2009], promiyoldsitik 16semi, prostat kanseri ve rahim
agz1 kanserinde apoptoza neden oldugu da bildirilmistir [You B.R., 2010].

Cesitli kanser hiicrelerinde GA’in etkisi sekil Sekil 2.21°de gosterilmektedir
[Vermaetal., 2013].
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Cancerous cell lines Cell types Effect of gallic acid References
EATO I Stomach cancer Apoptosis Yoshioka et al. (2000)
COLO 205 Colon adenocarcinoma Apoptosis Yoshioka et al. (2000)
L Adipocytes Apoptosis Hsu et al. (2007)
D45 Prostate carcinoma Apoptosis Kaur et al. 2009)
2Rv] Prostate carcinoma Apoptosis Kaur et al. 2009)
Calu-6 Lung cancer Apoptosis You and Park {2010)
M50 Lung cancer Apoptosis You and Park {2010)
Hela Cervical cancer Apoptosis You et al. (2010)

Ug7 (lioma cells Anti-angiogenic Lu et al. (2010)
Z51n (lioma cells Anti-angiogenic Lu et al. (2010)

HL-60 Leukemia Antiproliferative Madlenzr et al. (2007)
HT-H Colon cancer cells Apoptosis Bermhaus et al. (2009)

Sekil 2.21: Cesitli kanser hiicre hatlarinda Gallik Asit'in etkisi.

Diger yapilan caligmalarda GA’in glioma hiicrelerinde p-AKT ve p-ERK’i
baskiladigi, Calu-6 ve A549 akciger kanser hiicrelerinde hiicre biiylimesini inhibe
ettigi ve apoptoza neden oldugu ayrica U87 insan beyin tiimoriinde PI3K/Akt ve
ERK/MAPK sinyal yolaginin aktivasyonunu azalttigi belirtilmistir [You and Park,
2010].

Endotelyal hiicrelerin ¢ogalmasi anjiyogenezde onemli bir basamaktir. GA,
EA.hy926 ve HUVEC hiicrelerinin ¢ogalmasi etkili bir sekilde inhibe ederken bunu
indiiklenen hiicre dongiisii ilerlemesini baskilayarak gergeklestirmektedir. GA cyclin
D1, cyclin E ve CDK4 ekpresyonlarinin diizenlenmesini azaltarak hiicre ¢ogalmasini
inhibe eder. VEGFR-2’de azalmaya ve endotelyal hiicre anjiogenezinin
inhibisyonuna neden olur. ADAM17 EGFR proligandlarinin islenmesi i¢in up-stream
bilesenidir. Kolajen IV ECM’in proteolizizi ve hiicre yiizeyinden integrinlerin
salinmasina sebep olur. GA’mn U87 ve U251 hiicrelerinde ADAM 17, p-AKT ve p-
ERK ekpresyonunu baskiladigi belirtilmistir. GA; hiicre ¢ogalmasi, invazyon ve
canliliginda igerilen PI3K/AKT ve Ras/MAPK sinyal iletim yolaklarinin
fosforilasyonunu azalttig1 gosterilmistir (Sekil 2.22) [Verma et al., 2013].
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Sekil 2.22: GA’in inhibitor etkisi.

Ayrica preadiposit hiicelerde GA’in Fas ve mitokondrial aracili yolak 3T3-L1
preadipositlerde apoptoza neden oldugu Fas, FasL ve p53 proteinlerini aktive ettigi
ve DNA hasarini, ATM aktivasyonunu indiikledigi de bildirilmistir (Sekil 2.23)
[Agarwal et al., 2006].
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Sekil 2.23: Gallik Asit’in etkisi.
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ROS-bagimli ataxiatelangiectasia- mutated-(ATM-) p53 aktivasyon yolagiyla
fare akciger fibroblastlarinin apoptozuna neden oldugu gosterilmistir. Bununla
birlikte GA tarafindan iiretilen ROS DNA, protein ve yagi oksitleyerek hiicrelere
direk zarar verdigi, p38MAPK ve JNK gibi strese duyarli hiicre i¢i sinyal yolaklarini
aktive ederek hiicrelere indirek olarak da zarar verdigi belirtilmistir [Chen et al.,
2013].
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Cihazlar

CO, inkiibatérii (ThermoForma), Laminar Akim Kabini (Hera Safe), Su
banyosu (Memmert), Plate Reader (Varioskan Flash), Isik Mikroskobu (Nikon
TMS), Dikey Elektroforez ve Transfer Sistemi (BioRad Mini Protean), Sogutmali
Mikrosantrifiij (Beckman Coulter 22R)

Santrifiij (Beckman Coulter Allegra X-22, Eppendorf Centrifuge 5810R),
Sicaklik Inkiibatorlii Calkalayict (BioSan, ES-20), Gergek Zamanl Termal Déngii
Cihazi (Roche, LC480II), Hassas terazi (Precisa XB320M), -80°C Dondurucu
(Symphany), pH Metre (Mettler Toledo), Jel Goriintilleme Sistemi (BioRad,
ChemiDoc XRS+), Vortex (Yellowline TTS2), Sivi Azot Tanki (Arpege 140),
Otoklav (Hirayama, HVE-50), Pipet tabancasi (Gilson), Mikro Pipetorler (Gilson),
Manyetik karistirict (Heidolph), Nonodrop (Bio-Spech).

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Gallik Asit (Sigma), RPMI 1640 (Sigma Aldrich R6504; Lonza 15-7020;
HyClone SH3001103), Medium 199 (Sigma Aldrich M5017), Fetal Bovine Serum
(Lonza, DE14-802F; HyClone, SVv30180.03), Penicillin-Streptomycin (HyClone,
SV30010), 10X Tyrpsin (Lonza, BE17-160E), Page Ruler Prestained (Thermo
Scientific 26616), Akrilamit/bisakrilamit (MP BIAC3752, %40; Applichem UN3426
,%40), BCA Protein Assay Kit (Thermo, 23227), Yagsiz siit tozu (Applichem non fat
derived milk powder A0830), ECL (Thermo Scientific 32106; Thermo Scientific
Plus, 32132), DMSO (Sigma D5879), DEPC (AppliChem A0881,0100), RNaseZAP
(Sigma R2020), Agarose (Sigma, A9539), Red Safe Nucleic Acid Staining Solution
(Intron, 21141), RT-PCR (Qiagen RNeasy Mini Kit, 74104).
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3.1.3. Kullanilan Ajan ve Soliisyonlar

GA (Gallik Asit): Etanol igerisinde ¢oziilerek 100 mM stok hazirlandi.
Deneylerde kullanilan stoklarda konsantrasyonu serumsuz besiyeri ile 1/10 ve
1/100’e diistiriilerek kullanilmistir.

