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OZET

[lk defa 1960 yilinda kesfedilen Malignant Mezotelyoma (MM), diinya
tizerinde yayginlig1 gittikge artan, teshisi zor ve ila¢ tedavisine direngli bir kanser
tiirtidiir. Bugiline kadar tedaviye yonelik etkin ajanlarin yetersizligi bu alandaki
caligmalar1 hizlandirmaktadir. Bu tez calismasinda, birgok meyvede bulunan ve bazi
kanserlerde anti-proliferatif ve apoptotik oldugu belirtilen gallik asitin (GA) MM
hiicrelerindeki apoptotik etkisi arastirilmistir. Oncelikle GA'nin MM hiicrelerine
etkisi morfolojik olarak incelenmistir. Ardindan, GA’nin apoptotik etkisini
belirlemek amaciyla DNA merdivenlenmesi analizi yapilmis ve kaspaz 8 ve 9
molekiillerinin enzimatik aktiviteleri ve protein seviyeleri incelenmistir. [laveten GA
aracilifiyla diizenlenen apoptozun stresle aktive olan sinyal yolaklariyla baglantisi
arastiritlmistir.  Son olarak GA’nin p53 ve PARP protein seviyelerine etkisi
belirlenmistir.

Sonuglarimiz dogrultusunda GA, 100 uM dozda zamana bagl olarak i¢ ve dis
apoptotik yolagin aktivasyonuna neden olmustur. Her iki apoptotik yolagin
aktivasyonunda JNK yolaginin degil p38 yolaginin katkisinin oldugu tespit
edilmistir. P53 aktivasyonunun GA ile indiiklenen hiicrelerde p38 yolagi baglantili

olabilecegi diisliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gallik Asit, Apoptoz, Malignant Mezotelyoma, Kaspaz.
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SUMMARY

Malignant Mesothelioma (MM), discovered by Wagner and his friends in 1960,
is a type of cancer, which has poor diagnosis and resistance to drug therapy.
Insufficiency of effective agents in therapy has accelerated research in this field. In
this thesis, we investigated, in MM, the apoptotic effects of gallic acid (GA), which
is found in many fruits and has been known to have anti-proliferative and apoptotic
effects in some cancers. Firstly, the effect of GA on MM cells was investigated
morphologically. Then, to determine the apoptotic effects of GA, a DNA
fragmentation analysis was performed and the protein levels and enzymatic activities
of caspase-8 and caspase-9 were analyzed. In addition, we searched the connection
between the GA-coordinated apoptosis and the stress-activated signalling pathways.
Finally, we determined the effect of GA on the p53 and PARP protein levels.

According to our results, GA, in 100 uM dose and time-dependently, caused
the activation of both intrinsic and extrinsic apoptotic pathways. We established that
p53 signalling pathway but not JNK pathway contributed to the activation of these
two apoptotic pathways. We think that the p53 activation in GA-induced cells might
be linked with the p38 signalling pathway.

Key Words: Gallic Acid, Apoptosis, Malignant Mesothelioma, Caspase.
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1. GIRIS

Malignant Mezotelyoma (MM) go6giis zarinin mezotelyal hiicrelerinden
kokenlenip serosal yiizeyler ve inter-lobular catlaklarda biiylimeye devam eden
[Motadi et al., 2007] ve ilk kez 1960 yilinda asbest ile iliskilendirilmis bir kanser
tiirtidiir [Wagner et al., 1960]. Asbest temel olarak otomotiv sektoriinde fren
yapiminda, gemi insaasinda ve insaat sektoriinde kullanilir. Asbeste maruz
kalindiktan sonra belirtiler ortaya ¢ikincaya kadar 15-40 yil arasinda herhangi bir etki
goriilmez. Fakat hastalik teshisini takiben hastanin yagam siiresi 5-16 aydir [Sriram
and Antony, 2007]. Bu duruma ragmen MM icin etkin bir ajan heniiz
bulunamamustir.

Gallik Asit (GA) bir¢ok meyve ve sebzenin igeriginde bulunan dogal bir
molekiildiir ve gallotanen denilen tanen igeriginde bulunur [Locatelli et al., 2013],
[You et al., 2011]. GA’nin basta anti-kanser olmak iizere pek c¢ok etkisi
bulunmaktadir [Mansouri et al., 2013]. Losemi, prostat, akciger, mide, kolon, meme,
rahim agz1 ve 6zofagus kanserleri GA’nin en ¢ok ¢alisildig1 kanser tiirleri arasindadir
[Locatelli et al., 2013].

Hiicreler, oliitken gecirdikleri morfolojik degisimlere gore 3 temel kisimda
incelenirler. Bunlar; apoptoz, otofaji ve nekrozdur [Takemura et al., 2013]. Programl
hiicre oliimii tiplerinden biri olan apoptoz gelisim ve olgunlasma sirasinda, hiicre
Olimi ve doku homeostazizinin kontrolii ve diizenlenmesinden sorumludur
[Loetscher et al., 2001]. Apoptoza giren hiicrelerdeki degisimler morfolojik olarak
niikleer yogunlagsma, hiicre biliziilmesi ve membran kabarciklanmasi olarak
tanimlanir. Bunlarin  yaninda kaspazlarin aktive olmasi, DNA’nin 180-200
oligoniikleozomal fragmente boliinmesi sonucu DNA fragmentlenmesi fizyolojik
degisimler arasindadir [Sreedhar and Csermely, 2004].

Apoptozda temel olarak 2 yolak gorev alir. Bunlar reseptor aracili yolak olarak
bilinen digsal yolak ve mitokondriyel yolak olarak bilinen igsel yolaktir [Takemura et
al., 2013]. Dissal apoptoz yolagi, hiicre membraninda bulunan 6liim reseptorlerinin
aktivasyonu ile baglatilir. TNF-0, TRAIL ya da FasL, bu yolaktaki temel baglatici
molekiillerdir. Igsel yolak ise ultraviole 1sinlari, steroidler, kimyasal ilaglar ya da
bliylime faktorii yoksunlugu gibi etmenler aracilifiyla baslatilir [Sakamaki and

Satou, 2009].



Apoptozda rol oynayan temel molekiiller kaspazlardir. Kaspazlar sistein
proteaz ailesinin iiyeleridir. Insanlarda 11 tane kaspaz bilinmesine ragmen apoptozda
gorevli kaspazlar; kaspaz-3, -6, -7, -8 ve -9’dur. Kaspaz-8 digsal yolakta gorev
alirken, igsel yolak kaspaz-9 tarafindan aktive olur. Kaspaz-3, -6 ve -7 her iki yolak
icinde ortak molekiildiir [Sakamaki and Satou, 2009].

Hiicrelerin apoptoza ugramasinda bircok molekiil rol almaktadir. Bu
molekiillerden p53; DNA hasari, hiicresel stres faktorleri, hipoksi, onkojen
aktivasyonu, aglik, mitokondriyal ve ribozomal siireclerde gorev alir. Hiicrenin
icinde bulundugu kosullara bagl olarak hiicre 6liimiinii, yaslilig1, hiicre dongiisiiniin
durdurulmasini veya DNA onarimini uyarabilir. p53’iin apoptozda iki ana rolii vardir.
Bunlardan ilki apoptoz diizenleyici molekiillerdeki transkripsiyonel aktivasyon,
digeri ise mitokondriyel membran fizyolojisindeki degisikliktir [Stegh, 2012].

Transformasyon, oOliim, yasam, farklilasma ve hiicre proliferasyonu gibi
hiicresel olaylarda gorev alan MAPKSs, hiicre i¢i sinyalleri diizenleyen serin treonin
kinazlar ailesinin tliyeleridir. Hiicre ¢ekirdeginden bilgi aktarilmasi konusunda énemli
gorevleri vardir. MAPKSs ailesinin 6nemli {iyelerinden iki tanesi p38 ve JNK sinyal
yolaklaridir. p38 sinyal yolag:1 hiperosmolarite, 1s1 soku, radyasyon gibi bir¢ok stres
kaynagi tarafindan aktive olabilir. p38’in gen transkripsiyonunun diizenlenmesi,
sitokin iiretiminin uyarilmasi, apoptozun uyarilmasi ve hiicre farklilasmasi gibi
etkilerinin oldugu bilinmektedir [Platanias, 2003]. JNK sinyal yolag1 ise TNF-a ve
TGF-B gibi pro-inflamatuar sitokinler tarafindan aktive edilir. Hiicre apoptozu,
proliferasyonu ya da farklilasmasi JNK sinyal yolaginin cevaplart arasindadir [Kim

and Choi, 2010].
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢erigi

MM, iizerinde yogun ¢aligmalar yapilmasina ragmen, geg teshis edilen ve ¢ok
etkin tedavi yontemi olmayan bir kanser tiiriidiir. Hastaligin tedavisi i¢in heniiz etkin
bir ajan bulunamamistir. Bir polifenol olan GA, g¢esitli kanser tiirlerinde hiicre
Olimiini tetikleyici etki gosterir. GA normal hiicrelere karsi az sitotoksik etki
gostermesi ve kanser hiicrelerine kars1 gosterdigi toksik etki nedeniyle ilgi ¢ekicidir.

Bu tez caligmasinda, bir¢ok bitkide bulunan ve etkinligi bircok kanser
arastirmasinda kanitlanmig GA’nin, MM hiicreleri iizerine olan etkisi DNA ve protein

seviyesinde aragtirilmasi planlanmistir. GA uygulanmis olan hiicrelerdeki DNA
2



hasar1 arastirildiktan sonra, kaspaz proteinleri seviyeleri incelenmistir. Sonrasinda
kaspaz aktivasyonunda hangi yolaklarin araci oldugu arastirilmistir.

Su ana kadar yapilan ¢alismalarda GA’nin MM tiizerine etkisiyle ilgili aragtirma
bulunmamaktadir. Yaptigimiz calisma GA’nin MM hiicrelerindeki apoptotik etkisinin
incelendigi ilk g¢aligmadir. Bu tezde GA’'nin in vitro olarak MM hiicrelerindeki
apoptotik etkisi ve bu etkiye neden olan aracit molekiillerin katkisinin aragtirilmasi

hedeflenmistir.



2. KANSER

Timorler saldirganlik seviyelerine gore; komsu dokular istila etmeden, lokal
olarak biiyliyen (benign) ve komsu dokulari istila edip, metastaz yapan (malign)
timorler olarak adlandirilirlar. Benign tiimdrler zararsizdirlar. Fakat bazen hayati
Ooneme sahip organlara baski yapabilirler. Bu durumda organizma i¢in zarar verici
hale gelebilirler. Kanser iligkili Oliimlerin ¢ogu malign tiimorler tarafindan
gerceklestirilirler. Kanser oliimlerinin % 90’1 metastaz yapan malign tiimorlerden
kaynaklanir.

Tiimorler kokenlendikleri dokulara gore epitelyal (karsinoma), mezensimal
(sarkoma), hematopoetik ve noroektodermal olmak iizere 4 temel gruba ayrilirlar.
Insanlarda olusan tiimorlerin biiyiikk kismi epitelyal kokenlidir. Karsinomalar
gastrointestinal sistem (agiz, 6zofagus, mide ve ince ve kalin bagirsak), deri, siit
bezleri, pankreas, akciger ve karaciger gibi organlardan kokenlenirler. Sarkomalar
tiim kanser tiplerinin % 1’ini olustururlar ve ¢esitli mezensimal hiicre tiplerinden
meydana gelirler. Fibroblastlar, adipositler, osteoblastlar ve miyositlerden
kokenlenen tiimorler mezensimal tiimorlerdir. Kan hiicresi kdkenli (eritrosit, antikor
salgilayan plasma hiicreleri ve T ve B lenfositler) hematopoetik tiimorleri meydana
getirirler. Noroektodermal timdrler ise merkezi ve periferal sinir sistemi
bilesenlerinden tiirevlenirler. Glioma, glioblastoma, ndroblastoma, schwannoma ve
medullablastoma  hiicrelerinden  kdkenlenlenen  kanserler — ndroektodermal
kanserlerdir. Karsinomalar ¢ok sik rastlanan kanser tiirleri olmasina ragmen,
kokenini aldiklar1 dokuya gore karsilasilma sikliklart degismektedir. Malignant
mezotelyoma (MM), cok sik rastlanilmamasina ragmen, gelisimi sirasinda sinsice

ilerleyen oldukga agresif bir kanser tiiriidiir [Alberts et al., 2006].

2.1. Malignant Mezotelyoma

MM diinya iizerinde yayginligi gittikce artan, teshisi zor ve ilag tedavisine
direncli bir kanser tiirlidiir [Sriram et al., 2007], [Zangemeister-Wittke et al., 2005].
Tiimdr, Sekil 2.1°de [Sriram and Antony, 2007] gorildigi gibi gdgiis zarinin
mezotelyal hiicrelerinden kokenlenir, ardindan serosal yiizeyler ve inter-lobular

catlaklarda biiyiimeye devam eder [Motadi et al., 2007]. Ilk kez 1960 yilinda Wagner
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ve arkadaslar1 tarafindan Giiney Afrika’da asbest temasi ile iligkili olarak meydana
geldigi bildirilmistir [Wagner et al., 1960]. Sigara dumani ise MM olusumu ig¢in
ikincil sebeptir [ Zitting et al., 2002]. Bat1 lilkelerinde mesleksel veya ¢evresel temas
sonucu gelisen mezotelyoma; Tiirkiye, Kibris, Yunanistan, Afganistan, Bulgaristan
gibi lilkelerde asbest ile karigmis topragin (beyaz toprak) ev islerinde kullanilmasiyla
ikincil temas sonucunda gelismektedir [Web 1, 2014]. Hastalarin akcigerlerinde
asbest parcalarinin gézlenmesi bu durumu onaylamaktadir [Motadi et al., 2007].
Maruz kalindiktan sonra belirtiler ortaya ¢ikincaya kadar 15-40 yil arasinda belirti
gostermeyen bir periyoda sahiptirler. Yasam siiresi 5-16 aydir ve 1 yil tedaviden
sonra hastalarin %75’1 hayatlarin1 kaybederler. Etkili bir tedavisi olamayan MM,
kemoterapi ve radyoterapiye karsi direnglidir. Aym1 zamanda teshisinin de zor
olmasindan dolay1r genellikle hastaligin son asamalarinda teshis edilebilmektedir.
MM hastalarin %5’inden daha azinda erken teshis edilir ve ameliyat sonucunda
hastalarda iyilesme goriilebilmektedir [Sriram and Antony, 2007]. Hastaligin
Avrupa’da 2020 yilina kadar her yil iki kat artacagi tahmin edilmektedir
[Zangemeister-Wittke et al., 2005]. Amerika’da ise her yil yaklasik 2500 hasta
MM’den dolay1 hayatini kaybetmektedir [Sriram and Antony, 2007].

Sekil 2.1: Malignant mezotelyama kanserine yakalanmis 76 yasindaki bir erkek
hastanin, asbeste maruz kalmasindan sonra olusan plaklar ve plevral yiizey.

Mezotelyomalar dort histolojik kategoriye ayrilabilen bir heterojeniklik
gosterirler; epiteloid (%50), sarkamotdz (%15-20), bifazik (% 15-20), desmoplastik
(%15-20) [Cagle et al. 1989] Bu baskin onciil alt gruplardan ¢ok daha nadir olarak
epitelyal, kikirdagimsi, kemigimsi ve damarimsi yapilar goriilebilir. Epiteloid alt

grubu kabarcikli ve borumsu biiyiime sekli ile ayirt edilir. Yeterince farklilagsamamis
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sekli ise daha biitlinsel biliylime 6zelligi gosterir. Tiimor hiicreleri genellikle kiiboid
yapidadir fakat pulumsu ya da siitunumsu yapilardan ig sekli yapilara kadar genis bir
aralikta da olabilir. Iyice farklilasmis tiimdrlerin yiizeyleri stoplazmik vakuol
goriiniimiindedir. Sarkomat6z grubu varyantlarinin malignant goriinen ig hiicrelerini
de iceren bir¢ok ¢esidi vardir. Bu hiicreler fibréz stroma da kiigiik demetler halinde
cogalirlar. Bifazik grubunu ise tanimlamak daha kolaydir. Hem epiteloid hem de
sarkamotdz ogelerini iceren karisimdan olusurlar [Motadi et al., 2007].

Malignant mezotelyomanin temel sebebi olan asbest, hidratlanmis magnezyum
silikat mineralleri grubudur ve yaygin olarak gemi insasinda, otomotiv sektdriinde
fren yapiminda ve ingaat sektdriinde kullanilir [Sriram and Antony, 2007]. iki temel
asbest gsekli vardir; serpantin asbest (krizotil) ve amfibol asbest (krokidolit, amosit,
antofilit, aktinolit ve tremolit). Krokidolit, ince fiberlere sahip oldugu i¢in Sekil
2.2°de [Zucali et al., 2011] goriildiigii gibi akcigerler icine girebilir ve tekrarlanan bir
hasara sebep olabilir, bundan dolay1r onkojenik olarak en tehlikeli asbest tiirtidiir

[Zucali et al., 2011].
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Sekil 2.2: Asbest fiberlerinin patojenezi.

Insan mezotelyama hiicreleri asbeste maruz kalindiktan sonra poli (ADP-riboz)
polimeraz (PARP) aktive olur. insan mezotelyal hiicrelerinin dogrudan asbeste maruz
kalmasini takiben tek iplik¢ikli DNA’da kiriklarin olusmast PARP’1n baskilanmasina
sebebiyet verebilir. PARP normalde bir DNA tamir enzimi olmasina ragmen, asbeste
maruz kalindiginda apoptoz ve hiicre 6liimiinii tetikler. Asbestin sebep oldugu MM
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olusma mekanizmas1 degisik sekillerde olabilir. Asbest fiberleri araciligiyla plevranin
kronik tahrisi, fiberlerin mitotik mekanizma ile karistminin kromozomal zararlara yol
a¢cmasi, mitojen aktive edici protein kinaz sinyal yolagini (MAPK) ve niikleer faktor
kB yolagini da igeren hiicresel yolaklarin aktive olmasi ve DNA hasar1 sonrasinda
oksidatif stres olusumu, malignant mezotelyama olusumunda etkilidir [Toumpanakis
and Theocharis, 2011].

MM’de etkili olan ve hiicre i¢indeki stres sonucunda hiicrelere zarar verebilen
reaktif oksijen tiirleri (ROS), oksijen iceren, kimyasal olarak reaktif molekiillerdir.
Oksijen 1iyonlar1 ve peroksitler ROS molekiillerindendir. ROS’lar normal
metabolizma iginde oksijenin yan iirlinleri olarak olugurlar ve hiicre sinyalleri ve
homeostazinin korunmasi agisindan o6nemli molekiillerdir. Ancak UV, sicaklik
degisimleri ve radyasyon gibi hiicre iginde stres yaratan durumlarda ¢ok yiiksek
seviyelere ulasabilirler. Bu durumda hiicre ciddi zararlar gorebilir [Devasagayam et
al., 2004].

Reaktif oksijen tiirleri asbest fiberleri tarafindan olusturulabilir. Demir
molekiilii gerektiren siirecte fiber yiizeylerindeki reaksiyon ve mezotelyal hiicreler ya
da ayrilmig makrofajlar tarafindan asbest fiberlerinin fagositozu ROS olusumunda
etkilidir. Asbest fiberleri ayni zamanda reaktif nitrojen tiirlerini (RNS) de
olusturabilir. Asbeste maruz kalma ile baslatilan inflamatuvar siirecinde hem ROS
hem de RNS olusabilir [Toumpanakis and Theocharis, 2011].

