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a-CHACONINE ve a-SOLANINE’IN ANTIKANSEROJEN ETKILERININ
RL95-2 HUCRELERINDE ARASTIRILMASI
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KISA OZET

Endometriyum kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirlerinden olup
genellikle adenokarsinomdur. Endometriyum kanserinin gelisim ve ilerlemesindeki
molekiiler yolaklarinin arastirilmasi, bu hastalik siireci hakkindaki bilginin arttirilmasini
saglayarak hastalar icin yeni, etkili tedavi seceneklerinin kesfedilmesine yol acacaktir.
Bundan dolay1 bu tez c¢alismasinda Solanum tuberosum’da (patates) bulunan major
glikoalkaloitlerden o-chaconine ve a-solanine’in RL95-2 &strojen reseptor pozitif
endometriyum kanser hiicresinde antikanser etki potansiyellerinin ve kanser iliskili Akt
yolag1 ve Ostrojen reseptor alfa (ERa) ile iliskisinin arastirilmas1 amaglanmistir.

Calismada o-chaconine ve a-solanine’in hiicre canliligina etkili dozlar1 Siilforodamin B
(SRB) testi ile belirlendi, farkli dozlarinin hiicre biiyiime egrisi tizerinde etki profilleri; elde
edilen egri profillerinden etki mekanizmasi hakkinda fikir sahibi olabildigimiz gercek
zamanli hiicre analizorii (RTCA) sistemi ile degerlendirildi ve ICsy degerleri hesaplandi.
Tiim deneylerde maddelerin Akt yolagi ile iliskisi Akt inhibitorii API-1 ile Gstrojen reseptor
(ER) ile iliskisi ise ERa

inhibitorii MPP dihidrokloriir ile karsilastirilarak ortaya konmustur. Ayrica Akt ve p-Akt
ile ERa ve p-ERa protein ifadeleri western blot yontemi araciligiyla Akt ve ERo mRNA
ifadeleri qPCR yontemiyle gerceklestirilmistir. Hiicrelerin migrasyon yetenegi iizerine
etkileri ise migrasyon kiti ile degerlendirilmistir.

Sonu¢ olarak, RL95-2 insan endometriyum kanseri hiicrelerinde a-chaconine ve a-
solanine’in Akt sinyal yolagini inhibe ettigi ve ERa aktivitesini ve ifadelenmesini azalttig1,
dolayistyla hiicre proliferasyonunu baskilayici etkisi ilk kez bu caligma ile gdsterilmistir.
Ayrica, RL95-2 hiicrelerinde, RTCA ile biiyiime profil egrilerinin olusturulmasi; a-
chaconine ve a-solanine’in bu egriler tizerindeki etkileri; RL95-2 hiicrelerinde bu maddeler
icin ICsp degerlerinin belirlenmesi; hiicre migrasyonuna etkilerinin gosterilmesi de yine ilk

kez bu tez ¢alismasi ile ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: a-chaconine, a-solanine, Akt, ERa, RL95-2, xCELLigence (RTCA)
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INVESTIGATION of ANTICARCINOGENIC EFFECTS of
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Doctorate Thesis, May 2017
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. M. Betiil AYCAN

ABSTRACT

Endometrium cancer which is usually an adenocarcinoma is one of the most common
cancer types in women in the World. Investigation of the molecular mechanisms underlying
the development and progress, increases the knowledge about the disease and thus will lead
to explore effective therapeutic alternatives. Therefore, in this thesis the potential
anticancer effects of two major glycoalkaloids of Solanum tuberosum; a-chaconine and a-
solanine in RL95-2 estrogen receptor positive endometrium cancer cell line and the

relations to the Akt and estrogen receptor alpha (ERa) have been investigated.

In this thesis the effects of a-chaconine and a-solanine in cell viability is determined via
Sulphorhodamine B (SRB) test and the action profiles of different concentrations on cell
growth curves have been evaluated via real time cell analyzer (RTCA) system where we
can gain an idea about the action of mechanism from this profiles and the 1Cs, values have
been calculated. Through all experiments the relation of the compounds with Akt pathway
has been manifested via comparing with Akt inhibitor API-1 and with ERa via comparing
with ERa inhibitor MPP dihydrochloride. Furthermore, Akt and p-Akt; ERa and p-ERa
protein expressions were shown by using western blotting and Akt, and ERa. mRNA
expressions by gPCR. The effects of the compounds on cell migration were evaluated by

migration Kit.

In conclusion, the inhibitory effects of a-chaconine and a-solanine on Akt signalling
pathway and ERa expression and activity and therefore suppressive effects of the
compounds on cell proliferation have been investigated by this study for the first time.
Furthermore, the cell growth curve profiles of the RL95-2 cell lines and the effects of a-
chaconine and a-solanine on these curves; the calculation of ICs, of the compounds on
RL95-2 cell lines; the effects of the compounds on the migration of this cells are firstly

manifested by this study.

Keywords: a-chaconine, a-solanine, Akt, ERa, RL95-2, xCELLIigence (RTCA)
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1. GIRIS VE AMAC

a-Chaconine ve a-solanine, Solanum tuberosum L. (patates) isimli bitkiden elde edilen
ve cesitli etkileri arastirilmakta olan toksik steroidal glikoalkaloitlerdir (1). o-
Chaconine'in yan zinciri; bir glikoz ve iki ramnoz, a-solanine'in ise bir glikoz, bir
galaktoz ve bir ramnoz seker tniteleri icerir (2). Biyolojik aktiviteleri temel olarak iki
Ozellige dayandig1 distiniilmektedir. Bu glikoalkaloitler, asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesterazin inhibisyonu ve membran 3B-hidroksi steroller ile komplekslesme;

boylece membran bozulmasina ve membranin biitlinliigiiniin kaybolmasina neden olur

(3).

a-Chaconine ve a-solanine’in farkli kanser tiirlerinde, hiicredeki biyolojik siireclere
etkilerini gosteren in vitro (4-7) ve in vivo (8, 9) calismalar bulunmaktadir. Bu
glikoalkaloitlerin, gesitli kanser hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ederek ve apoptozu
indiikleyerek oldukga gii¢lii etki gosterdikleri bildirilmistir (7, 10-12). a-Chaconine ve
a-solanine’in meme ve pankreas kanserinin in vivo ksenograft modellerinde, metastaz
ve tlimor anjiyogenez inhibisyonu yoluyla antitiimér etkisi ile kanser riskinin azaldigi
gosterilmistir (8, 13). Terapotik potansiyeli, in vitro ve in vivo klinik oOncesi
arastirmalarda umut vaat etmektedir. Bu nedenle yapilan ¢aligsmalar, a-chaconine ve a-

solanine kullanimmin kansere karsi koruyucu etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Steroidal glikoalkaloitlerin multipleks biyoaktivitelerinin ayrintili mekanizmalar1 heniiz
tam aydinlatilamamis olsa da, kanser tedavisi i¢in baslica molekiiler hedefleri
belirlenmistir. a-Chaconine ve a-solanine’in  PI3K/AKt/NF-kB sinyal yolunu
baskilayarak ve MMP-2/MMP-9 ekspresyonlarint azaltarak kanser hiicrelerinin

migrasyonunu ve invazyonunu engeller (7, 11-14). Ayrica, steroidal alkaloitlerin



sitotoksik ajanlar ile kombine edildiginde kemosensitizer olarak kemoterapinin
enkinligini artirmaktadir (15).

Endometriyum kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen jinekolojik hematolojik
kanser olup genellikle adenokarsinomdur (16, 17). Tedavisinde karboplatin, sisplatin,
dosetaksel, paklitaksel, topotekan ve iksabepilon mono ve kombine tedavide kullanilan
aktif ajanlardir (18).

a-Chaconine ve a-solanine’in; akciger (10), pankreas (13), cilt (12), prostat (19),
servikal (5), karaciger (20), lenfosit (21), mide (22), kolorektal (23) ve meme (22)
kanser hiicrelerinde etkilerinin degerlendirildigi ¢aligmalar literatiirde yer almaktadir.
Ayrica, yapilan bazi c¢alismalarda coklu ilag direncine sahip tiimor hiicrelerinde,
steroidal alkaloitlerin kemoterapétik ilaglarla kombine halde verilmesinin ilag direncini

asmada etkili oldugu tespit edilmistir (15).

