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OZET

Malignant mezotelyoma (MM) 6zellikle asbeste uzun siire maruz kalma sonucu
gelisen kotii huylu bir kanser tiiridiir. Sigara igmeye bagli olarak gelisen akciger
kanseri ise Olim nedenleri arasinda diinya ¢apinda ikinci sirada yer alir. Her iki
hastalik da hem kemoterapotik hem de ¢ok yonlii olarak gelisen tedavilere ragmen
devam eden ciddi saglik sorunlarindandir.

Bu tez calismasinda, geleneksel Cin tibbinda kullanilan ve bitkisel kaynakli
febrifugin analogu olan halofuginon isimli maddenin MM ve akciger kanserinde
tedavi amagli kullanilabilirligi arastirilmistir. Calismada ilk olarak halofuginonun
mezotelyoma, MM ve akciger kanseri hiicrelerinde dncelikle hiicre morfolojisine olan
etkisi aragtirtlmigtir. Devaminda ayni hiicrelerin hiicre canliligina etkisi konsantrasyon
bagiml asit fosfataz deneyi ile incelenmistir. Etkinligi belirlenen konsantrasyonlarla
halofuginonun, JAK/ STAT, PI3K/ Akt ve MAPK yolaklarindan klasik MAPK yolagi,
JNK ve p38 MAPK yolaklarina etkisi arastirilmistir.

Halofuginon hiicre canliligi iizerinde konsantrasyon bagimli olarak etki
gostermistir. Kanser hiicrelerinin HF uygulamalarina kontrol hiicrelerine gore daha
hassas olduklar1 bulunmustur. Ilaveten HF kanser hiicrelerinde JAK/ STAT ve
ERK1/2 yolaklarin1 baskilarken, mezotelyal hiicrede boyle bir etki gdzlenmemistir.
Akt yolaginda gozlenen degisim ise kanser hiicrelerinde ardisik konsantrasyonlarda
artig1 yoniindedir. Bunlarla birlikte cabuk baskilanmasi baglaminda akciger kanseri
hiicresi, MM hiicresinden daha hassas cevap vermektedir. Tlaveten Halofuginon, p38
protein fosforilasyonunda artis nedeninin apoptotik indiiklenme ile baglantili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Halofuginonun malignant mezotelyoma ve akciger
kanseri hiicrelerine etkisiyle ilgili calismalar tarafimizca ilk kez yapilmistir.
Halofuginonun, bu hastaliklarin tedavisinde kullanilmak {izere etken madde

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Halofuginon, Malignant Mezotelyoma, Akciger Kanseri,

Hiicre Cogalmasi, Sinyal Yolaklari.



SUMMARY

Malignant mesothelioma (MM) is a type of malignant cancer that develops as a
result of long-term exposure to asbestos. Lung cancer due to smoking is the second
leading cause of death worldwide. Both diseases are still serious health problems
despite both chemotherapeutic and multifaceted treatment.

In this thesis, the use of halofuginone, a plant-derived febrifugin analogue used
in traditional Chinese medicine, for treatment of MM and lung cancer was
investigated. First, we investigated the effect of halofuginone on cell morphology in
mesothelioma, MM and lung cancer cells. Subsequently, the effect of the same cells
on cell proliferation was investigated by concentration dependent acid phosphatase
assay. Halofuginone with effective concentrations of JAK/ STAT, PI3K/ Akt and
MAPK pathway in the classical MAPK pathway, JNK and p38 MAPK pathways were
investigated.

Halofuginone showed a concentration dependent effect on cell viability. Cancer
cells were found to be more sensitive to HF applications than control cell. In addition,
HF inhibited JAK/ STAT and ERK1/ 2 pathways in cancer cells, whereas no such
effect was observed in mesothelial cells. The change observed in the Akt pathway is
the increase in consecutive concentrations in cancer cells. However, in the context of
rapid repression, the lung cancer cell is more responsive than in the MM cell. In
addition HF is thought to be associated with apoptotic induction due to an increase in
p38 protein phosphorylation. Studies on the effect of halofuginone on malignant
mesothelioma and lung cancer cells were made by us for the first time. It is thought

that halofuginone may be the active ingredient for the treatment of these diseaes.

Keywords: Halofuginone, Malignant Mesothelioma, Lung Cancer, Cell

Proliferation, Signaling Pathways.
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1. GIRIS

Son yillarda, kanser tedavisine yonelik olarak, ozellikle bitkisel kaynakli
ilaclarin iiretimine énem verilmektedir. Bunun nedeni, bu molekiillerin dogal olarak
anti-kanserojen ozellikler gostermesidir. Halofuginon (HF), Dichroa febrifuga
bitkisinden elde edilen bir maddedir. HF’nin bazi kanser hiicrelerinde hiicre
dongiisiinii durdurdugu, proliferasyonu azaltti§1 ve apoptoza yol agtig1 bildirilmistir.
Bilindigi gibi, hiicre sinyal ileti sistemlerindeki bozukluklar, hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmasina ve baskilanmis apoptoza neden olmaktadir. Bu durumlar da hiicreleri
kanserlesme siirecine yonlendirmektedir. Bu nedenle, kanserli hiicrelerdeki
sinyallerinin irdelenmesi 6nemli ve gereklidir. HF’nin kolon kanseri hiicrelerinde
TGF-B bagimli Smad yolagin1 ve AKT/ mTORC1 yolagini1 blokladigi bildirilmistir.
Diger bir calismada HF ’nin karaciger kanseri hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigi
bildirilmistir. Bu kapsamda ozellikle son yillarda, Ras/ MAPK ve PI3K/ AKT
yolaklarini hedefleyen molekiiller ilag gelistirilmesinde odak noktast olmustur. Farkli
caligmalar var olsa da HF’nin sinyal yolaklarina ve molekiiler mekanizmasina
etkisinin malignant mezotelyoma (MM) ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
(NSCLC) hiicrelerine iligkin literatiirde veriye rastlanilmamistir. Bu c¢alismada
bilgilerimiz dogrultusunda HF nin malignant mezotelyoma ve akciger kanseri hiicre
proliferasyonu ve ilgili sinyal yolaklarma etkisi ilk kez bu proje sayesinde

incelenmistir.

1.1. Tezin Amaci ve Katkisi

Bu tez ¢alismasinda HF’nin MM (SPC212), mezotelyoma (MeT-5A), NSCLC
(A549 ve H1299) canlilig1 tizerine etkisi ile hiicrelerin ¢ogalmasi, sag kalimu,
farklilagsmasi ve apoptoz gibi pek ¢ok siiregte gorev alan sinyal yolaklarina (STATS3,
AKT, ERK1/ 2, SAPK/ JNK ve p38 kinaz) etkisinin arastirilmas1 amaglanmustir.

HF’nin hiicre canliligina etkisi morfolojik, fizyolojik ve protein diizeyinde
incelenmistir. Bu incelemeler yapilirken miroskobik analiz, sitotoksisite testi ve SDS-
PAGE/ Western blot teknikleri kullanilmistir.



2. KANSER

Onemli bir halk sagligi sorunu olan kanser, diinyada 6liim nedenleri arasinda
ikinci sirada gelmektedir [1]. Doku seviyesinde ¢esitli bir hastalik olmasi teshisin
zorlugunu ve tedavi siirecini de etkilemektedir [2]. Kanserin goriilme sikligt
incelendiginde erkek bireylerde daha ¢ok prostat, akciger ve brons, kolon ve rektum,
idrar kesesinde goriiliirken; kadinlarda meme, akciger ve brons, kolon ve rektum, tiroid
kanserlerine daha yiiksek oranda rastlanmaktadir. Cocuklarda ise kan kanseri, beyin
ve lenf bezleriyle iliskili kanerler en ¢ok goriilen kanser tiirleridir [2]. Kanserler, hiicre
biiyiimesini ve boliinmesini kontrol eden diizenleyici sisteme zarar veren somatik
mutasyonlarin sonucu olarak gelismektedir [3]. Kimyasal bilesikler ve gen
mutasyonlar1 kanser hiicrelerinin olugsmasinda belirgin bir role sahiptir. Kanserojen
ozelliklere sahip ¢evresel kimyasal maddeler, hiicrelerin sitoplazmasini ve ¢ekirdegini
dogrudan veya dolayl olarak etkileyerek genetik bozukluklara ve mutasyonlara yol
acar. Viriisler, bakteriler ve radyasyon 1sinlari, tiim kanserlerin yaklasik %7’sini iceren
diger kanserojen faktorlerdir. Sekil 2.1°de belirtildigi gibi kanser, hiicresel iliskileri
bozar ve hayati genlerin islevsizligine neden olur. Tiimor baskilayici genlerin kaybi da

kanserin nedenleri arasindadir [2].

Normal hiicre qogalmam Kanser hiicresi ve ¢ogalmast

Kanserogenle karsilagmus,
omril bitmemesine kargin
anormallegmig h(lcrc

hitere “: ] ‘: "4 ‘* \‘

hikere oltmt Kontrolstz
hiicre ¢ogalmast
(KANSER)

Sekil 2.1: Saglikli hiicrenin ve kanser hiicresinin ¢ogalmas.