Her ne kadar calismalarin bircogu, MM’nin ana sebebinin asbeste maruz
kalmak oldugunu gosterse de bazi ¢alismalarda Simian 40 viriisii (SV40) ve MM
iliskisi arastirilmistir. SV40 ile mezotelyoma arasinda bir iliski oldugu belirlenmis
olmasma ragmen, SV40 tek basima mezotelyomaya sebep olmaz. Yapilan
calismalarda SV40’in, krosidolit ile birlesmesi sonucunda, hamsterlarda
mezotelyamay1 tesvik ettigi goriilmiistiir. Molekiiler epidemiyolojik c¢aligmalarda,
SV40’m asbeste maruz kalan hiicrelerde MM riskini arttig1 gézlenmistir. Ancak son
donemde yapilan calismalar SV40’mm MM'den sorumlu olmadigini gostermektedir

[Sriram and Antony, 2007].



2.2. Polifenoller ve Gallik Asit Tiirevleri

2.2.1. Polifenoller

Her molekiilde birden fazla fenol grubu tasiyan bilesikler polifenoller olarak
adlandirilir. Bitkilerin sekonder metabolitleri olan polifenoller bitkileri zararli dig
etkilerden (UV, patojenler vb.) korurken ayn1 zamanda bitkilerin renklenmelerinden
ve tatlarindan sorumludurlar. Giin i¢inde yedigimiz bir¢ok besinde bulunan
polifenoller sebze, meyve ve kuru baklagillerin yaninda cay, kahve ve sarap gibi
bir¢ok igecek i¢inde de bulunur [Yoon et al., 2013], [Manach et al., 2004].

Son yillarda polifenoller, hem diyet i¢inde alinan besinlerde bol miktarda
bulunmasindan hem de kotii huylu tiimor tedavisi, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
norodejeneratif hastaliklara kars1 olumlu etkilerinden dolay1 aragtirmacilar tarafindan
ilgi gormektedirler [Yoon et al., 2013].

Polifenoller, fenol halkalarina gore dort temel gruba ayrilmiglardir;

flavonoidler, lignanlar, stilbenler ve fenolik asitler [ Yoon et al., 2013].

2.2.1.1. Flavonoidler

En biiyiik polifenol grubunu iceren flavonoidler Sekil 2.3°te [Manach et al.,
2013] goriildiigti gibi iki benzen halkasinin oksijen igeren bir piren halkasina
baglanmasiyla olusur. Sekil 2.4’te [Manach et al., 2013] goriildiigii gibi, temel olarak
altt gruba ayrilirlar; flavonoller, flavonlar, flavanonlar, izoflavonlar, flavanoller, ve

antosiyanidinler.
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Sekil 2.3: Flavonoidlerin genel kimyasal yapist.



Kersetinin de icinde bulundugu flavonoller yiyeceklerde en ¢ok bulunan
flavonoid tiiridiir. Sogan, brokoli ve pirasada bol miktarda bulunmaktadir.
Flavonollerden daha az yaygin olarak bulunan flavonlar ise en ¢ok maydanoz ve
kerevizde bulunur. Nane gibi aromatik bitkiler ve turunggiller flavononlar agisindan
zengindir. Baklagillerde 6zellikle soyada bulunan izoflavonlar 3 ana molekiil igerir.
Bunlar; genistein, diadzein ve glycitein’dir. Flavanoller hem monomer (katesin) hem
de polimer (proantiosiyanidin) olarak bulunabilirler. Katesin birgcok meyvede
bulunur. Ayrica yesil ¢ay ve ¢ikolata katesin bakimindan zengindir. Katesinlerin
dimer, oligomer ve polimerleri proantiosiyanidinleri olusturur. Uziim, elma, seftali
gibi yiyeceklerin ve sarap, bira gibi igeceklerin eksimtrak tatlarindan
proantiosiyanidinler sorumludur. Antosiyanidinler ¢iceklerin ve meyvelerin
epidermal dokularinda bulunan ve bu bitkilere mor, pembe, kirmizi ve mavi rengi
veren pigmentlerdir. pH’a gore renkli ya da renksiz farkli kimyasal yapilarda
bulunabilirler. Antosiyaninler aglikon formunda (antosiyanidin) degisken
yapidadirlar. Fakat bitki i¢inde bulunduklarinda onlarin yapilarin1 bozan; 11k, pH ve
oksidasyon gibi kosullara kars1 direnglidirler. Patlican, lahana, fasiilye sogan gibi kok
sebzelerinde bulunmalarina ragmen, meyvelerde sebzelere gore daha yogun miktarda

goriiliirler [Manach et al., 2013].
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2.2.1.2. Lignanlar

Lignanlar Sekil 2.5’te [Manach et al., 2013] goriildiigii gibi iki fenilpropan

biriminden meydana gelirler. Lignanlar keten tohumu gibi yagli bitkilerde ¢ok fazla

miktarda bulunur. Algler, baklagiller (mercimek), tahillar (tritikale ve bugday),

meyveler (armut, yaban erigi) ve bazi sebzeler (sarimsak, havug, kuskonmaz) de eser

miktarda lignan igerir. Fakat keten tohumu diger bitkilere oranla yaklagik 1000 kat

daha fazla lignana sahiptir. Lignanlar bagirsak mikroflorasinda enterodiol ve

enterolakton olarak metabolize edilir [Manach et al., 2013].
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Sekil 2.5: Lignanlarin kimyasal yapisi.

2.2.1.3. Stilbenler

Kimyasal yapis1 Sekil 2.6’da [Manach et al., 2013] gosterilen stilbenler insan

diyetinde ¢ok az miktardalardir. Bir stilben olan ve antikarsinojik etkileri tibbi

bitkilerle yapilan c¢alismalar sonucunda gozlemlenen resveratrol, sarapta c¢ok az

miktarda bulunur. Bu durumdan dolay1 resveratrol’iin koruyucu etkisi viicuda alinan

diger besinlerden daha fazla degildir [Manach et al., 2013].
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Sekil 2.6: Stilbenlerin kimyasal yapisi.
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2.2.1.4. Fenolik Asitler

Fenolik asitler temel olarak 2 grupta incelenir; sinnamik asit tiirevleri ve
benzoik asit tiirevleri.

Sekil 2.7°de [Manach et al., 2013] kimyasal yapis1 goriinen hidroksisinnamik
asitler hidroksibenzoik asitlerden daha yaygindirlar ve baslica p-kumarik, kafeik,
ferulik ve sinnamik asitten meydana gelmektedir. Bu asitler genelde serbest formda
¢ok nadir bulunurlar. Fakat islenmis yiyeceklerde (dondurulmus, sterilize ve
fermente edilmis) serbest form daha yaygindir. Hidroksisinnamikasitler’in bagl
halleri ya glukozillenmis tiirevleri ya da kuinik asit, sikimik asit ve tartarik asitin
tiirevleridir. Kafeik asit ve kuinik asitin birlesmis hali bircok meyvede ve yiliksek
konsantrasyonlarda  kahvede bulunur. Hidroksisinnamik asitlerin  yiiksek
konsantrasyonlarda bulundugu meyveler; yaban mersini, kivi, erik, kiraz ve elmadur.

Meyvelerdeki hidroksisinnamik asitlerin biiyiik bir kismi kafeik asitlerden
olusur. Kafeik asitler en ¢ok bulunan fenolik asitlerdir ve meyvelerin ¢ogunda toplam
hidroksisinnamik asitlerin %75-100’iinii olustururlar. Meyvelerin biitiin kisimlarinda
kafeik asit bulunmasina ragmen en yiiksek konsantrasyonu olgun meyvelerdedir.

Ferulik asitler tahil tanelerinde en c¢ok bulunan fenolik asittir. Ozellikle
tanelerin dis kisimlarinda bulunur. Bugdayin proteince zengin dis kismi ve perikarp

bolgesi toplam ferulik asitin %98’ini bulundurur.

Hydroxycimnamic acids

R

n;.—hj:—__z. o

kY

pR— iz

o

1, = 0 Cosreks acki
Ay = R, = 0N - CoTiss soid
R, =O0H,, 1y = OH | Fanis schd

Sekil 2.7: Hidroksisinnamik asitlerin kimyasal yapisi.

Sekil 2.8’de [Manach et al., 2013] kimyasal yapilar1 goriinen hidroksibenzoik
asitler hidrolizlenebilen tanenler gibi karmasik yapilarin bilesenleridir. Mangoda
bulunan gallotanen ve kirmizi meyvelere bulunan elagitanenler hidrolizlenebilen
tanenler icindedir. Yenilebilen bitkilerin hidroksibenzoik asit miktarlar disiik

olmasma ragmen kirmizi meyveler, siyah turp, ve soganda bu miktar oldukga
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yiiksektir. Gallik asit (GA) hidroksibenzoik asitler grubunun iginde yer alir [Manach
etal., 2013].
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Sekil 2.8: Hidroksibenzoik asitlerin kimyasal yapisi.

2.2.2. Gallik Asit ve Ester Tiurevleri

Gallik asit (GA; 3,4,5-triphydroxyl-benzoic acid), polihidroksifenolik bilesik
olarak, serbest form ya da daha yaygin olarak gallotanen denilen tanen igeriginde
bulunan, insanlarda ¢ok iyi metabolize edilebilen bir molekiildiir. GA’ca zengin ¢ok
sayida bitki, meyve bulunmaktadir. Mazi, {izim, ¢ilek gibi kirmiz1 meyveler, ananas,
muz, limon, giivercin agaci, elma kabugu gibi yiyecekler ve c¢ikolata, kirmiz1 ve
beyaz sarap gibi islenmis yiyecek iiriinleri GA’ca zengindir. Bu yiyecekler viicuda
alindiginda, GA’nin serbest ya da glukronidlesmis formunun mikromolar
konsantrasyonlari insan kan plazmasinda gozlenir [Locatelli et al., 2013], [ You et al.,
2011].

Sekil 2.9’da [Locatelli et al., 2012] kimyasal yapist gosterilen, molekiiler
agirligr 170,12 g/mol, erime noktas1 250 °C ve suda ¢oziinirligi 20 °C’de % 1,1
olan GA sarimsi beyaz renkli bir kristaldir [ Verma et al., 2013].
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Sekil 2.9: Gallik asitin kimyasal yapisi.
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GA hidrolizlenebilen tanenlerin asit hidrolizasyonu sonucu elde edilebilir.
GA’nin yan grubu g¢esitli tepkimeler sonucunda degiserek, farkli farmakolojik
Ozelliklere sahip, GA esterlerini ve onlarin analoglarini olusturabilir. GA
molekiiliindeki kimyasal degisimler, ¢Oziiniirliik ve iyonizasyon seviyesi gibi
farmakokinetik ve farmakodinamik ozellikleri degistirebilir. Ester tiirevleri yan
zincirlerindeki karbon atom sayilarina gore kisaltilir. Bu tiirevler arasindaki temel
fark, alifatik zincirdeki karbon atom sayisi olmasma ragmen, molekiillere farkl
fizikokimyasal karakterler kazandirir. Yag icinde ¢doziilebilme anlamina gelen
lipofillik, bu fizikokimyasal 6zelliklerden biridir. GA esterlerinin lipofil degerleri C
log P degeri hesaplanarak bulunabilir. C log P degeri ve lipofililik ters orantilidir.
Yani C log P degeri ne kadar yiiksekse lipofililik o kadar diisiiktiir [Locatelli et al.,
2013].

GA’nin basta anti-kanser olmak {iizere, anti-oksidan, anti-enflamatuar, anti-
diyabetik, anti-anjiyogenik, anti-melanogenik [Mansouri et al., 2013], anti-
bakteriyel, anti-viral [Liu et al., 2011], anti-alerjik, anti-iilser [Locatelli et al., 2013],
anti-mutagenik [Verma et al., 2013] gibi etkileri bulunmaktadir.

GA, tirozinaz aktivitesini ve B16 melanoma hiicrelerinin melanin biyosentezini
inhibe etmesinden dolay1r deri beyazlatici ajan olarak gdrev yapar. Hayvan
modellerinde GA’nin oksidatif stresi azalttigi bulunmustur. Bunun yaninda, hepatik
dokularda serumdaki katalaz enzimiyle birlikte glutatyon (GSH), GSH peroksidaz,
GSH rediiktaz ve GSH-S-transferaz seviyelerini arttirir. Yag asitlerinin doygunlugunu
inhibe eden GA, damar olusumunu engeller. Noron hiicrelerinde amiolid-f proteini
tesvikli apoptozu Onler ve sicanlarda kimyasallarla indiiklenmis bobrek ve karaciger
hasarim inhibe eder. insan lenfositlerini, DNA fragmentlenmesinden ve hidrojen
peroksitin indiikledigi lipit peroksidasyonundan korur [Chuang et al., 2010].

Ayrica GA, matriks metalloproteinazlarinin (MMPs) anlatimini baskilar, buna
bagl olarak kanserli hiicre gocili ve metastaz kuvvetli bir sekilde engellenmis olur.
Bu etkilerin ise hiicre iskeleti yeniden diizenlenme yolagi (PI3K, p38 ve Ras) ve
metastazla ilgili ¢oklu proteinlerin baskilanmasi ile ilgili oldugu diistiniilmektedir.
Bunun yaninda GA, enflamasyon 6ncesi sitokin ve kemokinlerin anlatimini baskilar
[Yoon et al., 2012].

GA uygulanmis hiicrelerde kii¢iik GTPaz’larin Rho ailesi {iyelerinden biri olan
RhoB ekspresyonu artar. Rho ailesinin {iyeleri hiicre i¢inde yasanan bir¢ok olayda

(hiicre donglisi, gen ekspresyonu, aktin diizenlenmesi, apoptoz) Onemli

13



diizenleyicilerdir. Rho ailesi GTPaz’larinin (RhoA, RhoB, RhoC) amino asit dizileri
% 85 oraninda birbirlerine benzemesine ragmen yapilan ¢aligmalarda her birinin ayr1
etkiye sahip oldugu gosterilmistir. RhoA gastrik kanser hiicre proliferasyonunu
arttirirken, RhoC kanser hiicre gocli ve yayilimimi saglar. Bunlarin yaninda RhoB
gastrik kanser hiicrelerinde proliferasyonu, hiicre go¢iinii ve yayilimi baskilar.
Bunlarin yaninda GA ¢ok iyi bir serbest radikal uzaklastiricisidir. Antioksidan
ozelliginden dolay1 yiyecek, kozmetik ve farmasotik alanlarinda da kullanilan GA,
farmakolojik dozlarda memelilerde zehirli degildir. LD50 dozu sicanlarda
hesaplanmis ve bu deger kiitlece 5 g/kg olarak bulunmustur [Mansouri et al., 2012].
Tablo 2.1°de [Locatelli et al., 2012] gosterilen GA’nin ester tiirevleri (6zellikle
alkil esterler) farmakolojik 6zellikler agisindan incelenmistir. Birgok incelemede
GA’nin ester tiirevlerinin, GA’dan daha kuvvetli etkilere sahip oldugu belirlenmistir.
Ormegin dzellikle yan zincirinde sekiz ya da daha ¢ok karbon atomuna sahip sentetik
GA tiirevleri anti-viral, anti-fungal ve antioksidan 6zellikler agisindan incelenmis ve
GA’ya gore daha etkili oldugu gorilmiistiir. Bu etkiler alkil ester tiirevlerinin
amfipatik 6zellikleriyle de dogrudan iliski halindedir. Molekiiliin hem hidrofilik hem
de hidrofobik gruplar {izerinde tasimasi hiicre membrani afinitesini ve gegirgenligini

arttirarak aktiviteye katkida bulunur [Locatelli et al., 2012].

Tablo 2.1: Gallik asitin ester tiirevleri.

Kisaltma Gallatlar -R Clog P
GA Gallik Asit -H 0,89
Gl Metil -CHs 0,92
G2 Etil -(CH1)-CH3 1.27
G3 Propil -(CH1):-CH3 1.73
G4 Biitil -(CH1)3-CHj3 2,13
G5 Pentil -(CH1)s-CHj3 2.53
G6 Hekzil -(CHa1)s-CHj3 2,92
G7 Heptil -(CHa1)s-CHjs 2,32
G8 Oktil -(CHz)7-CH;s 3.72
G10 Desil -(CHa1)e-CHj3 4,51
G10 Undesil -(CH2)1-CH3 4,90
Gl12 Dodesil -(CH2)11-CH3 5.30
Gl14 Tetradesil -(CH2)13-CH3 6.09
G16 Hekzadesil -(CH2)15-CH3 6,89
G18 Oktadesil -(CH1)17-CH; 7.68
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2.3. Gallik Asitin Kanser Hiicreleri Uzerine EtKisi

In vitro ve in vivo uygulamalarda alkil gallatlarin birgok tiimor hiicre hattina
kars1 aktivite gosterdigi belirlenmistir. Propil gallat bilesenlerin hiicre membranindan
gecerek stoplazmaya girmesine yardimci olan hidrofobik alkil ester grubu
icermektedir. Propil gallatin DNA’y1 oksitlemesiyle meydana gelen hasarin ROS
tiretimiyle baglantili oldugu belirtilmistir. Propil gallat stoplazmik bir esteraz
tarafindan GA’ya doniistiiriilirken DNA hasar1 ve buna bagli olarak apoptozun
indiiklenmesinden sorumlu olan H,0,, O, ve semikinon reaktif tiirlerinin ortaya
ciktig1 gosterilmistir [Locatelli et al., 2012]. Yapilan ¢aligmalarda GA’nin; 16semi,
prostat kanseri, akciger kanseri, mide, kolon, meme, rahim agzi ve O6zofagus
kanserleri [You et al., 2011], melonoma kanseri [Locatelli et al., 2012], agiz ici
tiimorleri [Kaur et al., 2009] ve beyin tiimérleri iizerinde [Lu et al., 2010] olumlu
etkileri oldugu goézlenmistir. Ayrica Tablo 2.2°de [Locatelli et al., 2012] baz1 kanser
tirlerinde GA’nin yaptig1 etkiler gosterilmistir. Cesitli hiicre hatlarinda farkl
molekiiler diizeyde ¢ok cesitli etkiler gosteren GA, kansere karsi olan etkisinden
dolay1 terapotik uygulamalar i¢in ¢ok 6nemli bir biyomolekiildiir [Verma et al.,
2013]. GA hem miikemmel bir serbest radikal uzaklastirici, hem de ¢ok sayida tiimor
hiicre hattinda programlanmis hiicre Olimiinii ve farklilasmayr uyarici olarak
tanimlanabilir. GA kanser gelisimi ve malignant transformasyonunu engellemede
onemli rol oynar [Madlener et al., 2007]. Bu 6zellikten dolay1 da GA’nin, vitaminlere
katki olarak kullanilmasi ya da ilave besinler ile viicuda alinmasi kanser riskini
azaltmak acisindan biiyiik bir 6nem tasimaktadir [ Verma et al., 2013].

GA’nin anti-kanser oOzelligi lizerinde en ¢ok durulan Ozelliklerinden biri
olmasina ragmen, metal iyonlar1 varliginda, konsantrasyona bagimli olarak gosterdigi
pro-oksidan 6zellik de 6nem tasimaktadir. GA’nin gosterdigi bu o6zellikten dolay,
kanser hiicre hatlarinda apoptoz indiikleyici olarak etki gosterdigi belirlenmistir.
Ayrica GA’nin kimyasallar tarafindan meydana getirilen karsinogenezden koruyucu

etkisi oldugu gosterilmistir [ Verma et al., 2013].
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Tablo 2.2: GA’nin baz1 kanser turlerindeki etkileri.