EGF: EGF (Sigma, E 9644) asetik asit ile ¢oziildii. 0,2 mg (toz) stok EGF’e
0,2 ml (10mM) asetik asit karistirilarak 1 mg/ml EGF stok hazirlandi. Deneylede
kullanilan EGF serumsuz besiyeriyle 100 ng/ml olacak sekilde diliisyonlar
yapilmustir.

RPMI: 500 ml besiyeri i¢in R6504 Sigma besiyerinden 5.2 g tartilir 50 ml suda
¢oziiliir, 1g NaHCO3; 50 ml suda ¢oziiliir, 100 ml’lik karisim 0,22 uM’lik filtreden
gecirilir. Karigim otoklavlanmis 345 ml distile suya eklenir, 5 ml pen/strep ve 50 ml
FBS eklenerek besi yerinin pH’1 7.2-7.4 arasinda olacak sekilde ayarlanmistir.

M199: 500ml besiyeri i¢in M5017 Sigma besiyerinden 4.75 gr tartilir 50 ml
suda ¢oziliir, 0.62 gr NaHCO3 50 ml suda ¢6ziiniir, 100 m!’lik karigim 0,22 uM’lik
filtreden gegirilir. Karisim otoklavlanmis 333 ml distile suya eklenir ve 2 ml L-
glutamin (final konsantrasyon 0,75 mM), 10 uM EGF (3.3 nM final konsantrasyon),
1445 uM hidrokortizon (400 nM final konsantrasyon), 250 puM insiilin (870 nM final
konsantrasyon)  eklenerek besi yerinin pH’1t 7.2-7.4 arasinda olacak sekilde
ayarlanmistir.

Puck’s Saline A: 6 g NaCl, 0.4 g KCI, 10 g Glukoz (D- Glukoz), 0.0005 g
Fenol Red, 0.35 g NaHCO, ya da NaHCOj3 100 ml suyun iginde ¢6ziiliip 0,22 uM’lik
filtreden gecirilip, pH 7.2’ye ayarlanir. Sonrasinda 1 It’ye steril su ile
tamamlanmustir.

1X Tripsin: Ticari olarak elde edilen 10X Tripsin, steril 1X Pack Saline ile
1:10 oraninda seyreltilerek hiicre pasajlamada kullanilmastir.

10X PBS: 80 g NaCl, 2 g KCI, 14.4 g Na;HPO,.7H,0, 2.4 g KH,PO, son
hacim 1 L olacak sekilde distile su icerisinde ¢oziildiikten sonra (pH degerinin 7.4
civarinda oldugu kontrol edilerek), 121°C’de 20 dk. otoklavlanarak steril edilmis ve
oda sicaklhiginda saklanmistir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda 1:10 oraninda steril

distile su ile seyreltilerek 1X PBS olarak kullanilmustir.
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Hiicre Dondurma/Stok Medyumu: SPC-212 ve Met5A hiicrelerini sivi
nitrojende saklamak i¢in; FBS’e %5 (v/v) olacak sekilde DMSO eklenerek
aliiminyum folyo ile sarilmus tiipte steril olarak -20°C’de muhafaza edilmistir.

10X TBS: 0,5 M Tris-HCI (250 ml %100 Tris-HCI’den, pH 7.4), 1,5 M NaCl
(187,5 ml ,4 M NaCl’den ) yaklasik 800-900 ml dH,0O igerisinde ¢oziilmiis ve HCI
ile pH aralig1 7.4-7.6’ya ayarlanarak final hacim 1 litreye tamamlanmistir.

1X TBS-T: 10X TBS tamponu distile su ile 1:10 oraninda sulandirilarak 1X
TBS hazirlanmistir. Elde edilen 1X TBS igerisine ise %0.1 (v/v) olacak sekilde
Tween20 eklenmistir.

Tris-HCI Cozeltileri: SDS-Poliakrilamid jel i¢in iki ayr1 Tris-HCI ¢ozeltisi (1.5
M pH 8.8 ve 1 M pH 6.8) kullanilmaktadir. istenilen hacim i¢in 1.5 M olacak sekilde
Tris tartilmis ve bir miktar dH,O igerisinde ¢oziilmiistiir. Derisik (12.2 M) HCI ile
pH’s1 8.8’¢ ayarlanarak dH,O ile son hacime tamamlanir.1 M’lik ¢ozelti i¢in de
hesaplanan miktarda Tris, dH,O igerisinde ¢ozilir.Bu ¢ozeltinin pH’s1 6.8°¢
ayarlandiktan sonra dH,O ile son hacime tamamlanmaistir.

10X SDS-Yiiriitme Tamponu: 30.3 g Tris Base, 144.1 g Glisin ve 10 g SDS
tartilarak toplam hacim 1 L olacak sekilde distile su (dH,0) igerisinde ¢oziilmiistiir.
SDS-PAGE i¢in kullanilacagi zaman ise distile su ile 1:10 seyreltilerek (1X)
kullanilmistir.

10X Transfer Tamponu: 30.3 g Tris Base, 144.1 g Glisin tartilarak distile su ile
1 L total hacim igerisinde ¢oziilmiistiir.

1X Transfer Tamponu: Hazirlanacak toplam hacmin %10’u 10X Transfer
tamponu, %20’si metanol icerecek sekilde soliisyonlar meziir ile 6l¢iilmiis ve hacmin
geri kalan1 dH2O ile tamamlanmistir. (1 L 1X Transfer Tamponu i¢in; 100 ml 10X
Transfer Tamponu + 200 ml metanol + 700 ml dH,0).

4X SDS Yiikleme (Laemmli) Boyasi: 0,134 ml Tris-HCI (0,2 M pH 6.8), 0.8 ¢
SDS(%40 SDS’ten 0,4 ml), %40 Gliserol (0,8 ml %100), %0.4 (w/v) Bromophenol
Blue (%3 ‘liikten 0,267 ml), %20 B-Mercaptoethanol(%100’likkten 0,4 ml), toplam
hacim 2 ml olacak sekilde dH,O eklenerek falkon tiipte birbirlerine iyice karismasi
saglanmistir. Karisim homojen hale getirildikten sonra aliiminyum folyo ile sarilarak
-20°C’de muhafaza edilmistir.