Endometriyum kanserinde a-chaconine ve a-solanine’in etkili olup olmadiginin ve
muhtemel etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi, tedavide yeni terapotik stratejiler igin
molekiiler hedeflerin belirlenmesine yardimci olacaktir. Farkli bilesenleri hedefleyen
yeni ajanlarin gelistirilmesi, molekiiler hedefli tedavilerde tek basma veya kombine
olarak tedavide kullanilmaya olanak saglar. Endometriyum kanserinin gelisim ve
ilerlemesindeki molekiiler yolaklarmin arastirilmasi, bu hastalik stireci hakkindaki
dogru bilginin arttirilmasini saglayarak hastalar i¢in yeni, iistiin tedavi seceneklerinin
kesfedilmesine yol acacaktir. Bu nedenle, yukarida yer verilen literatiir bilgileri g6z
oniinde bulundurularak planladigimiz tez c¢aligmasinda; iizerinde daha once ayrintili
olarak molekiiler mekanizmalar1 arastirilmamis Ostrojen reseptdor pozitif bir
endometriyum kanser hiicre hatt1i olan RL95-2 segilerek asagidaki unsurlarin
aydinlatilmasi amacglanmistir:
1) Bu hiicrelerde gergek zamanli biiyiime profil egrisinin ilk kez bu c¢aligma ile
gosterilmesi,
2) Steroidal glikoalkaloit olan a-chaconine ve a-solanine’in RL95-2 hiicrelerinde
tek basina in vitro sitotoksik etkisi olup olmadigmin ilk kez tespiti,
3) Bu glikoalkaloitlerin Akt ve ERa ekspresyonlar1 iizerine etkilerinin ilk kez bu

hiicre hattinda gdsterilmesi,



4) Ayrica kullanilan glikoalkaloitlerin RL95-2 hiicresinin migrasyon yetenegine
olan etkilerinin yine ilk kez bu ¢alisma ile arastirilmas1 amaglanmustir.
Boylece a-chaconine ve a-solanine’in  RL95-2 hiicrelerinde antikanser etki

potansiyellerinin ve kanser iliskili siireglere etkisinin ortaya konmas1 amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Endometriyum Kanseri

2.1.1. Genel Bilgi

Kanser, viicudun herhangi bir boliimiinii etkileyebilecek genis bir hastalik grubu icin
genel bir terimdir. Kanser i¢in kullanilan diger terimler malin tiimorler ve
neoplazmlardir. Kanserin tanimlayici 6zelliklerinden biri, normal sinirlarmin 6tesinde
cogalan ve viicudun bitisik boliimlerine istila edebilen ve diger organlara yayilabilen
anormal hiicrelerin hizla olusmasidir. Metastaz olarak adlandirilan bu son siireg
kanserden oliimlerin 6nemli bir nedenidir (24). Hiicre dongiisii diizenleme ve
boliinmesinden sorumlu sinyal yollarmnin aktivitesinin bozuldugu, ¢ok asamali bir siire¢
olan kanserde apoptoz inhibe olmus ve proliferasyon artmistir (25). Kanser her yasta ve
doku veya organda gelisebilir. Kanserin hiicresel ve molekiiler temeline bakilirsa hiicre
kinetiginin bilinmesi antineoplastik ilaglarin tasarlanmasinda olduk¢a Onemli yere
sahiptir. Cogalma siiresi, sessiz bir hiicrenin hiicre dongiisiine girmesi igin gereken siire
olup (Sekil 1.1) sonunda 2 hiicre meydana gelir. Malin hiicrelerin olusum siiresi benin
hiicrelere gore daha kisa olup hiicrelerin az bir kismi1 Go’a (dinlenim faz1) girer. Bundan
dolay1 ¢cogalma oranlar1 hayli yiliksektir. Baslangictaki eksponansiyel biiylimeyi, dlen

hiicrelerin yeni hiicre olusum oranina esitlendigi plato evresi takip eder (17).



Telofaz
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Metafaz
Profaz

Sekil 1.1. Hiicre dongiisii

Go: Dinlenme fazi; G;: DNA replikasyonu 6ncesi degisken faz (12 sa.-birkag giin); S: DNA replikasyonu
(6-8 sa.); G,:DNA replikasyonu sonrasi hiicre boliinmesine hazirlik i¢in hiicre biiyiimesi (2-4 sa.); M:
Mitoz

Kanser hiicreleri biiylirken besinler dogrudan difiizyon ile dolasimdan saglanir ve lokal
biliylime, komsu dokularda degisiklige neden olan ya da komsu dokular1 yok eden
kollajenaz gibi enzimler ve sitokinler tarafindan kolaylastirilir. Hiicre biiylimesi arttigi
zaman ylizey alaninin hiicre hacmine orani kiiciiliince, hiicrenin daha fazla biliylimesi
icin gerekli olan bagimsiz bir vaskiiler destek olusumunu saglayan tiimér anjiyogenez

faktorleri tiretilir (17).

Endometriyum kanseri en sik rastlanan jinekolojik hematolojik kanser olup genellikle
adenokarsinomdur (16, 17). Endometriyum kanser vakalarmm %10'u kalitsal iken
yaklasik %90'1 sporadiktir (16).

Uterus, internal servikal osun yukarisinda kalir ve tist 2/3’liik kisim uterin korpus olarak
adlandirilir ve seklen armuda benzer (Sekil 1.2). Tubouterin orifisleri birbirine
birlestiren ¢izginin tizerinde kalan uterus pargast uterin fundus olarak ve uterusun alt
tiglincii pargasi serviks olarak adlandirilir (16). Uterus dis kas tabakasina sahiptir;
miyometrium; endometriyumu ¢evreleyen, bazal ve islevsel bir tabakadan olugsmaktadir
(26). Uterusa smirli varsayilan endometriyal kanser vakalarmm yaklagik %10’unda
peritoneal sitoloji 6rneklerinde malin hiicreler saptanmaktadir. Miyometrial invazyonun
derinligi, timoriin derecesi ve ekstrauterin hastalik varligi prognostik olarak anlamlidir.

Vajina ve akcigerler siklikla karsilasilan metastatik bolgelerdir (27). Kanserin



yayilmasi, uterus boslugunun yiizeyinden servikal kanala; miyometriumdan seroza ve
periton bosluguna; fallop tiiplerinden over, ligament ve periton yiizeylerine, dolasimla

metastazlara yol acar veya lenfatikler yoluyla gergeklesir (17).

Giliniimiizde endometriyal tiimorigenezin ikili modeli 1983'te Bokhman tarafindan
hipotezi kurulan bir siniflandirma sistemine dayanilarak, tip 1 ve tip 2 olarak
adlandirilmaktadir (28). Bu model, kanserlerin hem etiyoloji hem de klinik davranig
acisindan kategorize edilmesinde faydali bir yontemdir ancak endometriyal kanserlerin
mindr bir kismi ortak Ozellikler gostermesi nedeniyle tamamen dogru olmadigi
belirtilmistir (16). Tip 1 endometriyal kanser, sporadik endometriyal kanser vakalarinin
cogunlugunu temsil eder ve yeni vakalarm %70-80'ini olusturur, tipik olarak
endometrioid tipindedir ve Ostrojen maruziyeti ile iligkilidir. Risk faktorleri, obezite,
anovulasyon, nulliparite ve ekzojen 6strojen maruziyetini icerir (28). Klinik olarak, tip 1
kanserler genellikle diisiik-grade tiimorler olup, olumlu bir prognoza sahiptir. Buna
karsilik, tip 2 endometriyal kanser daha az yaygin olup endometriyal kanserlerin %10-
%20'sini olusturur (29). Tip 2 endometriyal kanser ostrojen maruziyeti ile ilgisiz olup
hormonal risk faktorleri patogenezinde rol oynamaz ve tipik olarak atrofik

endometriyumun arka planinda ortaya ¢ikar (28).

Endometriyal kanser genellikle semptomatik oldugu i¢in, siklikla I. evrede teshis edilir.
Tedavi ge¢misine bakilirsa standart tedavide; histerektomi, bilateral salpingo-
ooferektomi ve pelvik lenf nodu diseksiyonu, takiben de nihai histolojiye gore

uyarlanmis adjuvan tedavi izlenir (30).
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Sekil 1.2. Korpus uterinin anatomik bolgeleri ve alt bolgeleri (27)

ICD Kodlari: C54.0 Isthmus uteri C54.1 Endometriyum C54.2 Miyometrium C54.3 Fundus uteri C54.8
Korpus uterinin ¢akisan lezyonlar1 C54.9 Korpus uteri C55.9 Uterus, NOS

2.1.2. insidans ve Epidemiyolojisi

Kanser, 2015 yilinda 8,8 milyon 6liimle diinya ¢apinda morbidite ve mortalitenin 6nde
gelen nedenlerinden biridir. Genel olarak, alt1 §liimiin yaklasik biri kanserden dolayidir.
Oliimlerin yaklasik %70 diisiik ve orta gelirli iilkelerde gerceklesmektedir ve yaklasik
1/37ii yiiksek beden kitle indeksi (BKI), diisiik meyve ve sebze tiiketimi, fiziksel aktivite
eksikligi, tiitiin kullanimi ve alkol kullanimi olmak iizere davranissal ve diyetle ilgili
baslica risklerden kaynaklanmaktadir. Tiitiin kullanimi kanser i¢in en onemli risk
faktoriidiir ve kanser 6liimlerinin yaklagik %22'sinden sorumludur. Yeni vaka sayisinin

oniimiizdeki 20 y1l i¢cinde yaklagik %70 artmas1 beklenmektedir (24).