Kanserli hiicre hatt Hiicre tipi Gallik asidin etkisi Referanslar
KATOTII Mide kanseri Apoptoz Yoshioka et al. (2000)
COLO 205 Kolon adenokarsinom  Apoptoz Yoshioka et al. (2000)
3T3L1 Adiposit Apoptoz Hsuetal. (2007)
DU145 Prostat karsinoma Apoptoz Kauretal. (2009)
22Rvl Prostat karsinoma Apoptoz Kauretal. (2009)
Calu-6 Akciger kanseri Apoptoz Youand Park (2010)
A459 Akciger kanseri Apoptoz Youand Park (2010)
HelLa Rahim agzi kanseri Apoptoz Youetal. (2010)
Ug7 Glioma hijcreleri Anti-anjiyogenik Luetal (2010)
U251n Glioma hiicreleri Anti-anjiyogenik Luetal. (2010)
HL-60 Ligsemi Antiproliferatif Madleneret al. (2007)
HT-29 Kolon kanseri hiiereleri  Apoptoz Bernhaus et al. (2009)

GA’nin insan promiyelositik 16semi HL-60 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi
ve hiicre proliferasyonunu, yaklagik 300 puM konsantrasyonda IC50 degerine
ulasarak inhibe ettigi goriilmiistiir. GA'nin etkisi karboksil grubunun metil, etil ve
propil gruplar1 tarafindan baskilanmasiyla azaltilabilir. Karboksil grubuna lauril
gruplarinin eklenmesi ise GA’'nin etkisini arttirir. Bu durumda IC50 degerine yaklasik
33 uM konsantrasyonunda ulasilir [Locatelli et al., 2013]. GA ve onun tiirevleri
16semi hiicrelerinde Ca*" bagimli apoptozu uyarabilmektedir. GA'nin, HL-60 16semi
hiicrelerinde apoptoz sirasinda superoxide dismutase enzimini inhibe ettigi
gosterilmistir [Madlener et al., 2007].

GA uygulanmis hiicrelerde goriilen apoptozun oksidatif stres sonucunda olusan
ROS, mitokondriyel fonksiyon bozuklugu ve intraseliiler Ca®* seviyesindeki artis ile
alakali oldugu goriilmiistir [You et al., 2011]. GA’nin intraseliiler Ca*" seviyesinde
degisiklige yol actigi ve bu etkinin ikincil ROS iiretimiyle ve apoptozis
indiiksiyonuyla baglantili oldugu belirtilmistir. Intraseliiler Ca** seviyesindeki artigin
sebep oldugu kaspaz 3 aktivasyonu mitokondriyal gecirgenlikte degisime, bu durum
da sitokrom c’nin mtiokondriyal porlardan stoplazmaya gegcisine sebep olmaktadir
[Locateli et al., 2013].

Bunun yaninda GA, kanser hiicrelerine kars1 segici bir sitotoksisite gosterirken,
normal hiicrelere karst ¢ok diisiik diizeyde bir sitotoksisite gosterir. GA normal
fibroblast ve endotel hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gostermemektedir. Bunlarin
yaninda, GA normal insan lenfositlerinde antiapoptotik etki gdsterir ve antiapoptotik
mekanizmasina etki ederek RINmSF beta hiicrelerini glukolipotoksisiteye karsi korur
[You et al., 2010].

GA’nin insan lokemi hiicre hatti (HK-63) ve HOS-1 hiicre hatti1 iizerinde
sitotoksik etkileri oldugu belirlenmistir. GA; HSC-2 ve HL-60 hiicrelerinde de
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normal hiicrelere oranla daha yiiksek DNA fragmentlenmesine ve sitotoksiteye neden
olmustur. GA’nin sitotoksitesinin hiicre tipinden bagimsiz olarak ROS {iretimiyle
baglantili oldugu, intraseliiler Ca’” ve ROS iiretiminin, GA tarafindan uyarilan
apoptozun erken sinyal yolaklarinin modiilasyonunda énemli rol aldig1 gosterilmistir.
Farkli hiicre hatlarinda apoptoza yol acan sinyal yolaklarin1 hedef alan ve cesitli
farmakolojik inhibitorler kullanilarak yapilan ¢alismalar sonucunda; GA tarafindan
farkl1 hiicre hatlarinda baglatilan 6liim sinyalleri farklilik gosterse de genel
baslaticilarn ROS ve Ca®” oldugu gosterilmistir [Locatelli et al., 2013].

K562 ve HL-60 16kemi hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmalarda GA’nin kaspaz 3
ve 8 ifadelenmesini indiikledigi, Bcl-2/Bax oranmninda artisa sebep oldugu,
BCR/ABL kinazin tirozin fosforilasyonunun inhibisyonunda goérev aldigi ve COX-2
seviyelerini diisiirdiigii belirlenmistir. GA, HL-60 hiicrelerinde hem COX-1 hem de
COX-2 aktivitelerini inhibe edebilmektedir. COX-2 ifadelenmesindeki artis, hiicre
boliinmesini uyardigi ve apoptozu inhibe ettigi icin kanser gelisiminde rol
oynamaktadir. COX-2 ifadelenmesinin GA tarafindan inhibisyonu bu agidan 6nem
tasimaktadir [Locatelli et al., 2013].

GA tiimdr gelisiminin farkli safhalarinda etki gosterebilir. Ornegin; 12-O-
tetradecanolyphorbol-13-asetatin baglattig1 deri kanserine bagli olarak gelisen ornitin
dekarboksilaz cevabini azaltmada etki gostermektedir. Gallik asit ayni zamanda
tumor angiyogenezinin baskilanmasinda da gorev almaktadir. Miirin mesane kanser
modeli (MB-49) iizerinde yapilan c¢alismada GA kanser hiicrelerinin yayilmasi
tizerinde inhibisyon etkisi gostermistir ve MMP-9’un da bu siirece dahil oldugu
diistiniilmektedir. Tiimorler {izerindeki etkisinin diginda, GA aktivatér protein-1’in
transkripsiyonel aktivitesini inhibe ederek atherosklerozu Onlemek amacli da
kullanilabilir. U87 ve U251 insan glioma hiicre hatlarinda yapilan ¢alismada, GA’nin;
glioma hiicrelerinin canliligini, ¢ogalmasini ve yayilma kapasitesini azaltici yonde
etki gosterdigi ve normal fare beyin endotelyal hiicrelerinde ise tiip formasyonunu
engelledigi belirlenmistir. Gallik asit aym1 zamanda ADAMI17 ifadelenmesini
baskilamaktadir ve bu baskilanma PI3K/Akt ve Ras/MAPK sinyal yolaklarinin
inaktivasyonu araciligiyla gerceklesen invazyonun inhibisyonuyla iliskili olabilir [Lu

etal., 2010].
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2.4. Hiicre Oliimii

Cok hiicreli organizmalar yagamlarini siirdiirebilmek i¢in 6zellesmis dokulara
ayrilmiglardir. Dokular1 olusturan hiicreler gelismek ve ¢ogalmak i¢in hem
cevrelerindeki komsu hiicrelerle hem de biitlin organizmayla bir diizen iginde
olmalidir. Bu karmagik ve biitiinlesmis kontrol sisteminin hiicre seviyesinde
bozulmast doku homeostazisinin bozulmasima yol agar. Homeostazinin bozulmasi
hiicrelerin normalden ¢ok daha fazla g¢ogalmasina sebep olabilir. Bu durum
insanlarda bir¢ok hastaliin temelini olusturur. Ayni sekilde hiicrelerin erken
zamanlarda Oliimii de metabolizma i¢in hastalik yapict etmendir. [Jacobson M.,
McCarthy., 2002]

Hiicre O6liimii, dlen hiicrelerin ilk doéniisiimsiiz adimi1 ya da geriye doniis
olmayan noktay1 gecinceye kadar, doniisiimlii bir olay olarak nitelendirilebilir. Hiicre
6limii terminoloji komitesi (NCCD; Nomenclature Committee on Cell Death ), bir
hiicreye 6lii denebilinmesi i¢in, hiicrede gozlenmesi gereken morfolojik degisimleri
belirlemistir. Bu degisimler Tablo 2.3’de belirtildigi gibi; plazma membran
biitlinliigiiniin kayb1, hiicre parcalanmasi ve komsu hiicreler tarafindan yutulma’dir
[Takemura et al., 2013]. Hiicre 6liimiinii tanimlamada kullanilan baz1 biyokimyasal
olaylar; kitlesel kaspaz aktivasyonu, mitokondriyel transmembran gegirgenliginin
(A¥m) kaybi, mitokondri dis membraninin gegirgenliginin tamamlanmas1 (MMP) ve
cevredeki normal hiicrelere 6liim sinyali yayan fosfotidilserin (PS) artiklarinin

yayilmasi olarak siralanmaktadir [Takemura et al., 2013].

Tablo 2.3: Olen hiicrelerde goriilen degisiklikler.

Hiicre oliimiiniin morfolojik kriteri  Notlar

Plazma membran gegirgenliginin kayb1  Plazma membrammn yikilmas:
sonucunda hiicre kimliginin kaybi

Hiicre parcalanmasi Niikleusa sahip hiicrenin ayrik
vezikiillerde tamamen fragmentlenmeye
maruz kalmasi (genellikle apoptotik
vezikiiller)

Komsu hiicreler tarafindan yutulma Olii hiicrenin ya da fragmentlerin komsu
hiicreler tarafindan fagositozu.

Hiicre 6liimii genellikle morfolojik olarak 3 ana kisimda incelenir; Apoptoz (tip

1), otofaji (tip 2) ve nekroz (tip 3).
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Nekroz ya da nekrotik hiicre Oliimili, bazi morfolojik degisimler ile
tanimlanmistir. Bunlar sekil 2.10°da [Web 2, 2014] goriildiigi gibi; hiicrenin
hacimlenmesi, organellerin sismesi ve plazma membraninin parcalanmasini takiben
intraseliiler igerigin kaybolmasidir. Nekroz, apoptoz ya da otofajinin olmadigi
durumlarda degerlendirilen bir hiicre 6liimii tipidir ve uzun siire boyunca raslantisal,
kontrolsiiz hiicre 6liimii sekli olarak adlandirilmistir [Denecker et al., 2001]. Ancak
kanitlar nekrotik hiicre oliimii olayinin, sinyal iletim yolaklar1 ve katabolik
mekanizmalar ile diizenlendigini desteklemektedir. Nekroz, bir¢ok araci kimyasal
madde, organeller ve hiicresel yolaklar1 kapsamasma ragmen bunlar arasindaki
iliskiler heniliz aydinlatilamamistir. Ayrica nekroza neden olan 6geler ve dolayh
etkileri ¢ok acik degildir. Fakat lizozomal ve niikleer degisiklikler, mitokondriyel
baskalagim, lipit degredasyonu ve sitozolik kalsiyum konsantrasyonunun yiikselmesi
bu etkilerden bazilaridir [Farber JL., 1982], [Henriquez et al., 2008]. Mitokondriyel
baskalasim; ROS iiretimi, nitrik oksit ya da benzer bilesiklerin sebep oldugu
nitroksidatif stres ve siklofilin D tarafindan siklikla kontrol edilen MMP ile
alakalidir. Lizozomal degisimler; Fenton reaksiyonuyla (Bir ROS tiirii olan hidrojen
peroksitin demir ile birlesmesi sonucu ortaya ¢ikan reaksiyon) ROS iiretilmesi ve
lizozomal membran gegirgenligi ile ilgilidir. Niikleer degisimler; poli (ADP-riboz)
polimeraz 1 (PARP-1)’in yiiksek miktarda aktivasyonu ve beraberindeki nikotinamit
adenin diniikleotid (NAD')’m hidrolizi ile baglantihdir. Lipit degredasyonu,
fosfolipazlarin, lipoksigenazlarin ve sfingomiyelinazlarin aktivasyonunu takip eder.
Sitosolik kalsiyum konsantrasyonundaki artig, mitokondriyel yiiklenmeye ve kaspaz
olmayan proteazlarin (kalpainler ve katepsinler gibi) aktivasyonuna sebep olur
[Golstein and Kroemer, 2007], [Nicotera et al., 2004]. Ayrica reseptorle etkilesen
serin-treonin kinaz 1 (RIP1)’in tiim nekroz olaylarinda olmasa da birka¢ tanesinde

cok dnemli rol oynadig1 gozlenmistir [ Takemura et al., 2013].
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Sekil 2.10: Nekroz ve apoptoza ugrayan hiicrelerin kaderi.

Yunancada kendini yemek anlamina gelen otofaji, fizyolojik bir siirectir. Doku
ve organ gelisimi sirasinda gereksiz olan hiicrelerin elenmesi otofojik Sliim ile
gerceklestirilir. Otofaji ayrica gida yoksunlugu ya da gerekli biiylime faktorlerinden
dolay1 olusan akut strese karsi seliiler savunma olusturabilir ya da hiicre oliimiine
sebep olabilir. Bu siirecte hiicre, lizozomal bozunma yolagindaki otofagozomlar ile
kendini olusturan hiicre i¢i organelleri gibi bilesenlerine ayrilir. Otofagozomlar iki
membranli, bozulmus sitoplazmik organelleri ve sitozolii igeren yapilardir.
Otofagozomlar da endozomlar, lizozomlar ve apoptotik kabarciklar gibi vezikiillerin
alt grubunda yer alir. Lizozomlarin otofagozomlar ile birlesmesi sonucu
otolizozomlar olusur. Otolizozomlarin i¢inde otofagozom i¢ membrani ve asedik
lizozomal hidrolazlar tarafindan degrade edilmis liiminal igerikler bulunur. Otofaji
hem normal sartlarda, hem de aglik gibi stres durumlarinda hayatta kalabilme amacl
bir fonksiyona sahiptir. Otofajik bozunma sirasinda, ATP {iretim seviyesini ve protein
sentezini arttirmak ve hiicre yasamin1 devam ettirebilmek i¢in, membran lipitleri ve
proteinler otofagozomlar i¢inde bozunur. Lizozomlarin otofagozomlar1 i¢ine alma
olay1 engellendiginde otofagozomlar diizenli olarak birikmeye baglar.

Otofajik hiicre 6liimiiniin mekanizmasi ¢ok iyi bilinmemekle birlikte yapilan
arastirmalarda apoptozda gorev yapan Bcl-2 ailesinin, otofaji lizerinde de etkili
oldugu diisiiniilmektedir. Bcl-2 gen ailesinden BH3 iiyesi Beclin-1, otofajik siirecte
gorev alabilir [Zeng et al., 2006]. Bcl-2 anti-apoptotik bir protein olmasina ragmen,

Beclin-1’e baglanarak, Beclin-1’in otofajik Oliimii baslatmasini baskilar. Beclin-
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1/Bcl-2 kompleksinin bozulmasi ise, otofajik indiiklenmeye yol acgar. Bazi
caligsmalarda, otofajik hiicre 6liimiinde, Beclin-1 ve NF-kB sinyal yolaklar1 arasinda
cross-talk oldugu goriilmiistiir [ Takemura et al., 2013].

Ug temel hiicre 6liimii mekanizmasmin disinda (apoptoz, otofaji, nekroz)
programli hiicre 6liimii tipleri de bulunmustur. Bunlar sekil 2.11°de [Bredesen, 2007]
de goriildiigii gibi; paraptoziz, kalsiyum aracili hiicre o6liimii, AIF/PARP bagimlh
hiicre 6liimii ve onkozisdir.

Tirozin kinaz reseptdr sinifina dahil olan, Insiilin benzeri biiyiime faktorii
reseptorii 1 (IGF-1R)’in yliksek miktarda aktive olmasi, hiicre 6liimiiniin apoptotik
olmayan kisimlarindan biri olan paraptozizin gergeklesmesine neden olur. Paraptoziz,
endoplazmik retikulum ve mitokondrinin kabarciklanmasindan dolayr morfolojik
olarak tip 3 (nekroz) hiicre Oliimiine benzemektedir. Paraptoziz sirasinda kaspaz
aktivitesi goriilmez. Ayrica Bcl-2 ve kaspaz inhibitorleri de bu hiicre 6lim seklini
inhibe etmezler. Ancak ERK2 inhibitdriiniin paraptozizi inhibe ettigi bulunmustur.
Fakat ERK1 inhibitoriiniin herhangi bir aktivitesi gdzlenmemistir.

Kalsiyum aracili hiicre 6liimii Driscol ve arkadaglar1 [Syntichaki et al., 2002],
[Bianchi et al, 2004] tarafindan, Caenorhabditis elegans tizerindeki c¢aligmalarda
tanimlanmistir. Bu hiicre 6liimii tipinde, mec-4 gibi mutant kanal proteinleri eksprese
olur. Kalsiyum aracili hiicre 6liimii, morfolojik olarak diger hiicre 6liimii tiplerinden
zars1 sarmal kesikler ile ayrilir. Hiicreye kalsiyum girisi ile baslar, kalpein ve katepsin
aracili olarak devam eder ve kalretikulin ile inhibe edilir.

AIF/PARP bagimli hiicre oliimii Dawsons ve arkadaslari [Yu et al., 2002]
tarafindan tanimlanmistir. Dawsons hiicre Oliimiiniin apoptotik olmayan sekli
sonucunda poli- (ADP-riboz) polimeraz (PARP)’in aktive oldugunu ve apoptoz
indiikleyici  faktéor (AIF)’tin  mitokondriden nukleusa yer degistirdigini
gozlemlemistir. AIF, DNA fragmentlendiginde endoniikleaz G ve DNA
fragmentasyon faktor ile birlikte ortaya ¢ikan bir flavoproteindir. Bu hiicre 6limii
tipinin DNA hasarina sebep olan hidrojen peroksit gibi ajanlar tarafindan aktive
edildigi bulunmustur.

Bir bolgenin kansiz kalmast durumunda goézlenen hiicre 6liimii tipi onkozis
olarak adlandirilir. Onkozisin morfolojisi hakkinda genis arastirmalar yapilmis
olmasina ragmen biyokimyasal yolaklar1 heniiz tanimlanmamuistir. Onkozisin plazma

membran1 iyonik pompalarindaki aksamadan dolayr olustugu diisiiniilmektedir.
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Onkozisin potansiyel aracilardan birinin kalpain ailesi proteazi olabilecegi

distiniilmektedir [Bredesen, 2007].
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Sekil 2.11: Programli hiicre 6liimii cesitleri.

2.4.1. Apoptoz

Apoptoz, gelisim ve olgunlagsma sirasinda, hiicre o6limi ve doku
homeostazizinin kontrolii ve diizenlenmesinden sorumlu olan programli hiicre
Oliimiiniin en ¢ok caligilan tipidir [Loetscher et al., 2001]. Apoptoz terimi ilk olarak
1972 yilinda Kerr ve arkadaslar1 tarafindan hiicre 6liimiiniin 6zel bir morfolojik sekli
olarak tanimlanmigtir [Takemura et al., 2012]. Bir¢ok hiicrede apoptoz, UV 1simast
ya da oksidatif stres sonucu DNA’da meydana gelen hasardan dolayr gergeklesir
[Abastado, 1996]. Bunun yaninda saglikli, yetigskin insan viicudunda da apoptoz
goriiliir. Immiin sistemi ve doku homeostazisini korumak amaciyla saniyede yaklasik
100,000 hiicre oliir [Loetscher et al., 2001]. Fakat metabolizma i¢inde apoptoz belli
bir diizen iginde olmalidir. Insanlarda apoptozun asir1 ya da yetersiz olmasi birgok
patolojik sonuca neden olabilir. Apoptotik mekanizmalarin baskilanmasi otoimmiin
hastaliklara ve kansere sebep olabilir. Ornegin siklikla apoptotik proteaz aktive edici
faktor 1 (Apaf-1)’in, malignant melanoma gibi kanserlerde aktif halde olmadig1
goriilmiistiir. Diger taraftan apoptozun normal olmayan sekilde fazla gerceklesmesi
norolojik hastaliklara neden olur [Shi, 2002].
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Yiiksek miktarda diizenlenmis bir siire¢ olan apoptoz li¢ fazda incelenebilir. Bu
fazlardan ilki, hiicre 6liim reseptorlerinin aktivasyonu, mitokondriyel yolak ya da
endoplazmik retikulum gibi uyaricilarla apoptozun baglatildigi, baglama ya da sinyal
fazadir. Ikinci faz; baslatic1 kaspazlarin ve bazi kinaz/fosfatazlarin yer aldig1 sinyal
iletimi fazidir. Ugiincii faz ise efektdr kaspazlarin gorev aldigi 6liim fazidir [Sreedhar
and Csermely, 2004].