2. 1. Malignant Mezotelyoma

Malignant mezotelyoma (MM), uzun siireli olarak asbeste maruz kalmis
bireylerde goriilen, plevra ve peritonu gevreleyen hiicrelerden kaynaklanan kotii huylu
bir kanser tiirtidiir [4], [5]. Kadinlara oranla erkeklerde daha yaygin olan MM ilerleyen
yaslarda daha ¢ok goriilmektedir. Nefes darligr (%90), yorgunluk (%36), kabizlik,
terleme ve Oksiiriik (%22) [6], bunlarin yaninda kilo kaybr ates, ses kisikligi ve omuz
agrisi en yaygin goriilen belirtilerindendir. MM, %80 oraninda asbestos fiberlerinden
kaynaklanmakla birlikte, simian virus 40 (SV40), radyasyon ve erionit minerali de
neden olmaktadir [7], [8]. Yapilan molekiiler ¢calismalarda insanlarin ve hayvanlarin
asbest kaynakli timor olusumuna karsi genetik yatkinliginin oldugu bilinmektedir [9].
Ayrica asbestin yogun oldugu is ortamlarinda asbeste yonelik alinan 6nlemlerin
artmasiyla mezotelyoma orani diiserken, dnlem alinmayan ortamlarda mezotelyoma
ile kargilagma durumunun ayni oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte mezotelyoma
riskini tagiyanlar sadece calisanlarin degil aile bireylerinin de bu risk altinda oldugu
belirtilmistir [4]. Bu ¢alisma ortamlarina tekstil, tersane, izolasyon maddeleri, ¢ati
kaplama maddeleri, yanmaz maddeler ve gaz maskesi imalati gibi alanlar 6rnek
verilebilmektedir. Asbest mineral lifleri ve tozlarmin solunumuna bagli akciger
hastaliklari, Tiirkiye’de Onemli bir saglik sorunudur. Hastaliklarin yogun oldugu
bolgeler arasinda Trakya’nin birkag kdyii, Kiitahya, Afyon, Eskisehir, Konya, Cankiri,
Yozgat, Sivas ve Diyarbakir bulunmaktadir. Yapilan tibbi arastirmalarda asbest
liflerinin i¢ ve dis ortam yoluyla solunmasi sonucu akciger zarinda kireclenme ve
kalinlagsma, su toplanmasi, MM nin yani sira karin zar1 kanserine neden oldugu da
ortaya konmustur [10]. Kapadokya koylerinde ise erionit ile ilgili hastaliklar daha ¢ok
goriilmektedir [11]. Erionit lifleri fibroz bir yap1 6zelligine sahip olup asbest liflerine
gore ¢cok daha giiclii karsinojendir. Tiirkiye ve Oregon'dan alinan erionit drnekleri ile
yapilan ¢alismada, ornekler farelere soluma yoluyla verilmis, bunun sonucunda

farelerde yiliksek oranda MM olusumu gézlenmistir [12].

2.2. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, kalp ve damar hastaliklarindan sonra 6liim nedeni olarak ikinci

sirada yer almaktadir. Akciger kanserinin kiigiik hiicreli akciger kanseri (SCLC) ve



kiiglik hticreli dis1 akciger kanseri (NSCLC) olmak iizere iki ¢esidi vardir. Bununla
birlikte %85 ini NSCLC olusturmaktadir [13]. Periferik veya dis alanlarda gelisim
gosteren adenokarsinomlar, akcigerin merkezinde olusan skuaméz hiicreli
karsinomlar ve akciger dokusunun herhangi bir yerinde bulunabilen biiyiik hiicreli
karsinomlar olmak tizere 3 tiirii bulunmaktadir. Bunlar daha ¢ok sigara igmeye bagl
olarak gelismektedir. SCLC, NSCLC’den farkli olarak bronglarda, gogsiin ortasindaki
hava yollarinda baslar ve sigara igmeyen kisilerde nadiren goriilmektedir. Yine SCLC,
NSCLC’den daha hizli bir sekilde diger organlara yayilmaktadir. Belirtileri arasinda
MM’ye benzer olarak nefes darligi, oksiiriik, gogiis agrisi, kilo kaybi, yiiz ve boyunda
sisme sayilabilmektedir. Arastirmalar, kanser vakalarinin sigara igmeye bagli olarak
erkeklerde %90’dan fazla iken kadinlar arasinda % 80'in {izerinde oldugunu
gostermistir [14]. Kanser hiicrelerini 6ldiirmek igin hastaligin evresine bagli olarak
hastalara kemoterapi ve radyoterapi uygulanmaktadir. Cerrahi tedavi ve ¢ok yonlii
tedavisindeki ilerlemelere ragmen, akciger kanseri halen diinya ¢apinda kotii huylu

hastaliklardan 6nde gelen 6liim nedenidir [15].



3. HUCRE SINYAL YOLAKLARI

3.1. JAK/ STAT Sinyal Yolag:

Janus Kinaz/ Sinyal Transdiiserleri ve Transkripsiyon Aktivatorleri (JAK/
STAT) yolagmin aktivasyonu, hiicre c¢ogalmasini, farklilagmasini, hiicre
migrasyonunu ve apoptozu diizenlemede gorevlidir [16], [17], [18], [19].

JAK ailesi memelilerde JAK1, JAK2, JAK3, TYK2 olmak iizere 4 iiyeden
olusur [20]. Bunlardan ii¢ii (JAK1, JAK2, TYK2) her yerde bulunurken, JAK3
cogunlukla hematopoietik hiicrelerde bulunur [20]. STAT ailesi ise STAT1, STAT2,
STAT3, STAT4, STATSA, STATSB ve STATG6 olmak iizere 7 liyeye sahiptir. STAT'
lar, N- terminal alaninda sarmal bobinli alan (CCD), DNA baglama alan1 (DBD),
baglayict bolge ve SH2/ tirozin aktivasyon alani dahil olmak iizere yiiksek Slglide
korunmus bolgeleri olan ortak bir yapisal organizasyona sahiptir. N terminalin aksine
karboksi- terminal transkripsiyonel aktivasyon alani (TAD) oldukga farklidir. N-
terminal alani, tandem gama-aktive edilmis bolge (GAS) elemanlari, STAT'larin
reseptor alanlart ile etkilesimi ve niikleer translokasyon ile iligkilidir. CCD, diger
sarmal proteinlerle spesifik etkilesimlere girer buna ek olarak, tirozin fosforilasyonu
ve niikleer ihracat ile iligkilidir [20].

Bir peptit ligandinin (6rnegin sitokin) ilgili homodimerik veya heterodimerik
reseptorlere baglanmasiyla JAK/ STAT sinyalleri baglar. JAK’lar, trozin kinaz
aktivitesine sahip oldugu ig¢in bu aktiviteye sahip olmayan ve yiizeyde bulunan
reseptorlerin ihtiya¢ duydugu proteinlerdir. Sekil 3.1°de de gosterildigi lizere sinyal
molekiilii reseptdre baglanir ve olusan dimer sitoplazmik kisimda bulunan JAK
proteinine baglanmis olur.

Diger bir deyisle reseptdr oligomerizasyonu ve konformasyonel degisiklik
sonucu yakin konuma gelen JAK’lar birbirlerini fosforilleyerek aktif hale gelirler.
Aktive edilmis JAK'lar daha sonra, sitokin reseptorlerinin fosforilasyonuna yol agarak
STAT molekiillerinin o bolgelere baglanmasi i¢in ¢ekim alani olugturur. STAT lar bu
bolgelere gelirler. STAT'larin Src homolog 2 (SH2) uglarinin bir bagka STAT’in
fosfotrozin rezidiisiine baglanabilme yetenegi vardir. Boylece iki STAT proteini

fosfotirozin etkilesimleri yoluyla dimerlesirler ve reseptorden ayrilarak aktif hale



gelirler. Aktif hale gelen STAT'lar, hiicre ¢ekirdegine gecer ve hedef genleri
aktiflestirerek transkripsiyonu baslatir [19].
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Sekil 3.1: JAK/ STAT yolagi.

JAK/ STAT sinyal yolaginda meydana gelen problemler kanser basta olmak
lizere hematolojik hastaliklar, immiin yetmezlik gibi durumlara neden olmaktadir.
JAK/ STAT yolag iiyeleri olan STAT3 ve STATS bir¢ok kanser hiicresinde 6nemli
derecede aktive olur [21], [22]. Kanser gelisimi ve ilerlemesine sebep olmakla birlikte
hayatta kalmasina da neden olmaktadirlar. Bunlarla birlikte kanser hiicrelerinde bu
yolagin baskilanmasi, kanserin biiyiimesinin durmasini saglayacagindan dolayr bu
yolaga hedefli olarak ¢alisilmaktadir [23], [24]. Bununla birlikte antikanserojen olarak
onerilen Kukurbitakin B isimli maddenin prostat kanseri ile yapilan arastirmada ilgili

maddenin JAK/ STAT yolagini baskiladigi, apoptozu uyardigi bildirilmistir [25].

3.2. Fosfotidil Inositol Kinaz/ Protein Kinaz B (PI13K/ AKT)
Yolagi

Hiicrenin ¢ogalmasi, hayatta kalmasi, hareketi ve invazyonu gibi siire¢lerde rol

oynayan onemli bir sinyal iletimi sistemi fosfotidilinositol 3 kinaz/ protein kinaz B



(PI3K/ AKT) yolagidir [26]. PI3K enzimleri lipid kinazlar olarak fonksiyon gosterirler
[27]. Bu enzimler hem reseptor tirozin kinazlar (RTK) hem de G- proteinle eslesen
reseptorler (GPRC) ile aktiflesebilirler.
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Sekil 3.2: PI3K/ Akt yolagi.

P13 kinaz, PIK3CA geninin kodladig: katalitik aktiviteye sahip olan p110 ve
PIK3R1 geni tarafindan kodlanan diizenleyici rol oynayan p85 proteinlerinden olusan
bir heterodimer yap1 gosterir. GTP-Ras, dogrudan p110°a baglanarak bu heterodimeri
etkin hale getirir. Aktiflesen PI3K, hiicre membraninda inositol fosfolipitlerin
fosforilasyonunu katalizler. Yani PI3K aktiflestiginde fosfotidil inositol (4, 5) bisfosfat
(PIP2)’1 inositol halkasinin {igiincii pozisyonundan fosforile ederek fosfotidil inositol
(3, 4, 5) trifosfat (PIP3)’a doniistiiriir. Zarda olusan PIP3, serin treonin kinaz olan AKT
ve fosfoinositide bagimli kinaz-1 (PDK1) igin bir baglanma hedefi haline gelir ve
bunlarin aktivasyonundan sorumludur. AKT ve PDK1, yapilarindaki plektrin homoloji
domaini araciligi ile PIP3’e baglanir. iki proteinin PIP3 aracilif1 ile zara baglanmasiyla
PDK1 proteini, AKT’yi fosforilasyonla aktiflestirir (Sekil 3.2) [28], [29], [30].
Sonrasinda ise AKT, hiicre iginde hedefi olan ¢esitli proteinlerin fosforilasyon ile
aktiflesmesini saglar [28]. Bunlardan biri kinaz aktivitesine sahip olan mTOR
(mammalian target of rapamycin) proteinidir [31].