Endometriyal kanser, 2012 yilinda diinyada kadinlarda 5. en sik rastlanilan kanser tiirii
olup bu hastaliga yakalanma riski 75 yasina kadar yiikselmektedir. 2012'de diinya
capinda 320.000 yeni endometriyal kanser vakasi teshisi konulmustur. Mortalitesine
bakilirsa 76.000 6liim ile 14. sirada yer almaktadir (30).

Tiirkiye’de endometriyum kanseri 2012 yili verilerine bakilirsa non melanoma deri
kanserleri hari¢ diger kanser tiirleri arasinda, kadinlarda 5. en sik goriilen kanser tiirtidiir
ve 15 yas istii i¢in insidans ve mortalite verileri sirasiyla 3.787 ve 951 olup 5 yillik
prevalansi 13.987°dir (31).



Kanserin ekonomik etkisi olduk¢a 6nemli bir sekilde artmaktadwr. Kanserin toplam

yillik ekonomik maliyetinin 2010 yilinda yaklasik 1.16 trilyon US § oldugu tahmin
edilmektedir (32).

Endometriyal kanser teshisi konan hastalarin yaklasik %30'u 54 yasin altindakiler olup
yaklasik %9'u 44 yasin altinda ve %20'si 45-54 yas arasndadir. Bu nedenle,
endometriyal kanser tedavi yonetiminde fertilite koruyucu yaklagimlar ile kadinlar
ozenle segmek zorunludur. Non invaziv, evre | endometriyal kanserlere sahip olan ve
bir gebelik elde etme sansi olan hastalar dogurganlik koruyucu tedaviler icin ideal
adaydir. Bu tedaviler i¢in hastalarin segilmesi i¢in kilavuzlar bulunmamakla birlikte,

invaziv timorler ve metastatik hastaliga kars1 yapilan degerlendirme 6nemlidir (33).

Avrupa'da ve Kuzey Amerika'da endometriyal kanser insidansi artisi, niifusun
yaslanmasinin yani sira bu bolgelerdeki obezite ve metabolik sendromun genel
yaygmhgi ile iliskilendirilmektedir (30). Endometriyal kanserin c¢oklu risk faktorii
olarak obezite, uzun siireli endojen veya ekzojen hiperdstrojenizm (polikistik over,
tamoksifen tedavisi, anovulasyon, nulliparite, diizensiz menstriiel siklus), hipertansiyon,
diabetes mellitus tanimlanmustir (34, 33). Endometriyal kanserin olusma riski, 45 yasin
altindaki BKI’i 35'ten biiyiik olan kadmlarda 22 kat artabilir. Uzun dénem (10 yil kadar)
Ostrojen ve progestin hormon replasman tedavisinin (HRT) kullanimi endometriyal
karsinomu gelisme riskini artirmaktadir. D1s kaynakli 6strojen kullanimini, kombine
Ostrojen-progesteron miistahzarlarini kullanan kadinlarda, kullanmayanlara gore 2-3 kat
artmis postmenopozal endometriyum kanser riski ile iliskilidir. HRT kullanimi
diistiniilen hastalar, riskler ve faydalar hakkinda dikkatli bir sekilde degerlendirilmelidir.
Tedaviye baslatma karar1 verilirse, daha 6nce histerektomi uygulanmamis kadimnlara,
endometriyal kanser gelisme riskini en aza indirmek ig¢in kombine bir tedavi

uygulanmalidir (33).

Buna ek olarak, endometriyal kanserlerin %35 kadar1 Lynch sendromu tip 1T (kalitsal
polipozis dis1 kolorektal kanser) ile iliskilidir ve bu sendromu olanlarin yasam boyu
endometriyum kanseri gelisme riski %30 ile %60 arasindadir. Kombine oral
kontraseptiflerin  kullanilmasi, menopoz Oncesi ve perimenopozal kadinlarda
endometriyum kanser insidansini azaltarak endometriyum neoplazisi riskini azalttigina

dair artan kanitlar bulunmaktadir (34). Levonorgestrel salan bir intrauterin sistemin,



endometriyal malin transformasyona karsi koruyucu bir etkiye sahip olabilecegi

literatiirde yer almaktadir (35).

2.1.3. Endometriyum Kanserinin Patolojik Siniflandirmasi

2.1.3.1. Teshis

Anormal uterin kanama endometriyum kanserli vakalarin %90'mda semptom

oldugundan endometriyum kanseri vakalarinin gogu erken evrede teshis edilir (34).

Endometriyum kanseri igin temel inceleme metodu olarak énceden dilatasyon ve kiireta]
(D&C) uygulanirdi. D&C'nin dogrulugunu smirlandiran, yanlis-negatif oranlarinin
yaklagik %10 gibi yiikksek oldugunu bildiren c¢esitli yayinlardir. Giiniimiizde ise
endometriyal biyopsi, vajinal ultrason tarama ve histeroskopi ile minimal invaziv
muayeneler konusuna egilim vardir. Endometriyal 6rneklemede kullanilan Pipelle veya
Vabra cihazlari, endometriyum karsinomasinin tespiti i¢in ¢ok hassas tekniklerdir
(%99,6 ve %97,1). Yeni bir arastirma, endometriyal kanserin tanis1 yolundaki ilk
basamagin, 3 veya 4 mm'lik bir cut-off noktasi kullanarak endometriyal kalmhigin
Olglilmesini ve takiben endometriyal 6rnekleme yapilmasini 6nermektedir. Fokal ve
yaygin patolojileri ayirt etmek icin salin inflizyon sonografisi kullanilabilir. Eger
gerekirse, biyopsi ile histeroskopi, postmenopozal kanamali kadinlarin tan1 yolunda son
adim olarak kullanilmalidir ve histeroskopi endometriyum kanseri teshisinde oldukga

dogru sonuglar verir ve klinik olarak faydalidir (34).

2.1.3.2. Histopatolojik Ozellikler

Ostrojen bagimli endometrioid (Tip 1) ve Ostrojenden bagimsiz non-endometrioid
karsinomlara (Tip 2) karsiik gelen 2 ana klinikopatolojik tipte endometriyum
karsinomu  tamimlanmistir.  Endometrioid  adenokarsinomalar,  endometriyum
karsinomlarmin %80'ini olusturmus olup iyi diferansiye edilmis formda, normal
endometriyumlara benzeyen bezlerden olusur ve endometriyal hiperplazi ile baglantili
olabilir (34).

Genetik anomaliler arasinda; mikrosatelite instabilitesi, fosfataz ve tensin homologu
(PTEN), fosfatidilinozitol-4,5-bifosfat 3-kinaz katalitik subunit o (PIK3CA), KRAS ve

CTNNB1 genlerinin mutasyonlar1 bulunur. Mikrosatelite instabilitesi, tipik olarak
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kalitsal polipsiz kolon kanserli hastalarda bulunur. CTNNB1l, skuaméz
diferansiyasyonlu karsinomalarda daha sik mutasyon gegirir. Seréz karsinomalar Tip
2'nin prototipi olarak kabul edilirler. Over ve fallop tiiplerinin serdz karsinomlarina
benzer sekilde, p53 mutasyonlar1 ve kromozomal instabilite ile karakterizedirler ve
onciil oldugu diisiiniilen bir lezyon olan intraepitelyal ser6z karsinom formuyla
iliskilidir. Berrak-hiicreli karsinomalar tip 1 ve tip 2 arasindaki ara Ozelliklere sahip,
ender ve heterojen bir tiimor grubunu temsil eder. Sinif 3 endometrioid, ser6z ve berrak
hiicreli adenokarsinomlar da dahil olmak {izere yiiksek dereceli endometriyal
karsinomlarm tiimii kotii prognoza sahiptir, ancak adjuvan tedavisine farkl sekillerde
cevap verebilir. Tipik (veya prototipik) tiimorlerin aksine, g¢esitli vakalarda
immiinohistokimya (ER, PR, p53, p16, PTEN) gerektiren, morfolojik olarak belirsiz
veya hibrid adenokarsinomalar vardir ve dogru yorumun yapilmasi i¢in mutasyonel

analiz yapilmaktadir (36, 34).

2.1.3.3. Evrelendirme ve Risk Degerlendirmesi

Endometriyal kanser genellikle Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik (FIGO)
Federasyonu'na gore evrelenir (Tablo 2.1). Preoperatif degerlendirme; gogiis rontgeni,
klinik ve jinekolojik muayene, transvajinal ultrasonografi, kan sayimi ve karaciger ve
bobrek fonksiyon profillerini icerir. Ekstra pelvik hastaliin varligini arastirmak icin
abdominal bilgisayarli tomografi (37) taramasi endikedir. Dinamik kontrastli manyetik

rezonans goriintiileme (MRI), servikal tutulumu degerlendirmek i¢in en iyi aragtir (34).
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Tablo 2.1. Endometriyal kanser evrelendirilmesi (FIGO: 2009) (34)
Evre | Tiimor korpus uteri ile sinirh
A Tiimor endometriyuma sinirl veya miyometriumun
yarisindan azina invaze
I B Miyometriumun yarisi veya daha fazlasina invazyon
Evre 11 Tiimor serviksin stromal bag dokusuna invaze fakat uterus
disina yayilim yok
Evre 111 Tiimoriin lokal ve/veya bdlgesel yayilimi
A Timor seroza ve/veya adneksleri tutmus (direkt yayilim veya
metastazla)
1B Vajinal tutulum (direkt yayilim veya metastazla) veya
parametrial tutulum
Imc Pelvik ve/veya paraaortik lenf nodlarina yayilim
I C1 Pozitif pelvik nodlar
I Cc2 Pozitif paraaortik lenf nodlar1 birlikte/degil pozitif pelvik

lenf nodlar1
Evre IV Timor, mesane ve/veya bagirsak mukozasini ve/veya uzak
metastazlari istila eder
VA Timor mesane veya bagirsak mukozasina invaze olur
IVB Intra-abdominal metastazlar ve/veya inguinal lenf nodlar1

dahil olmak tizere uzak metastazlar

2.1.4. Endometriyum Kanser Tedavisi

Tedavinin ana yontemleri cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir. Diger yontemlerin

baslicas1 ise hormon tedavisidir (17).