Apoptoz hem morfolojik hem de fizyolojik olarak ¢ok iyi tanimlanmistir.
Niikleer yogunlagsma, hiicre biizlilmesi ve membran kabarciklanmasi morfolojik
degisimler olarak tanimlanirken, kaspazlarin aktive olmasi ve spesifik
endoniikleazlarin  aktiflesmesinden  dolayr  niikkleer = DNA’y1 180-200
oligoniikleozomal fragmente bodlmesi sonucu meydana gelen nilikleer DNA
fragmentlenmesi ise fizyolojik degisimler i¢inde sayilabilir [Sreedhar and Csermely,
2004]. Apoptotik hiicrede meydana gelen degisiklikler, sekil 2.12°de [Web 3, 2014]
de goriildiigii gibi, apoptoza ugrayacak olan hiicrenin yuvarlaklagmasi (piknoz),
yalanc1 ayak olusumu, seliiler hacmin azalmasi, kromatin yogunlasmasi, niikleer
parcalanma, sitoplazmik organellerin yapisinda modifikasyonlarin iz miktarda
goriilmesi, siirecin son agamasina kadar hiicrenin biitiinliiglinii koruyan membranin
kabarciklanmasi, hiicrenin apoptotik vezikiiller olusturarak fragmentlenmesi ve son
olarak ¢evre hiicreler tarafindan (genel olarak makrofajlar) yutulmadir [Sreedhar and

Csermely, 2004].
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Sekil 2.12: Hiicrelerin, programli hiicre dliimlerinden biri olan apoptoza
ugradiklarinda gecirdikleri degisimler.

Icsel ve dissal uyarilar apoptozda sekil 2.13°de [Motadi et al., 2007]
gosterildigi gibi, 6ltim reseptor aracili olarak bilinen digsal yolagi ve mitokondriyel
aracilt olarak bilinen igsel yolagi aktive edebilir. Tiimdr nekrosis faktor-o (TNF-a) ve
Fas gibi oliim ligantlari, kendi membran reseptdrlerine baglanarak 6liim reseptorii

yolagin1 aktive ederler. Bu reseptorlerin  baglanmasi, adaptdor proteinleri

23



giiclendirerek sitozolik 6liim indiikleyici sinyal kompleksini olusturur. Bu kompleks
kendilerinden daha sonra goérev alan ve Olim kaspazlarini aktive eden baslatic
kaspazlarin aktivasyonunu tetikler. Mitokondrinin hasar gérmesi, diizensiz oksidatif
fosforilasyona, reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) kaynaklanan oksidatif strese ve
mitokondri membraninin dig yiizeyinin gecirgenliginde degismelere neden olur.
Bax/Bak, Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik proteinleridir. Bel-2 tarafindan negatif olarak
diizenlenirler [Tsujimoto, 1998], [Lomonosova and Chinnadurai, 2008]. Bax/Bak
proteinlerinin oligomerizasyonu MMP degistiren iyon iletken kanallarin1 olusturur.
Di1s mitokondriyel membran gecirgenliginin kaybi, matriks ve i¢ membran boslugu
arasinda bulunan pro-apoptotik faktorlerin sitozolik salinimini tesvik eder. Olusan
apoptotik sinyal sonucunda apoptozom olusur. Hem igsel yolak hem de digsal yolak

kaspaz bagimli apoptoz yolaklaridir [Takemura et al., 2013].

2.4.1.1. Dissal (Extrinsic) Yolak

Dissal yolak, seliiler bagisikligin temel araci yolagidir. Fakat bunun yaninda
ilag tedavisine cevap olarak da aktive olabilir [Zengemesiter-Wittke and Hopkins-
Donaldson, 2005]. Dissal apoptoz yolagi, hiicre membraninda bulunan o6lim
reseptorlerinin aktivasyonu ile baslatilir. TNF-a, TRAIL ya da FasL hedef hiicrede
kendi reseptorlerine baglanarak yolagi baslatirlar. Memelilerde bes adet oliim
reseptorl izole edilmistir. Bunlar; Tiimor nekroziz faktor tip-1 reseptorii (TNFR1),
Fas, 6ltiim reseptorii 3 ve TNF-baglantil1 apoptoz indiikleyici ligand 1 ve 2 (TRAIL-
R1 ve TRAIL-R2)’dir. Bu reseptorler sitoplazmik bolgelerinde 6liim domainleri
igerirler. Bu reseptorlerin icinden Fas en iyi tanimlanmis olanidir [Zengemesiter-
Wittke and Hopkins-Donaldson, 2005], [Sakamaki and Satou, 2008].

Digsal yolakta ilgili ligantlarin baglanmasi, reseptdr 6liim domainlerinin
kiimelenmesine ve reseptdr trimerizasyonuna neden olur. Oliim reseptdrlerinin
sitosolik kismi, 6liim tetikleyici sinyal kompleksini (DISC) olusturur. DISC, adaptor
molekiili olan, Fas iliskili 6liim domaini iceren protein (FADD) ile birbirine
baglanarak DISC-FADD kopleksini olusturur. Bu kompleks p53 tarafindan
diizenlenir. DISC-FADD kompleksi, 6liim efektér domainlerinden (DED, D4/D5)
baslatic1 kaspazlardan olan kaspaz-8 ve -10’a baglanir. Boylece aktif halde olmayan
prokaspaz-8’in otokatalitik kesimi gergeklesir [Motadi et al., 2007]. Kaspaz-8’in
aktivasyonu, Bid proteininin kesilmesine ve aktive olmasina sebep olur. Bid, Bcl-2
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protein ailesinin, pro-apoptotik bir iiyesidir ve apoptozun icsel yolag ile dissal
yolagini birbirine baglar [Hector and Prehn, 2008]. Aktive olan kaspaz-8, kaspaz-3
gibi efektor kaspazlar aktive eder. Kaspaz-3, 6liim substratlarinin kesiminden
sorumludur ve apoptotik hiicrenin, DNA fragmentlenmesi, niikleer fragmentlenme,
membran tomurcuklanmasi ve diger morfolojik ve biyokimyasal degisimleri gibi iyi
bilinen karakteristik 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasina sebep olur [Portt et al., 2011].
Dissal yolak, kaspaz-8 aktivasyonunu engelleyen c-FLIP’le ve aktivator ve efektor
kaspazlar1 etkileyen, apoptotik protein inhibitorii (IAP) ile bloklanabilir
[Zengemesiter-Wittke and Hopkins-Donaldson, 2005].

2.4.1.2. i¢sel (Intrinsic) Yolak

Icsel ya da mitokondri bagimli yolak, ¢ok cesitli apoptotik uyaricilar tarafindan
baslatilabilir. Bu uyaricilar; ultraviole 1sinlari, steroidler, kimyasal ilaglar ya da
bliylime faktorii yoksunlugu gibi etmenler olabilir. Bel-2 ailesinin hem pro-apoptotik
hem de anti-apoptotik iiyeleri i¢sel yolagi diizenleyebilir [Sakamaki and Satou,
2008]. Tim Bcl-2 ailesi proteinlerinin, farklt molekiiler fonksiyonlar1 olmasina
ragmen alfa-helikal Bcl-2 domain homolojileri (BH) molekiiler dizilim agisindan
benzerlik gosterir. Ornegin anti-apoptotik Bcl-2, 4BH domaninden (BH1-4)
olusurken, pro-apoptotik Bax, BH1-3 ve BH3 domainlerini igerir [Hector and Prehn,
2009].

Mitokondri aracili apoptozda ¢ok sayida protein rol oynar. Bunlardan, Bcl-2
protein ailesinin pro-apoptotik iiyesi olan Bax, mitokondriyel p53’iin, anti-apoptotik
bir protein olan Mcl-1 ile etkilesimi sonucunda aktive olur. Ancak sitokrom c aracilt
apoptoz, Bax ya da p53’iin etkili olmadig1 zamanda da gergeklesebilir [Johnstone et
al., 2002]. Apoptozun digsal yolaginda kaspaz-8’in aktiflesmesi sonrasinda Bid,
aktifleserek tBid haline doniisiir. Boylece, tBid araciligiyla dissal yolak ve igsel yolak
birlesmis olur [Portt et al., 2011]. igsel yolakta 6nemli rolii olan diger protein grubu
ise Smac/DIABLO’dur. Smac/DIABLO, IAP’in etkisini tersine cevirerek kaspaz
aktivasyonunu arttirir [Fulda and Debatin, 2006]. Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik
tiyelerinden olan Bcl-2 ve Bcel-xL, sitokrom ¢ ve Smac/DIABLO salinimini kontrol
eder. Kaspaz-9 ve ardindan aktiflesen kaspazlarin aktivasyonu ise IAPs tarafindan

kontrol edilir [Zengemesiter-Wittke and Hopkins-Donaldson, 2005].
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I¢sel apoptoz yolaginda, hiicre 6liimii gergeklesirken gesitli etkilerle aktif hale
gelen p53; Bax, Puma ve Noxa’nin ekspresyonunu arttirir [Zengemesiter-Wittke and
Hopkins-Donaldson, 2005]. Bax ve Bak proteinlerindeki konformasyonel degisim
apoptotik sinyali baslatir [Hector and Prehn, 2009]. Bu pro-apoptotik proteinler,
mitokondrinin dig membranina tutunarak, membran gegirgenligini degistirirler. Bu
degisim sonucunda membran {izerinde porlar olusur [Motadi et al., 2007]. Bu
porlardan, Smac/DIABLO, HtRA2, apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ve sitokrom c
gibi apoptotik mitokondriyel proteinlerin, mitokondri i¢ membran boslugundan
sitozole salinimi gergeklesir [Fulda and Debatin, 2006]. Sitosolde, ATP varliginda,
sitokrom ¢, Apaf-1 ve prokaspaz-9 apoptozomu olusturur. Boylece kaspaz-9 aktif
hale gelir. Sitosole birakilan kaspaz-9, efektor kaspazlardan olan kaspaz-3 ve -7’yi

aktiflestirerek hiicre 6liimiine sebep olur [Johnstone et al., 2002].

Sekil 2.13: Apoptozun igsel ve digsal yolagi.

2.4.2. Kaspazlar

Kaspazlar tetrapeptit motifleri ve substratlarinda aspartat artiklarinin
kesilmeleri ile taninan sistein proteaz ailesi iiyeleridir. Kaspazlar, apoptozun

baslatilmasinda ve devam ettirilmesinde gorev alirlar. Ayn1 zamanda inflamatuar
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sitokinlerin olgunlagsmasi ve islevlerinin yerine getirilmesinde rol oynarlar.
Omurgalilarda ve omurgasizlarda tiirlerde ¢esitli kaspazlar tanimlanmistir. Insanlarda
toplam 11 tane kaspaz bilinmektedir. Bunlar kaspaz-1’den kaspaz-10’a kadar olan
kaspazlar ile kaspaz-14°tiir. Kaspaz-11,-12 ve -13 ise rodent gibi diger memelilerde
tanimlanmistir. 14 memeli kaspazi fonksiyonel benzerlikleri incelenerek, filolojik
olarak birkac¢ gruba ayrilmistir. Kaspazlarin 2 alt grubu, sekil 2.14’de [Web 4, 2014]
goriildiigli gibi bagslatici kaspazlar (kaspaz-2, -8, -9 ve -10) ve efektor kaspazlar
(kaspaz-3, -6 ve -7) olarak apoptoz sinyal yolaginda gorev alirlar. Diger alt grubu ise
inflamatuvar kaspazlar (kaspaz-1, -4, -5, -11, -12 ve -13) olarak isimlendirilmistir.
Kaspaz-14 ise apoptotik ya da inflamatuvar kaspazlara dahil olmayan tek kaspazdir
[Lippens et al., 2000]. Son ¢alismalarda kaspaz-15, -16, -17 ve -18’de tanimlanmistir
fakat fonksiyonlar1 heniiz tam olarak anlasilamamustir [Eckhart et al., 2005]. Buna ek
olarak baliklara 6zel kaspazlar, caspy, caspy2 ve kaspaz tanima domaini (CARD)-
casp8 tanimlanmistir [Masumoto et al., 2003], [Sakamaki et al., 2007]. Kaspazlar
hayvanlarda evrimsel acidan korunmustur. Fakat farkli organizmalarda, farkl
kaspazlarin goérev almasi evrim boyunca tiirlerinin degisiklige ugradigim

gostermektedir.

Caspase-1

Caspase-4
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Caspase-13

Caspase-10 Caspase-14

Sekil 2.14: Kaspazlarin gorevlerine gore gruplari.

Kaspazlar, genellikle prodomain ve katalitik kaspaz bdlgelerinden (CASc)
olusan aktif olmayan zimojen seklinde sentezlenirler. Kaspaz-3, -6, -7, -14, -16 ve -
17 kisa prodomaine sahipken, diger kaspazlar uzun prodomaine sahiptirler. Kaspaz-

1,-2,-4,-5,-9,-11, -12, -13 ve CARD-casp8’in prodomaini, kaspaz tanima domaini
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(CARD) olarak tanimlanir. Kaspaz-8, -10 ve -18, prodomainlerinde siirekli tekrar
eden motifler icerirler. Bu motiflere 6liim efektdr domaini (DED) ad1 verilir. Kaspaz-
15, caspy ve caspy2, amino uglarinda pirin (PYD) domaini igerir. CARD, DED ve
PYD, six helix bundle yapis1 gosterir ve genis sinyal komplekslerinin bu yapilar
tarafindan diizenlendigi diisiiniilmektedir. Biiyiik ve kiiclik alt tinitelerin olusumunda
kaspazlar otomatik olarak kesilirler. 2 biiyiikk ve 2 kiiclik alt {initenin bir araya
gelmesinden olusan aktif kaspazlar, hedef substratin 6zel dizisini taniyarak kesim

yaparlar [Sakamaki and Satou, 2008].

2.4.2.1. Apoptozda Gorevli Kaspazlar

CASc ile baglanti kurmus olan kisa prodomain, kaspaz-3, -6 ve -7 i¢in ortak
yapidir. Kurulan bu baglantidan dolayi, prodomainlerin diger molekiillerde kompleks
yapilar olusturmasi miimkiin degildir. Bundan dolayr metabolizma iginde aktif
olmadan bulunan kaspaz-3, -6 ve -7’nin aktiflestirilebilmesi i¢in diger kaspazlara
ihtiyaglart vardir. Sekil 2.15 a), b) ve ¢)’ de [Web 5, 2014], [Web 6, 2014], [Web 7,
2014] molekiiler yapilar1 gosterilen bu ii¢ kaspaz tiirli, apoptotik yolun son
basamaklarinda infazci olarak gorev alirlar. Kaspaz-3 apoptotik yolakta, substratlarin
cogunu kesen temel efektor kaspazdir ve kaspaz-8 ve -9 aracilifiyla aktif olur
[Sakamaki and Satou, 2008]. Kaspaz-7, yap1 ve fonksiyon olarak kaspaz-3’e
benzemektedir [Wei et al., 2000], [Degterev et al., 2003]. DNA tamir enzimi olan
poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP), kaspaz-3 tarafindan da aktiflestirilmesine
ragmen, kaspaz-7 bu siiregte daha etkindir. Kaspaz-6, protein yapist bakimindan,
kaspaz-3 ve -7 ile benzerlik gostermesine ragmen, farkli hareket eder. Kaspaz-6'nin
apoptotik yolakta rolii tam olarak anlagilamamistir. Apoptotik sinyal basladiktan
sonra, siirecin ilerleyen asamalarinda rol oynadigi diisiiniilmesine ragmen, efektor
kaspazlar i¢ine de dahil edilebilecegi goz oniinde bulundurulmaktadir [Sakamaki and

Satou, 2008].
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Caspase 3, apoptosis-related cysteine Caspase 6, apoptosis-related cysteine Caspass 7, apoptcsis-related cyste ne
peptidase peptidase paptidaca

Sekil 2.15: a) Kaspaz-3, b) Kaspaz-6 ve c¢) Kaspaz-7’nin molekiiler yapilari.

Kaspaz-2, CARD olarak adlandirilan uzun prodomain igeren ve apoptozda rol
oynayan bir baglatict molekiildiir. Prokaspaz-2’nin, CARD-CARD etkilesimi
sonucunda aktif formda bulunan kaspaz-2’ye doniistiigii bilinmektedir. Kaspaz-2,
DNA hasar1 sonrasi, mitokondri dis membraninin gecirgenligi ve apoptotik
faktorlerin salinimi agisindan 6nemlidir [Zhivotovsky and Orrenius, 2005]. Sekil
2.16’da [Web 8, 2014] molekiiler yapisi goriilen kaspaz-2 ayni zamanda O6lim
reseptOrii baglantili olarak da aktive olabilir. Kaspaz-2, apoptotik yolakta ¢cok énemli
bir konumda bulunmasina ragmen, timosit ve néronal apoptozda gorev almaz. Bu da,
bu hiicrelerde kaspaz-2’nin yerini bagka bir kaspazin aldigini diisiindiirmektedir

[Sakamaki and Satou, 2008].

Caspase 2, apoptosis-related cysteine
peptidase

Sekil 2.16: Kaspaz-2’nin molekiiler yapisi.

Kaspaz-8, amino terminal ucunda tekrarlayan DED motifleri ve karboksil
ucunda ise aktif CASc proteaz domaini tasir. Kaspaz-8, Fas gibi hiicre ylizey 6lim
reseptorleri araciligiyla meydana gelen apoptozda anahtar molekiildiir [Sakamaki and
Satou, 2008] . Sekil 2.17 a) ve b)’de [Web 9, 2014], [Web 10, 2014] molekiiler yapis1
goriilen kaspaz-10 yapisal acidan kaspaz-8’e ¢ok benzerdir. Yapisinda iki adet DED
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ve CASc bulunur [Lamkanfi et al., 2002]. Kaspaz-8’in digsal yolakta baslatic1 kaspaz
olarak rol aldig1 kanitlanmis olmasina ragmen, kaspaz-10’nun rolii heniiz tam olarak
aydinlatilamamustir. C-FLIP, kaspaz-8 aktivasyonunu diizenleyen bir molekiildiir.
Yapisinda iki DED ve bir inaktif CASc bulunduran c-FLIP, yapisal olarak kaspaz-8
ve -10’a benzer. Bundan dolay1 bu molekiilleri kodlayan genlerin filogenetik olarak

benzer oldugu hipotezi 6ne siiriilmiistiir [Sakamaki and Satou, 2008].

c 3, t -related te
aAspase aﬂ:ﬁ:ﬂi;sa;s ed cysteine Gﬁspase 10

Sekil 2.17: a) Kaspaz-8 ve b) Kaspaz-10’nun molekiiler yapisi.

Molekiiler yapisi sekil 2.18’de gosterilen [Web 11, 2014] kaspaz-9, N-
terminalinde CARD motifi tasiyan baslatici kaspazlar grubuna dahil olan kaspazdir.
Kaspaz-9, igsel yolakta Oonemli bir role sahiptir [Li et al., 1997]. Prokaspaz-9
kesildikten sonra aktif halde bulunan kaspaz-9 haline gelir ve silirecin devaminda
gerekli olan efektor kaspazlari aktiflestirir [Hakem et al., 1998], [Kuida et al., 1998].
Prokaspaz-9’un kaspaz-9’a doniismesi i¢in, bir adaptdr molekiil olan Apaf-1 ile
homofilik CARD-CARD etkilesimini gerceklestirmesi gerekir [Sakamaki and Satou,
2008].