Membran Bloklama Soliisyonu: %5 (w/v) olacak sekilde yagsiz siit tozu

tartilarak 1X TBS-T icerisinde ¢oziilmiistiir.
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Liziz Tamponu: 150 mM NaCl (15 ml, 1 M NaCl’den), 1 mM MgCl, (0,1 ml,
1 M MgCl; ‘den), %10 gliserol (10 ml), 20 mM Tris (2 ml, 1 M Tris-HCI, pH 7,5-8),
%1 Triton X-100 (1 ml), 71,9 ml dH,0

RNase’siz Su: Ticari olarak alinan 1ml DEPC, koyu sise igerisinde 1 litre gift
distile suya (ddH,0) eklenerek gece boyu karistirilmis ve 121°C°de 20 dk otoklav

edilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii ve Hiicre Pasajlama

Met5A ve SPC212 hiicreleri; 25-150cm?’lik flasklarda %10 (v/v) FBS ve %1
Pen/Strep igeren sirasiyla M199 ve RPMI besiyerlerinde 37°C’de ve %5 CO,
kosullarinda inkiibatorde biiyiitiilmiistiir. Hicrelerin yogunlugu, biyiitiildiikleri
flaskta yaklasik %90-100 oranma ulastiginda alt kiiltiirleme yapilmistir. Flasktaki
besiyeri vakum yardimiyla ¢ekildikten sonra yaklasik 1-2 ml (25 cm?lik petri igin)
1X PBS ile yikanan hiicrelere, hiicre-hiicre ve hiicre-yiizey baglantilarini ayirmak
icin 1-1.5 ml 1X Tripsin eklenerek hiicreler kaldirilmistir. Oda sicakliginda 1000
rpm’de 5 dk santrifiijiin ardindan iist siv1 ¢ekildikten sonra taze besiyeri eklenmistir.
Hiicre ¢okeltisi homojen olarak dagitildiktan sonra taze besiyeri bulunan flasklara

ilave edilir ve 37°C°de, %5 CO; inkiibatoriinde biiyiitiilmiistiir.

3.2.2. Hiicre saklama

Dondurularak saklanacak hiicrelerden besiyeri uzaklastirildiktan sonra
37°C’deki stok mediumu Karistirilarak kriyotiipe aktarildiktan sonra buza

yerlestirilerek dnce -80°C’ye daha sonra -196 °C s1v1 nitrojene aktarilmistir.

3.2.3. MTS Hiicre Proliferasyon Testi

Hiicre canliligini belirlemek amaciyla kullanilan MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H  tetrazolium salt), canli

hiicre sayisin1 belirlemek i¢in mitokondrial solunumda, NADPH’in biyokimyasal
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sentezi sirasinda meydana gelen formazanin olusturdugu renk olusumunu &lgen,
mitokondriyal aktiviteleri sonucu, tetrazolium tuzunun, renkli bir {irline
dontstiirilmesi  temeline dayanmaktadir. Dehidrogenaz enzimlerinin {irettigi
formazan miktari, kiiltiirdeki canli hiicre sayisiyla ve mitokondriyel aktivite ile dogru
orantilidir ve spektral yontemler kullanilarak 490 nm’de formazan miktar
Olciilebilir.

Met5A ve SPC212 hiicre hatlari, her kuyuda 5x10° hiicre olacak sekilde 96-
kuyulu platelere ekilerek, besiyerinde 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonra 25, 50,
75, 100 ve 200uM’lik GA ile muamele edilen hiicreler farkl siirelerde (0-96 saat)
inkiibasyona birakilmigtir. MTS deneyi hiicre canliliklarinin belirlenmesinde
CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferasyon Assay Kkiti (Promega)
kullanilmigtir. 20 ul MTS bilesigi, 200 ul besiyeri igeren her bir kuyuya eklendikten
sonra, 37°C’de 2 saat inkiibasyona birakilmis, bu siirenin sonunda plate 25°C’de 5
dakika bekletilerek reaksiyon igeriginin oda sicakligina gelmesi saglanmistir.
Mikroplate Reader (Thermo, Varioskan Flash) kullanilarak 490 nm dalga boyunda
kolorometrik hesaplanmigtir. Ortalamalar ve standart sapmalar Mikrosoft Excel

programi1 kullanilarak Anova ve Bonferroni testleriyle istatistikleri yapilmistir.

3.2.4. Protein Izolasyonu

3.2.4.1. Hiicre lizizi

Flaskta biiyiitiilen hiicreler pasajlanarak 100 ul’lik petrilerde, her petride 2x10°
olacak sekilde ekim yapilmistir. 24 saat sonra besiyeri ¢ekilip PBS ile yikandiktan
sonra serumsuz besiyeri bekletildikten sonra 50, 100, 200 uM konsantrayonlarinda
GA uygulanmustir. Hiicre lizizinden 15 dk 6nce EGF (100 ng/ml) ile indiiklenmistir.
Hiicrelerin bulundugu petrilerdeki besiyeri g¢eklip 2 ml soguk PBS konularak
kaldirilan hticreler 1000 rpmde 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant
uzaklastirildi. Proteaz ve fosfataz inhibitér karisimi eklenmis soguk lizis
tamponundan (200 pl) eklenerek hiicre siispansiyonu insiilin enjektoriiyle 13-15 defa
cekilip birakilarak hiicre pelletinin lizisi saglanmistir. Proteinleri, hiicre artiklari

iceren ¢Okeltiden ayirmak i¢in 14000xg de 7 dak 4°C’de santrifiij edilip siipernatant
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alinmigtir. Protein lizatindan 20 pl BCA assay igin ayrilan proteinler daha sonra

kullanim i¢in — 20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4.2. Protein Miktar Tayini

Protein miktarlarinin belirlenmesi i¢cin BCA yontemi kullanilmustir. Izole
edilen protein konsantrasyonlari Thermo BCA Protein Assay ile belirlenmistir. BCA
(bicinchoninic acid) igeriginde bulunan Cu*? iyonlarinin, alkali ortamda protein ile
tepkimeye girmesiyle Cu™’ya indirgenmesi (Biuret tepkimesi) sonucu olusan mor-
menekse renkli iiriiniin kolorimetrik olarak &lgiilmesi temeline dayanmaktadir. Once
BSA standartlarinin hazirlanmasi i¢in stok BSA soliisyonu, 2 mg/ml olacak sekilde
hazirlandi. Bu stok soliisyondan diliisyonlar hazirlanip (2 mg/ml, 1,5 mg/ml, 1 mg/ml
0,75 mg/ml, 0,5 mg/ml,0,125 mg/ml, 0,125 mg/ml) eppendorf tiiplere konulmustur.
BCA’nin iki soliisyonu (Reagent A ve B) 50:1 oraninda karistirilarak working
reagent (WR) hazirlanmistir. 96-kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 200 pl
eklenmistir. BSA standartlarindan 10’ar pl alip microplate’in ikiser kuyusuna her
birinden konulmustur. Kuyulardan birine su ya da lysis buffer ile blank yapilmstir.
Aliiminyum folyo ile kapatarak 37°C’lik inkiibatorde yarim saat, sonra oda 1sisinda 5
dakika bekletildi. Varioskan cihazi ile 562 nm de 6rnekler okutulmustur. Cikan BSA
degerleri ile Excel programinda grafik hazirlanmustir. Grafik iizerinde R? denklemi
goriintiilenip, standart egime goére protein miktarlari hesap edilerek protein

lizatlarinin konsantrasyonlart pg/ml cinsinden hesaplanmaigtir.