2.1.4.1. Cerrahi Tedavi

Endometriyal kanser tedavisinde cerrahi yaklasim gelencksel olarak laparotomi
olmustur. Bununla birlikte, son 15 yilda minimal invaziv tekniklerin kullanimi bir¢ok
arastirmaci tarafindan yaygin bir sekilde kabul gérmiistiir. Evre | endometriyal kanserde
cerrahi tedavi; evre | endometriyum kanseri igin standart cerrahi yaklagim, total
histerektomi ve lenfadenektomili ya da lenfadenektomi uygulanmayan bilateral
salpingo-ooforektomidir. Evre 1l endometriyal kanserde cerrahi tedavi; geleneksel
olarak, cerrahi yaklagim, bilateral salpingo-ooforektomi ile radikal histerektomi ve
paraaortik lenfadenektomi olan ya da olmayan sistematik pelvik lenfadenektomiden
olusur. Evre Il'de cerrahi evreleme ve adjuvan tedavisine rehberlik etmek igin
lenfadenektomi onerilir. Evre 111-1V endometriyal kanserde cerrahi tedavi; maksimum
cerrahi daraltma iyi performans durumu ve rezektabl tiimorii olan hastalarda endikedir

(34).
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2.1.4.2. Primer ve Adjuvan Radyoterapi

Evre | veya Il endometriyal karsinomlar i¢in adjuvan radyasyon, lokal ve bolgesel
tekrarlama oranini diisiiriir, ancak genel sag kalimi etkilemez. Erken evre endometriyal
kanserli hastalarda vajinal brakiterapi, tiim pelvik radyasyon tedavisine gore segilecek

adjuvan tedavi olmas1 6nerilmektedir (33).

2.1.4.3. Adjuvan Kemoterapi

Gelismis endometriyal kanser tedavisinde kemoterapi kullanimi hasta sonuglarini
tyilestirir. Paklitaksel ve karboplatin ile kemoterapi, literatiirde bildirilen diger rejimler
kadar etkili olup daha az toksisiteye sahiptir (33). Platin bazli kemoterapi, evre 1’de
advers risk faktorleri (hasta yasi, lenfovaskiiler alan invazyonu ve yiiksek timor hacmi)

degerlendirilerek ve evre 11-111'teki hastalara uygulanir (34).

2.1.4.4. Adjuvan Hormon Tedavisi

Endometriyal kanserde progestinler, fertiliteyi korumak isteyen geng¢ kadimnlar igin
hormonal tedavinin temel dayanagi olmustur. En sik kullanilan progestinler
medroksiprogesteron asetat (MPA) ve megestrol asetat (MGA)’tir. Levonorgestrel gibi

bir progestin salan intrauterin cihaz da kabul edilebilir bir alternatiftir (33).

2.1.4.5. Kombine Radyoterapi-Kemoterapi

Kombinasyon halinde kullanilan kemoterapi ve radyoterapi, tekli tedavi yontemine

kiyasla tistiin sonuglar vermektedir (33).

2.1.5. Lokal Bolgesel Rekiirrens

Merkezi pelvik rekiirrens i¢in, tedavi secenegi ameliyat veya radyasyon tedavisidir;
bolgesel pelvik rekiirrenslerde radyasyon tedavisi, miimkiinse kemoterapi ile birlikte

uygulanir (34).

2.1.6. ileri Donem Hastahk

Gelismis endometriyal kanserli kadmlarin standart tedavisi konusunda herhangi bir
mutabakat yoktur. Tipik olarak, cerrahi, radyoterapi ve/veya kemoterapi kombinasyonu
kullanilir (34).
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2.1.7. Metastatik Hastalik ve Niiksii

Metastatik ve niikseden hastaligin sistemik tedavisi, hormon tedavisi veya sitotoksik
kemoterapiden olusur. Hormonal tedavi sadece endometrioid histolojiler igin
onerilmektedir ve temelde progestasyonel ajanlar i¢erir. Bununla birlikte tamoksifen ve
aromataz inhibitorleri de kullanilmaktadir. Metastatik hastaligin tedavisinde yanitin ana
prediktorleri, iyi diferansiye tiimorler, hastaliksiz gegirilen uzun siire ve ekstra pelvik
(6zellikle pulmoner) metastazlarin yeri ve kapsamudir. Progestinlere genel yanit
yaklasik %25'tir. Yalniz bir sitotoksik ajanla sadece kemoterapi alan, metastatik
endometriyum kanseri bulunan hastalarda %40'a kadar bir yanit orani elde ettigi
bildirilmistir. Bunlardan platin bilesikleri, antrasiklinler ve taksanlar en sik tek basina ve

kombinasyon halinde kullanilanlardir (34).

2.1.8. Prognoz

Endometrial kanser genellikle olumlu bir prognoz ile iliskilidir. Bu iyi prognoza neden

olan anahtar faktor, ¢cogu olgunun erken dénemde tanilanmasidir (34).

2.1.9. Takip ve Uzun Vadeli Etkiler

Cogu rekiirrens tedaviden sonraki ilk 3 yil i¢erisinde gerceklesir. Onerilen takip sikhig1,
ilk 2 yil boyunca 3-4 ayda bir fiziksel ve jinekolojik muayene ile daha sonra 5 yil
sonrasina kadar 6 aylik araliklardir. Eger gerekirse ileri tetkikler yapilabilir (34).

2.1.10. Kisa ve Uzun Vadeli Saghga Etkileri

Histerektomi infertiliteye ve bilateral ooforektomi premenopozal kadinlarda menopoza
neden olur. Menopoza bagh sicak basmasi, gece terlemesi, atrofik vajinit ve osteoporoz
gibi semptomlar da olusabilir. Radyasyon tedavisinin uzun vadeli yan etkileri arasinda
mesane ve bagirsak disfonksiyonunun yani sira atrofik vajinit de vardir. Uterus
kanserinden kurtulan kisiler arasinda genellikle seksiiel sorunlar bildirilmektedir. Pelvik
lenfadenektomi, 6zellikle radyasyon alan kisilerde, alt ekstremite lenfodemine neden

olabilir (38).
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2.1.11. Endometriyum Kanserlerin Molekiiler Temeli

Endometrioid karsinomlar pek ¢ok cesitli genetik degisiklikler ile karakterizedir ve
bunlardan en sik gozleneni PTEN'dir. Endometrioid karsinomlarm her ikisinde de
%83'c kadar ve prekanseréz lezyonlarin %55'inde PTEN'de degisiklik gozlenmektedir
(Tablo 2.2). Morfolojik ve klinik 6zelliklerinin yani sira, tip 1 ve tip 2 endometriyal
kanserler genetik degisikliklerle de daha seckin olarak ayrilirlar (16).

Tablo 2.2. Tip 1 ve 2 endometriyal kanserde genetik degisiklikler ve mutasyonlarin
yiizde siklig1 (16)

Genetik Degisiklik Tip-1 Karsinoma (%) Tip-2 Karsinoma (%)
PTEN inaktivasyonu 50-80 10

K-ras mutasyonu 15-30 0-5
B-katenin mutasyonu 20-40 0-3
Mikrosatelit instabilitesi 20-40 0-5

p53 mutasyonu 10-20 80-90
HER-2/neu 10-30 40-80

pl16 inaktivasyonu 10 40
E-kaderin 10-20 60-90

2.1.11.1. Tip 1 Endometriyal Kanserdeki Genetik Degisiklikler

PTEN, kromozom 10g23’te bulunan, tirozin Kkinaz fonksiyonu olan bir proteini
kodlayan tiimor baskilayic1 bir gendir. PTEN'in inaktivasyonuna ve ekspresyon kaybina
mutasyonlar neden olur. PTEN, her biri farkli fonksiyona sahip olan hem lipit hem de
protein fosfataz aktivitesine sahiptir. PTEN'in lipit fosfataz aktivitesi G1/S noktasinda
hiicre dongiisiiniin durmasina neden olur. Ayrica, Akt'ye bagli mekanizmalari igeren
pro-apoptotik mekanizmalarm yukari akimi, PTEN sayesinde saglanir (Sekil 2.1) (39).
PTEN'in protein fosfataz aktivitesi; fokal adezyon olusumu, hiicre yayillimi ve
migrasyon inhibisyonunun yani sira bitylime faktorii tarafindan uyarilan mitojen-aktive
protein kinaz (MAPK) sinyallemesinin engellenmesidir. PTEN kaybi, muhtemelen
prekanserdz lezyonlarda kanitlandig: iizere endometriyal tiimorigenezde erken bir olay
olup muhtemelen bilinen hormonal risk faktorlerine yanit olarak baslatilir. Boylece,
PTEN ekspresyonunun azalmasi veya degismesi anormal hiicre biiyiimesi ve

apoptozdan kagis ile sonuglanir (16).
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Sekil 2.1. Tip 1 endometriyal kanserin molekiiler temeli (16)

PTEN, fosforile Akt seviyelerini kontrol etmek i¢in fosfoinozitol-3-kinaz’a (PI13K) kars1
etkimektedir. PTEN'in mutasyonu, PI3K aktivasyonunu arttirarak ~ Akt'nin
fosforilasyonunu saglar. PI3K mutasyonu endometrioid endometriyum kanserlerinin

%36'sida goriiliir ve PTEN mutasyonunu tastyan tiimorlerde en sik goriilendir (16, 40).