Caspase 9, apoptosis-related cysteine
peptidase

Sekil 2.18: Kaspaz-9’un molekiiler yapist.
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2.4.2.2. Inflamatuar Kaspazlar

Kaspaz 1, interlokin (IL)-1B-converting enzim (ICE) olarak da bilinir. Sekil
2.19’da molekiiler yapisi gosterilen bu molekiil [Web 12, 2014] aktif olmayan
prointerlokin-13’y1, memelilerde inflamasyonun temel aract molekiilii olan aktif
sitokin IL-1p haline doniistiiren siiregte gorev alir [Cerretti et al., 1992] [Thornberry
et al.,, 1992]. Aktif kaspaz-1 ayn1 zamanda, IL-18, IL-1F7p ve IL-33 gibi diger
sitokinler iizerinde de etkilidir [Nadiri et al., 2006]. CARD prodomainine sahip
kaspaz-1’in aktivasyonu, CARD-CARD etkilesimi ile olusan ve inflamazom adi
verilen sitozolik kompleks ile gerceklestirilir. Yapilan ¢alismalarda patojenler
tarafindan gergeklestirilen ve apoptoz ve nekrozdan ayri olarak degerlendirilen bir
hiicre Olimi c¢esidi olan piroptozizin, kaspaz-1 aktivasyonu ile gerceklestigi
gozlenmistir [Fernandes-Alnemri et al, 2007]. Bundan dolay1 kaspaz-1,
inflamasyonda, inflamatuar sitokinlerin olgunlasmasi i¢in oldukc¢a Snemlidir. Ayni
zamanda pro-apoptotik molekiil olarak da rol oynayabilir [Sakamaki and Satou,

2008].

Caspase 1, apoptosis-related cysteine
peptidase

Sekil 2.19: Kaspaz-1’in molekiiler yapisi.

Kaspaz-4, -5, -11, -12 ve -13’te aym kaspaz-1 gibi inflamatuar kaspazlar
grubuna girer. Bu molekiiller de CARD prodomainine sahiplerdir. Kaspaz-4 ve -5,
protein yapisi olarak birbirlerine ¢ok benzemektedir. Primatlar CASP4 ve CASP5
geninin ikisine birden sahiplerdir. Bu iki genin, primatlar ve diger memelilerin
ayrilmasindan sonra CASP4/5 geninin arka arkaya kopyalanmasi ile ortaya ¢iktig
diisiiniilmektedir. Fare kaspaz-11°1 ve inek kaspaz-13’ii, primatlardaki kaspaz-4 ve -5
ile ortologlardir. Memelilerde, kaspaz-4, -5, -11 ve -13 genleri, CASP1 geni ile

kromozom iizerinde kiime olusturur. Bu kaspazlar insanlarda CASP1, CASPS5,

31



CASP4 ve CASP12 olarak diizenlenirken, farelerde, caspl, caspll ve caspl2 olarak,
ineklerde ise caspl, caspl3 ve caspl2-benzeri olarak diizenlenirler. Kuslar, baliklar
ve amfibilerde ise caspl hari¢, baglantili olabilecek baska bir gen yoktur.
Memelilerde, evrimin erken asamalarinda gen ¢ogaltilmasi  olustugu
diistiniilmektedir. Genom veri tabani arastirmalari, Caspl ve Caspl- benzeri
genlerinin, genomun ayni bolgesinde bulundugunu desteklemektedir [Sakamaki and
Satou, 2008].

Insan kaspaz-4’iiniin proteaz aktivitesi kaspaz-1 ile karsilastirildiginda ¢ok
yiikksek olmamasina ragmen, prolL-1fB, prolL-18 ve prolL-1F7p ile direkt olarak
etkilesebilir fakat kaspaz-5’te bu etkilesimler goriilmez [Lin et al., 2000], [Kumar et
al., 2002]. Insanlardaki kaspaz-5'in ortologu olan fare kaspaz-11’inin kaspaz-1’i
kesme kapasitesi vardir [Kang et al., 2000]. Casp-11 geni susturulmus farelerde
yapilan arastirmalar bu verileri desteklemektedir [Wang et al., 1998]. Bu mutant
farelerin IL-1p iiretiminde basarisiz oldugu ve casp-1 geni susturulmus farelerdeki
fenotipe benzer olarak, bakteriyel endotoksinler tarafindan tesvik edilen, endotoksik
soka kars1 dayaniklilik gosterdigi gézlenmistir. Bunun yaninda, kaspaz-11’in kaspaz-
1 ile ortak calistigt ve kaspaz-1’in {ist basamak aktivatorii olabilecegi One
striilmiistiir. Benzer olarak insan kaspaz-5’i kaspaz-1 ile kompleks olusturarak,
kaspaz-1’i aktif hale getirebilir [Martinon et al., 2002]. Insan kaspazlarindan kaspaz-
4 ve -5 ve fare kaspazlarindan kaspaz-11 i¢in tanimlanan substratlarin sayisi ¢ok az
olmasma ragmen, bu kaspazlar, kaspaz-3 kesiminde gorev alir. Bu durum, bu
kaspazlarin da apoptotik siiregte gorev alabilecegini 6ne siirmektedir. Hentliz yeterli
veri bulunmamasina ragmen, kaspaz-1’in yaninda kaspaz-4, -5 ve -11’inde
inflamatuar hiicre oliimiinde gorevli oldugu goriilmektedir [Sakamaki and Satou,
2008].

Kaspaz-12’yi kodlayan gen, inflamatuar kaspazlar1 kodlayan diger genlerle,
ayni kromozomal bdlgede bulunmaktadir. Fakat fonksiyon olarak kaspaz-12’nin
diger inflamatuar kaspazlardan farkli oldugu distiniilmektedir. Ciinkii fare kaspaz-
12’sinin, endoplazmik retikulum (ER) stresi baglantili hiicre 6liimiinde gorev aldigi
goriilmiistiir [Nakagawa et al., 2000]. Kaspaz-12’sinde bozukluk olan fare
embriyonik fibroblastlarinin genotoksik uyarilar tarafindan uyarilan apoptoza karsi
direngli oldugu belirlenmistir. Fakat kaspaz-12’nin bu 6zelligi evrim siirecinde tiim
memelilerde her zaman korunmamustir. Ornegin polimorfizmden dolayr insan

kaspaz-12’si, kesilmis protein olarak eksprese edilebilir [Sakamaki and Satou, 2008].
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2.4.2.3. Terminal Farklhilasmasi Gerektiren Kaspazlar

Kaspaz-14, kaspaz-3, -6 ve -7 gibi kisa prodomaine benzerdir. Kaspaz-14’iin
molekiiler fonksiyonlari, diger kaspazlarla kiyaslandiginda belirsiz kalmigtir. Bunun
sebebi kaspaz-14’lin apoptoz ya da inflamatuar yanitinda gerekli olmadigimnin
diisiintilmesidir. Kaspaz-14’iin ekspresyonu sadece epidermisin bazal tabakasinin
istii ve sag¢ folikiilleri ile kisithdir. Kaspaz-14’lin proteolitik aktivasyonu keratin
katmaninin olusumu ile ilgili oldugundan, bu kaspazin temel goérevinin keratinosit
farklilagsmasi oldugu diisiiniilmektedir [Lippens et al., 2000]. Kaspaz-14 eksikligi
olan farelerde yapilan ¢alismalar, kaspaz-14’iin, su kaybi ve ultraviole 1sinlarin hasar
verdigi, fillaggrin proteinini ve fonksiyonunu koruma siirecinde gorev aldigi
goriilmiistiir [Denecker et al., 2007]. Ayrica kaspaz-14’iin zararl ¢evre kosullarinda
da koruma saglamaktadir. Kaspaz-14, kaspaz-1, -2, -4, -8 ve -10 gibi uzun
prodomaine sahip kaspazlarla etkilesime girer. Ayrica deney ortaminda aktif kaspaz-8
ve -10 ile ve canli ortamlarda ise 6liim reseptdrlerinin ligasyonundan sonra, uzun
prodomainli kaspazlarla etkilestigi bilinmektedir. Bu durum kaspaz-14’tin hiicre
6lim yolaklarinda gorev alabiliyor olma ihtimalini akillara getirmektedir [Sakamaki

and Satou, 2008].

2.4.2.4. Tammlanamams Fizyolojik Etkileri Olan Kaspazlar

CARD-casp8’in kaspaz katalitik bolgeleri kaspaz-8 ile olduk¢a benzerlik
gostermektedir [Sakata et al., 2007]. CARD-casp8, filogenetik agagta, kaspaz-8, -10
ve c-FLIP ile ayni grupta bulunmaktadir. CARD-casp8’in cDNA’st ilk olarak
kedibaligindan elde edildigi icin, balik kaspaz-8’i olarak da adlandirilmaktadir.
Ancak CARD bolgesine sahip olmasina ragmen, N-terminal bolgesinde iki adet DED
grubuna sahip olmamasi agisindan kaspaz-8’den faklidir. Bu gen, CARD-casp8
olarak adlandirilmasina ragmen, baliklar disindaki omurgalilarda bulunmaz. Bundan
dolay1 baliklara 6zel gen olarak da adlandirilabilir. Balik evriminde, atalardan gelen
casp8 geninin ayrilarak casp8 ve casp8-benzeri genleri olusturdugu ve boylece atasal
casp8-benzeri genin, DED ve CARD bdlgelerine sahip oldugu diisiiniilmektedir
[Sakamaki and Satou, 2008].

Kaspaz-15, kaspaz ailesine son yillarda dahil olmustur [Eckhart et al., 2005].

Bu molekiil, memeli kaspazlarinin prodomainlerinde bulunmayan PYD kivrimlarina
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sahiptir. Filogenetik arastirmalarda, kaspaz-15’in kaspaz katalitik bolgesinin en ¢ok
kaspaz-14’e benzedigi bulunmustur. Bu durum kaspaz-15’in, kaspaz-14 aracili sinyal
yolaginda gorev alabilme ihtimalini ortaya ¢ikarmistir fakat heniiz bu tezi
destekleyen sonuglara rastlanmamistir. Kaspaz-15’in aktivasyonunun, PYD igeren
proteinlerin PYD-PYD etkilesimi sonucunda olusabildigi diisiiniilmektedir. Kaspaz-
15, insan ya da fare gibi bazi memelilerde bulunmadig1 ya da aktif halde olmadig1
icin, hayvanlardaki fonksiyonu tam olarak anlasilamamaktadir [Eckhart et al., 2006].

Kaspaz-14-benzeri genin mRNA’lar1  belirlenmistir fakat a¢ik okuma
cercevelerini (open reading frame) tanimlamak imkansiz oldugu i¢in gen iiriinlerinin
fonksiyonel olup olmadigini anlamak zordur. Bu yilizden bu genin insanda etkisiz bir
gen olma ihtimali vardir. Keseli hayvanda c¢DNA dizilimlerinin bir araya
getirilmesiyle, 300 amino asitlik acik okuma ¢ergevesini bulmak miimkiindiir. Farkli
bir tiir keseli hayvanda ise, cDNA’lar kaspaz-16 olarak tanimlanmistir. Bu ¢aligmalar
sonucunda, kaspaz-16’nin, kaspazlar icinde, yapisal olarak en ¢ok kaspaz-14’e
uyumluluk gosterdigi belirlenmistir. Molekiiler filogenetik analizler sonucunda,
kaspaz-14, -15 ve -16’nim, filogenetik agacta ayni grupta oldugu gosterilmistir
[Sakamaki and Satou, 2008].

2.4.3. p53

p53 DNA hasari, hiicresel stres faktorleri, hipoksi, onkojen aktivasyonu,
aclik, mitokondriyal ve ribozomal siireclerde gorev alan anahtar molekiil
gorevindedir.  p53 hiicre dongiisiiniin  kontroliinde, programlanmis nekrozda,
otofajide, metabolizmada, kok hiicre homeostazisinde, anjiyogenez ve yaslanmada
gorev alan genlerin aktivasyonu ve baskilanmasinda gdrev alan bir transkripsiyon
faktoridiir. Hiicrenin iginde bulundugu kosullara bagli olarak hiicre oliimiinii,
yasliligi, hiicre dongiisiiniin durdurulmasini veya DNA onarimini uyarabilir [Stegh,
2011].

Bilinen tiim tiimorlerin %50'sinin p53 geninde mutasyon bulunmaktadir. p53
proteini, asidik bir N terminal transaktivasyon domaini, prolince zengin bir domain,
sekans-spesifik DNA baglanma domaini, oligomerizasyon domaini ve C- terminal
diizenleyici domainden olusur. p53’ilin transaktivasyon domaini hem p53’iin p300
gibi koaktivatorlerinin baglanmasi hem de MDM2 gibi molekiillerin baglanmasinin
diizenlenmesi i¢in gereklidir.
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Yabani tip p53 homotetramer olarak gorev alir. p53 mutantlar1 kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasindan sorumlu molekiillerin ¢ogunun transaktivasyonundan
sorumludur. p53°te gerceklesen kanser iligskili mutasyonlarin ¢ogunlugu anlamsiz
mutasyonlardir. Bu mutasyonlar genellikle en korunmus bolge olan DNA baglanma
domaininde gercgeklesir ve bilinen yaklasik 6 tane hot spot noktast bulunmaktadir.
Witp53 stres bulunmayan kosullarda ¢ok kisa Omiirlii bir protein iken, missense
mutasyonlar sonucu olusan mutant p53 molekiilii ¢ok daha uzun bir yar1 omre
sahiptir. Mutant p53iin wtp53 {izerinde baskin bir negatif etkisi vardir. Mutant p53,
wt lizerindeki etkisine bagli olmaksizin onkojenik veya fonksiyon kazanma aktivitesi
gosterebilir. Mutant p53 RNA veya protein sentezinin olmadigi durumda bile
varhigim1 siirdiirebilir. Niikleusun olmadigi durumlarda dahi p53 aktivasyonuyla
apoptoz ger¢eklesmektedir. Stoplazmik p53 transaktivasyondan bagimsiz olarak
apoptozisi uyarabilir. Yine de niikleer p53 tarafindan diizenlenen transkripsiyon
olmadan endojen stoplazmik p53 islev gormeyebilir. p53 tarafindan transkaktive
edilen promotor dizileri ya ¢ok az homoloji gostermekte ya da hig
gostermemektelerdir. Bu durum mutant p53°iin DNA dizisi yerine DNA nin yapisal
motifine ilgi gosteridigine dair hipotez gelistirilmesine neden olmustur. p53’iin
mutasyon sekli cogu kanser i¢in, 6zellikle gogiis kanseri, belirleyici 6zelliktedir.
Mutant p53; DNA sentezi, hiicre boliinmesi, hiicrenin hayatta kalmasi, kimyasal
direng, anormal sentrozomlar, gen kopyasinda artis, somatik hiicre programlanmasi,
kok hiicre karakterizasyonu, doku yapisinin bozulmasi, anjiyogenez, hiicre gogii,
hiicre invazyonu ve hiicre metastazinda gorev alir [Freed-Pastor and Prives, 2012].

MDM?2; p53’iin transaktivasyon domainine baglanarak bu domainin
fonksiyonunu, buna bagli olarak da p53’iin biyokimyasal aktivitesini engeller.
MDM?2 ayni zamanda p53’e 6zel bir E3 ubiquitin ligaz gibi davranarak, p53’iin
ubiquitinasyonuna ve proteozamal yikimina yol agar [Levine and Oren, 2009].

MDM2 geni p53’iin direkt transkripsiyonel hedeflerinden biridir. p53 ve
MDM?2 arasinda negatif geri besleme mekanizmasi bulundugundan p53’iin MDM?2
ifadelenmesini arttirmasi p53 parg¢alanmasina ve p53 aktivitesinin azalmasina neden
olur. MDMX de p53’tn N terminal bolgesine baglanarak aktivitesini
engellemektedir. MDM2’nin E3 ligaz aktivitesi i¢in ilk olarak MDMX ile dimer
olusturmas1 gerekmektedir MDM2 veya MDMX’in inaktivasyonu asir1 p53
aktivasyonu sonucunda farelerde erken embriyonik déonemde 6liim gerceklesmesine

neden olmustur. MDM2-p53 negatif geri besleme mekanizmasinin bozulma sebebi
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olarak mutant p53’tin MDM2’yi transkripsiyonel olarak aktive edememesi
gosterilmektedir [Freed-Pastor and Prives, 2012].

p53 apoptozu iki farkli sekilde diizenler; Dissal ve igsel yolaktaki apoptozu
diizenleyici molekiillerin transkripsiyonel aktivasyonu veya Bcl-2 ailesi proteinleri
ile mitokondriyal membranlar arasindaki iliskiye bagli olarak mitokondriyal
membran fizyolojisinde degisiklik.

p53 indiiksiyonu DR4 ve DRS5 genlerinin fazla ifadelenmesine neden
olmaktadir. p53 ayn1 zamanda 6zellikle kaspaz-8 gibi Oncii reseptdr sinyallerinin ve
kaspaz-8 aktivatorii olan PERP proteininin ifadelenmesini uyarir.

p53 mitokondriyal ve post-mitokondriyal apoptoz sinyalinde gorev alan ¢ok
sayida genin (Bax, PUMA, NOXA, Apaf-1, Kaspaz-9) transaktivasyonuna ve bu
aktivasyon sonucunda mitokondri membran biitiinliigiiniin bozulmasina ve kaspaz
aktivasyonuna sebep olur. p53 kaspaz 8 ve 9'un yam sira kaspaz-2 araciligiyla
apoptoz baslamasmi da diizenler. Kaspaz-2 direkt olarak o6lim kaspazlarini
aktiflestirmemesine ragmen mitokondri zarinin gecirgenliginin artmasina yol agarak
programlanmis hiicre 6liimiinii uyarir [Stegh, 2012].

Stres sinyaline cevap olarak stoplazmik p53 mitokondriye translokasyon yapar
ve burada Bcl-2 ailesi iiyeleriyle etkilesime girerek onlarin inhibisyonunu ya da
aktivasyonunu saglayabilir. Bunun sonucunda mitokondri zarinin gegirgenligi artar
ve kaspazlar aktif hale gelir. Bu translokasyon p53 bagimli apoptozda gerceklesirken,
p53 bagimli hiicre dongiisii durdurulmasinda veya p53 bagimsiz apoptozda
gerceklesmez.

p53°in Bcl-x1/2 ile olan etkilesimi tamamen elektrostatiktir. p53°lin pozitif
yikli DNA baglanma domaini, Bcl-xI/2’nin negatif yikli asidik yiizeyiyle
etkilesime girer. p53°ln ¢ekirdek domaini ayni zamanda mitokondriyal dis
membranda bulunan Bak proteiniyle etkilesime girerek onun Mcl-1 baglanmasini
engeller ve aktif formda kalmasini saglar.

Stress olmayan kosullarda p53 sitozolik Bcel-x1 ile kompleks durumundadir.
Stres durumunda ilk olarak p53 hedef geni olan Puma’y1 transaktive eder. Fazla
miktarda tiretilen PUMA p53°i Bcel-x1’den ayirarak aktivasyonunu saglar ve kendisi
Bcl-xI’yle kompleks olusturarak olasi bir etkilesimi engeller. Serbest formdaki p53
stozolik Bax’1 aktive eder. Bu yolakta p53 aktivasyonu i¢in Puma ve Bax
gerekliyken, 6liim sinyali tarafindan uyarilan p53°{in translokasyonu Puma ve Baxtan

bagimsizdir. Mitokondriyal p53 ¢ok etkilidir ve tBid’in ¢oziilebilir ve ¢oziilemez
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apoptogenik faktorlerin salgilanmasini saglamasina yardimci olur ve bu siiregte de
Puma ve Bax’a ihtiya¢ duyulmaz. p53 gorevli diger proteinlerin olmadig1 durumlarda
da Bax’1 aktive edebilir [ Vaseva and Moll, 2009].

p53 DNA hasaria cevap olarak gerceklesen katepsin Q transaktivasyonunu
sagladig1 i¢in programlanmis nekrozla da baglantili goriinmektedir. Katepsin Q
lizozomal bir proteazdir ve sitozolde ROS ile birlikte ¢alisarak hiicresel substratlarin
parcalanmasinda ve programlanmis nekrozun uyarilmasinda gorev alir [Stegh, 2012].

p53 otofajiden sorumlu genleri transaktive edebilmesine ragmen, p53’lin
normal seviyeleri otofajiyi inhibe etmektedir. p53 iizerinde meydana gelen
delesyonlar veya kimyasal inhibisyonlar otofajiyi uyarmaktadir. Otofaji baskilanmasi
stoplazmik p53°e baghdir ve otofajinin gergceklesmesi i¢in, otofajinin fizyolojik
uyaricilarinin stoplazmik p53 molekiillerini yok etmesi gerekmektedir. Stoplazmik
p53 otofajinin pozitif diizenleyicisi olan AMP-bagimli kinazin inhibisyonundan ve
negatif diizenleyicisi olan mTOR'un aktivasyonundan sorumludur.