3.2.5. SDS-PAGE ve Western Blotlama

Protein seviyelerinde meydana gelen degisimleri karsilastirabilmek amaciyla
SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western blotting uygulamalari
yapilmistir. Farkli molekiiler agirliktaki proteinleri jel iizerinde yiirlitmek icin
yapilan yontemdir. SDS-PAGE jel, 1,5 mm kalinliginda %4,5 ve %10 yogunlugunda

hazirlanmistir. Tablo 3.1°de jelin hazirlanan miktarlar1 gostermektedir.
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Tablo 3.1: SDS poliakrilamid jelin igerdigi kimyasal maddeler ve jelin yogunluguna
gore degisen madde miktarlar1 asagidaki tabloda gosterilmistir.

40%Acr- TrisHcl 10% Su APS TEMED
Bis 8.8/1.5M, SDS
6.8/0.5M

%10 4ml 4 ml 159.6 ul 7.75 ml 79.8 ul 11.4ul
(pH8.8)

Resolving 15M

562 ul 1.25 ml 50 ul 3.1mi 25ul 5ul

%4,5 (pH 6.8)

. 05M
Stacking

15 pg total protein lizatt 4X sample yiikleme tamponu ile karistirilarak,
proteinler denatiire edilmistir (100 °C’de 5 dk). %10 SDS-PAGE ile ayristirilan
proteinlerin jelden PVDF membrana aktarilmasi 1,5 saat 110 V elektrik akimi ile
gerceklestirilmistir. Membran %5 (w/v) yagsiz siit tozu iceren 1X TBS-T igerisinde,
80-100 rpm’de oda sicakliginda Isaat c¢alkalanarak bloklama iglemi
gerceklestirilmistir. Membran 1X TBS-T ile ti¢ kez (5, 10 ve 5 dk) 240 rpm’de
calkalanarak yikanmistir. Membran, %5’lik yagsiz siit tozu icerisinde belirlenen
oranlarda seyreltilere hazirlanan primer (birincil) antikor ile +4 °C’de gece boyu 80-
100 rpm’de calkalanarak inkiibe edilmistir. Birincil antikor ile inkiibasyonun
ardindan membran 1X TBS-T ile 3 kez yikanmistir. Membran, %5°lik yagsiz siit
tozu igerisinde belirlenen oranlarda seyreltilerek hazirlanan HRP-konjuge sekonder
(ikincil) antikor ile +4 °C’de 1,5 saat 80-100 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edilmistir.
Ikincil antikor ile inkiibasyonun ardindan 1X TBS-T ile 3 kez yikanan membran,
ECL (enhanced chemiluminescence) plus kit (Pierce) igerigindeki soliisyonlar oda
sicakliginda 5 dk muamele edilmistir. Membran aliiminyum folyo ile sarilarak
ChemiDoc XRS+ (BioRad) cihaz1 ile goriintiilenmistir. Elde edilen protein
bantlarinin yogunlugu ve protein miktarlar1 BioRad ImagelLab programi ile analiz
edilerek protein seviyelerindeki goreceli degisimler karsilastirilmistir. Referans
olarak B-aktin kullanilmigtir. Protein tespitlerinde p-EGFR, p-JNK, p-38, p-AKT, p-
EGFR, JNK ve p38 (Cell Signalling), p-ERK, ERK ve aktin (Santa Cruz) antikorlar1

kullanilmistir.
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3.2.6. Real Time Analizleri

3.2.6.1. RNA izolasyonu

GA’in hiicrelere uygulamasi sonucu c-jun, EIk-1, STAT1, STAT3 ve STAT5A
gen ifadelerindeki degisimlerin qRT-PCR ile analiz edilebilmesi igin total RNA
izolasyonu yapilmustir. 2x10° SPC212 hiicresi besiyerinde biiyiitiildiikten sonra 24
saatin sonunda serum starvation yapilan hiicrelere 100 uM GA 3, 6, 12, 24h saatlik
stirelerde uygulanmistir. Lizizden 15 dakika 6nce 100 ng/ul EGF ile indiiklenmistir.
Oncelikle RNA izolasyonu yapilacak yiizey ve kullanilacak malzemeler (pipetorler,
pens vb.) RNaz’si1z su ile hazirlanmis %70’lik (v/v) etanol ve RNAZap ile silinmistir.
Hiicrelerin besiyeri uzaklastirildiktan sonra 1X PBS ile kaldirilmistir. Tiipe alinan
hiicre-PBS  karisimi oda sicakliginda 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek
¢oktiiriilmiistiir. Ust s1iv1 gekildikten sonra pelletin 350 ul RLT buffer eklenmis ve
RNase/DNase free tlipe alinip lizis yapilmistir. 3 dk 14000 rpm’de santrifiij edilip
supernatant yeni bir tiipe aktarilmistir.

Stipernatant tizerine 350 pl %70 Etanol (1:1) eklemistir. Karisim 2 ml’lik
toplama tiiptine 700 pl transfer edilip, 15 sn 8000xg yada 10000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Atik sivi kisim atilip. 700 pl RW1 buffer spin kolona eklenmistir. 15 sn
10000 rpm’de santrifiij edildikten sonra 500 ul RPE buffer spin kolona eklenmistir.
Yukaridaki sekilde santrifiij edilerek, atik sivi kisim uzaklastirilmistir. 500 pul RPE
buffer spin kolona eklenmis, 2 dk 8000xg yada 10000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Spin kolon 1,5 ml toplama tiipiine yerlestirilmis, 40 pl RNase free su eklenip
RNA’y1 ayristirmak i¢in 1 dk 8000 g de santrifiij edilmistir. Elde edilen total RNA
karisimindan 3 kez saflik 6l¢imii yapilmasi i¢in 6 ul, jelde yiiriitmek igin de 2-4 ul

RNA ayrilmstir.