PTEN, fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfatin 3 konumunu defosforile eden bir lipid
fosfatazdir. PTEN, PI3K aktivitesini antagonize eder ve onun asagi dogru hedef olan
serin/treonin kinaz Akt'yi negatif olarak regiile eder. Kiiltiire edilen endometriyal
stromal hiicrelerinin progesteron ile tedavisi PTEN seviyesini upregiile eder ve 17p-
ostradiol (E;) ise hiicrelerde PTEN fosforilasyonunu baglatir. Bu bulgular PTEN'in
endometriyal kanser gelisiminde ve/veya progresyonunda giiclii bir rol oynadigini
gostermektedir (41). PTEN inaktivasyonu, PIK3CA veya Akt mutasyonlari, PI3K/Akt
yolunda artmug iletim, apoptoz inhibisyonu, yogun hiicre boliinmesi, rapamisin protein

kompleksinin memeli hedefi (MTOR) uyarimiyla sonuglanir (25).

Siklikla mutasyona giren bagka bir gen olan PIK3CA, endometriyum kanserdeki
PI3K/Akt yolunun degismesinde de rol oynayabilir. PIK3CA mutasyonlar1 tip 1 tip 2
endometriyum kanserlilerin sirasiyla %25-36 ve %15’inde goriiliir ve genellikle PTEN

mutasyonlari ile denk gelir (42).
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APC (adenomatoz polipozis koli), AXIN veya CTNNB1 (beta-katenin 1) genlerindeki
mutasyonlar B-katenin’in asir1 aktivasyonuna yol agarak asirt gen ifadesine neden
olabilir (25).

2.1.11.2. Tip 2 Endometriyal Kanserdeki Genetik Degisiklikler

Tip 2 ser6z karsinomlarda en sik, bir timor slipresdor geni olan TP53’te genetik
degisiklik goriiliir (Sekil 2.2) ve bu mutasyon, ser6z karsinomlarin yaklasik %90'inda
mevcuttur. TP53, kromozom 17 iizerinde bulunur ve DNA’s1 hasar gormiis hiicrelerin
cogalmasimni onlemede olduk¢a Onemlidir. pl16-siklinD / CDK-pRb'yi olusturan bir
proteini kodlayan gen pl6'daki diizensizlikler de genetik degisiklikler igerisindedir (16).

[ HER-2/neu asin ifadesi | l p16 inaktivasyonu ‘

‘ ."'/ N l indirgenmis e-kaderin
x’ I:: Ti P-Z . ..'u
| ENDOMETRIYAL | , —

KANSER

l p53 mutasyonu

Sekil 2.2. Tip 2 endometriyal kanserin molekiiler temeli (16)

2.1.11.3. Hedefe Yonelik Tedaviler

Endometriyum kanserinin olusumuna yol a¢an molekiiler olaylarin anlagilmasindaki
gelismeler, hedeflenen antikanser tedavilerinin gelistirilmesine yol agmustir. Tedavi igin
ortak hedefler; apoptozu, sinyal iletimini, epigenetik modifikasyonu, ilag direncini,
protein katlama ve bozunumunu, hiicre dongiisiiniin ilerlemesini, hormon reseptor
aktivitesini ve anjiyogenezi etkileyen ilaglar tizerindendir. Bu yeni hedefli ajanlar
endometriyal kanser tedavisinde tek basma ve konvansiyonel tedavi ile birlikte

aragtirilmaktadir. Incelenen hedef yollar1 Sekil 2.3’te gosterilmektedir (16).
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Sekil 2.3. Endometriyal kanser tedavisinde hedeflenen hiicresel yollar (16)

MTOR hiicre biiytimesi, proliferasyonu ve apoptozun merkezi bir diizenleyicisi olan ve
Akt-PI3K-PTEN yolu ile regiile edilen bir serin/treonin kinazdir. mMTOR yolagint hedef
alan potansiyel tedaviler arasinda; mTOR inhibitorleri, temsirolimus (CCI-779),
everolimus (RADO0O01) ve deforolimus (AP23573) bulunur (30, 16).

Epotilon B analoglari mikrotiibiil stabilizasyonunu indiikler ve taksanla 6n-muamele
edilen tiimorlere karsi aktiftirler. Iksabepilon (BMS-2474550), epohilon B'nin yari
sentetik bir analogu olup taksanlardan farkli diren¢ mekanizmalarina sahip olan ve
taksanlara direngli veya duyarsiz tiimorlerde duyarh kalmaya devam eden bu yeni smnif

sitotoksik tiibiilin polimerizasyon ajanlarmin bir pargasidir (16).
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Endometriyal kanserlerde, epidermal biiytime faktorii reseptorii (EGFR) aile iiyeleri;
ERBB1 (EGFR veya HER-1), ERBB2 (HER-2/neu), ERBB3 (HER-3) ve ERBB4'iin
(HER-4) yiiksek diizeyde eksprese edilmektedir ve bu sebeple anti-EGFR hedefli
tedaviler halen arastirilmaktadir. iki tip endometriyal kanserde %60-80 EGFR'yi ve
%20-30'u HER-2/neu’yu asir1 ifade eder. Bu ajanlar etkilerini, MAPK ve PI3K/Akt

sinyal iletim yollarinin downregiilasyonu ile gosterir (16).

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve reseptorleri normal ve patolojik
anjiyogenezde 6nemli bir rol oynamaktadir ve bu yolu hedeflemek i¢in antianjiyogenik
ajanlar gelistirilmistir. Endometriyal kanseri de igceren solid tiimérlerde VEGF'yi
hedefleyen monoklonal antikor bevacizumab'mm oldukga basarili etkisi diger ajanlarin

gelisimini tegvik etmistir (16).

Bir diger onerilen hedef, degistirilmis bir fibroblast biiyiime faktorii reseptor 2 (FGFR2)
geni bulunan hiicrelerde yatar. Degistirilmis FGFR2 geni reseptorlerin aktif hale
gelmesine ve hiicre proliferasyonuna neden olur. FGFR2 inhibisyonu, PTEN
mutasyonundan dolay1 yapisal olarak aktif Akt'ye sahip olan tiimorlerde hiicre 6liimiine
yol a¢gmaktadir. Bu nedenle, PTEN'in inaktivasyonu yaygin bir durumken, degismis
FGFR2'ye sahip kanserlerin hedeflenmesi kisisellestirilmis tibbin geleceginde yer
alabilecegi diisiiniilmektedir (16).

Yiiksek riskli endometriyum karsinomalarinda, folat reseptor alfa (FR-a) hedefli bir
tedavi c¢alisilmis ve non-endometrioid, yiiksek dereceli ve ileri evre endometriyum
kanserlerinde asir1 eksprese edildigi ortaya konmustur. Bu nedenle Gstrojen negatif

kanserlerde FR-a hedefli tedavinin yararli olabilecegi sonucuna varilmistir (43).

2.2. Ostrojenler

2.2.1. Ostrojen Kimyasi, Biyosentezi, ve Etki Mekanizmasi

Ostrojenler; disi iireme organlari, endokrin organlar, merkezi sinir sistemi, primer ve
sekonder seks karakterleri tizerinde gesitli etkilere sahiptir (44, 45). Gonadal hormonlar,
hormon replasmani, kontrasepsiyon, osteoporoz ve postmenopozal kullanilirken bazi

hormon antagonistleri kanser kemoterapisinde kullanilmaktadir (45).
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Biitiin gonadal hormonlarin prekiirsorii kolesteroldiir. Dogal dstrojenler; 17p-0stradiol,
Ostron ve ostriol olup 18 karbonlu (Sekil 2.4) steroitlerdir; A halkalarinda, 10. Karbona
bagli bir metil grubu veya D4-3-keta yapisi igermezler. Dogal Ostrojenler icerisinde

etkisi en kuvvetli olan 17-0stradiol, en zayif olan ise dstrioldiir (44).

oon

sitdopentanoperhidrofenantren niikleusu

Eolesterol
(27 Karbonhi)
Pregnan Progesteron
tiirevler kortikoidlen
(21 Karbonlu)
Androstan — Androjenier
tirevleti

(1% Karbonlu)

Esth Cé:lgh Ostrojenler
tidrevlern

(18 Karbonlu)

Sekil 2.4. Adrenal korteks ve gonad steroitlerinin temel yapist (44)

Kolesteroliin yapisindaki harfler 4 temel halkayi, sayilar da molekiildeki konuslari, agisal metil gruplar
ise (18 ve 19 konuslar1) diiz bir ¢izgi ile gosterilmektedir.