Normal p53 seviyeleri otofajiyi engellerken otofajinin engellenmesinin
genellikle kanserlesmeyle baglantili olmasi bu durumun mutant p53 aktivitesi sonucu
gerceklestigini ortaya ¢ikarmistir. DNA baglanma bolgesi silinen p53 molekiillerinin
otofajiyi engelleme yeteneklerinde bir azalma olmamasi bu durumun p53’iin yapisal
Ozellikleriyle baglantili olmadigin1 ortaya c¢ikarmistir. Ayni sekilde p53’iin
fonksiyonunda degisiklige neden olan nokta mutasyonlarinin otofaji inhibisyonuna
olan etkisi incelendiginde herhangi bir fark goériilmemistir. Bu durum p53 ve otofaji
iligkisinin farkli bir yolla gergeklestigini gostermektedir [Levine and Oren, 2009].

p53; PUMA, NOXA ve PIG3'in fazla ifadelenmesiyle ROS {iretimini uyararak
apoptoz ve yaslanma gibi siiregleri kontrol edebilmektedir. Yiiksek stres seviyeleri
ROS iiretimini uyararak hiicre 6liimiine neden olurken, ortalama stres seviyeleri
p53’iin ROS iiretimine kars1 fonksiyonlarini uyararak hata onarimini ve hiicrenin

hayatta kalmasini saglar [Stegh, 2012].

2.4.4. Poli ADP-Riboz Polimeraz (PARP)

PARP, NAD"y1 substrat olarak kullanarak ADP-riboz polimerlerini
sentezleyen ve hedef proteinlerin glutamat, aspartat veya lizinlerine transferini
saglayan polimeraz enzimidir. PARP ailesinin {iyeleri PARP imza motifi ad1 verilen
ve aktif bolgede yer alan ¢ok korunmus bir diziye sahiplerdir. PARP 1-5 asil PARP
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aktivitesini gosteren enzimlerdir. PARP 6-8, 10-12 ve 14-16, sadece bir molekiil
ADP-riboz molekiilii transfer edebilmekteyken, PARP 9 ve 13 NAD" baglanma
bolgeleri olmadig i¢in neredeyse inaktif formdalardir. PARP-1 ve PARP-2, PAR
molekiillerinin ~ baglanmasim1 ~ katalizleyerek  hasar  bolgelerinde  kromatin
dekondensasyonuna, onarim mekanizmalarinin aktif hale gelmesine ve DNA
hasarinin onarilmasina yol agarlar. PARP molekiillerinin hem hedef proteinleri hem
de hedef DNA dizileri birbirlerinden farklidir. Dolayisiyla herbirinin kendine 6zel
biyolojik fonksiyonu bulunmaktadir. DNA hasar1 sirasinda gerceklesen PARP
tiretiminin %90’indan PARP-1 sorumludur. PARP molekiillerinde bulunan DNAN
baglanma domaini, DNA hasarin1 tanimadan sorumlu iki ¢inko parmak bdolgesi igerir.
B domaini ise niikleer lokalizasyon sinyali ve kaspaz-3 icin kesim bdlgesi
icermektedir. PARP-1 daha ¢ok DNA’daki tek zincir hasarlarinda baglanirken,
PARP-2 DNA'da olusan bosluklara baglanmaktadir. PARP histonlara PAR
baglayarak kromatin yapisinin modifikasyonunu saglar. PARP-1, DNA hasar1 olan
bolgelerde gegici kromatin yapisi olusturarak transkripsiyonu baskilar ve DNA
hasarimin diizeltilmesine olanak saglar. Hasar olmadig1 zamanlarda ise PARP siirekli
transkribe olan genlerin promotdr bolgelerine baglanarak buralarda kromatin
yapisinin olugmasini engeller ve transkripsiyonun devamliligini saglar. Malignant
lenfoma, Ewing’s sarkoma, gogiis, akciger, karaciger, mesane ve yumurtalik kanseri
gibi ¢ok sayida kanser tiiriinde PARP-1’in hem mRNA hem de protein seviyesinde
fazla miktarda ifadelendigi gosterilmistir [ Yelamos et al., 2011].

PARP-1 normal kosullarda en aktif transkribe olan genlerin promotor
bolgelerinde yer alir. DNA hasar1 gergeklestigi zaman PARP-1 hasarin bulundugu
yere dogru relokalize olur. Bu durum promotorlerin etrafindaki PARP-1 molekiillerin
tamaminin konumunun degismesine yol acar [Krishnakumar and Kraus, 2010]. DNA
hasar1 olmadig1 durumda poly ADP ribozilasyon ¢ok seyrek gergeklesirken, DNA
hasar1 sirasinda 100 kat artmaktadir. PARP-1 inhibisyonu kaspaz-3, -7 ve -9’un
aktivasyonunu azaltmaktadir [Zhang et al., 2012].

PARP, stres sensorii ve stres cevabinin diizenleyicisi olarak da tanimlanabilir.
PARP, NAD molekiillerini ADP-riboz monomerlerini elde etmek igin kullanarak,
PAR polimerlerinin histonlar, DNA tamir proteinleri, transkripsiyon faktdrleri,
kromatin diizenleyicileri gibi hedef molekiillere ve kendisine baglanmasini katalizler.
Genotoksik stres sonucu aktif hale gelen PARP hem niikleozom yapisinda bulunan

DNA'ya hem de hasarli DNA yapilarina baglanabilir. JNK-1 tarafindan fosforlanarak
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hidrojen peroksit tarafindan uyarilan hiicre Olimi sirasinda aktivasyonunun
devamini saglayan PARP, oksidatif hasarin oldugu durumlarda DNA onarimini
saglayarak ve okside olmus niikleer proteinlerin ortadan kaldirilmasina yardimei
olarak hiicre homeostazisinin yeniden kurulmasina yardimci olur. PARP aktivitesinin
inhibisyonu hiicrede protein karbonil igeriginin ve oksidize DNA'nin artmasina
neden olmaktadir. Aktif PARP molekiilii p53 proteininin stabilizasyonunu saglayarak
apoptotik siirecin baglamasina yardimc1 olur. Aktif kaspazlar PARP-1 molekiiliinii 24
kDa ve 89 kDa’lik iki fragment halinde keserek, PARP-1’1in asir1 aktivasyonu sonucu
olusabilecek NAD" ve ATP miktarlarindaki azalmay1 engeller ve nekrozdan kagist
saglar. PARP-1’in asir1 aktive oldugu durumlarda, hiicresel NAD" ve ATP stoklart
tilkenmekte ve hiicre enerji krizi yiiziinden apoptotik yolak yerine nekroz yolagina
girmektedir [Luo and Kraus, 2012].

PARP apoptoz sorasinda kaspazlar tarafindan, oOzellikle kaspaz-3,
kesilmektedir. DNA hasar1 ger¢eklestigi zaman PARP hasarin oldugu zincire baglanir
ve NAD" kullanarak uzun PAR zincirleri sentezler. PARP’1n bu polimeraz etkinligi
biiyiik 6l¢iide DNA hasarina baglidir. Bu durum hiicrede siirekli NAD" sentezine ve
buna bagli olarak da ATP miktarinda azalmaya neden olmaktadir. ATP miktarindaki
bu azalma c¢ogu hiicre tipinde DNA hasarina bagli hiicre dliimiiniin asil sebebidir.
Yiiksek miktarda ATP bulunduran hiicreler apoptozis yolagina girmekteyken, diisiik
ATP seviyeleri nekroza neden olmaktadir [Herceg and Wang, 1999].

Apoptoz sirasinda gerceklesen olaylardan biri de DNA onariminda, DNA
stabilitesinde ve transkripsiyonun diizenlenmesinde gorevli olan PARP enziminin
kaspaz -3 ve -7 tarafindan kesilmesidir. PARP-1’in kesimi sonucu, DNA’ya
baglanmadan sorumlu iki ¢inko parmak motifi otomodifikasyon ve katalitik
domainlerden ayrilir ve bodylece PARP’in hasarli DNA bdlgesine baglanmasi
engellenir. PARP’1n kesimi apoptoz sirasinda genel olarak goriilen bir olay olmasina
ragmen PARP varlig1 apoptoz i¢in esansiyel degildir. PARP-1 bulunmayan hiicreler
DNA hasarina yol acan ajanlara kars1 daha hassaslardir. TNF’nin uyardig1 oksidatif
stres ve DNA hasar1 PARP’nin aktivasyonuna, bu aktivasyon da ATP miktarinda
azalmaya ve nekroza neden olmaktadir. CD95’e bagl olarak gerceklesen apoptozis
sirasinda kesimle PARP inaktif hale getirilir ve apoptotik siirecin devamliligt saglanir

[Los et al., 2002].
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2.5. Sinyal Yolaklari

2.5.1. Mitojen Tarafindan Aktive Edilen Protein Kinazlar (MAPKSs)

Mitojen tarafindan aktive edilen protein kinazlar (MAPKSs), hiicre i¢i sinyalleri
diizenleyen serin treonin kinazlar ailesinin iiyeleridir. Okaryotik hiicrelerin hepsinde
bulunurlar. Hiicre ¢ekirdeginden bilgi aktarilmasi konusunda ¢ok onemli bir yere
sahip olan MAPK’lar, transformasyon, Oliim, yasam, farklilasma ve hiicre
proliferasyonunu da igeren c¢ok c¢esitli hiicresel aktivitelerde gorev alirlar. Sekil
2.20°de goriildiigii gibi [Kim and Choi, 2009], memeli MAPK ailesi temel olarak ii¢
gruba ayrilir; Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinazlar (ERK) ailesi, p38 MAPK
ailesi ve stres aktive edici protein olarak da bilinen, c-Jun NH,- terminal kinaz (JNK)
ailesi. MAPK sinyalleri en az 3 bilesenden olugmaktadir. Aktivasyonun sinyal
iletimini baslatmasinin ardindan, MAP3K (MAP kinaz kinaz kinaz) aktiflestirilir.
Aktiflesen MAP3K, MAP2K’i (MAP kinaz kinaz) ve ardindan MAPK’1 (MAP
kinaz) aktive etmektedir. Aktif hale gelen MAPK ’ler ise diger protein kinazlar1 ve
transkripsiyon faktorlerini fosforilleyerek aktif hale getirirler ve cevap olusumu

gercgeklesir.

2.5.1.1. p38 Sinyal Yolag1

Bir diger MAPK ailesi iiyesi olan p38 sinyal yolagiin p38-a, -B, -y, -0 olmak
lizere 4 adet izoformu bilinmektedir [Kim and Choi, 2010]. Cok c¢esitli hiicresel
uyarilar, p38 sinyal yolagini aktive edebilir. Hiperosmalarite, 1s1 soku, radyasyon gibi
birgok stress kaynagina cevap olarak p38 yolagi aktive olmaktadir. Bunlarin yaninda
interlokinler, tiimor nekrosis faktor-a (TNF-a), transforme edici biliylime faktorii-f3
(TGF-B) gibi pro-inflamatuar sitokinlerin hiicreye uygulanmasi da bu yolag: aktive
edebilmektedir. p38 ile yapilan c¢aligmalar sonucunda, p38’in serin kinaz
aktivitesinin, transkripsiyon faktorlerinin fosforillenmesi ve gen transkripsiyonunun
diizenlenmesi, sitokin T{retiminin uyarilmasi, aktin sitoiskelet elemanlarinin
diizenlenmesi gibi etkilerinin yaninda apoptozun uyarilmasi ve hiicre farklilagmasi
gibi etkilerinin de oldugu goriilmiistiir. p38 yolagimin aktivasyonu, gelen uyarinin

tiiriine gére farkli cevaplar olugsmasia sebep olabilmektedir. Ornegin, eritropoetin-
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bagimh farklilasmada p38 hiicre farklilasmasinda goérev alirken, akut promiyolitik
16semi hiicrelerinde negatif diizenleyici olarak etki gosterir. Bunun yaninda p38’in
hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik etkilerinin oldugu da bilinmektedir.

p38 sinyal yolagi aktive olurken, ERK sinyal yolagina benzer sekilde, aktif
hale gelen molekiil bir sonraki molekiiliin substrati olarak gorev alir. p38 MAP
kinazin (MAPK), aktif hale gelmesi i¢cin Thr-Gly-Tyr motifinden fosforillenmesi
gerekmektedir. p38’in fosforillenmesi ise bir iist basamagindaki, MKK3, MKK6 ve
ayni zamanda JNK sinyal yolagminda aktivitorii olan MKK4, MAP kinaz kinaz’lari
(MAPKK) tarafindan gerceklestirilir. p38 yolagindaki MAPKK’leri aktiflestiren
proteinler ise, Tak1l, ASK1 ve MLK3 tiir [Platanias, 2003].

2.5.1.2. c-Jun NH;- Terminal Kinazlar (JNK Sinyal Yolagr)

MAP kinaz ailesinin bir diger grubu ise JNK sinyal yolagidir. Bu yolagin
izoform enzimleri ise JNK1, JNK2 ve JNK3’tiir. p38 sinyal yolaginda oldugu gibi,
interlokinler, tiimor nekrosis faktor-o (TNF-a) ve transforme edici biiyiime faktorii-f3
(TGF-B) gibi pro-inflamatuar sitokinler, JNK sinyal yolagin1 da aktive ederler.
Bunlarin yaninda genotoksik, osmotik, hipoksik ya da oksidatif stres gibi hiicresel
stresler de JNK sinyal yolagini aktive edebilirler. Bu yolagin en alt basamaginda JNK
bulunurken, JNK’yi aktive eden MAP2K’ler, MKK4 ve MKK7’dir. MAP2K’leri
aktive eden MAP3K’ler ise ASKI, MEKKI1 ve MLK3’tiir. P38 ve JNK sinyal
yolaklarinin aktive olmasi i¢in gereken MAP3K’ler aynidir. Bunun yaninda bir
MAP2K olan MKK4, hem p38 hem de JNK sinyal yolaginin MAPK ’lerini aktive
edebildigi i¢in bu iki yolak arasinda gegisler olabilmektedir. JNK sinyal yolaginda da
hiicrelerin kaderi, ayn1 p38’de oldugu gibi, hiicre apoptozu, proliferasyonu ya da

farklilagsmasi olabilir [Kim and Choi, 2010].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Gallik asit (GA; 3.,4,5-triphydroxyl-benzoic acid) (G7384) Sigma Aldrich.
RPMI 1640 (R6504), Medium 199 (M5017) Sigma Aldrich, Fetal Bovine Serum
(Hyclone, SV30180.03), Penicillin-Streptomycin (Hyclone, SV30010), Sodyum-
bikarbonat (Sigma- Aldrich S8875), L-glutamin (GIBCO, 25030), EGF (Sigma,
E9644)’dir. Tripsin 10X (Lonza, BE17-160E), Puck’s Salin-A ise, NaCl (Sigma,
S3014), KCI (Sigma, P5405), Glukoz (Sigma, G7021) ve Sodyum Bikarbonat
(Sigma, S8875) kullanilarak hazirlanmistir. Hiicre kiiltiirinde PBS hazirlanirken,
Na,HPO4 (Sigma, S3264) ve KH,PO,4 (Sigma, P9791) kullanilmistir. Dondurma
mediumu hazirlanirken kullanilan DMSO (Sigma, D5879) Sigma-Aldrich’den temin
edilmistir. Deneyler sirasinda kullanilan sinyal yolak inhibitorleri; CL-387,785
(Calbiochem, 233100), SB202190 (Sigma Aldrich, S7067) ve SP600125 (Sigma
Aldrich, S5567)’dir. Agaroz (Sigma Aldrich, A9539) ve Red Safe Nucleic Acid
Staining Solution (Intron, 21141) kullamilmistir. Ayrica, yagsiz siit tozu (%5’lik),
ECL (Thermo  Scientific 32106; Thermo  Scientific = Plus, 32132),
Akrilamit/Bisakrilamit (MP BIAC3752, % 40) kullanilmistir.

3.1.2. Hiicre Hatlan

Met5A kontrol hiicreleri ATCC’den satin alinmisdir. Met5A hiicre hatlarinin
¢ogu ise homojen tipte ve normal plevral hiicrelere benzer [Web 13, 2014].
Kullanilan hiicre hatlar1 MM’ya sahip hastalardan elde edilen SPC212 hiicreleri
Friburg Universitesi Histoloji Embriyoloji Enstitiisii'nden hediye edilmistir. SPC212
hiicre hatlar1, heterojen fenotipe sahiptir, yapiskan ve tek tabakali olarak biiyiirler

[Web 14, 2014].
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3.1.3. Cihaz ve Diger Malzemeler

Hiicre kiiltiirtinde, CO, inkiibatorii (ThermoForma), laminar akim kabini (Hera
Safe), su banyosu (Memmert), 151k mikroskobu (Nikon TMS), santrifiij (Beckman
Coulter, Allegra X-22) kullanilmistir. Bu cihazlarin disinda soliisyonlar hazirlanirken,
hassas terazi (Precisa), manyetik karistirict (Heidolph), pH metre (Mettler Toledo),
otoklav (Hirayama, HVE-50), vortex (yellowline TTS2) kullanilmistir. Plaka
okuyucu (Thermo, Varioskan Flash), jel goriintiileme sistemi (BioRad, ChemiDoc
XRS+), dikey elektroforez ve transfer sistemi (BioRad Mini Protean), sogutmali
mikrosantrifiij (Beckman Coulter, 22R), mikrosantrifij (Beckman Coulter,
Microfugel6), orbital shaker (IKA, Yellow line), 1sitict blok (VWR) kullanilmustir.
Hiicreler ve bazi kimyasallar, -80°C dondurucu (Sanyo, MDF-192) ve siv1 azot tanki
(Arpege 140)'nda saklanmistir. Ayrica 96 kuyulu doku kiiltiirii plate’ler (92096)
TPP’den temin edilmistir.

3.1.4. Kullanilan Soliisyonlar

e M199

4,75 gr Medium 199 ve 0,62 gr NaHCO; tartilarak, ayr1 ayr1 50’ser ml
otoklavlanmis distile su iginde, manyetik karistirict kullanilarak iyice ¢oziilmiistiir.
Iyice homojen hale gelen ¢ozeltiler 0,22 uM’lik filtre kullanilarak sterilize edilmistir.
Ardindan bu karisim, 333 ml otoklavlanmis distile suya eklenmistir. 5 ml pen/strep
(toplam hacmin %]1°1), 50 ml FBS (toplam hacmin %10’u), 10 ml HEPES (son
konsantrasyon 20 mM), 2 ml L-glutamin (son konsantrasyon 0,75 mM), karigimin
icine eklenmistir. Son olarak 1445 pl hidroksikortizon, 250 pl insiilin ve 10 pl EGF

kullanilarak pH 7,2-7,4 arasina ayarlanmistir.

e RPMI

5,2 gr RPMI ve 1 gr NaHCO; tartilarak, ayr1 ayri 50’ser ml otoklavlanmis
distile su i¢inde, manyetik karistirici kullanilarak iyice ¢oziilmiistiir. Daha sonra 0,22
uM’lik filtreden gecirilerek sterilize edilmistir. Ardindan bu karigimin i¢ine 345 ml
otoklavlanmis su eklenmistir. 5 ml pen/strep (toplam hacmin %1°1) ve 50 ml FBS

(toplam hacmin %10°u) eklenerek pH’1 7,2-7,4 arasina ayarlanmistir.
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¢ 10X PBS

80 gr NaCl (son konsantrasyon 1370 mM), 2 gr KCl (son konsantrasyon
27mM), 14,49 gr Na,HPO, (son konsantrasyon 100 mM) ve 2,49 gr KH,PO, (son
konsantrasyon 20 mM) tartilarak yaklasik 100 ml otoklavlanmis distile su iginde
magnetik karistirict yardimiyla homojen hale gelinceye kadar karistirilmistir.
Ardindan 0,22 uM’lik filtre yardimiyla sterilize edilir ve son hacmi otoklavlanmis

distile su ile 1 1t’ye tamamlanir. pH’1 7,4'e ayarlandiktan sonra kullanilmistir.

e Puck's Saline A

8 gr NaCl, 0,4 gr KCl, 1,0 gr Glukoz, 0,005 gr Fenol red ve 0,35 gr NaHCO;
ayr1 ayn tartilarak ayni beherin i¢ine konulmustur. Ustlerine 100 ml otoklavlanmis
distile su konularak manyetik karistiricida homojen bir karisim elde edilinceye kadar

karistirilmistir. Ardindan tiim karigim 1 1t’ye tamamlanarak pH’1 7,2’ye ayarlanmistir.

e 1 X Tripsin
Ticari firmalardan aliman 10X’lik tripsin, 1X’lik Puck’s Salin A kullanilarak

1:10 oraninda seyreltilip hiicre kiiltiirii caligmalarinda kullanilmastir.