Cok hiicreli organizmalarin embriyonik gelisimi, hiicre yaslanmas1 gibi hayati

stireclerde rol oynayan ve programli hiicre 6liimii olarak da bilinen apoptoz [32], [33],
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mitokondriyel yolak da denilen igsel ve digsal olmak {izere iki ayr1 sistem {izerinden
devam eder. Mitokondriyel yolakta Bcl-2 ailesi gorev almaktadir. Bu ise Akt’nin
dogrudan etkin rol aldig1 hiicresel mekanizmalardan biridir. Hiicrelerin sag kaliminda
gorevli olan bu yolak proteini, apoptozda islev goren proteinlerle de baglanti
halindedir [34]. Akt, Bad, Bax ve Bim dahil olmak f{izere proapoptotik Bcl-2 aile
tiyelerini fosforile eder ve inhibe eder [34] (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3: Akt ve apoptotik proteinler arasindaki iliski.

Bad, programli hiicre 6liimiinii diizenleyen Bcl-2 ailesinin iiyesidir. Bu ailenin
tiyelerinde Bax, Bad, Bid, Bak, Bok ve Bcl-Xs isimli iiyeleri apoptozu uyarirken, Bel-
2 ve Bcl-XL ise apoptozu inhibe etmektedir. Pro-apoptotik proteinler sitokrom C’nin
salinimi ile kaspaz aktivasyonu ve apoptozun uyarilmasi saglanirken; anti-apoptotik
tiyeleri apoptozu baskilamaktadir.

Bu sinyal iletiminin negatif diizenleyicisi olan fosfataz ve tensin homologu
(PTEN) molekiiliiniin islevsiz hale gelmesi, PI3K sinyal iletim sistemini hiicrede
stirekli aktif hale getirir [35]. PI3K/ AKT yolunun bloke edilmesi, timér hiicrelerinin
cogalmasini ve biiylimesini inhibe ederek onlar1 programlanmais hiicre 6liimiine duyarh
hale getirebilmektedir [28]. EGF ve PDGF gibi baz1 biiylime faktorlerinin PI3K yolunu
uyarmalarinda Ras, en az diizeyde etki gosterir. PI3K yolunun giiglii bir aktivatorii
olan onkojenik Ras, bu yolu aktive ederek apoptozu baskilar. Ras ile birlikte PI3K/

AKT yolag: ile bagimli tiimorlerin olusmaya baslamasinda ve devaminda; AKT nin



agir1 aktivasyonu, p110’u kodlayan PIK3CA genindeki mutasyonlar, tiimor baskilayici

gen olan PTEN’in kayb1 veya mutasyona ugramasi neden olmaktadir [28].

3. 3. MAPK Yolaklari

MAP kinazlar biiyiime faktorleri ve mitojenler tarafindan aktiflestirilen serin ve
treonin kinazlardir. Okaryotik hiicrelerde bulunan bu proteinlerin gorevi hiicre
membranindan ¢ekirdege bilgi tasimaktir. Bu sayede transkripsiyon faktorlerini aktif
veya inaktif duruma gelmesiyle transkripsiyon tetiklenmis olur. Hiicre ¢ogalmasi,
biiyiimesi, hayatta kalmas1 ve apoptoz gibi siireglerde gorevli olan MAPK ailesi temel
olarak ERK (Hiicre dis1 Sinyalle Diizenlenmis Kinaz Ailesi), genetik veya c¢evresel
stres durumlarinda aktiflesen p38 MAP kinaz ailesi ve SAPK/ JNK (Stresle Aktiflesen
Protein Kinazlar/ c-Jun NH2 Terminal Kinaz) olmak iizere 3 alt grupta kategorize
edilir [36]. Bu gruplardan p38 ve JNK daha ¢ok hiicre invazyonu, hayatta kalmasi ve
o6lumii ile ilgili durumlarda aktiflesirken, ERK yolagi ise biiylime, ¢ogalma ve

farklilasma gibi siireclerde aktif rol oynamaktadir [37] (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4: MAPK yolaklari.



3. 3. 1. Klasik MAPK Yolagi

Klasik MAPK yolagi, hiicrenin biiyiimesi, ¢cogalmasi, farklilagsmasi ve apoptoz,
gibi temel hiicresel programlart aktive eden bir sinyal sistemidir. Tiim okaryotik
hiicrelerde ifade edilen MAPK’lar; MAPK kinaz kinaz (MKKK/ MAP3K), MAPK
kinaz (MKK/ MAP2K) ve MAPK olmak iizere ii¢ ana bilesen icermektedir [38], [39],
[40].

MAPK yolaklarinin en ¢ok c¢alisilmis olan proteini olan ERK [41] yolagi
genellikle Ras’1n aktivasyonu ile baglar. Hiicre membraninin i¢ yiizeyine yerlesen Ras
proteinleri; protein tasinmasini, gen ifadesini, hiicre iskeletinin diizenlenmesini ve
biiylime faktdrlerinin sinyal iletimini diizenlerler. H-ras, N-ras ve K-ras olmak {izere
de 3 alt tiire sahiptir [3], [28], [42]. GTPaz aktivitesine sahip olan Ras proteini 21 kDa
agirligina sahip monomerik bir G proteinidir. Ras’in aktivasyonu ile birlikte, Ras
efektorii olarak tanimlanmus ilk protein olan Raf, sinyalleri baslatir. ERK aktivasyonu,
Raf ve MEK (MAP Kinaz veya ERK Kinaz) olmak tizere iki protein kinaz tarafindan
saglanir. Boylece hiicre igerisindeki pek ¢ok proteini etkileyerek onlarin sekillerinin

degismesine ve fosforlanmasina yol agarak sinyal iletimini tetikler [31].

-

GTP GDP

Sekil 3.5: Ras’in aktif ve inaktif durumlari.

Sekil 3.5°de ifade edildigi iizere Ras’in GTP (Ras-GTP) baglh formundan GTP
hidrolizinin tetiklenmesiyle gama fosfat uzaklastirilir ve GTP, GDP’ye doniistiiriilmiis
olur. Bu durumda GTP bag1 G proteini etkisini kaybeder, sinyal iletimi kapali konuma
getirilir. Kapali konuma getirilmesi ise GAP (GTPaz aktive edici protein)’lar ile
gerceklestirilir [3]. GEF (Guanin degisim faktorleri) proteinleri ise kapali konumda
olan Ras-GDP formu ile etkilesir ve GDP’nin uzaklasarak yerine GTP baglanmasini

saglamis olur. Aktif haldeki GTP-Ras, bir serin/ treonin kinaz olan Raf proteinini
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fosforilleyerek aktive eder. Bu sayede sistem yeniden agik hale gelerek etkin konuma
getirilmis olur [43].

Sekil 3.6’da gosterildigi gibi Ras, alt akistaki molekiillerden Raf (MAP3K)’1,
MAP3K da MAP2K'y1 fosforilasyonla aktive eder ve o0 da, serin ve treonin
kalintilarindan fosforillemek iizere ERK (MAPK)'i aktive eder [44]. Aktif olan
MAPK, uygun biyolojik yanit1 yiiriiten protein fonksiyonunda ve gen ekspresyonunda
degisiklikler meydana getirmek igin sitozoldeki ve ¢ekirdekteki transkripsiyon

faktorlerinin aktivasyonunu saglar [45].
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Sekil 3.6: Klasik MAPK yolag:.

Ayrica aktif hale gelen Raf-Ras-MEK-ERK sinyal iletimi, memeli hiicre
hatlarinin onkogenik transformasyonu i¢in yeterli olmakla birlikte benzer herhangi bir
bozulmasi insanda kanserlesmeye yol agmaktadir [46]. Kanserin gesitli agamalarinda
onemli rol alan Raf-Ras-MEK-ERK iletimi hiicrenin sagkalimin1 da saglamaktadir.
Insan kanserlerinin yaklasik %30’unun Ras proteinleri ile ilgili oldugu gosterilmistir

[47]. Yani Ras genleri kanserde en sik mutasyona ugrayan onkogenleri igerir [48].
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3. 3. 2. Stresle Aktive Olan Protein Kinaz (SAPK/ JNK) Yolag:

MAPK yolak ailesinin diger bir dali, genotoksik, hipoksik, ozmotik veya
oksidatif hiicresel stres uyaranlar1 [36] karsisinda aktive olan c-jun terminal kinaz
(JNK) proteinlerini igerir [42], [49] (Sekil 3.7). Morfogenez, hiicre ¢ogalmasi,
farklilasma, hayatta kalma ve oOliim dahil olmak {izere bir¢ok fizyolojik siireci
diizenleyen ana protein kinazlar [49] olan JNK’larim apoptozu arttirdigi da
bilinmektedir [50]. INK proteinlerini, INK1, INK2 ve JNK3 olmak iizere 3 gen kodlar.
JNK1 ve 2 tiim hiicrelerde ifade edilirken JNK3 ifadesi beyin, kalp ve testiste ifade
edilir [42], [51].

JNK icin 6nemli bir substrat, serin 63 ve 73'ten fosforile edildiginde, AP- 1
transkripsiyonel aktivitesinin arttirilmasina yol acan transkripsiyon faktorii c-Jun'dur.
JNK'lar ayrica ATF- 2, NFAT1, HSF- 1 ve STAT3 de dahil olmak iizere gesitli
transkripsiyon faktorlerini de aktive edebilir.