Ostrojenler over folikiillerinin teka interna ve graniiloza hiicreleri, korpus luteum ve
plasenta olmak iizere farkli yerlerden salgilanir. Biyosentetik yolla ise androstenedionun
aromatizasyonu ile sentezlenir. Aromataz (CYP19), androstenedionun &strona,

testosteronun ise E;’ye doniisiimiinii katalizleyen bir enzimdir (Sekil 2.5) (44).
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Sekil 2.5. Ostrojenlerin biyosentezi ve metabolizmasi (44)

Teka interna hiicrelerinde ¢ok sayida luteinlestirici horman (46) reseptérii bulunur ve
cAMP iizerinden etki gostererek kolesteroliin androstenediona doniisiimiinii arttirir.
Androstenedion kismen Ej’ye doniisiir ve bOylece dolasima girer. Teka hiicreleri,
graniiloza hiicrelerine de androstenedion saglar ve graniiloza hiicreleri E, sentezler.
Grantiloza hiicrelerinde de c¢ok sayida folikiil stimiile edici hormon (FSH) reseptorii
vardir. FSH’da, cAMP {izerinden etkisini gosterir ve aromataz etkinligini tetiklemek

yoluyla hiicrelerden E; salgisinini arttirir (44).

Dolasimda bulunan E;’nin %2’si serbest halde olup, kalan kismin %60°1 albiimin,
%38’1 gonadal steroit baglayici globiilin (GBG) proteinlerine baglidir. Baglanma
bolgelerinden ayrildiktan sonra hiicresel membrani gegerek yliksek afinite gosterdikleri
niikleer reseptore baglanirlar (45). Bu reseptor-ligand kompleksleri niikleusta birikir,
dimerize olarak ko-aktivitor proteinlerle birlikte spesifik diizenleyici DNA dizilerine
olan hormon cevap elementlerine (HRE) baglanirlar. Burada promotor aktivasyonuna ve
hedef genlerin transkripsiyonunda bir artisa neden olurlar (47). Karacigerde Ostrojenler

okside edilir ya da glukronit ve siilfat bilesiklerine doniistiiriiliir. Eliminasyonlar1 ise,
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metabolitleri ile birlikte idrarla gerceklesir. Yiiksek oranda safrayla saligilanir ve

enterohepatik dolagima girer (44, 45).

2.2.2. Ostrojen Reseptorleri ve Sinyal ileti Yollart

Ostrojenlerin  etkilerine aracilik etmekten sorumlu, ligandla uyarilabilen bir
transkripsiyon faktorii olan dstrojen reseptorleri (ER), farkli genlerin kodladig: iki ayr1
alt tip olarak bulunur. Bunlardan ilk karakterize edilen ER olan ERa ve daha yakin
zamanda tanimlanan ERB'dir. ER'nin bu iki alt tiiriinlin DNA baglanma alanlarinda
(yaklasik %96 amino asit benzerligi) yiikksek 6zdeslige sahip olmalarina ragmen, iki alt
tiiriin ligand baglama alanlar1 arasinda 6nemli farkliliklar vardir (yaklasik %59 amino
asit benzerligi). Dolayisiyla, E,, baglayici baglanma alan dizilerindeki bu farkliliga
bagli olarak, ERa ve ERp'ye nispeten benzer bir afinite ile baglanmasima ragmen, ER alt
tipi, baz1 ligandlar1 tamamen farkli afinitelerle baglar. ERa ve ERp, dogrudan DNA'ya
baglanmadan, Ej'ye bagimli dstrojen cevap elementlerini (ERE) icermeyen genlerin
transkripsiyonunu aktive eden veya aktive etmeyen diger transkripsiyon faktorlerine

baglanarak dolayli olarak transkripsiyonu diizenlerler. (48, 49).

Bunlara ¢k olarak, ER'nin ifadesi bazi hedef dokularda st tste gelirken, digerlerinde
farkli sekilde ifade edilirler. Bu nedenle, bu ER alt tiplerine selektif olarak baglanma ve
bu alt tipleri aktive etme veya inhibe etme kapasitesine sahip olan ligandlar, bu 2
reseptOriin biyolojik yapilarmin aydinlatilmasinda faydali olacak ve gelistirilmis doku

se¢iciligine sahip Ostrojen farmasotiklerinin gelistirilmesine yardimer olabilecektir (49).

Hem 0Ostrojen hem de progesteron, etkilerini intra- ve ekstra-niikleer reseptorler
araciligiyla gosterir. ER, ayn1 ERE'leri baglayan ve benzer gen gruplarini diizenleyen
sirastyla ESR1 ve ESR2 tarafindan kodlanan ERa ve ER olmak iizere 2 ana formda
mevcuttur. Bununla birlikte, ERa ve ERP, hiicresel proliferayon ve farklilagsma sirasinda
degisen, dokularda farkli bir ifade tarzina sahiptir. ERa, Ostrojene duyarli dokularin
temel gelisimi igin gerekli olup ERp, epitel hiicrelerin organizasyonu ve adhezyonu igin

ve dolayisiyla farklilasmis doku morfolojisi ve fonksiyonel gelisimi i¢in gereklidir (50).

E, ile doymus ER kompleksi, birgok hedef genin transkripsiyonunu uyarir veya bastirir.
Bazi Ostrojen yanit veren genler, ligandli ER'nin direkt olarak baglandigi promotor

bolgelerinde palindromik ERE'ler icerse de, ¢cok yeni bilgiler ER transaktivasyonu ve
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transrepresyonun karmasikligini vurgulamistir. ER, DNA'ya dogrudan baglanmadan
belirli yerlerde transkripsiyonu da degistirebilir. Bu bdlgelerde, ER etkilerini AP-1 veya
Spl gibi baska bir transkripsiyon faktdriine baglamak suretiyle gerceklestirir. Ilging bir
sekilde belirli bir hedef gendeki ER ve diger niikleer reseptorlerin farmakolojisi,
ligandin ER alt tipi veya dogas1 tarafindan belirlenerek degiskenlik gosterebilir (49).
Ostrojen normal endometriyal hiicrelerde transkripsiyonel olmayan mekanizma ile de

PI3K/Akt sinyal yolunu aktive edebilir (51).

ER; yumurtaliklar, uterusta myometriyum ve endometriyum, testis ve prostat olmak
tizere lireme dokularinda yaygin olarak eksprese edilirler. Myometriyumda, ERa ve
ERB’nin her ikisi de eksprese edilir, ancak ERa mMRNA ekspresyonu ERB'dan yiiksektir
(26).

ERpB agonistlerinin inflamatuvar bagirsak hastaligi ve romatoid artritte (52) tedavi
potansiyeline sahip oldugu, ERa agonisti 4,4'4"-(4-Propil-[1H]-pirazol-1,3,5-
triil)trisfenoliin (PPT) noroprotektif oldugu (53) ve her iki izotipin de kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelisimini etkileyebilecegi (54) calismalarda yer almaktadir.

Sinyal yolaklari, hiicre yilizeyinden sitoplazma ve c¢ekirdege aktive edilen
reseptorlerden, bir sinyal ileten protein kaskadinin karsilikli aktivasyonunu igeren
karmasik sinyal iletim siiregleridir. Bu mekanizma, biiyiime, farklilasma, hiicre dongiisii
kontrolii, hiicre adezyonu ve transkripsiyon regiilasyonu gibi normal ve kanser
hiicrelerinin bir¢ok biyolojik prosesine dahil olan reseptor ve reseptér olmayan tirozin
protein kinazlar1 i¢erir. Kinazlar; siklinler ve siklin bagimli kinazlar tarafindan pozitif
olarak aktive edilir. Sinyal iletimi ¢ok asamali bir sekilde gergeklesir; reseptor
dimerizasyonu, otofosforilasyon ve sinyal kaskadlarinin baslatilmasi, sinyal yolunda yer
alan proteinlerin konformasyonunda ve aktivitesinde bir degisime neden olan ligand
baglanmasini igerir. Protein kinaz aktivitesi (CDK1), inhibitorleri tarafindan ligand
baglama bolgelerini bloke ederek veya aktif dimerlerin, bir reseptoriin dig alanma
baglanarak ortaya ¢ikmasmi Onleyerek bastirilabilir. Ayni zamanda, sinyal iletimini
bloke eden ATP baglanma bdlgelerinin inhibisyonu yoluyla, reseptorlerin hiicre ici
alanlarmm islevini de etkileyebilirler. Bahsedilen sinyal iletim o6gelerinin hepsi

hedeflenmis kanser tedavisinin hedefi olabilir (25).
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2.2.3. Ostrojenin Endometriyum Kanserindeki Rolii

Ostrojen, endometriyum dokular1 icindeki bilyiimeyi stimiile eder. Bu stimiilasyon,
se¢ici Ostrojen reseptor modiilatorleri (SERM), gonadotropin salgilatict hormon (GnRH)
analoglar1 ve aromataz inhibitorleri de dahil olmak iizere bir¢cok ajanin arastirilmasina
yonelimi saglamistir. Biitiin bu ajanlar, ya viicuttaki Ostrojenin genel seviyelerini

diisiirmek ya ER ile etkilesime girme kabiliyetini engellemek i¢in ¢aligir (55).