3.2.6.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in 100 ng RNA kullanilmigtir. 60 uM final konsantrasyon
Random Hexamer Primer, RNA ve su karisimi total hacim 11,4 ul olacak sekilde
hazirlanmistir. Bu karisim 65 °C ‘de 10 dakika 1sitilmistir. Reaksiyon buffer (8 mM
MgCl; konsantrasyonu), RNase inhibitorii, DNTP mix (final konsantrasyonu 1 mM
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her birinden), DTT (5 mM final konsantrasyonu), ve Transcriptor High Fidelity
Reverse Transcriptase (final konsantrasyonu 10 birim) den olusan karisim tiiplere
son hacim 20 ul olacak sekilde eklenmistir. Oda sicakliginda 29 °C ‘de 10 dakika
inkiibe edilmistir. Takiben 48 °C ‘de 60 dakika inkiibe edilmistir. 85 °C ‘de 5 dakika
bekletilerek Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase enzimi ile inaktive

edilmistir. Reaksiyon tiipler buza alinarak sonlandirilmig ve -20 °C ‘de saklanmustir.

3.2.7.RT-PCR

Primer-probe karisimindan son hacim 1X olacak sekilde alinir, su ve final
konsatrasyonu 1X olacak sekilde LightCycler 480 Probe Master karigimi ile PCR
mix olusturulur. Real-time PCR isleminde kullamlan reaksiyon karisiminin igerigi
tablo 3.1°de gosterilmistir. 1:3 oraninda seyreltilerek cDNA’ ler toplam hacim 10 ul
olacak sekilde 384°’lii plaga konulmustur. gPCR reaksiyonlart LightCycler 480
sisteminde (Roche) gergeklestirilmistir. Real-time PCR programi tablo 3.2°de
gosterilmistir. Incelenen genler Jun, StatlA, Stat3A, Stat5A ve Elk-1’dir. Referans
gen olarak B-Aktin (ACTB) ve hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1)
kullanilirken, deney gruplarinin normalizasyonu kontrol grubuna gore yapilmistir.
qPCR sonuglart AACt metodu ile analiz edilmistir. AACt degerleri kullanilarak gen
ifadelerindeki goreceli degisim hesaplanarak grafikleri ¢izilmistir. Real-time PCR
programinda denatiirasyon 95°C, 10 dakika-amplifikasyon dongilisii (45)-
denatiirasyon 95°C, 10 dakika-baglanma 60°C, 30 dakika-uzama 72°C 1 dakika

olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Gallik Asit’in Met5A ve SPC212 Hiicre
Proliferasyonuna Etkisi

Kontrol (Met5A) ve malign mezotelyoma (SPC212) hiicrelerine Gallik Asit
(GA) uygulanarak maddenin hiicre proliferasyonuna etkisi konsantrasyon ve zaman
bagimli olarak MTS testi ile belirlenmistir. 0-200 uM konsantrasyonlarda madde
ilave edildikten sonra 0-96 saatlerde hiicre canliligi mitokondriyal aktiviteye goére
Olciilmiistiir. GA’in MetSa ve SPC212 hiicrelerine etkisi 6ncelikle 0-50 uM dozlarin
da uygulanmistir. 50 pM<dozlarda indiiklenme gozlenirken; 5S0uM>dozlarda doza ve
zamana bagl baskilanma belirlenmistir (Sekil 4.1a ve sekil 4.1b) .

GA MetSA hiicrelerinde 24 saatte 200 uM ve iizeri dozlarda etkinlik
gosterirken SPC212 hiicrelerde 100 uM ve flizerinde 48 saatten itibaren hiicre
proliferasyonunu engellemistir. Ayn1 doz Met5A hiicrelerini de 96 saatten itibaren

hiicre proliferasyonunu anlaml sekilde etkilemistir.
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Sekil 4.1: a) Met5A ve b) SPC212 hiicrelerine GA’in Kontrol, 50, 75,100 ve
200uM’lik dozlarin etkisi. Ciftli yapilan 3 bagimsiz deney sonuglarinin ortalamalar1
alinarak Excel programinda hesaplanmustir. Istatitiksel analizler SPSS programi
yardimiyla ANOVA’da Benferoni ve Dunnett’s testi ile hesaplanmistir. p degeri
*P<0,005 ve #p<0,001 olarak belirlenmistir.

4.2. Gallik Asit’in EGFR ve MAPK Sinyal Yolaklarina
Etkisi

SPC212 hiicrelerinde, GA’in doz ve zaman-bagimli olarak tirozin Kkinaz
reseptorii olan EGFR’a ve klasik MAPK (MAPK/ERK) ile stresle aktive olan JINK
ve p38 yolagindaki proteinlere etkisi incelenmistir. Bu deneyler i¢in hiicrelere 0-
200uM konsantrasyonlarda uygulama yapilarak protein fosforilasyonlar1 ve total
protein seviyelerindeki degismeler 6, 12, 24 saatlerde 6l¢iimlenmistir. Serum starvation
yapilan hiicreler, GA ile muamele edilip hiicre son 15 dk EGF (100 ng/ml) ile
indiiklendikten sonra liziz edilmistir. Total protein miktarlan BCA assayle
belirlendikten sonra, SDS-PAGE, Western Blotlama ve ilgili antikor kullanilarak
immun tespitleri yapilmstir.
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Sekil 4.2a’da goriildiigii tizere GA, 100uM dozda 24 saat iginde EGFR’1n
fosforilasyonunda azalmaya neden olurken total EGFR seviyesi iizerine etkin
goriinmemektedir. 200 uM gibi yiiksek dozda ise EGFR fosforilasyonunun 6 saatten

itibaren 6nemli diizeyde inhibe edildigi gozlenmektedir.

1 2 3 - 5 6 7 8 9 10 11 12
D'EGFR A — — —— — [ — - 175 kDa
EGFR e N N N R Y TR .
DI o —— —  ——— — ————— 4SkDa
EGF(ng/ml) < - - +* - - - - - - - -
GA (uM) - 50 100 200 - S0 100 200 . SO 100 200
a
3 2 3 - S 6 7 8 9 10 1 12
DERKL/Z e v s — — kD2
— 2502
(R s mmm— .=
Bactin — S S — —— ————— ()Y
EGF(M/m” . . . - . . . . . . . .
GA (uM) - 0 100 200 - 50 100 200 . 50 100 200
b

Sekil 4.2: a) EGFR ve b) ERK proteinleirinin GA’in etkisine bagimli olarak doz ve
zaman-bagimli degisimi. 1-4 (6sa), 5-8 (12sa), 9-12 (24sa) gostermektedir.