JNK’larm aktivasyonu ile kanserin gelisimi arasinda iliski oldugu arastirmalarda
giderek daha da anlagilmaktadir [49]. JNK’larin normal olmayan ifade diizeyleri
birgok kanser hiicresi hattinda [51], diyabet hastalarinda ve ndrodejeneratif
hastaliklarda karsilasilmaktadir. Ras, c-fos, Met ve Bcr-Abl gibi gesitli onkogenler

JNK sinyaline bagli olarak kanserin gelisimine neden olmaktadirlar [52].
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Sekil 3.7: SAPK/ JNK yolagi.
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3. 3. 3. p38 MAPK Yolag

Stres karsisinda aktive edilen diger modiiler MAPK sistemi p38°dir. p38 MAPK,
apoptoz, farklilasma, hayatta kalma, cogalma, gelisme, inflamasyon gibi stres
yanitlarinda 6nemli bir rol oynamaktadir [42], [53] (Sekil 3.8). p38’in MKK3 ve 6
tarafindan fosforile edilen a, B, Y,  olmak iizere 4 izoformu bilinmektedir. p38a,
siklinlerin asagi regiilasyonu ve CDK inhibitérlerinin yukari regiilasyonunu igeren,
G1/S ve G2/ M gegislerinde hiicre dongiisiiniin negatif diizenleyicisi olarak gorev alir
[54]. p38-MAPK a ve p38-MAPK B sirayla ifade edilirken, p38-MAPK Y ve p38-
MAPK 6 doku tipine bagh olarak farkli sekillerde ifade edilirler.
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Sekil 3.8: p38 MAPK yolagi.

p38 MAPK hiicre 6liimiiniin diizenleyicisi olarak gérev alarak hem uyaran tipine
hem de hiicre tipine bagl olarak hiicre sag kalimi veya oliimiine yonlendirilmesinde
rol alir. p38’in meme, mesane, akciger ve karaciger kanserlerinde 6nemli gorevi

oldugu yapilan aragtirmalarda gosterilmistir.
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4. HALOFUGINON

Dichroa febrifuga (Sekil 4.1), iliman bolgelerde yetisebilen ve 1 ile 3 metre
boyutlarinda olabilen tropik bir bitkidir. Bitkinin yaprak ve koklerinden izole edilen
febrifugin ve isofebrifugin analoglari ¢esitli tedavilerde kullanilmaktadir [55].

Sekil 4.1: Dichroa febrifuga.

Halofuginon (Sekil 4.2) {7- bromo- 6- chloro- 3- [3- (3- hydroxy- 2-
piperidinyl)- 2- oxopropyl]- 4 (3H)- quinazolinone}, Dichroa febrifuga bitkisinden
elde edilen febrifugin alkaloidinin analogudur [56], [57].

Br N\j O HN .
Cl N\/[k,’
O

OH

Sekil 4. 2: Halofuginonun molekiil yapist.

Geleneksel Cin tibbinda kullanilan [55] HF anti- malarya tedavisinde de
kullanilmaktadir. Anti- malaryal aksiyonunun kanda prolyl- tRNA synthase (ProS)
aktivitesini inhibe ederek bu sayede yiiksiiz tRNA toplanmasina ve prolin seviyesinin

diismesine yol actig1 belirlenmistir [58]. HF’nin segici olarak T hepler-17 (Th17)
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farklilasmasini ve Th17 ile iliskilendirilen otoimmiin ensefalomiyelitisin olusumunu
engelledigi belirtilmistir [59]. HF 'nin diger 6nemli bir 6zelligi ise antifibrotik bir ajan
olmasidir [60], [61]. Bunlardan hareketle antifibrotik ve antienflamatuvar 6zelliklere
sahip olan HF’nin siganlarda bulunan kostik yaralanmayi iyilestirdigi yapilan
calismada gosterilmistir [62]. Insan endotel hiicrelerini H2O, kaynakli yaralanmaya
kars1 korudugu da aragtirmalarda bildirilmistir [63]. Yara iyilestirme ¢alismalarina ek
olarak, kollajenlerle ilgili yapilan ¢alismada HF’nin MAPK/ ERK yolagi iizerinden
etkisi incelenmis ve ERK1/ 2’nin uyarildig1r goriilmiistiir, boylece yara iyilestirme
ozelligi oldugu vurgulanmistir [64].

HF’nin TGF-B bagimli SMAD3 fosforilasyonunu inhibe ederek, SMAD7
ifadesini de yiikselttigi farkli hiicrelerde gosterilmistir [65], [66], [67], [68]. HF ’nin in
Vivo ¢alismalarda tiimorlere higbir tepki gostermeyen farede [69], idrar kesesi [60],
wilms tumor [70], melanoma [71], pankreas [67] ve prostat [72] kanserlerinde canliligi
baskiladigi bildirilmistir. HF nin tek bir hiicre [73] hari¢ tiim test edilen hiicrelerde
apoptoza neden oldugu belirlenmistir [74], [75], [76], [77], [78]. Yine HF’nin, meme
kanseri, kolorektal kanser ve melanoma gibi tiimorlerin hiicre gogalmasini, metastazini
ve invazyonunu [79], [80], ve HepG2 hiicrelerinin [81] ¢ogalmasini baskiladigi
gosterilmistir.

HF’nin meme ve prostat kanserindeki kemik metastazini inhibe ettigi; TGF ve
BMP sinyallerinin baskiladig1 yakin zamanda yapilan ¢aligmada gosterilmistir. Buna
bagli olarak HF’nin, antikanserojen ila¢ olarak kullanilan zelodronik asit (ZA) ile
birlikte kullanimi timo6r metastazini azalttigi belirtilmistir [82]. HF nin yapilan gesitli
caligmalarda hiicre canliligint baskiladigi; mezenjiyal hiicrelerinde [83], kronik eklem
iltihab1 olarak bilinen romatoid artrit hiicrelerinde [84], akut 16semide [85] ve meme
kanseri [86] hiicrelerinde gosterilmistir. Ayrica HF’nin canliigi baskilayarak,
miyofibroblastlarin apoptozunu uyardigi da belirtilmistir [87]. Multipl miyelom
hiicreleri ile yapilan ¢alismada HF ’nin JNK ve p38 aktivasyonunun artisini saglayarak
apoptozu uyardigi gosterilmistir [88]. Bunun yaninda karaciger yildizsi hiicrelerinde

de HF’nin hiicre canliligini baskilarken p38 aktivasyonunu artirdig1 belirtilmistir [89].
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5. MATERYAL VE METOT

5. 1. Materyal

5.1.1. Cihazlar

CO2 inkiibatorii (Thermo Forma Hepa Filter), laminar akimli kabin (Heraeus),
su banyosu, 151k mikroskobu (Nikon Eclipse Ti), santrifiij (Beckman coulter allegra X-
22, Eppendorf centrifuge 5810R), sogutmali santrifiij (VWR Micro Star 17R), sicaklik
inkiibatorlii ¢alkalayict (Biosan ES-20), plate reader (Varioskan flash), dikey
elektroforez ve transfer sistemi (BioRad Mini Protean), hassas terazi (Precisa
XB320M), vorteks (Dathan Scientific VM-10), manyetik karistiric1 (Heidolph), rotater
(BioCote), jel goriintiileme sistemi (BioRad, ChemiDoc XRS+), -80 °C dondurucu
(Thermo Forma), sivi azot tanki (Arpege 140), pH metre (Jenco), otoklav (Hirayama,
110), pipet tabancas1 (CappAid)), mikro pipetérler (Gilson, Eppendorf).

5. 1. 2. Kimyasal Maddeler

Halofuginone (Sigma Aldrich 64924-67-0), RPMI 1640 (Sigma Aldrich R6504;
Lonza 15-7020; HyClone SH3001103), Medium 199 (Sigma Aldrich M5017), Fetal
Bovine Serum (Gibco 10270), Penicillin- Streptomycin (Thermo, 15140122), Sodyum
Bikarbonat (Sigma Aldrich S8875), Insiilin (Sigma, 16634), Hidrokortizon (Sigma-
Aldrich H0888), EGF (Sigma-Aldrich E9644), L-Glutamin (Sigma-Aldrich G7513),
Sodyum Piriivat (Sigma-Aldrich P5280-100G), HEPES (Sigma-Aldrich H0891), D-
Glukoz (Sigma-Aldrich 16301), Wortmannin (Calbiochem, 681675), DMSO (Merck,
1167431.1000), 4-Nitrophenyl phosphate disodium salt hexahydrate tablets (Sigma-
Aldrich N2765), PBS, Tripsin (Gibco 25200-056), Page Ruler Prestained (Thermo
Scientific 26616), Acrlyamid/ bisacrlyamid (MP BIAC3752, %40; Applichem
UN3426 ,%40), SDS (Merck, 817034), Trizma (Sigma, T1503), BCA Protein Assay
Kit (Thermo, 23227), Yagsiz siit tozu (Applichem non fat derived milk powder
A0830), p- Coumaric Acid (Sigma-Aldrich, C9008), Luminol (Sigma-Aldrich,
A8511), H20; (Riedel, 1831212V).
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5. 1. 3. Soliisyonlar ve Kullanilan Ajan

e Halofuginon (HF):
Serum fizyolojik su igerisinde ¢oziilerek 5 uM konsantrasyonlarda hazirlanarak

kullanilmistir. Ana stok ve diger stoklar1 -20 °C’de saklanmustir.

e RPMI 1640:

SPC212 hiicresi i¢in RPMI 1640 ile hazirlanan besi yerine final konsantrasyonu
0,024 M olacak sekilde sodyum bikarbonat ekleyip 100 mL otoklavlanmis su ile
¢cOziilmiistiir. %10 FBS ve %1 penisilin/ streptomisin igerecek sekilde son hacim su ile
500 mL’e tamamlanmigtir. A549 ve H1299 hiicrelerinin besi yeri i¢in ise final
konsantrasyonlart; 0,018M sodyum bikarbonat, 0,001M sodyum piruvat, 0,01M D-
Glukoz, 0, 1 M HEPES eklenerek 100mL otoklavlanmis su ile ¢oziilmiistiir. %10 FBS

ve %1 penisilin/ streptomisin de ekledikten sonra hacim 500 mL’e tamamlanmustir.

e M199:

MeT-5A hiicresinde kullanmak iizere hazirlanan besi yeri icin kullanilan
M199’a ilaveten final konsantrasyonlart 1,25 g/ Sodyum bikarbonat, 0,75mM L-
glutamin, 3,3nM EGF, 870nM insiilin, 400nM hidrokortizon, 20mM HEPES
eklenerek 100 mL otoklavlanmis su ile ¢oziilmiistiir. %10 FBS ve %1 penisilin/

streptomisin ekleyip son hacim 500 mL’e tamamlanarak hazirlanmistir.

e Hiicre Dondurma Besiyeri:
Hiicreleri s1v1 azot tankinda veya -80 °C’de saklayabilmek i¢in, FBS igine %5
DMSO eklenerek hazirlanmistir.