Ostrojene hiicresel yanit, dstrojenin hem ER'nde ERE’ye baglanmasiyla, hem de sinyal
transdiiksiyon yolaklarmm aktivasyonu gibi niikkleer olmayan aktivasyonlarla
olmaktadir. Ostrojen, ER’ye baglanarak asagi akim genlerin ekspresyonunu modiile
eder ve ardindan reseptor dimerlerin niikleer translokalizasyonunu indiikler.
Niikleustaki Ostrojen, transkripsiyonel diizeyde ER'deki olaylarin gelisimi yoluyla
ostrojene duyarli genlerin sentezlenmesini modiile eder (Sekil 2.6). Ostrojenin hiicre

cogalmasini temelde niikleer olaylarla etkiledigine inanilir (51).

|Plazma Membram | mER Hizh

Sinyal kaskads

/

AP 1 | Sp-1
Transkripsivonel
ko-aktiv atarler
Niiklens Gen I:ran:lmpﬂ} onu

Hiicre fonksiyvonlan

Sekil 2.6. E2'nin hedef hiicreler {izerindeki hizli, orta ve uzun vadeli etkileri arasindaki
iliskiyi gosteren sematik model (48)

mER = Membran Ostrojen reseptor, nER = Niiklear dstrojen reseptor
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E>’nin baskin biyolojik etkileri, gen ekspresyonunun diizenlenmesiyle sonuglanan klasik
genomik bir mekanizma olan hiicre i¢ci ER ile etkilesimi yoluyladir (48). Bununla
birlikte, Ey'nin fizyolojik konsantrasyonu, endometriyal karsinogenezi tetikledigi
diistinilen membran  reseptorleri; G proteine  bagli  Ostrojen  reseptorii
(GPER)1/GPR30'un aktivasyonu da dahil olmak iizere gesitli hiicre tiplerinde gesitli
nongenomik etkileri hizla uyarabilir. Bu etkiler iyon kanallarmm modiilasyonu, CAMP
ve NO iiretimi, MAPK 'lerin aktivasyonu ve hiicre ici Ca®* konsantrasyonunun ([Ca?*];)

yiikselmesi gibi ikinci haberci yolaklarmim diizenlenmesidir (51, 56).

PI3K/Akt ve MAPK'nin, endometriyal kanser hiicrelerinde E; ile indiiklenen sinyal
yolaklarmmda merkezi rol oynadig: diistiniilmektedir. Her iki sinyal yolagi da hiicrenin
akibetini esas olarak farkli hiicre dis1 uyarilara hiicresel tepkilere aracilik ederek belirler

(57).

2.2.4. Ostrojen Reseptor Alfa (ERa) Blokorii MPP Dihidrokloriir ve Biyolojik
Aktivitesi

1,3-bis(4-hidroksifenil)-4-metil-5-[4-(2-piperidiniletoksi)fenol]-1H-pirazol (metil-
piperidino-pirazol; MPP) (Sekil 2.7), pirazoliin, ERa igin yiiksek yiiksek baglanma
afinitesini (yaklasik 200 kat) koruyan bir antagoniste doniistiiren temel bir yan zincir

stibstitiienti iceren bir pirazol bilesigidir. K; degerleri, sirasiyla ERa ve ERP

reseptorlerinde 2,7 ve 1.800 nM'dir (58, 49).

Sekil 2.7. MPP dihidrokloriiriin 2D molekiil yapis1 (58)

MPP'nin bir endojen gen olan ERa uyarimini baskilama kabiliyetini degerlendirmek
icin, yiiksek seviyelerde ERa ve en diisiik diizeyde ERp igeren MCF-7 meme kanseri

hiicrelerinde E;'nin pS2 mRNA {iiretme indiiksiyonunu bloke etme etkinligini izlenen bir
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calismada; MPP’nin pS2 mRNA indiiksiyonunu tamamen baskiladigi ve bu hiicrelerin
neredeyse tamamen ERa igerdigi gercegi ile tutarli bulunmustur (59).

2.3. Akt (Protein Kinaz B) Proteini

2.3.1. Akt Inhibitorii API-1 ve Biyolojik Aktivitesi
4-Amino-5,8-dihidro-5-0kso-8-p-D-ribofuranozil-pirido[2,3-d]pirimidin-6-karboksamit
(API-1) (Sekil 2.8), Akt/protein kinaz B (PKB) inhibitoriidiir (60). API-1Akt'nin
plekstrin homoloji (PH) alanma baglanip Akt zar translokasyonunu bloke ederek Akt
inhibisyonuna yol agar. Sonug olarak, API-1, selektif olarak apoptozu indiikler ve hiicre

biiylimesini engeller (61).

Bir ksenograft nude fare modelinde, API-1, hiperaktif Akt’li tiimorlerin biiylimesini
inhibe etmis olup bununla birlikte p-Akt'nin (Ser473) diisiik seviyelerde olanlar: inhibe
etmemistir (61).

Hy N =N
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OH OH

Sekil 2.8. API-1’in 2D molekiil yapis1 (60)

2.3.2. Endometriyum Kanserinde Akt Proteininin Rolii

PI3K'ler, membrana bagh fosfo-inositlerin, inositol halkasinin 3'-OH grubunu fosforile
eden lipit kinazlardan bir ailedir. Olusan ana fosfolipit (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat)
ve Akt ile aktive protein kinaz hayatta kalma ve motilite, hiicre biiyliimesi ve
proliferasyonu ile yamtlarin kaskadmi tetikler. Ote yandan, MAPK yolaklar1 ayni

zamanda, hiicre cogalmasi, hiicre sag kalimi ve bazi durumlarda hiicre hareketliligi gibi
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onemli hiicresel siireglerin diizenlenmesinde yer alan 6nemli sinyal iletici sistemlerdir

(62).

Akt’nin fizyolojik aktivitesi ¢ok yonlidiir; 6zgiin proteinlerin fosforilasyonu yoluyla
hiicre dongiisiinii diizenler, apoptozu inhibe eder. Ayrica protein sentezi ve hiicre

proliferasyonu ile glikoz metabolizmasini da regiile eder (25).

Akt yolaginin insan kanser tiirlerinde anormal sekilde harekete gegmesi, insan
hematolojik kanser oraninin hemen hemen %50'sinde olmasi ve Akt'nin inhibisyonu ile
hiicre biliylimesinin durdurulmasi ve apoptozun indiiklenmesi, ilag endiistrisi ve bilim
diinyasimi antikanser ilag olarak Akt inhibitorlerini gelistirmeye yonlendirir. Hiicre dist
ve hiicre i¢i kanserojen sinyalleri ileten bir ana nodal nokta olarak islev goriir ve bu

nedenle molekiiler terapétikler icin 6nemli bir hedef sunar (61).

Akt mutasyonlari son derece seyrek olmakla birlikte, endometriyal kanserde genellikle
artrms Akt sinyalleri goriilmektedir. Akt inhibitorleri; ATP baglanma bolgesi i¢in
yarisirlar ya da Akt'yi allosterik olarak inhibe ederler (63).

PH alani, hiicre i¢i sinyallemede gbrev alan genis bir protein yelpazesinde yer alan veya
hiicre iskeletinin bilesenleri olarak bulunan, yaklasik 120 amino asitlik bir protein
domainini ifade eder (64). Akt'nin PH alaninin, plazma membranmin i¢ yiizeyindeki
PIP3’e baglanmasi, pleckstrin homoloji (PH) alaninin otoinhibitér islevini serbest
birakir ve boylece fosfoinozitid bagimli kinaz 1’in (PDK1) Akt'yi fosforile etmesine
izin verir. Bundan dolayr PTEN, PI3K aktivitesini defosforile ederek antagonize eder
(64).