GA, ERK fosforilasyonunda EGFR’a benzer etki gostermistir. GA 200 uM
konsantrasyonda belirgin olarak 6 saat’ten itibaren ERK fosforilasyonunu azalirken
total ERK protein seviyesinde bir degisim belirlenmemistir (Sekil 4.2b). Bu
deneylerin takibinde GA’in SAPK/JNK fosforilasyonuna ve protein seviyesine etkisi
incelenmis. JNK ve c-jun fosforilasyonlarina 6-24 saatlerde bir etkisinin olmadigi
belirlenmistir. Total JNK seviyesinde de herhangi bir degisim gézlenmemistir (Sekil
4.3a).

Stresle aktive olan diger MAPK aile {iyesi olan p38’in protein fosforilasyonu
ve ifadelerine GA’in etkisi incelendiginde, 6 saatte doza bagimli artis belirlenmistir.
Fosforilasyon izleyen 12 saat i¢inde konsantrasyona bagli azalmistir. Total protein

seviyesinde bir degisim belirlenmemistir (Sekil 4.3b).
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Sekil 4.3: a) INK, a) c-jun ve b) p38 protein miktarinin GA uygulamasiyla
etkisinin incelenmesi. 1-4 (6 sa), 5-8 (12 sa), 9-12 (24 sa) gostermektedir.

4.3. GA’in PI3K/Akt Yolagina Etkisi

SPC212 hiicrelerinde GA’in doz ve zaman bagimli olarak PI3K/Akt yolagina
etkisi AKT fosforilasyonu ve total protein seviyesinde incelenmistir. Hiicrelere 50,

100, 200 uM konsantrasyonlarda GA uygulanmustir.
Sekil 4.3° de gorildigi gibi GA Akt fosforilasyonunu 100 uM ve iizeri

dozlarda 12. saatten itibaren baskilayarak 24 saatte tamamiyle inhibe edilmistir. AKT

protein seviyesinde bir degisim belirlenmemistir (Sekil 4.4).

39



1 2 3 - 5 6 7 8 9 10 11 12

[137:1 QS —————————— - —

60 kDa
Akt — ——— e m— — — — — —

B -actin ———— ——— — ———— 150

EGF(ng/ml) + + + + + + + + + + + +

GA (uM) - 50 100 200 - 50 100 200 - 50 100 200

Sekil 4.4: Akt protein miktarinin GA etkisinde doz ve zaman bagimli degisimi.
1-4 (6sa), 5-8 (12sa), 9-12 (24sa)’i gostermektedir.

4.4. GA’in mRNA Seviyesine Etkisi

GA’in 100 uM dozu SPC212 hiicrelerinde, zamana bagli olarak, EGFR alt
yolagindan asagi akiminda yer alan transkripsiyon faktorlere etkisi incelenmistir.
100uM konsantrasyonda, GA ile muamele edilen hiicreler 3, 6, 12 ve 24. saatlerde
RNA izolasyonlar1 yapilarak; RT-PCR ile degerlendirilmistir. incelenen genler Jun,
Elk-1 (Sekil 4.4a) ve Statl, Stat3, StatSa (Sekil 4.4b)’dir. Referans gen olarak
HPRT1 ve Aktin genleri kullanilarak ve AACt yontemi ile goreceli miktar degisimi
hesaplanmustir.

Jun mRNA seviyesi 3. saatte az bir azalig gosterirken istatiksel olarak anlamli
bir degisim belirlenmemistir, 24. Saatte ise bir artis gézlenmistir (Sekil 4.4a).
ERK1/2’nin efektorii olarak tanimlanan Elk-1 mRNA seviyesi 3-6 saatte yaklasik
%50 oraninda azalirken izleyen 12 saatte artarak tekrar kontrol seviyesine gelmistir
(Sekil 4.5a).

Statl mRNA seviyesi 12 saate icinde azalma gosterirken 24 saatte anlami
olarak artis belirlenmistir. Stat 3 mRNA, ve StatS5 mRNA seviyelerinde sirasiyla 6

saat 3 saat siiresince azalma ardindan anlamli artma gostermistir (Sekil 4.5b).
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Sekil 4.5: a) GA (100uM)’in zamana bagli olarak jun ve Elk1 transkripsiyon

faktorlerinin b) Statl, Stat3, Stat5 mRNA seviyelerine olan etkisi. Oneway ANOVA
kullanilarak Benferoni ve Dunnet’s testleriyle SPSS programinda analiz edilmistir.
P<0.05 olarak belirlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

MM hastaligiyla ilgili vakalar son yillarda artmistir fakat hastaligin heniiz
¢oziimli bir tedavisi bulunmamakla birlikte gelistirilen ilaglarin bazilar1 hastalarin
genel sagkalimini uzatabilmektedir. Son yillarda biiylime faktor reseptorleri ve aktive
olan hiicre i¢i sinyal iletim yolaklarinin aktivitesinin engellenmesine spesifik
antitimor ilaglarin gelistirilmesi konusu giindeme gelmistir. Cesitli fitokimyasallar
kanserin ¢esitli in vivo ve in vitro modellerinde antikanser etki géstermistir. Bunlarin
arasinda bitkilerde aktif bir bilesen olan GA’in bir¢ok kanser hiicre hatlarinda
biliylimeyi baskilayici role sahip oldugu bilinmektedir. Yaptigimiz ¢alismada GA’in
etkisi mezotelyoma hiicrelerinde ilk kez incelenmistir. Oncelikle GA’in hiicre
proliferasyona etkisi degerlendirilmistir. GA, SPC212 hiicreleri lizerinde 48 saatte
100 uM ve tlizeri dozlarda etkinlik gosterirken kontrol hiicre proliferasyonunu 100
uM dozda 96. saatte baskilamaktadir. 200 uM yiiksek dozda ise GA’in hem kontrol
hem de kanser hiicrelerini 24 saatte etkiledigi belirlenmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda GA uygulanmasinin normal hiicrelerden ziyade kanser hiicrelerini
daha diisiik konsantrasyon (75 uM 96 saat) ile erken zamanda etkilemesi onun
seciciligini igaret edebilir. Benzer sonuglar diger arastirmalarda da bildirilmistir.
GA’in normal fibroblast ve endotelyal hiicrelere karsi sitotoksik olmadigi, normal
hiicrelerden ¢ok tiimor hiicrelerinde sitotoksisite gosterdigini tespit edilmistir
[Jakubowicz-Gil et al., 2005], [Chuang et al., 2010]. Aym sekilde beyin timor
hiicrelerinde [Lu et al., 2010], 6zofagus kanseri, mide kanseri, kolon kanseri, meme
kanseri, akciger kanser hiicrelerinde de bu etki gozlenmistir [You et al., 2010], [Lu et
al., 2010], [Faried et al., 2006]. Bizim sonug¢larimizda oldugu gibi GA’nin 200
uM’dan yiiksek konsantrasyonda melanoma hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigi
bildirilmistir [Su et al., 2013].