e Liziz Tamponu:
Final konsantrasyonlar1 150mM NaCl, 1mM MgCI2, %10 gliserol, 20mM Tris,

%1 Triton X-100 olmak {izere su ile tamamlanarak hazirlanmistir.

e 5X SDS Yiiriitme Tamponu:
Final konsantrasyonlar1 25mM tris base, 0,19M glisin, %0,1 (w/v) SDS, i¢erecek

halde su ile istenen hacimde olacak sekilde hazirlanmstir.
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e 1X SDS Yiiriitme Tamponu:
%20 oraninda 5X SDS yiiriitme tamponundan igerecek sekilde dH20 ile

tamamlanarak hazirlanmstir.

e 10X Transfer Tamponu:
Final konsantrasyonlar1 250mM tris base, 0,19M glisin olacak sekilde tartilip su

ile tamamlanmustir.

e 1X Transfer Tamponu:
%10 10X transfer tamponu ve %20 metanol olacak sekilde dH.O eklenerek

hazirlanmastir.

e 10X TBS:
Final konsantrasyonlar1 200 mM tris HCI, 1,5 M NaCl icerecek sekilde su ile

hazirlanmustir.

e 1X TBS-T:
10X TBS ve dH20 1: 10 oraninda 1X TBS hazirladiktan sonra %0,1 olacak
sekilde Tween 20 eklenerek 1X TBS- T hazirlanmistir.

e Stripleme Tamponu:
Final konsantrasyonlar1 %2 SDS, 100mM Beta-merkapto- etanol, 62,5mM Tris-
HCI (pH=6,7) olacak sekilde dH2O ile hazirlanmustir.

e 4X Yiikleme Boyast:
Final konsantrasyonlar1 i¢in 0,2M Tris-HCI (pH=6,8), %8 SDS, %0,4
bromofenol mavisi, %40 gliserol ve %20 Beta- merkapto- etanol ile hazirlanip

kullanilmastir.
e Membran Bloklama Soliisyonu:

IXTBS- T igine %S5 oraninda yagsiz siit tozu ekleyip ¢ozdiiriilerek

hazirlanmistir.
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o Tris HCI Cozeltileri:
1,5M (pH=8,8) ve 0,5 M (pH=6,8) olmak iizere iki ayr1 ¢6zelti SDS- PAGE jeli
i¢in kullanilmak iizere tartilan Tris belirtilen konsantrasyonlar i¢in dH-O ile ¢oziilerek

hazirlanmistir.

e %10 SDS:
dH20 i¢ine %10 olacak sekilde toz SDS tartilarak hazirlanmistir.

e APS:

%10 oraninda amonyum persiilfat, dH-O igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

e Wortmannin (Wort):
Stok konsantrasyonlart 100uM olmak tizere DMSO iginde hazirlanmistir. Ara
konsantrasyonlar1 kullanilacak hiicreye uygun serumsuz besiyeri ile birlikte

hazirlanarak -20 °C’de saklanmustir.

5. 2. Metot

5. 2. 1. Kiiltiir Hiicreleri ve Biiyiitme

Bu ¢aligmada in vitro model olarak MeT-5A (ATCC®CRL-9444), SPC212
(Histoloji ve Genel Embriyoloji Enstitiisii, Fribourg Universitesi, Isvigre), A549
(ATCC®CCL-185) ve H1299 (ATCC®CRL-5803) hiicreleri kullanilmistir.

MeT-5A, kanser olmayan bireylerden alinan plevral sividan elde edilmistir.
PRSV- T plasmidi transfekte edilen ve klonlanan bu hiicrelerin morfolojileri epitel
olarak tanimlanmis olan mezotelyal hiicre hattidir. M199, %10 FBS, %0, 6 penicillin-
streptomycin, sodyum bikarbonat, L-Glutamin, hidrokortizon, HEPES, EGF, insiilin
iceren besi yerinde biyiitiilmistir. SPC212, asbeste maruz kaldigi bilinen 47
yasindaki malignant mezotelyoma hastasi bir erkek bireyin gdgiis boslugundan alinan
cift fazli bir timor hiicresidir. RPMI 1640, %10 FBS, %1 penicillin-streptomycin,
sodyum bikarbonat iceren besiyerinde biiyiitiilmiistir. A549 hatti ise 1972 yilinda DJ
Giard ve arkadaslar1 tarafindan 58 vyasindaki Kafkas bir erkekten alinarak

kiiltiirlenmistir. Epitelyal hiicre tipine sahip akciger kanseri hiicresidir. RPMI 1640,
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%10 FBS, %1 penicillin-streptomycin, sodyum bikarbonat, sodium piriivat, D-
Glukoz, HEPES ile hazirlanan besiyerinde biiyiitiilmistiir. H1299 hiicre hatti, 6nceden
radyasyon tedavisi alan 43 yasindaki yetiskin bir erkek hastadan, akcigerin lenf nodu
Metastazi ile olusturulmustur. Hiicreler, pS3 proteininin ekspresyonuna sahip degildir.
Epitelyal hiicre tipine sahip akciger kanseri hiicresidir. A549 hiicre hatti i¢in kullanilan

besiyeri igerigine sahip besiyeri hazirlanarak kullanilmistir.

5. 2. 2. Hiicre Ekimi ve Saklama

-80 °C’de veya sivi azotta bulunan sogutucu tiipteki hiicreler deneylerde
kullanilmak iizere i¢inde taze besiyeri ile ¢ozdiirlilerek oda sicakliginda 1200 rpm’de
5 dakika santrifiij edildikten sonra iist kisim uzaklastirilmistir. Hiicre ¢okeltisi yeni
serumlu besiyeri ile ¢ozdiiriildiikten sonra 37 °C %5 CO: ortamina sahip inkiibatore
kaldirilmastir.

%85- 90 yogunluga ulasan hiicreler pasajlama islemindeki gibi toplanmustir.
Santrifiijden sonra tist kisim atilmistir. Hiicre ¢okeltisi 1, 5 mL dondurma stok besiyeri

ile ¢ozdiiriiliip ve sogutucu tiipe alinmis ve -80 °C’ye kaldirilmistir.

5. 2. 3. Hiicre Pasajlama

Belirlenen sayilarda ekilen hiicreler petride biiyiitilerek %85- 90 yogunluga
ulastiktan sonra pasajlama islemi uygulanmustir. Petrideki besiyeri vakum ile ¢ekilerek
uzaklastirildiktan sonra 1X PBS ile yikama yapilmistir. Sonrasinda hiicrelerin lizerine
tripsin eklenmistir, 1- 3 dakika inkiibe edilen hiicreler besiyeri bulunan tiiplere
toplanmistir. Oda sicakliginda 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildiktan sonra eski

besiyeri uzaklastirilarak yeni besiyeri eklenmistir.

5. 2. 4. HF’nin Hiicre Morfolojisine Etkisinin Belirlenmesi

Hiicrelerdeki morfolojik degisimleri belirlemek i¢in hiicreler, 96 kuyucuklu
plakaya serumlu besiyeri ile birlikte hiicre sayis1 1x10* olacak sekilde ekim
yapilmistir. 24 saat sonra yine serumlu besiyeri ile 0, 25, 50, 250, 500 nM

konsantrasyonlarinda HF uygulanmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda hiicre
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degisimleri 151k mikroskobunda 20X biiyiitmede ¢ekilmistir. Hiicre sayimlar
yapildiktan sonra GraphPad’de grafiksel olarak analiz edilmistir.

5. 2. 5. HF’nin Hiicre Canlhihgina Etkisinin Degerlendirilmesi

HF’nin mezotelyoma, malignant mezotelyoma ve akciger kanseri hiicrelerinde
canlilik iizerine etkisinin degerlendirilmesi amaciyla asit fosfataz yontemi
uygulanmustir [90]. MeT-5A icin 1x10% SPC212, A549 ve H1299 hiicreleri i¢in 5x10°
olarak belirlenen sayilarda 96 kuyucuklu plakaya ekim yapilmistir. 24 saat sonra
hiicrelerin tizerindeki besiyerlerini ¢ekip, belirlenen konsantrasyonlarda halofuginon,
yeni besiyeri ile birlikte uygulanmigtir. 72 saat sonunda besiyerleri atilip kuyular 1X
PBS ile yikanmistir. Her kuyuya 0,1M NaAC ve %0,1 TritonX-100 ile hazirlanan
tamponda (pH=5) ¢oziilen tablet karisimdan 100 pL eklenmistir. Inkiibatorde 90
dakika bekletildikten sonra reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyuya 10 pL 1M NaOH
eklenmistir ve 405 nm dalga boyunda VarioScan cihazinda 6lgiim alinmigtir. Analiz
icin tekrarli kurulan konsantrasyonlarin ortalamalari alindiktan sonra GraphPad

programinda p degerleri hesaplanip grafikleri ¢izilmistir.

5. 2. 6. HF’nin Sinyal Yolaklarmma Etkisinin Protein Diizeyinde
Incelenmesi

Canlilik analizleri sonucunda etkin dozlar1 belirlenen hiicrelerde de hedef
protein analizleri yapilmistir. Caligmalara MeT-5A kontrol hiicresi, SPC212 MM

hiicresi ve etki gostermesi baz alinarak A549 hiicreleriyle devam edilmistir.

5. 2. 6. 1. Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

HF’nin hiicreler iizerindeki etkisini protein seviyesinde de gozlemlemek icin
western blotlama teknigi uygulanmistir. Her bir deneyde %85-90 yogunluk oranina
ulagmis hiicreler kullanilmistir. Tiiplere toplanan hiicreler iyice karistirildiktan sonra
sayim yapmak i¢in test tiiplerine 50 pL alinmigtir. Hiicrelerin boyanmasi amaciyla
trypan blue isimli boyadan da 50 pL ekleyip ve thoma laminda sayim yapilarak

ekilecek hiicre sayis1 belirlenmistir.