¢ Gallik Asit (GA)

Gallik asitin ana stogu hazirlanirken Oncelikle etanol i¢inde ¢oziinmiistiir.
100mM’lik ana stok hazirlanirken, 17,01 mg gallik asit tartilarak, bir ependorf i¢inde
1 ml etanolle kanistirip iyice ¢Oziilmiistiir. Ara stoklar serumsuz besiyeri kullanilarak

hazirlanmustir.

¢ SB202190
Ana stok hazirlanirken 5 mg inhibitér 1,32 ml DMSO ig¢inde ¢oziilmiistiir.

Ardindan ara stoklar hazirlanarak deneylerde kullanilmistr.
¢ SP600125

Ana stok hazirlanirken 10 mg 1,82 ml DMSO i¢inde ¢oziilmiistiir. Ardindan ara

stoklar hazirlanarak deneylerde kullanilmistir.
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e Hiicre Dondurma (stok) soliisyonu

FBS ve DMSO, hacimce %5 (v/v) olacak sekilde karistirilarak stok c¢ozelti
hazirlanmistir. Ornegin; son hacmi 50 ml olacak sekilde hazirlanan stok soliisyonunu
hazirlamak i¢in 47,5 ml FBS ve 2,5 ml DMSO kullanmak gerekmektedir. Hazirlanan
stok ¢oOzelti -20° C’de saklanmustir.

¢ 10X SDS-Yiiriitme Tamponu

30,3 gr Tris Base, 144,1 gr Glisin ve 10 gr SDS ayr1 ayr tartilarak bir beherin
icine konmustur. 100 ml distile su ile magnetik karistiricida karistirilarak iyice
cOziinmeleri saglanmistir. Karisimin homojenitesi saglandiktan sonra distile su ile 1

It’ye tamamlanmuistir.

¢ 10X Transfer Tamponu
30,3 gr Tris Base ve 144,1 gr Glisin ayr ayr tartilarak beher i¢cinde 100 ml

distile su i¢inde ¢ozlilmiistiir. Ardindan distile su ile 1 It’ye tamamlanmaistir.

¢4X SDS Yiikleme (Laemmli) Boyast

0,134 ml Tris-HCI (0,2 M pH: 6,8), 0,8 gr SDS (%40 SDS’ten 0,4 ml), %40
gliserol (0,8 ml), %0,4 (w/v) Bromophenol Blue (%3’liikkten 0,267 ml) ve B-
Merkaptoetanol (%100’liik olan stoktan 0,4 ml) bir ependorfun i¢ine konularak son
hacim 2 ml olacak sekilde distile su eklenmistir. Eperdorfun icindeki tiim
kimyasallarin iyice karigsmasi saglanarak karisim homojen hale geldikten sonra

alimiinyum folyo ile sarilarak -20°C’de saklanmuistur.

¢ [0X TBS
0,5 M Tris-HCI (%100’lik Tris-HCI’den 250 ml, pH:7,4) ve 1,5 M NaCl (4 M
NaCl’den 187,5 ml) yaklasitk 800 ml distile su i¢inde ¢oziilip pH’1 7,4-7,6’ya

ayarlanarak son hacim 1 It’ye tamamlanmustir.

¢ IX TBS-T

10X TBS tamponu 1:10 oraninda distile su ile seyreltilerek 1X TBS tamponu
elde edilmistir. Hazirlanan 1X TBS tamponu i¢ine %0,1 (v/v) olacak sekilde
Tween20 eklenerek 1X TBS-T hazirlanmstir.
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e Membran Bloklama Soliisyonu
Hazirlanacak hacim miktarinin %5°1 (w/v) kadar siit tozu tartilarak 1X TBS-T

icinde ¢oziilerek membran bloklama soliisyonu hazirlanmistir.

o Tris-HCl

SDS-Poliakrilamid jel i¢in iki ayr1 Tris-HCI ¢6zeltisi gerekmektedir. Tris-HCI,
1,5 M’lik (pH 8,8) ve 1 M’lik (pH 6,8) olarak hazirlanmistir. Istenilen hacim igin 1,5
M olacak sekilde distile su i¢inde ¢oziilmiistiir. Ardindan pH’lar1 8,8 ve 6,8 olacak

sekilde ayarlanip ¢ozeltiler son hacimlerine tamamlanmustir.

50X TAE

Distile su igerisinde 0,5 M EDTA c¢ozeltisi hazirlanip pH’s1 yaklasik 8’e
ayarlanmistir. Bagka bir beher i¢cinde 242 gr Tris yaklasik 700 ml distile su i¢inde
¢cozlilmiistlir. Ardindan 57,1 ml glasiyel asetik asit ve 100 ml 0,5 M EDTA eklenip

¢ozeltinin pH’1 8,5’e ayarlanmistir. Son olarak toplam hacim 1 L’ye tamamlanmuistir.

¢ IX TAE
Agaroz jel hazirlanirken ya da TAE yiiriitme tamponu olarak kullanilacagi

zaman, 50X TAE, 1:50 oraninda distile su ile seyreltilerek kullanilmistir.

3.1.5. Kullanilan Kit ve Antikorlar

Caspase-3 (Cell signalling, 9608), Caspase-8 (Cell Signalling, 9746), Caspase-
9 (Cell signalling, 9508), p5S3 (SC-98), p-p53 (9284), PARP, B-aktin antikorlar
kullanilmistir.  Ayrica, BCA Protein Assay Kit (Thermo, 23227), Caspace-8
Colorimetric Assay Kit (K113-200), Caspace-9 Colorimetric Assay Kit (K119-200)
ve Quick Apoptotic DNA Detection Kit (Biovision, K120-50) kullanilmstur.
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii ve Alt Kiiltiirleme

Met5A hiicreleri M199, SPC212 hiicreleri ise RPMI 1640 besiyerlerinde,
37°C’de %5 CO; ortam kosullarini saglayan inkiibatorde biiyitiilmiistiir. Besiyerleri
%10 FBS icermektedir. Hiicrelerin besiyerleri 2-3 giinde bir degistirilerek %90-100
bliylime oranina ulagmasi beklenmistir. Hiicreler, 1:3 orani1 korunarak alt kiiltiirleme
yapilmistir. Alt kiiltiirleme yapilirken adherent hiicreler 1X Tripsin yardimiyla
kaldirilarak tiipe aktarilmigtir. Ardindan 1000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenen
hiicrelerin, {istteki tripsin besiyeri atilarak, taze besiyeri kullanilarak ekimi

yapilmustir.

3.2.2. Hiicre Stoklanmasi ve Dondurulmus Hiicrelerin Coktiiriilmesi

Tripsin kullanilarak kaldirilan hiicreler, 1000 rpm’de 5 dakika c¢oktiiriliirler.
Ustteki tripsin-besi yeri karigimi atildiktan sonra %5 DMSO, %95 FBS igeren, 1 ml
dondurma soliisyonunda karistirilirlar. Ardindan kriyo tiiplere alinarak bir gece -80°C
tutulurlar. Ertesi giin sivi azot tankina alinarak uzun siireli saklanirlar. Tekrar
kullanilacak hiicreler sivi azot tankindan ¢ikarilarak, hizlica ¢6ziindiiriilmiis ve daha
once 37°C’ye 1sitilan RPMI besi yerinden 7-8 ml ile kanistirilarak 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilirler. Santrifiij sonrasinda iist siipernatant kismi1 atilir. Dibe ¢oken

hiicreler iizerilerine besiyeri eklenerek flasklara ekim yapilir.

3.2.3. DNA Merdivenlenme (Fragmentasyon) Analizleri

40 mm’lik her petride 5 X 10° hiicre olacak sekilde ekim yapildiktan 24 saat
sonra tiim besiyeri yenilenerek 0-200 pm konsantrasyonlarda GA uygulamasi
yapilmistir. GA uygulanmis MetSA ve SPC212 hiicrelerinde, GA’nin DNA {izerinde
yaptig1 etkiyi gozlemlemek amaciyla GA uygulanmis hiicrelerden DNA izolasyonu
yapilarak fragmentlenme agoroz jelde incelenmistir. Hiicrelere 100 uM ve 200 uM
GA konsantrasyonlar1 uygulanarak, 24 ve 48 saatlik hiicre merdivenlenmesi

gozlenmistir.
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3.2.3.1. DNA izolasyonu

Belirlenen saatlerde (24-48 saat) tripsinlenen hiicreler 5 dakika 1000 rpm’de
santrifiij edildikten sonra PBS kullanilarak yikanmistir. Pipet kullanilarak siipernatant
dikkatlice uzaklastirildiktan sonra hiicrelere 35’er ul TE liziz buffer eklenerek
nazikce asagi yukari pipetleme yapilmistir. Ardindan 5 pl RNAaz eklenen 6rnekler
37°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda her ornege 5 pul
proteinaz K eklenerek, iyice karistirildiktan sonra 30 dakika 50°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda her rnege 5’er pl Amonyum asetat soliisyonu ve
50’ser ul izopropanol eklendikten sonra iyice karistirtlan hiicreler, -20°C’de 10
dakika inkiibe edilmistir. DNA’y1 ¢6ktiirmek i¢in her 6rnek 4°C’de, 15 dakika, 13000
rpm’de santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda siipernatant atilarak DNA pelletine 0,5
ml %70’1ik etanol eklenerek ve 4°C’de, 10 dakika, 13000 rpm’de satrifiijlenmistir.
Ependorf i¢indeki etanol atildiktan sonra kalan etanoliin u¢gmasi i¢in 10 — 15 dakika
ependorflarin kapaklar1 agik birakilarak bekletilmistir. Tiim etanol ugtuktan sonra
DNA pelletleri 30 ul DNA siispansiyon buffer’in da homojen olacak sekilde

¢Ozilmiistiir.
3.2.3.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen DNA’lar % 1,2’lik agaroz jelde yiiriitiilmustiir. Agaroz jel (0.72 gr,
60 ml) TAE buffer i¢inde ¢oziilerek ve i¢ine 3 pl red safe eklendikten sonra agaroz
jel kuyularma her ornekten 1’er ug yiiklenerek 5V/cm olacak sekilde 50 V’da

yiirtitiilmiistir.
3.2.4. Kaspaz Aktivite Testleri

SPC212 hiicrelerine GA (Gallik Asit) uygulamasi yapilarak apoptotik
proteinler, kaspaz-8 ve kaspaz-9 proteinlerinin aktivasyonlari, doza ve zamana bagl
analiz edilmistir. 0 - 200 uM konsantrasyonlar1 secilerek, 0 - 48 saatlerinde, GA’in
kaspaz aktivitesi lizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Ekim yapilirken, 150 mm’lik

petri kaplarina her bir petride 5 x 10° hiicre olacak sekilde ekim yapildiktan sonra 24
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saat sonra her bir petrideki besiyerleri c¢ekilerek besiyeri tazelenmis ve son

molaritelere uygun olacak sekilde GA uygulamasi yapilmistir.

3.2.4.1. Hiicre Lizizi

12, 24 ve 48. saatlerde petrilerin i¢indeki besiyerleri uzaklastirilarak PBS ile
hiicreler toplandiktan sonra 5 dakika 1000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiijden
sonra besiyerleri atilarak hiicreler iizerine (200’ser pl) liziz buffer eklenerek ve
hiicrelerin zarlarinin pargalanmasi saglanmistir. Ependorflar buz iizerinde 10 dakika
bekletilerek inkiibe edildikten sonra, 10000 g’de 1 dakika santriflij edilip ornekler

ileri kullanimlar i¢in -20° C’de saklanmustir.

3.2.4.2. Protein Miktarinin Belirlenmesi (BCA Yontemi)

Protein miktarlarmin belirlenmesi i¢in BCA yéntemi kullanilmistir. Oncelikle
BSA standartlari, son konsantrasyonlari; 0,125 mg/ml - 2 mg/ml olacak sekilde
hazirlanmistir. BCA protein belirleme kiti kullanilarak, ¢alisma soliisyonu hazirlandi.
1000 pl Reaktif A ile 20 pl Reaktif B soliisyonu karistirilarak elde edilen ¢aligma
reaktifi, 1siktan olabildigince uzak tutularak hazirlanmisti. Her bir BSA
standardindan 10’ar pl alip 96 kuyulu microplate’in ikiser kuyusuna konulmustur.
Kor olarak kaspaz-8, -9 kiti icinde bulunan ve deneylerde kullanilan liziz buffer
kullanilmistir. Standartlarin eklendigi kuyulara calisma soliisyonlar1 eklenerek 30
saniye c¢alkalayici ile iyice karigmalar1 saglanmistir. Karanlik ortamda 37°C’de 30
dakika boyunca inkiibe edilen 6rneklerin 562 nm’de standartlarin absorbans 6l¢iimii
yapilarak elde edilen absorbans degerleri ile excel kullanilarak standart grafigi

cizilerek orneklerin protein miktarlarinin tayininde kullanilmistir.

3.2.4.3. Kaspaz 8 ve 9 Proteinlerinin Aktivasyonlarinin Belirlenmesi

Kaspaz 8 ve kaspaz 9 proteinlerinin aktivasyonunu 6l¢mek i¢in her bir 6rnekte
100 pg proteinin kag pl lizatta bulundugu hesaplanmistitr. Buna gore 96’lik plate’e
her bir kuyuda 100 pg protein olacak sekilde ¢iftli olarak hazirlanmigtir. Kuyulardaki

hacimler 50 pl olacak sekilde liziz buffer ile tamamlandiktan sonra her bir kuyuya,
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10 mM DTT igeren (Her 1 ml’lik 2X reaction buffer i¢cin 10 pul DTT), 50’er ul 2X
reaction buffer ve 5’er ul 4mM substrat eklenmistir. Ornekler 37°C’de 2 saat inkiibe

edildi. Varioskan cihazi ile 405 nm’de 6l¢tim yapilmistir.
3.2.5. Sinyal Yolak Inhibitorleri ve Kaspaz Aktivitelerinin Ol¢iimii

P38 sinyal yolag: inhibisyonu i¢in SB202190, JNK sinyal yolagi inhibisyonu
icin SP60012 ve GA kullanilarak Kaspaz-8 ve kaspaz-9 kolorimetrik aktiviteleri
degerlendirilmistir. Bu deneyler yapilirken SB, SP ve CL inhibitorlerinin son
konsantrasyonu 10 pM olarak se¢ilmistir. Hiicre ekiminin ardindan, hiicreler 24 saat
boyunca 37°C, %5 CO,, igeren ortamda inkiibe edildikten sonra besiyerleri
yenilenerek ilgili konsantrasyonlardaki sinyal yolak inhibitorleri eklenmistir. 2 saat
sonra son konsatrasyonlar1 75 puM, 100 puM ve 200 puM olacak sekilde GA
uygulamalar1 yapilmistir. Protein konsantrasyonlar1 belirlenerek kaspaz aktiviteleri

Olciilmiistiir.

3.2.6. Gallik Asitin Kaspaz 8 ve 9, pS3 ve PARP Proteinlerine
Etkisinin Incelenmesi

3.2.6.1. Proteinlerin Eldesi ve Total Protein Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

Her petride 2X10° hiicre olacak sekilde ekim yapildiktan 24 saat sonra GA
uygulamasi (0 - 200 uM) yapilmistir. Belirlenen saatin sonunda hiicrelerin besiyerleri
atilip petriler tizerine 2’ser ml soguk PBS eklenmistir. Hiicreler kazinarak tiiplere
alinmis 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra silipernatant kismi atilarak
elde kalan hiicrelerin {izerilerine, proteaz ve fosfataz inhibitoér karisimi eklenerek
soguk liziz tamponundan 200 pl eklenmistir. Liziz, insiilin enjektorii kullanilarak
yapilmigtir. Proteinleri elde etmek icin tiipler 14000Xg’de 7 dakika 4°C sicaklikta
santrifiij edildikten sonra 3.2.4.2.’da anlatildig1 sekilde BCA protein analizi yapilarak

toplam protein miktarlar1 belirlenmistir.
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3.2.6.2. SDS-PAGE ve Western Blotlama

Belirlenmis konsantrasyonlarda ve 3, 6, 12, 24 saatlerde GA uygulanmis
orneklerin analizleri SDS-PAGE ve Western Blot ile degerlendirilmistir. 15’er pg
ornek 4X 6rnek yiikleme tamponu ile karistirilarak 95°C’de 5 dakika inkiibe edilerek
proteinler denatiire edilmistir. Ardindan Ornekler %10’luk jel kuyularina
yiiklenmistir. Molekiiler agirlik belirteci olarak Thermo scientific page Ruler
prestained protein marker (10-170 kDa) kullanilmistir. 1,5 saat 110 V’da proteinler
PVDF membrana transfer edildikten sonra membran %5 (w/v) yagsiz siit tozu iceren
1X TBS-T igerisinde, 80-100 rpm’de oda sicakliginda 1 saat ¢alkalanarak bloklama
islemi gerceklestirilmistir. Ardindan membran 1X TBS-T ile ii¢ kez (5, 10 ve 5
dakika siireyle) 240 rpm’de calkalanarak yikanmistir. %5°lik yagsiz siit tozu
icerisinde belli oranlarda seyreltilen primer antikorlarlarla +4°C’de, gece boyu, 80-
100 rpm’de calkalanarak inkiibe edilmistir. Primer antikorlar membran {izerinden
aliarak, membran 1X TBS-T ile 3 kez yikanmistir. Ardindan %5°’lik yagsiz siit tozu
icerisinde belirlenen oranlarda seyreltilerek hazirlanan sekonder (ikincil) antikor
eklenerek ve +4°C’de 1,5 saat 80-100 rpm’de calkalanarak inkiibe edilmistir.
Ardindan membran 1X TBS-T ile 3 kez yikanarak oda sicakliginda 5 dakika ECL
uygulandiktan sonra Bio-Rad Chemi-Doc XRS cihaziyla goriintiilenmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. Gallik Asitin SPC212 Hiicre Morfolojileri Uzerine
Etkisinin Konsantrasyon ve Zamana Bagh Belirlenmesi

Petrilere ekimi yapilan 5X10° sayisindaki SPC212 hiicrelerine (0 - 200 pM)
konsantrasyonlarda GA uygulanarak 24. ve 48. saatlerde 151k mikroskobunda
incelenmistir. 24. saatte kontrol hiicreleri ve 100 uM GA eklenmis hiicreler
morfolojik olarak birbirlerine benzerken, 200 uM GA eklenmis hiicrelerde ise
morfolojik degisimler gozlenmektedir. Bu degisimlere ilaveten GA uygulanmamis
kontrol hiicrelerine gore hiicre sayisinda azalma da belirlenmistir. 48. saatte ise 100
uM ve 200 puM GA uygulanan hiicrelerin normal morfolojilerinde degisim

gozlenirken sayisinda da azalma belirlenmistir.