Mezotelyomada EGFR’in %60-70 oraninda asiri ifade edildigi belirtilmistir.
Bu nedenle kanserlerde EGFR’in bloke edilmesi yeni biyofarmakolojik
yaklagimlarin gelisimi i¢in siklikla g6z Oniinde bulundurulan hedeflerden biridir.
EGFR’m insintrik kinaz aktivitesini hedefleyen kiiclik molekiil TKI’larin kullanimi
etkili yaklasimlardan biridir. Gefitinib ve erlotinib tip 1, ATP-kompetitif geri
doniistimlii kinaz inhibitorleridir [Zucali et al., 2011]. Kiigiik molekiil tirozin kinaz

inhibitoriiyle EGFR sinyalinin inhibisyonu hiicre canliligi ve invazyonunu MM’da
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baskilamigtir [Lee et al., 2007]. EGFR’1 hedefleyen Cetuximab ve Panitumumab
kolorektal kanserin tedavisi i¢in; Nimotuzumab klinik olarak bas ve boyun
kanserinde uygulanmistir. Bir diger kimerik antikor, ch806 spesifik olarak wild-type
EGFR’1n aktif olan formuna baglanir. Boylece segici olarak tiimore etki gosterirken
normal dokuda etki gostermemistir [Wykosky et al., 2011]. Diger bir ¢aligmada
EGFR eksprese eden mezotelyoma hiicre hatlarinda EGFR tirozin kinaz inhibitorleri
(TKI) gefitinib ve PD153035’in biiyiime inhibisyonuna neden oldugu belirtilmistir.
Arastirmamizda, GA uygulanarak yapilan protein analiz deneylerinde doz ve zamana
bagiml olarak EGFR’1n fosforilasyonunun baskiladigini gézlemledik. GA SPC212
hiicrelerinde 100 pM ve {izeri konsantrasyonda 24 saat icinde EGFR
fosforilasyonunu inhibe ederken EGFR protein seviyeleri {izerine etKisi
belirlenmemistir. GA MAPK fosforilasyonlarini da EGFR’a benzer motifte
baskilamigtir. GA’in ERK fosforilasyonuna etkisi hiicrelere gore farklilik
gostermektedir. B16F10 melanom hiicrelerinde GA ERK fosforilasyonunu inhibe
ederken HT-35 rahim agz1 kanserinde ve akciger kanserinde bdyle bir etki
gortiilmemistir [Su et al., 2013]. Bu bulgular GA’in ERK fosforilasyonunu inhibe
edebilme 6zelliginin hiicre tipine 6zgii oldugunu isaret edebilir.

Stresle aktive olan SAPK/INK vyolaginin elemani olan JNK protein
fosforilasyonu GA muamelesi takibinde 24 saat icinde degismemistir. ilaveten
transkripsiyon faktor c-jun fosforilasyonunda da bir degisim belirlenmemistir. Bu
sonu¢ GA uygulanan MM hiicrelerde bu yolagin aktive olmadigini isaret etmektedir.
Ancak, yapilan diger bir ¢alismada GA uygulanmasimin kemik timoriinde JNK
fosforilasyonunu inhibe ettigi belirtilmistir. Bu durumda GA tarafindan diizenlenen
yolaklarin hiicre tipine bagl olarak degiskenlik gosterdigini diisiiniilebilmektedir.
Diger stres yolagi olan p38’in aktive olmasi bu yolagin GA tarafindan indiiklendigini
gostermektedir. Benzer sonu¢ kemik tiimdriinde de goriilmistiir [Liang et al., 2012].
Bilindigi iizere p38 yolag: stres karsisinda aktive olan bir sistemdir. {laveten p38
yolaginin aktivasyonu p53 iizerinden apoptotik yolagin aktivasyonuna da neden
olabilir [Wagner and Nebreda, 2009]. Tiimor baskilayict protein p53 onemli p38
hedefidir. P53 diizenlenmesinde p38a’nin roliinii destekleyen veriler bulunmaktadir.
Ornegin cisplatin gibi farkli kemoterapotik ilaglara yanitta p38a, apoptozun
baglamasina neden olan p53’ii fosforile ya da aktive eder. P38a’in ayrica diger
uyaranlara yanitta p53 araciliiyla apoptoza neden oldugu belirtilmistir [Porras and

Guerrero, 2010].
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Bilindigi gibi AKT sinyal yolagi biiylime faktorleri araciligiyla hiicre canliligini
ilerletir. Hiicre dongiisti diizenlenmesi ve anti-apoptotik igerilen proteinleri fosforile
eder. Mezotelyoma modellerinde PISK/AKT/MTOR yolaginda aktivasyon artigi
goriilmektedir [Fennell et al., 2011]. Hiicrelerimize GA uygulanmasi AKT
fosforilasyonunu 100 uM iizeri dozlarda 12 saatten itibaren baskilamaktadir. Bu
sonu¢ AKT yolaginin GA baglantili olarak baskilandigini isaret etmektedir. Diger
caligmalarda GA uygulanmasi rahim agz1 kanserinde ve beyin tiimoriinde AKT nin
fosforilasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [Zhao and Hu, 2013]. Ancak
melanomada ise GA’in uygulanmasinin AKT fosforilasyonunu artirdigi
gosterilmistir [Su et al., 2013].

AKT’nin down-regiilasyonu 6liim sinyallerini gii¢lendirirken, up-regiilasyonu
apoptotik programi inhibe eder. Bu 6zelligi diisiiniildiigiinde AKT nin baskilanmasi
timor hiicre biiylimesi i¢in 6nem teskil etmektedir. NSCLC hiicre hatlarinda yapilan
bir ¢alismada gefitinibe yanmitta AKT down-regiile edilmistir [Takeuchi and Ito,
2009]. Gefitinib, (EGFR-TKI); MM hiicre hatlarinda AKT fosforilasyonu ve
extracellular signal-regulated kinase 1/2‘i igeren EGFR bagimli hiicre sinyalini
inhibe ettigi gosterilmistir [Lee et al., 2007].