21



5. 2. 6. 2. HF Uygulamalar:

6 kuyulu petrilere hiicre sayilar1 SPC212, A549 icin 2,5x10°% MeT-5A igin ise
5x10° olacak sekilde serumlu besiyeri ile birlikte ekilmistir. 37 °C %5 CO;
kosullarindaki inkiibat6re kaldirilan hiicrelerin besiyerleri 24 saat sonunda ¢ekilmistir.
Serumlu besiyeri kalintisini uzaklastirmak i¢in de 1X PBS ile yikama yaptiktan sonra,
hiicrelerin senkronizasyonu igin serumsuz besiyeri eklenip, inkiibatore kaldirilmistir.
2 saat sonunda serumsuz besiyerleri uzaklastirilarak yikama yapilmistir. Serumlu
besiyeri ile birlikte 0, 25, 50, 100, 250nM konsantrasyonlarinda HF uygulanarak 24

saat sonunda hiicre lizizleri ger¢eklestirilmistir.

5. 2. 6. 3. PI3K inhibitoriiniin Kullanimi

SPC212 hiicresi model alinarak hiicrelerin artan Akt aktivasyonunu inhibitor
varliginda ne gibi degisimler olabilecegini arastirmak i¢in Wortmannin kullanilmistir.
Hiicreler ekildikten 22 saat sonra taze besiyeri ile birlikte 2700nM final konsantrasyonu

olacak sekilde inhibitér uygulandiktan 2 saat sonra da 250nM HF uygulanmustir.

5. 2. 6. 4. Hiicre Lizizi

Laboratuvar ortamina getirilen petrilerdeki besiyerleri tiiplere toplanmustir.
Hiicrelere ImL soguk 1X PBS ekleyip kaziyict ile hiicrelerin fiziksel olarak
kaldirilmas1 saglanmustir. lIyice kazidiktan sonra tiipteki besiyeri ile hiicreler
toplanmistir. Oda sicakliginda 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Liziz
yapabilmek i¢in 100: 1 oraninda liziz tamponu: proteaz- fosfataz inhibitor karigimi
taze olarak eklenmistir. Santrifiij sonrasi iist kisimlar atilarak hiicreler tizerine 120 L
liziz karigimi eklenmis insiilin enjektorii ile hiicrelerin parcalanmasi saglanmistir.
14g°de 4 °C’de 10 dakika santrifiij sonrast iist kisimlar, yeni test tiiplerine almarak -

20 °C’ye kaldirilmistir.

5. 2. 6. 5. Protein Miktarimin Belirlenmesi

Izole edilen proteinlerin miktarini belirlemek amaciyla BCA yapilir. Once BSA
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standartlarinin hazirlanmasi i¢in stok BSA soliisyonu, 2 mg/ mL olacak sekilde
hazirlanmistir. Bu stok soliisyonundan dilisyonlar (2 mg/ mL- 0,12 mg/mL)
hazirladiktan sonra test tliplerine konulmustur. 96 kuyucuklu plakaya her bir 6rnekten
iki tekrarli olacak sekilde 10 uL eklenip, ayrica daha 6nce blank olarak kullanmak i¢in
ayrilan liziz karisimindan da eklenmistir. Orneklerin iizerine Thermo BCA Protein
Assay kitindeki A ve B soliisyonlarindan 50:1 oraninda hazirlanan karigimdan her bir
kuyucuga 200 pL eklendikten sonra plaka, karanlik ortam olusturmak adina
altiminyum folyo ile sarilmistir ve 37 °C’de 30 dakika bekletilmistir. 5 dakika da oda
sicakliginda beklendikten sonra Varioscan cihazinda 562 nm dalga boyunda 6l¢iim
alimmustir. Alinan BSA degerleri ile Excelde grafik ¢izilmistir, R? degerine gore
denklem belirlenmistir ve protein konsantrasyonlar1 da bu denklem tizerinden pg/ mL

cinsinden hesaplanmustir.

5.2.6.6.SDS- PAGE ve Western Blotlama Yontemi

Protein seviyesindeki etkiyi belirlemek adina yapilan western blotlama
tekniginde ilk olarak SDS-PAGE dedigimiz farkli agirliklara sahip proteinlerin
ayrilmasini saglayan asama gerceklestirilmistir. Bunun i¢in Tablo 5.1’de gosterilen
miktarlarda, alt ve iist olmak tizere iki kisimdan olusan %10-12 yogunluguna sahip

olan SDS jeli hazirlanmstir.

Tablo 5.1: SDS-PAGE jelinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve miktarlari.

ALT JEL UST JEL
ddH,0 3,625 mL 1,865 mL
1.5M pH: 8,8 Tris HCI 1,875 mL -
0,5M pH: 6,8 Tris HCI . 750 uL
%10 SDS 75 uL 30 uL
TEMED 5,5uL 3 uL
APS 75 uL 30 ul
%40 Akrilamid/ Bisakrilamid 1,875 mL 3375 uL
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40 pg hiicre lizat1, 4X 6rnek yiikleme tamponu ile 3: 1 oraninda karistirilarak 95
°C’de 5 dakika boyunca denatiire edilmistir. Igerisinde 1X yiiriitme tamponu bulunan
tanka yerlestirilen SDS- PAGE jeline denatiire edilen 6rnekler 80 V’da 20 dakika; 120
V’da 90 dakika olarak yiiriitiilmistiir. Jelde ayrilan proteinlerin membrana transferi
i¢in kullanilan PVDF membran; 30 saniye metanolde, 2,5 dakika suda ve 3 dakika da
transfer tamponunda bekletildikten sonra kullanima hazir hale getirilmistir. 1X
transfer tamponu i¢inde 110 V’da 90 dakika boyunca proteinlerin membrana transferi
saglanmistir. Bu siire sonunda membran bloklama islemi i¢in %5 olarak hazirlanan
yagsiz siit tozu igeren 1X TBS-T igerisinde 100 rpm’de oda sicakliginda 1 saat
boyunca ¢alkalanmigtir. Bloklama sonrasi membran, 1X TBS- T ile 5- 10- 5 dakika
olmak tizere 3 kez 120 rpm’de ¢alkalama ile yikanmistir. %5 yagsiz siit tozu ile 1X
TBS- T karigimina verilen oranlarda seyreltilerek eklenen birincil antikor ile 4 °C’de
gece boyunca (yaklasik 16 saat) calkalanarak inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon
sonunda membran 1X TBS- T ile 3 kez 5- 10- 5 dakika seklinde yikanmistir. Membran,
%S5 yagsiz siit tozu ile 1X TBS- T karisimina verilen oranlarda seyreltilerek eklenen
HRP- konjuge ikincil antikor ile 4 °C’de 2 saat boyunca calkalanmistir. Bu siire
sonunda yine 3 kez 1X TBS- T ile yikamalar yapilmigtir. Membran, ev yapimi olarak
A ve B seklinde iki soliisyon halinde (Tablo 5.2) hazirlanan ECL (enhanced
chemiluminescence)’den 1: 1 oraninda alinarak olusturulan karisim ile oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir. Ve karanlik ortam olusturmak i¢cin membranin

tizeri kapatilmistir.

Tablo 5.2: ECL hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve miktarlari.

A B
100mM Tris (pH=8.6) 10 mL 10 mL
90mM p-Coumaric Acid 44 puL -
250mM Luminol 200 uL -
%30 H,0, - 12,08 nL
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Uygulama siiresi bitince, ChemiDoc XRS+ (BioRad) cihazinda goriintiileme
yapilmistir. Gorlintiide elde edilen bantlarin yogunluklart BioRad ImageLab 6.0
programi ile protein seviyelerindeki degisimler karsilastirmali olarak analiz edilmistir.
Protein tespiti i¢in p- STAT3 (Tyr 705, CST 9131), t- STAT3 (CST 9132), p- AKT
(Ser 473 CST 4060), t- AKT (CST 4891), p- ERK1/ 2 (Thr 202/ Tyr 204 CST 9101),
t- ERK1/ 2 (CST 9102), p- JINK (SC 4668), t- INK (SC 7345), p- p38 (CST 4511), t-
p38 (CST 9212), antikorlari; yiikleme kontrolii olarak Cyclophilin B (PA1- 027A)
antikoru kullamlmustir. Ilgili tiim antikorlar igin ikincil olarak da anti- rabbit (CST

7075) antikoru kullanilmistir.

5.2.6.7. Stripleme

Birbirine yakin agirliktaki proteinleri ve bir proteinin hem aktivasyonuna hem
de ifade edilmesine etkisini goriintiilemek igin daha Once baglanan antikoru
uzaklagtirmak adina stripleme islemi yapilir. Stripleme tamponu ile 42 °C’de 30
dakika 120 rpm’de ¢alkalandiktan sonra 5- 10- 5 dakika 1X TBS- T ile yikama
yapilmistir. Transferden sonra yapildig: gibi %S5 lik yagsiz siit tozu iceren 1X TBS- T
karisimi icinde 100 rpm’de 1 saat boyunca c¢alkalanarak bloklama yapilmistir. 5- 10-
5 dakika 1X TBS- T ile yikama sonrasinda birincil antikor uygulamasi ile islemlere

devam edilmistir.
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6. BULGULAR

6. 1. Halofuginonun Hiicre Morfolojisi Uzerindeki Etkisi

Bahsi gegen tiim hiicreler (MeT-5A, SPC212, A549, H1299) 96 kuyucuklu
plakalara 1x10* mL/ hiicre gelecek sekilde ekim yapilarak 24 saat biiyiitiilmiislerdir.
Besiyerleri tazelenerek HF’nin 0, 25, 50 250 ve 500 nM konsantrasyonlari
uygulanarak ve 24 saat sonunda hiicre morfolojisinde meydana gelen degisimler
belirlenmistir. Sekil 6.1.a’da gozlendigi gibi normal mezotelyal hiicrelerde (MeT-5A)
50nM’a kadar hiicre sayisinda belirgin azalma gézlenmezken; 250nM (p<0,05) ve
500nM  (p<0,01) uygulanan hiicrelerin sayisinda onemli derecede azalma
belirlenmistir. Kargsilastirildiginda aym1 miktarlarda HF uygulanan malignant
mezotelyoma (SPC212) hiicrelerinin Sekil 6.1.b’de goriildiigii gibi 25nM’da (p<0,05)
MeT-5A hiicrelerinden daha hassas oldugu morfolojik incelemelerde belirlenmistir.
Bununla birlikte 50nM’nin iizerindeki konsantrasyonlarda etkinin istatistiksel olarak
hatr1 sayilir oldugu belirlenmistir (p<0,01). MM hiicrelerine ilaveten iki akciger
kanseri hiicresine de (A549, H1299) es konsantrasyonlarda HF eklenerek es zamanh
incelenmistir. HF nin her iki akciger hiicre morfolojisine etkisi MM hiicrelerine benzer
bir profil sergilemistir. Morfoloji analizleri takibinde HF nin hiicre canliligina etkisi 4

hiicrede asit fosfataz deneyi ile degerlendirilmistir.
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Sekil 6. 1: HF nin hiicre morfolojisine etkisinin incelenmesi. 0, 25, 50, 250 ve
500nM HF uygulayarak 24 saat sonunda analiz edilmistir. Morfolojik goriintiiler (a)
ve istatistiksel analizler (b) gosterilmektedir. Analizlerde Image J ve GraphPad
programlari kullanilmigtir (n=3, *p<0,05, **p<0,01).
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6. 2. Halofuginonun Hiicre Canlihg Uzerindeki Etkisi