Sekil 4.1: Kontrol, 100 uM ve 200 uM konsantrasyonlarda GA uygulanmig SPC212
hiicrelerinin a) 24. saatteki ve b) 48. saatteki 40X biiyiitiilmiis mikroskobik
goriintiileri.
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4.2. Gallik Asitin Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi

4.2.1. DNA Fragmentlenmesinin Konsantrasyona ve Zamana Bagh
Belirlenmesi

GA’nin SPC212 ve Met5A hiicrelerinin merdivenlenmesine yol agip
acmayacagi konsantrasyona (0 - 200 uM) ve zamana bagli olarak incelenmistir. 5 X
10° hiicre sayilarak ekimi yapildiktan sonra 24. saatte besiyerleri degistirilen
hiicrelere (100 uM ve 200 uM) konsantrasyonlarda GA uygulamasi yapilmistir. 24.
ve 48. saatlerde bu 6rneklerden DNA izolasyonu yapilmistir. Ardindan % 1,2’lik
agaroz jelde fragmentasyon DNA analizi yapilmistir.

Yapilan calisma sonucunda, GA uygulanan SPC212 ve METS5A kontrol
hiicrelerinde 24. ve 48. saatlerde, kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda, 6zellikle
200 uM’lik konsantrasyonlarda tipik DNA merdivenlenmesi modeli gézlenmese de

degredasyona bagimli smear goriintiisii elde edilmistir.

Sy Wiati A

ngem

Sekil 4.2: GA’nin doza ve zamana bagli olarak spc212 ve Met5A hiicrelerinde sebep
oldugu DNA fragmentasyonu.

4.2.2. Kaspaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

GA uygulanan SPC212 hiicrelerinde kaspaz-8 ve kaspaz-9 protein aktiviteleri
zamana (12 - 48 saat) ve doza bagl olarak (0 - 200 pM) degerlendirilmistir. Hiicre
ekimini izleyen 24 saat sonrasinda besiyerleri tazelenerek GA uygulanmistir.
Belirlenen saatlerde 6rneklerin lizizleri yapildiktan sonra protein miktar1t BCA assay
ile olgiilerek, kaspaz aktivite testleri gergeklestirilmistir (Sekil 4.3). Buna ek olarak
kaspaz-8 ve -9 proteinin kesimlerini incelemek amaciyla protein analizleri

yapilmistir (Sekil 4.4). Sekil 4.3°te istatistik analizleri SPSS programinda Dunnett’s
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ve Benferroni testleriyle gerceklestirilmistir. P degeri *P<0,05 ve #p<0,01
belirlenerek hesaplanmaigtir.

Sonuglara gore, hem kaspaz- 8 hem de kaspaz-9’un aktivitesinin 12. saat i¢cinde
degisim gostermedigi belirlenmistir. 24. saatten itibaren 100 pM ve {izeri
konsantrasyonlarda her iki kaspaz aktivitesinde artis oldugu gézlenmistir.

Protein miktarin1 l¢tiigiimiiz western blot analizi sonuglarina gore, kaspaz-8
proteininin GA uygulanmamis kontrol hiicrelerinde kesiminin gergeklesmedigini
sadece 57 kDa’luk prokaspaz-8’ in goriildiigii belirlenmistir. 100 uM GA uygulanmis
olan hiicrelerde ise prokaspaz-8’in kesimi gerceklestigi i¢in 43 ve 41 kDa’luk bantlar
gbzlenirken, 200 pM GA uygulanmis hiicrelerde bu bantlara ek olarak 18 kDa’luk
bantlar belirlenmistir. Kaspaz-9 proteini seviyesine bakildiginda ise, kaspaz-8
sonuglarma benzer sekilde GA uygulanmamis kontrol hiicrelerinde 47 kDa’ luk
prokaspaz-9 gozlenirken, GA uygulanmis hiicrelerde prokaspaz-9’un kesimi

gerceklesmistir.
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Sekil 4.3: GA’nin SPC212 hiicreleri iizerindeki etkisi.

proteini lizerindeki etkisi.

a) Kaspaz-8 ve b) Kaspaz-9
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Sekil 4.4: Kaspaz -8 ve -9 proteinlerinin hiicredeki degisimlerinin belirlenmesi. a)
24. ve 48. saatlerde kaspaz-8 kesimleri b) 24. saatte ve 48. saatte kaspaz-9 kesimleri.

4.2.3. Sinyal Yolak Inhibitérleri ve Gallik Asit Etkilesiminin Kaspaz
Aktivitesine Etkisinin Belirlenmesi

Stres durumlarinda hiicreleri apoptoza yonlendirdigi bilinen énemli iki sinyal
yolag1 p38 ve JNK sinyal yolaklaridir [Sui et al., 2014]. Bu amagla SPC212 hiicre
hattinda GA aracili apoptoz cevabinin bu iki yolak biinyesinde olup olmadigini analiz
etmek i¢in GA uygulanmasi ile birlikte sinyal yolak inhibitorleri (SB203580 ve
SP600125) de kullanilmastir.

Daha o6nce de bahsedildigi gibi petrilere ekilen hiicrelerin 24 saat sonra
besiyerleri degistirilerek 100 uM konsantrasyonda GA uygulamas1 yapilmistir. GA
uygulamasindan 2 saat 6nce, p38 sinyal yolagi inhibitorii olan SB203580, JNK sinyal
yolagi inhibitorii olan SP600125 ve EGFR inhibitorii olan CL387,785, 10 uM final
konsantrasyonlarda petrilere eklenmistir. Belirlenen zamanlarda lizizleri yapilan
hiicrelerin toplam protein miktar1 BCA yontemi ile olgiilerek kaspaz-8 ve -9 aktivite
deneyleri i¢in protein konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

Sekil 4.5’te gosterildigi gibi, yapilan calisma sonucunda, sadece yolak
inhibitorleri kullanilan O6rneklerde kaspaz aktivasyonunda etkin bir degisim
goriilmemistir. GA ile birlikte p38 sinyal yolagi inhibitorii olan SB203580 uygulanan

hiicrelerde kaspaz 8 ve 9 aktivitesinde azalma gozlenirken, JNK sinyal yolagi
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inhibitorii olan SP600125 (Sekil 4.5 a) ve b)) ve CL387,785 kullanilan hiicrelerde ise
kaspaz aktivitesinde bir degisim gézlenmemistir (Sekil 4.5 c) ve d)).
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Sekil 4.5: INK (SP600125), p38 (SB203580) ve EGFR (CL-387,785) inhibitorleri ile
GA’nin SPC212 hiicre hattindaki kaspaz aktivitesinin degerlendirilmesi. Inhibitorler

10 uM ve GA 100 uM olarak uygulanmistir. a), ¢) Kaspaz-8, b), d) Kaspaz-9

aktivitelerini gostermektedir.
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4.2.4. p53 ve PARP Proteinlerinin Aktivitesinin Belirlenmesi

0 - 200 uM GA uygulanmis hiicrelere 6, 12 ve 24. saatlerde GA uygulamasi
yapilarak p53 fosforilasyonlar1 ve aktivasyonlari ile PARP kesimleri incelenmistir.
Sekil 4.6’da goriildiigii ilizere 6 saat icinde 100 pM ve iizerinde p-p53
fosforilasyonununda kontrole gore artis gosterdigi gézlenmektedir. Bu artis 24 saat
icinde ise azalmistir. Toplam p53 seviyesinin 200 uM konsantrasyonunda 6 saatten
itibaren azalma gozlenirken 100 uM’da bu azalma 24 saat icinde gerceklesmistir
(Sekil 4.6 a)).

PARP proteini bilindigi gibi bir tamir enzimidir. DNA hasarinin fazla oldugu
durumlarda kaspazlar (Kaspaz-3 ve -7) tarafindan kesilmektedir. Kaspazlar Sekil 4.6
b)’de goriildiigii tizere PARP seviyesinde kesime bagli olarak 6. saatten itibaren 200

uM konsantrasyonda azalma gozlenmistir. B-aktin aktarma kontrolii olarak

kullaniimistir.
p-ps3 — e N | T N D | ———— —» 53kDa
ps3 — — — — —— | —— —» s53kDs
B-aktin ——— | —— — — | ——
[ - S0uM  100uM 200uM [ - S0uM  100uM  200uM C S0uM  100uM  Z00uM
a)
PARP T— . e — - e e . e
) - — E——— —— BOKDA
B-aktin
C S0uM  100uM  200uM C S50uM  100uM 200uM € S0uM 100uM 100eM
b)

Sekil 4.6: p53 ve PARP protein seviyeleri 50 pM, 100 uM ve 200 uM GA uygulanan
SPC212 hiicrelerinde a) p-p53, p53 ve b) PARP proteini seviyelerindeki degisimler.
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5. TARTISMA ve SONUC

MM teshisi ve tedavisi gii¢ bir hastaliktir. Bu konuda yapilan ¢alismalarin
sayis1 artmasina ragmen heniiz etkili bir tedavi yontemi bulunamamaistir. GA ise, anti-
timor etkisinden dolayi, farkli kanser tiirlerinde yaygin olarak calisilan ve hiicre
hatlarinda tiimdr fenotipinde gerilemeye yol actigi belirlenmis bir ajandir [Madlener
et al., 2007]. Bilgilerimiz dogrultusunda GA’nin malignant mezotelyoma hiicre
hatlarinda etkisi ile ilgili calisma bulunmamaktadir. Buradan yola ¢ikarak projemizde
iki hiicre hattinda Met5A (Kontrol) ve SPC212 (Malignant mezotelyoma) hiicreleri
kullanilmistir. Daha 6nce GA ile ilgili yaptigimiz diger tez ¢aligmalarinda, GA’nin
sitotoksik etkisi kontrol hiicrelerinde minimum olmasina ragmen, MM hiicrelerinde
daha diisiik konsantrasyonlarda ve kisa siirede sitotoksisite gosterdigi belirlenmistir.
Buna ilaveten benzer calismalar da bu durumu desteklemektedir [You et al., 2010].
GA’nin kanser hiicrelerine gére normal hiicrelerde sitotoksisite gdstermemesi onun
secici bir ajan oldugunu dislindiirmektedir. Calismamizda Oncelikle GA
uygulamasiyla SPC212 hiicrelerindeki degisim morfolojik olarak belirlenmis ve canli
hiicre sayisinda azalma 151k mikroskobunda belirlenmistir. Daha sonra bu azalisin
apoptozla baglantili olup olmadigini arastirmak i¢in DNA merdivenlenmesi ve
Kaspaz aktivasyonlar1 enzimatik olarak degerlendirilmistir. Ilaveten kaspaz
proteinlerinin  kesimleri de incelenmistir. Ek olarak JNK ve p38 MAPK
aktivasyonlarinin GA ile diizenlenen apoptozdaki rolii arastirilmistr.

DNA’nin hasar aldiktan sonra endoniikleaz enzimleriyle 180-200 baz ciftlik
kesimi apoptozun belirteci olarak tanimlanmaktadir [Sreedhar and Csermely, 2004].
SPC212 ve METS5A hiicrelerinde, 24. saatte ve 48. saatte 200 uM GA uygulanan
konsantrasyonlarda DNA’nin pargalandigi gozlenmektedir. Fakat bu pargalanmanin
diizenli sayidaki baz c¢iftlerini olusturacak sekilde degilde, smear goriintiisiinde
oldugu tespit edilmistir. Sonuglarimiz GA’nin, hiicrelerde 100 uM’mn {izerinde
dozlarda DNA’nin par¢alanmasina neden oldugunu isaret etmektedir. Yapilan bir
calisgmada Fumagilin’nin, HUVEC, malignant (HM) ya da normal (NM-1)
mezotelyal hiicre hatlar1 kullanilarak 96 saat icinde DNA merdivenlenmesi
incelenmistir. Alinan sonucglara gore fumagilinin malignant mezotelyoma hiicre
DNA’larinda smear goriintiisiine yol actigr gozlenmistir [Catalono et al., 2010].
Yapilan bir diger c¢aligmada ise, cis-platin uygulanmis olan murin malignant

mezotelyoma hiicrelerinde (AB1, AB12, AC29, AC34) farkli konsantrasyonlarda
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tipik DNA merdivenlenmesi gézlenmistir [Fox et al., 2005]. Tlaveten 16semi hiicre
hatti olan K562 hiicrelerine GA uygulamasi merdivenlenmeye neden olmustur
[Reddy et al., 2012]. DNA fragmentasyonu apoptozun belirteci olsa da her hiicre
tipinde tipik fragmentlenme gozlenemeyebilir. Bu tip goriinlim nekrotik 6liim ya da
seconder nekroz sonucunda da gercgeklesebilir [Kok et al., 2002]. Bu sonuglar
nedeniyle GA’nin uygulanan dozlarda apoptotik etkisinin olup olmadigini belirlemek
amacli olarak kaspaz aktivasyonlari arastirilmistir.

Sonuglar dogrultusunda, SPC212 hiicrelerinde GA’nin 100 uM ve {izeri
dozlarinda, zamana bagli olarak, kaspaz-8 ve kaspaz-9 proteininin aktivasyona
neden oldugu ve bu aktivasyonun 24. saatten baslayarak, 48. saate kadar devam ettigi
belirlenmistir. HeLa hiicreleri ve HUVEC hiicreleri kullanilarak yapilan deneylerde,
(0 - 400 uM) GA uygulanmis olan hiicrelerdeki apoptoz olusumu annexin V ve
rodamin boyama yapilarak degerlendirilmistir. Benzer sekilde 100 uM dozlarda
HeLa hiicrelerinde GA’nin apoptoza neden oldugu gdzlenirken, kontrol HUVEC’te
ise 400 uM fizerinde hiicre 6liimii tespit edilmistir [You et al., 2010]. Daha 6ncede
belirttigimiz gibi diger ¢alismamizda GA’nin normal hiicrelerden ziyade malignant
mezotelyoma proliferasyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir (veri gosterilmiyor). Tez
caligmas1 kapsamindaki GA’nin yarattig1 apoptotik etkinin de bu g¢aligmalarimiza
benzer sekilde 100 uM doz iizerinde ve 24 saat i¢inde gergeklestigi de belirlenmistir.
[lavaten bu sonucu destekler sekilde protein analiz ¢calismalarimizda da kaspaz-8’de
kontrol hiicrelerinde sadece 57 kDa’luk prokaspaz gozlenirken, 100 uM ve 200 uM
GA uygulanmis olan hiicrelerde ise kesilmis p43/p41 ve 18 kDa’luk kesimlerin
oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar dis yolagin aktive olarak kaspaz-8 kesiminin
gergeklestigine, boylece apoptotik sinyalin baslatildigina isaret etmektedir. HL-60
hiicreleriyle yapilmis bir ¢alismada GA igerigi yogun olan Toona sinensis yapraklari
kullanilarak kaspaz-8 protein aktivitesi arastirilmistir. Arastirma sonuglarina gore
Toona sinensis Oziitlinlin, prokaspaz-8’den kaspaz-8 kesimini konsantrasyon ve doza
bagl olarak arttirdig1 goriilmiistiir [Huang et al., 2012]. Buna ilaveten apoptotik i¢
yolagi arastirmak i¢in benzer sekilde kaspaz -9’da da GA uygulanmamuis hiicrelerde,
24 saatte, sadece 47 kDa’luk prokaspaz-9 olarak gozlenmistir. 100 uM ve {isti
dozlarda ise Kaspaz-9 kesiminin gergeklestigini gézlemlemekteyiz. Yapilan diger bir
caligmada DU145 hiicrelerine 100 uM GA uygulanarak zamana bagimli kaspaz
proteini aktivasyonu gozlenmistir. Calisma sonucunda prokaspaz-9’un zamana baglh

olarak miktarinin azaldigi gozlenmistir [Chen et al., 2009]. HL-60 hiicreleri ile
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yapilan ¢alismada ise Toona sinensis 6ziitliinlin prokaspaz-9’un kesilerek kaspaz-9’u
aktive ettigi doza ve zamana bagli olarak gosterilmistir [Huang et al., 2012]. Tiim bu
sonuglar dogrultusunda GA hiicrelerimizde kaspaz-8 ve -9 bagimli apoptoz
yolaklarin1 aktive etmektedir. Buna ilaveten kaspaz aktivasyonlarinda hangi sinyal
yolaginin katkist oldugunu belirlemek amagli olarak p38 ve JNK inhbitorleri
kullanilmistir. Bu sonuglar SB202190°’1n GA muamelesi sonucu olusan kaspaz-8 ve
kaspaz-9 aktivasyonununu bloke ettigini gostermektedir. Buna karsin JNK inhibitorii
ve EGFR inhibitor uygulamasi kaspaz aktivasyonlarinda herhangi bir degisime yol
acmamistir. Bu sonuglar hiicrelerimizde GA ile diizenlenen her iki kaspaz
aktivasyonunun p38 aktivasyonu ile baglantili olabilecegini diisiindlirmektedir.

pS53 protein analizleri de p53 proteininin GA uygulanan hiicrelerde aktive
oldugunu gostermektedir. DNA zarar1 durumunda p53 serin 15 ve 20 artiklarindan
fosforile olmaktadir. Calismamizda kullandigimiz p53 antikoru proteini serin 15
artigindan fosforile oldugu durumda belirlenmektedir. Bu durum GA’nin 100 pM ve
tizeri konsantrasyonlarda DNA hasarina yol actifina isaret etmektedir. Diger bir
caligmamizdan elde ettigimiz bulgularimiz dogrultusunda GA’nin 100 uM ve iizeri
konsantrasyonlarda p38’i aktive ettigini belirledik. Benzer calismalarda p53’iin
aktivasyonunun p38 iizerinden diizenledigi gdsterilmistir [Lin et al., 2011], [Kim et
al., 2005]. Bu kapsamda bulgularimizda p53’iin aktivasyonunun p38 iizerinden
olabilecegini de diisiindiirmektedir.

Arastirmalarimiz kapsaminda bir DNA tamir enzimi olan PARP’1n miktar1 da
aragtirtlmistir. Aliman sonuglara gore, kontrol hiicrelerinde PARP protein seviyesi,
200 uM GA uygulanmis olan konsantrasyonlarda diismektedir. Bu durum PARP’1n,
DNA’nin fazla hasar1 durumunda kaspaz-3 ve -7 tarafindan kesilmesinden
kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirmektedir [Gilliams-Francis et al., 2003]. 200
UM GA’nin hiicreler igin oldukga sitotoksik oldugunu belirtmektedir.

Tiim sonuglarimiz dogrultusunda GA, MM hiicrelerinde hem kaspaz-8 aracili
digsal yolak, hem de kaspaz-9 aracili i¢sel yolak vasitasiyla apoptoza neden
olmaktadir. ilaveten GA tarafindan aktive edilen p38 sinyal yolag1 kaspaz-8 ve -9
aracili apoptoz iizerinde etkilidir. Caligmamizda GA’nin p38 sinyal yolaginin apoptoz
tizerinde etkili olmasi; p53 proteininin aktive olmasi ve p38’in p53°ii aktive ettigiyle
ilgili literatiir calismalarina da dayanarak, p38 sinyal yolagi iizerinden aktive
oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica PARP proteininin, 200 uM GA kullanilan

hiicrelerde miktarinin azalmast GA’nin DNA’ya verdigi asir1 hasardan dolay1 kaspaz
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proteinlerinin PARP’1 kesmesinden dolayr oldugunu diisiinmekteyiz. Gelecek
caligmalarda, kaspaz-8 ve kaspaz-9 sinyal yolaklar1 arasinda gorev alan Bid proteinin
aktivasyonu incelenerek igsel ve digsal yolak arasinda herhangi bir etkilesim olup
olmadigimmin goézlenmesi, ayrica p38 sinyal yolaginda yer alan araci molekiillerin
incelenmesi ve apoptoz sinyalinin hangi molekiillerin rotastyla iletildigi arastirilmasi
diistiniilmektedir. Tim bu sonuglar incelendiginde GA’nin anti-proliferatif ve
apoptotik bir ajan olarak kanser tedavisinde kullanilabilir bir aday olduguna isaret

etmektedir.
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