ERK1/2’nin efektorii olan Elk-1 bagimli transkripsiyon ¢ogalma, biliylime ve
farklilagsmayla iligkilidir. Elk1, erken yanit genlerinin 6nemli bir diizenleyicisi olarak
tanimlanir. Bu genler, MAPK yolagin1 aktive eden ekstraseliiler liganda maruz
kalmanin ardindan gegici ve hizli bir sekilde indiiklenirler [Boros et al., 2009]. Bu
calismada GA uygulanmasi 6 saat iginde Elkl mRNA seviyesini azaltmistir. ERK
fosforilasyonunda 100uM’da ayni zaman diliminde azalmanin olmasi ERK
inhibisyonunun Elkl mRNA seviyesini azalttigin1 diigiindiirebilir. EIK1 seviyesi 12
saat i¢inde yukar1 diizenlenmistir. Erken yanit geni olan Jun hiicrelerin uyarilmasinin
ardindan ekpresyonunun indiiksiyonu hizli ve kisa siirelidir. jun ekspresyonu GA
uygulanan hiicrelerde 3 saatlik zaman diliminde diislis gostersede bu anlamli
bulunmamustir. Ilging olarak 24 saat icinde jun gen expresyonunda az da olsa artis
gozlenmistir. Yukarida belirtildigi gibi JNK proteinlerinde bir degisim tespit
edilmemitir ve JNK, jun’un yukari diizenlenmesinde rol almaktadir. Bu durum jun
MRNA ifadesinin baska bir yolaktan etkilendigini isaret edebilir. Yapilan bir
calismada hiicrelere 2 saat MEK/ERK inhibitérii uygulanmasinin c-Jun
transkripsiyon seviyesini azalttig1 gosterilmistir [Lopez-Bergami et al., 2007]. Bu da

ERK’in c-Jun mRNA seviyelerini diizenledigini diisiindiiriir. Diger bir caligmada da
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c-Jun geninin transkripsiyonel diizenlenmesinin JNK ve ERKI1/2 tarafindan
saglandig1 belirtilmistir [Kayahara et al., 2005]. GA uygulamasi hiicrelerimizde ERK
fosforilasyonunu baskilamaktadir. Bu nedenle, c-Jun mRNA seviyesinindeki degisim
belki de bu yolakla ilgilidir. Kesin bir sonu¢ i¢in bu konu daha detayli
arastirilmalidir.

STAT’lar bliylime faktér uyarimi ve sitokine yanitta nukleusa gegen ve gen
ekspresyonunu diizenleyen sitoplazmik transkripsiyon faktorleridir [Bramberg and
Darnell, 2000]. Gen ekspresyonu iizerinden hiicre proliferasyonuna ve oliime yol
acar. STAT’lar bazen hiicre i¢inde birbirine zit olaylara aracilik ederler. Apoptozu
uyarabildikleri gibi hiicre proliferasyonunu da indiikleyebilirler [Yilmaz ve Turgay,
2009]. STAT!’in fizyolojik rolii hiicre tipine bagli olsa da onun asir1 ekspresyonu
kanser hiicre hayatta kalmasinda rol oynar [Forester et al., 2012]. Calismamizda GA
STATI mRNA ekpresyonunu 12 saat i¢inde down regiile etmis ve daha sonra 24
saatte yukar1 diizenlendigi tespit edilmistir. STAT1 down regilasyonu GA
uygulanmis Coco-2 hiicrelerinde belirlenmistir. Bu hiicrelerde STATI1’in down
reglilasyonundan dolayr DNA baglanma kapasitesinde %30 diisiis belirlenmistir
[Forester et al., 2012]. Bununla birlikte down regiilasyon Coco-2 hiicrelerinde daha
uzun siireli gozlenmistir. STAT1 biiyiime baskilanmasinda 6nemli bir rol oynar,
aktivasyonu siklikla antiproliferatif etki gosterir. Timor baskilayict 6zelligine
ragmen STATI ekspresyonundaki azalma GA’in' farkli bir yolak {izerinden
proliferasyonu baskiladigin1  diistindiirebilir. Bununla birlikte STAT1 mRNA
seviyesinin 24.saate yiikselmesi hiicreleri apoptoza yonlendirme amagli olabilecegide
akla getirebilir. Bilindigi gibi STAT3 ve STATS5 ¢ogu insan timdriiniin kontrolsiiz
biiyiimesinde énemlidir. STAT3 ve 5 benzer fonksiyonlara sahiptir. Onemli hedef
genlerin ekspresyonlarim1  diizenleyerek onkojenik olabilirler. Aktivasyonlari
apoptozu Onleyen ve hiicre ¢ogalmasini uyaran hedef genleri uyarir [Bromberg and
Darnell, 2000]. Calismamizda STAT3’iin mMRNA ekpresyonun 6 saat siiresince asagi
diizenlendigini gozlemledik, sonrasinda zamana bagli olarak arttig1 belirlenmistir.
NSCLC ile yapilan bir aragtirmada STAT3’iin mRNA ekspresyonunun cisplatine
duyarli hiicrede diistiigli ve STAT3’lin artan transkripsiyonel seviyesinin apoptotik
yolagin baskilanmasiyla iliskili olabilecegi belirtilmistir [Ikuta et al., 2005].
Losemide curcuminin STATS mRNA’nin ekpresyonunu inhibe ettigi ve STATS’in
aktivasyonunu azalttig1 yapilan baska bir ¢alismada gosterilmistir [Chen et al., 2004].
Bizim hiicrelerimizde STAT3 ve STATS’in GA’in etkisiyle asagi regiile edildikten
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sonra transkripsiyonel aktivitenin artmasi belki de apoptotik yolagi baskilamak ya da
hayatta kalmak amacli olarak hiicrelerin verdigi tepki kaynakli olabilir. Bununla
birlikte tez kapsaminda olmayan verilerimiz gostermektedir Ki 24 saat iginde GA
(100uM) apoptoza neden olmaktadir.

Sonug olarak bu tez kapsaminda artan doz ve zamanla GA’in MM hiicrelerinde
antiproliferatif etkisi oldugunu, EGFR fosforilasyonunu konsantrasyon ve zamana
bagl olarak inhibe ettigini ve asagi yolakta yer alan ERK, AKT molekiillerin
fosforilasyonlariinda inhibisyonuna, p38 yolaginin aktivasyonuna yol agarken JNK
yolag1 lizerinde bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. GA uygulanmas1 STATI, 3, 5
MRNA seviyelerini de zamana bagimli olarak azalttigida gozlemlenmistir. Bundan
sonra yapilacak calismada, GA’e yanitta p38’in p53 aracilifiyla apoptoza olan
etkisine; MAPK yolagiin hedef genlerinin CyclinD, p21 ve anti-apoptotik gen bcl-2
ekspresyon seviyelerindeki degisimler incelenebilmesi diistiniilmektedir. Calisma
GA’in MM hiicrelerinin pathway diizeyindeki molekiiler mekanizmasina 1s1k tutmus,
ileride yapilacak calismalar dogriltusunda belkide MM tedavisinde kullanilabilirligi

saglanacaktir.
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