MeT-5A igin 1x10% SPC212, A549 ve H1299 hiicreleri i¢in ise 5x10° sayida 96
kuyulu plakalara 4 tekrarli ekilen hiicrelere 0, 10, 25, 50, 100 ve 250nM
konsantrasyonlarinda HF uygulanarak hiicre canlilign 72 saatlik siire i¢in
degerlendirilerek hesaplanmistir. Olgiim degerlerine gére GraphPad programinda
grafiklendirilmis ve hiicreleri %50 inhibe eden konsantrasyon (ICso) degerleri
belirlenmistir. Sekil 6.2.a.’da gozlenildigi gibi HF uygulanan kanser olmayan
mezotelyal hiicrelerde (MeT-5A), hiicre sayisinda belirgin sekilde azalis (p<0,01)
250nM konsantrasyonundan itibaren ger¢eklesmistir. Diger taraftan SPC212, A549
ve H1299 hiicrelerine HF uygulamasinin sonunda hiicre canliligi 25nM (p<0,05) ile
50nM’nin istiindeki konsantrasyonlarda (p<0,01) 6nemli derecede azalmaktadir.
Yapilan canlilik analizleri dogrultusunda HF’nin, hiicre canliligini %50 oraninda
inhibe ettigi konsantrasyon (ICsg) degerleri hesaplanmistir. Bu degerler sirasiyla MeT-
5A, SPC212, A549, H1299 i¢in 85,6nM, 24,97nM, 21,95nM ve 24,86nM olarak
belirlenmistir (Sekil 6.2.b). 1Cso degerleri esas alinarak bundan sonraki analizlerde

kontrol hiicresi ve iki kanser hiicresi ile devam edilmistir.
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Sekil 6. 2: HF’nin hiicre canliligina etkisinin ve doz-yanut iligkisinin incelenmesi. O-
250nM HF uygulandiktan sonra canlilik degerleri analiz edilmistir. Canlilik degisimi
(@) ve hesaplanan doz-yanit iliskisi (b) gosterilmistir. Analizler i¢in MS Excel ve
GraphPad programlari kullanilmistir (n=3, *p<0,05, **p<0,01).
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6. 3. Halofuginonun JAK/ STAT Yolagina Etkisi

HF’nin JAK/ STAT yolagi iizerine etkisi Met-5A, SPC212, A549 hiicrelerinde
incelenmistir. 2,5x10% A549 ile SPC212 ve 5x10° sayida MeT-5A hiicresi 6 kuyulu
plakaya ekilerek 0-250nM konsantrasyonlarda HF uygulanarak 24 saat sonunda
hiicreler liziz edilmistir. Ornekteki toplam protein miktarlari BCA ile belirlendikten
sonra SDS/ PAGE ve Western blot yardimiyla proteinlerin aktivasyonu ve
ifadesindeki degisimler arastirilmistir. Sekil 6.3.a’da goriildiigii iizere HF nin MeT-
5A kontrol hiicrelerinde uygulanan konsantrasyonlar i¢cin STAT3 proteinlerinin
aktivasyonunda ya da ifadesinde, onemli bir degisim belirlenmemistir. Ayni
konsantrasyonda HF uygulanan SPC212 (Sekil 6.3.b) ve A549 (Sekil 6.3.c)
hiicrelerinde de STAT3 fosforilasyonu 50nM  (p<0,05) ve istiindeki
konsantrasyonlarda (p<0,01) onemli derecede baskilanmaktadir. SPC212 ve A549
hiicrelerinde 50nM (p<0,01) ve 25nM (p<0,05) konsantrasyonlarda fosforilasyonda
baskilanma goriilmistir. HF’nin STAT3 ifadesine etkisi her iki hiicrede 100nM
tizerinde  oldugu  belirlenmigtir.  Bununla  birlikte istatistiksel  olarak
degerlendirildiginde HF’nin STAT3 yolagina etkisi A549 hiicrelerinde SPC212’ye
kiyasla daha diisiik dozlarda baglamaktadir.
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Sekil 6. 3: HF’nin JAK/ STAT yolagina etkisinin incelenmesi. ICso degerleri
belirlendikten sonra 0-250nM HF uygulayarak STAT3 aktivasyonu ve ifadesindeki

etki (a) MeT-5A, (b) SPC212 ve (c) A549 hiicrelerinde gosterilmektedir

(n=3, *p<0,05, **p<0,01).
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6. 4. Halofuginonun PI3K/ Akt Yolagina Etkisi

JAK/ STAT yolagina ilaveten HF’nin hiicre ¢ogalmasi, hayatta kalmasi ve
karsinojenezde Onemli olan PI3K/ Akt yolagina etkisi de konsantrasyon bagimli
arastirtlmistir. HF uygulamasinin takibinde mezotelyoma hiicrelerinde Akt proteininin
aktivasyonunda ve ifade edilmesinde anlamli bir degisim belirlenmemistir (Sekil
6.4.a). Buna karsin SPC212 ve A549 hiicrelerinde sirasiyla Akt fosforilasyonunda
100nM ve 50nM konsantrasyonlarinda artis gozlemlenmistir. Buna karsin Akt
proteininin ifadesinde SPC212 hiicrelerinde 100nM ve AS549 hiicrelerinde 50nM

tizerinde asag1 diizenlemeler belirlenmistir (Sekil 6.4.b ve c).
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Sekil 6. 4: HF nin PI3K/ Akt yolagina etkisinin incelenmesi. 0- 250nM

konsantrasyonlarda uygulanan HF nin MeT-5A (a), SPC212 (b) ve A549 (c)
hiicrelerinde Akt proteinin degisimi gosterilmektedir (n=3, *p<0,05, **p<0,01).



Bilindigi gibi Wortmannin (Wort) PI3K inhibitoridir. HF’nin Akt
fosforilasyonunu artirmasi sonucuyla birlikte her iki molekiiliin birlikte
uygulanmasiin hiicrelerde nasil bir degisime yol agacagmi belirlemek amaciyla
250nM HF ve 100nM Wort, SPC212 hiicrelerine uygulanmistir. Uygulanan
konsantrasyonlarda Wort, Akt fosforilasyonunu diisiiriirken ifade seviyesine etki
gostermemigstir. HF ise ifade seviyesini diistirmektedir. Kombine uygulama sonucu
hem aktivasyon hem de ifade seviyesi asag1 ¢ekilmistir (Sekil 6.5). Bu sonuglar bu iki

molekiiliin kombine uygulamasinin bir alternatif olusturabilecegine isaret etmektedir.

p-AKT t-AKT

SPC212
HF - + = *

Wortmannin = 2 + +

e —

tml——-—l

| HF - + - + HF = + N ¥

Cyclophilin B I )
Wortmannin - - + + Wortmannin - 5 + +

Sekil 6. 5: HF nin wortmannin ile birlikte kullaniminin Akt proteini iizerine etkisinin
incelenmesi. HF (250nM), Wort (100nM), HF ve Wort kullaniminin SPC212
hiicrelerindeki etkisi gosterilmektedir (n=3, *p<0,05, **p<0,01).

6. 5. Halofuginonun MAPK Yolagina Etkisi

Halofuginonun hiicre ¢cogalmasi, farklilasmasi ve apoptoz gibi hiicrenin temel
islevlerinde gorevli olan MAPK sinyal yolagina olan etkisi normal ve kanserli
hiicrelerde arastirilmistir. Yukarida bahsedildigi sekilde ekilen hiicreler HF
uygulamasindan 24 saat sonra liziz edilerek incelenmistir. Sekil 6.6.a’da gortldiigi
gibi MeT-5A hiicrelerinde HF’nin ERK1/2 proteininin hem aktivasyon hem de ifade
edilmesi seviyesine etkisi gozlemlenmemistir. Buna karsin SPC212 hiicrelerinde
(Sekil 6.6.b) 50nM ve tizeri, A549 hiicresinde ise (Sekil 6.6.c) HF 25nM ve {lizeri
konsantrasyonlarda ERK fosforilasyonunu baskilarken, protein ifade seviyeleri
SPC212 ve A549°da sirastyla 100nM ve 50nM {izerinde baskilanmaktadir.
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Sekil 6. 6: HF’nin MAPK yolagina etkisinin incelenmesi. ERK1/2 aktivasyonu ve
ifadesindeki degisimler MeT-5A (a), SPC212 (b) ve A549 (c) hiicrelerindeki degisim
gosterilmektedir (n=3, *p<0,05, **p<0,01).
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6. 6. Halofuginonun SAPK/ JNK ve p38 MAPK Yolaklarina
Etkisi

MAPK sisteminin iiyesi olan ve stres karsisinda aktiflesen JNK ve p38 yolaklar
hiicrelerde hayatta kalma ve apoptozu tetikleme durumlarinda gorevlidir. HF nin JNK
ve p38 proteinlerinin aktivasyon ve ifade edilme seviyelerine olan etkileri es hiicrede
konsantrasyona bagli olarak incelenmistir. Sonuglar HF nin higbir hiicrede SAPK/
JNK protein fosforilasyonu ve ifade seviyelerine etkisi olmadigini géstermistir (Sekil
6.7). Buna karsin iki kanser hiicresinde de 100nM iizerindeki konsantrasyonlarda p38
fosforilasyonunda artis belirlenmistir (p<0,01) (Sekil.6.7.b. ve c.). HF uygulamasinin

takibinde ise total protein ifadesinde degisim belirlenmemistir.
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Sekil 6. 7: HF’nin SAPK/ JNK ve p38 MAPK yolaklarina etkisinin incelenmesi.
HF’nin JNK ve p38 proteinlerindeki etkisi MeT-5A (a) hiicrelerinde gosterilmektedir
(n=3, *p<0,05, **p0,01).
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Sekil 6. 7. Devam1: HF’nin SAPK/ JNK ve p38 MAPK yolaklarina etkisinin
incelenmesi. HF nin JNK ve p38 tizerindeki etkisi SPC212 (b) ve A549 (c)
hiirelerinde gosterilmektedir (n=3, *p<0,05, **p<0,01).



6. 7. istatistiksel Analizler

Bu ¢alismada morfolojik analizlerde Image J, canlilik analizlerinde VarioScan
cihazi1 ile birlikte MS Excel, western blot analizlerinde Image Lab programlar
kullanilmistir. En az 3 bagimsiz tekrarli ve 3 replikali yapilan deneylerde istatistiksel
analizler i¢in GraphPad programlari kapsaminda one-way ve two-way Anova
programlar1 kullanilarak p degerleri hesaplanmigtir. *=p<0,05, **=p<0,01 anlamlilik

degerlerini ifade etmektedir.
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7. TARTISMA

Malignant mezotelyoma ve akciger kanserine yakalanan kisilerin sayisi
kullanilan sigara miktar1 ve maruz kalmman asbeste bagli olarak giin gectikce
artmaktadir. Bununla birlikte kemoterapotik ve diger uygulamalar yoniinden tedaviler
yapilmaya c¢alisilmig ve ¢alismaya devam edilmektedir. Kanser tedavilerinde hali
hazirda kullanilan ilaglarin 6nemli bir kismini1 dogal kaynakli aktif bilesenler olusturur.
Bitkisel kokenli bilesik olan HF’nin prostat kanseri [72], pankreas kanseri [67] ve
meme kanseri [82] hiicrelerinde antikarsinojen etkisine dair ¢aligmalar bulunmaktadir.

Bu ¢alismada literatiirden farkli olarak HF ’nin etkisi ilk kez MeT-5A, SPC212,
A549 ve H1299 hiicrelerinde incelenmistir. Bahsi gegen hiicrelerle yapilan canlilik
analizleri literatlirdeki verileri destekleyen sonuglar vermistir. HF uygulamasi, kanser
hiicrelerinde konsantrasyona bagli hiicre sayisinda azalmaya neden olurken, kanser
olmayan hiicrelerdeki hiicre sayisin1 yilksek konsantrasyonlarda azalttig
belirlenmistir. Bu da HF nin kanser hiicrelerine daha secici 6zellik gdsterdigine isaret
etmektedir.

Bilindigi tlizere hiicrelerin biiylimesi, ¢ogalmasi, hayatta kalmasi, farklilagmasi
ve apoptoza yonelmesi gibi hayati 6nem tasiyan siiregler hiicre sinyal yolaklariyla
diizenlenmektedir. Kanser olusumuna ve ilerlemesine de bu yolaklardaki bozukluklar
yol agmaktadir [41]. Bu nedenle kanser tedavilerinde sinyal yolaklarinda rol alan
molekiillere hedef terapiler uygulanmaktadir [49]. Bu ¢alismada biz ilk olarak birgok
kanser hiicresinde kontrolsiiz sekilde aktive olan [21] JAK/ STAT yolagina HF nin
etkisini inceledik. Konsantrasyon bagimli deneyler sonucunda HF, SPC212 ve A549
kanser hiicrelerinin fosforilasyon ve ifadesi lizerine etki gosterirken, MeT-5A
hiicrelerinde etkilemedigini belirledik. HF’nin STAT3 fosforilasyonu ve ifadesine
etkisi kanser hiicreleri arasinda karsilastirma yapildiginda A549 hiicrelerinde SPC212
hiicrelerine gore daha diisiik konsantrasyondan itibaren baslamaktadir. Bu da STAT3
yolaginin baskilanmasi hususunda A549 hiicresinin SPC212’ye gore daha hassas
oldugunu isaret edebilir.

Kanserde regiilasyonu bozulan diger yolaklardan birisi de PI3K/ Akt yolagidir.
HF’nin Akt yolag: iizerine etkisiyle ilgili calismalara rastlanmaktadir. Ornegin,
kolorektal kanseri hiicresinde Akt akivasyonunun HF tarafindan baskilandig
bildirilmistir [80]. Buna karsin HF’nin myotube hiicrelerinde Akt ve p38

fosforilasyonunu artirdigi ve Smad3 aktivasyonunu indirdigi bildirilmistir [66], yine
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bu yolak tlizerinden otofajiyi diizenledigi [91] gosterilmistir. HF uygulamasit MeT-5A
hiicrelerinde Akt’nin ne fosforilasyonuna ne de ifadesinde bir degisime neden
olmamistir. HF uygulamasinin ardindan her iki kanser hiicresinde ise Akt
fosforilasyonunun arttig1 belirlenmistir. Buna karsin her iki hiicrede de Akt ifadesi
konsantrasyon bagimli olarak asagi diizenlenmistir. Literatiirde de siklikla rastlanildigi
lizere ayn1 madde farkli hiicrelerde tam tersi etki gdsterebilmektedir. Ornegin, gallik
asitin malignant meztelyoma hiicrelerinde Akt aktivasyonunu baskilarken [92],
melanoma hiicrelerinde aktivasyonunu artirdigi  gozlenmistir [93]. Kanser
hiicrelerinde Akt fosforilasyonundaki artis A549 hiicrelerinde SPC212’ye gore daha
diisiik konsantrasyonda olmustur. Ilaveten ifade seviyelerinde de diisiiriilmesi A549
hiicrelerine gore daha yiliksek konsantrasyonda gerceklesmektedir. Bu sonu¢ A549
hiicrelerinin Akt lizerinden HF baskilanmasina SPC212’den daha duyarli oldugu
sonucunu desteklemektedir. Prostat ve meme kanserinde HF’nin etkisinin
incelenmesiyle ve bu incelemelerde ilag olarak zelodronik asit ile birlikte kullaniminin
ZA’dan daha etkin oldugu gosterilmistir [82]. Yukarida belirtildigi gibi HF
uygulamalari, kanser hiicrelerinde Akt fosforilasyonunu arttirmistir. Bu iki durumdan
yola c¢ikarak bu g¢alismada PI3K inhibitorii (wortmannin) ve HF’nin birlikte
kullaniminin etkisi arastirilmistir. Sonuglarimiz dogrultusunda HF ve wortmannin
kombinasyonunun SPC212 hiicreleri tizerinde tek uygulamadan daha etkin oldugu
belirlenmistir.

Bunu izleyen deneylerde, HF nin hiicre biiyiimesi ve bdliinmesini tetikleyen
yolaklardan bir digeri olan MAPK/ ERK /2 iizerine etkisi incelenmistir. Onceki bir
calismada HF nin ERK1/ 2’yi uyararak yara iyilestirme 6zelligi vurgulanmistir [64].
HF uygulamalar1 MeT-5A hiicreleri {izerinde etki gdstermezken; SPC212 ve A549
hiicrelerinde fosforilasyon ve protein ifadesi seviyelerinde konsantrasyona bagl
olarak diisiise neden olmustur. HF, STAT3’deki etkisine benzer sekilde, A549
hiicrelerinde ERK1/ 2 fosforilasyonu ve ifadesini SPC212 hiicrelerinden daha diisiik
konsantrasyonlarda gergeklestirmistir. Diger bir deyisle A549 hiicreleri HF’ye yolak
baskilama kapsaminda daha fazla duyarlilik gostermektedir.

[laveten MAPK yolaklarmin diger modiilleri olan stres karsisinda aktive olan
JNK/ SAPK ve p38/ MAPK aktivitesine etkileri de incelenmistir. JNK fosforilasyonu
ve ifadesi hicbir hiicrede degisim gostermezken; her iki kanser hiicresinde 100nM
tizerinde p38 fosforilasyonunun indiiklendigi belirlenirken ifadeleri degismemistir.

p38 ve INK yolag hiicrelerde genelde apoptotik aktivasyonla iliskilendirilen yolaklar
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olarak diistiniildiigiinde [94] HF’nin bu hiicrelerde bu yolaklar iizerinden apoptoza

gotiirebilecegi fikrinin diistindiirmektedir.
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8. SONUC

Kanser tedavisinde kullanilmak tizere son yillarda, saglikli hiicrelerden ziyade
kanser hiicrelerinde segici karakter gosteren ajanlar tercih edilmektedir. Bu kapsamda
tez calismasinda kullandigimiz HF kanser hiicreleri lizerinde daha segici aktivite
gostermesi 6nemlidir. HF, hem MM hem de NSCLC hiicrelerinin hiicre canliligini
konsantrasyona bagli olarak 6nemli diizeyde baskilamaktadir. ilaveten HF hiicre
sinyal yolaklarindan JAK/ STAT (STAT3), klasik MAPK (ERK1/ 2) proteinlerinin
aktivasyonunu Dbaskiladigr gosterilmistir. Bu bulgu HF’nin bu hiicrelerde
proliferasyonu baskilarken STAT ve ERK yolaklarimi kullandigin1 gostermektedir.
Akt yolaginda artis gozlense de konsantrasyona bagli olarak ifadesi hiicrelerde asagi
cekilmektedir. HF uygulamasi, JNK yolagimi aktive etmezken p38 yolaginin
aktivasyonunu saglamaktadir. Bu yolagin aktivasyonu apoptozla iliskilendirilse de bu
ileriki  deneylerle arastirilacaktir. Ozetle bu c¢alisma literatiir bilgilerimiz
dogrultusunda ilk kez tarafimizdan HF’nin MM ve akciger kanseri hiicre yolaklarina
etkisinin belirlenmesini saglayarak yeni caligmalara da 151k tutmaktadir. Daha sonraki
yapilacak yogun arastirmalarla HF nin belki de MM ve NSCLC tedavisinde alternatif

ajan olma ihtimali artacaktir.
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