Aktive Akt, hiicresel biiylime, metabolizma, proliferasyon, hayatta kalma, migrasyon,
apoptoz ve anjiyogenezi tesvik eden bir dizi asag1 yonde sinyal olayini baglatir. Akt'nin
major bir downstream efektorii, mTOR kompleks 1 (mTORCI1)’ dir. Bir bagka mTOR
kompleksi de mTORC2, Ser473'in fosforilasyonu yoluyla Akt'nin aktivasyonuna
katilir. PI3BK/Akt/mTOR yolu, RAS/RAF/MEK ve ER de dahil olmak iizere diger sinyal
yolaklar1 ile ¢apraz etkilesime de katilir (Sekil 2.9) (63).
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Sekil 2.9. PI3K/Akt/mTOR yolagma genel bakis ve endometriyal kansere iliskin diger
yolaklarla iligkisi (63)

Kesintisiz ¢izgiler; aktivasyonu, kesikli ¢izgiler; inhibisyonu temsil eder. 4EBPI, 6karyotik baslatma
faktorii 4E baglayict protein 1; AP-1, aktivator protein-1; EGFR, EGF reseptorii; IGF-1R, insiilin benzeri
biiylime faktorii-1 reseptorii; IGFBP, insiilin benzeri biiylime faktorii baglama proteini; IRS-1, insiilin
reseptor substrati-1; JNK, c-Jun N-terminal kinaz; MTORC1/2, mTOR kompleksi 1/2; Rheb, enriched
brain RAS homologu; S6K, S6 kinazi; TSC, tuberoskleroz proteini gosterir.

Akt/PI3K yolagmmin aktivasyonu ligandlarin, diger bir deyisle biiyiime faktorlerinin,
sitokinlerin veya insiilinin, hiicre zar reseptor tirozin kinazlara baglanmasiyla olusur ve
bu da hiicre i¢i alanlarmi otofosforilasyonuna yol agar. Bu durum, konformasyonel
degisiklikler ve ardindan bir katalitik (p110) ve diizenleyici (p85) alt birimden olusan
heterodimerik bir protein olan PI3K aktivasyonuna izin verir. PI3K, fosfatidilinozitol
4,5-bisfosfatin  (PIP2), PDK1 yoluyla fosfatidilinozitol 3,4,5-trisfosfata (PIP3)

doniigmesini ve Akt proteininin fosforilasyonu ve aktivasyonunu saglar (25).
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2.4. Steroidal Glikoalkaloitler: a-Chaconine ve a-Solanine

Azot igeren steroidal glikozitlerin bir smifi olan glikoalkoloitler, biyolojik agidan aktif
ikincil bitki metabolitleri olup, bunlar genellikle Solanum cinsinin bitkilerinde bulunur.
Bu bitkilere S. Tuberosum (Sekil 2.10) (65), S. lycopersicum (domates) ve S. melongena
(pathican) gibi birgok tarimsal bitki dahildir (3).

Sekil 2.10. Solanum tuberosum L. (65)

Steroidal glikoalkoloitler (SGA'ler), sitozolik terpenoit (mevalonat) biyosentetik
yolagindan elde edilir. Asetil-CoA'dan baslayarak, kolesterol tiretilir ve hidroksilasyon,
oksidasyon ve transaminasyon yoluyla glikoalkaloit metabolizma enzimleri (66) ile
modifiye edilir ve patateste solanidine sentezlenir. Patateste aglikon solanidine; a-
solanine ve a-chaconine iiretmek i¢in solanidine glikoziltransferaz (SGT) enzimleri
tarafindan glikozile edilir. Solanaceae cinsindeki SGA igerigi; mevalonat yolundaki
kolesteroliin yukar1 Onciillerinin sentezinde yer alan enzimler olan; 3-hidroksi-3-
metilglutaril koenzim A rediiktaz (HMGR), skualen sentaz (SQS) ve S-adenozil-1-
metiyonin sterol:C24-metil transferaz tip 1 (SMT1)'e baghdir (Sekil 2.11) (67).
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Sekil 2.11. Solanaceae tiirlerinde steroit glikoalkaloitlerin biyosentezi (67)

Kesikli oklar ¢oklu biyosentetik reaksiyonlari temsil ederken kati oklar tek bir adimi temsil eder.

Steroidal alkaloitler (SA)’ler ve bunlarm glikozile edilmis formlar1 6zellikle Solanaceae
ve Liliaceae bitki familyalarinda bulunan azot iceren toksik bilesiklerdir (68). SGA’lar,
biyolojik acidan aktif ikincil bitki metabolitleri olup, genellikle Solanum cinsinin

bitkilerinde bulunur. SGA'lar, bakteriler, mantarlar, viriisler, bocekler ve hayvanlar da
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dahil olmak {izere genis bir yelpazede patojenlere ve yirtict hayvanlara karsi bitki

direncine katkida bulunur (3).

Tablo 2.3. Cesitli patates bitki parcalarinda glikoalkaloit konsantrasyonlar1 (3)

Bitki parcgasi GA konsantrasyonu
(mg/kg taze agirhk)

Cigekler 2.150-5.000

Yapraklar 230-1.000

Saplar 23-33

Kokler 180-400

Aci tadinda yumrular 250-800

Biitiin yumru 10-150

Skin (yumrunun %2-3ii) 300-640

Peel (yumrunun %210-12’ii) 150-168

Etli kisim 12-100

Korteks 125

Oz Tespit edilemeyen

Filiz 2.000-7.300

S. tuberosum, glikoalkaloitleri dogal olarak iiretilir ve ana glikoalkaloitler, toplam
glikoalkaloit iceriginin %95'ini olusturan a-chaconine (Sekil 2.12) ve a-solanine’dir
(Sekil 2.13). a-Chaconine/a-solanine orani yaklasik 60:40'dir. Her iki maddenin
molekiilleri ayni1 steroid iskeletini (aglikon) icerir, ancak trisakkarit par¢asinda farklilik
gosterir. Glikoalkaloitler, bir patates bitkisinin her yerinde bulunur. En yiiksek
glikoalkaloit seviyeleri ¢icekler ve filizlerde iken, en diislik glikoalkaloit seviyeleri ise
patates yumrularindadir (Tablo 2.3). Glikoalkaloitler kabukta yogunlasir ve yumrularin
1518a uzun siire maruz kalmasi patates yumrusu yiizeyinde glikoalkaloitlerin olusumunu

tesvik eder.
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Sekil 2.12. a-Chaconine’in molekiil yapis1 (69)

Galaktoz

Glikoz CHZOH 0
CHL0H %00

O o .
OH H a-Solanine
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Sekil 2.13. a-Solanine’in molekiil yapis1 (69)
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Glikoalkaloit seviyesi pisirme yontemi ile Onemli Olgiide disiiriilemez c¢ilinkii 1siya

olduk¢a dayanikli olup 230°C ile 280°C arasinda pargalanmaya baslar. Bundan dolay1

patateslerin serin, kuru ve karanlik bir yerde saklanmasi tavsiye edilir. Patatesteki
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glikoalkaloitlerin miktarmi1 azaltmak i¢in patatesin kabugunun soyulmasi ve
yumrusunun hasarlanan, c¢liriiyen, yesil renge sahip ve pismeden Once filizlenen

kisimlar ¢ikarilmalidir.

Glikoalkaloitler, insanlarda yiiksek seviyelerde toksik etki gosterir. Buna gére mevcut
giivenlik diizenlemeleri, yenilebilir yumru kokiindeki icerigini 20 mg/100 g taze
agirhikla sinirlar. Glikoalkaloitler tarafindan indiiklenen toksisite mekanizmasi; zar

yikim o6zellikleriyle iligkilidir (3).

, ) 117 m
T ot ettt §§ %
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P T T T TG T 2 ==
5 Fosfatidilkol T ?Sgg\?; ,‘?:2;?
@i e (i WXy,
obbolitoltiolittotitd *@WW%
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Sekil 2.14. Glikoalkaloit ile indiiklenen membran harabiyetinin mekanizmasi (69)

SGA’larm biyolojik aktivitesi toksisitesi (9) ile smirli olmayip antikanser (4),
antikolinesteraz (70), antimalaryal (71), antibakteriyel (72) ve antiviral (73) 6zelliklere

sahip olduklar1 literatiirde yer almaktadir.

Membran bozucu aktivite (Sekil 2.14) i¢in glikozidik rezidii gerekli olup biyoaktivite
agisindan incelendiginde karbonhidrat yan zincirlerinin (Sekil 2.15) etkiyi daha da
gliclendiridigi sonucuna varilmistir. Farelerde, o-chaconine ve o -solanine igin
intraperitoneal LDso degerleri sirasiyla 30 ve 27 mg /kg viicut agirligi olup ¢ogu hayvan
icin ¢esitli glikoalkaloitlerin intraperitoneal LDsg degerleri 30-60 mg/kg viicut agirhg:

civarindadir (3).
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Glikoalkaloitlerin embriyotoksisitesi arastirilmis olup kurbaga, sigan, fare, hamster ve
sigir embriyolar1 test modelleri olarak kullanilmuistir (3). a-Solanine, parenteral olarak
farelere uygulandiklarinda embriyotoksisiteye neden oldugu ve aspirinin toksik
etkilerini giiclendirdigini gosterilmistir (74). Folik asit ve antimetabolit; folik asit
analogu metotreksat, konsantrasyona bagli olarak, o-chaconine'in neden oldugu
membran potansiyelinin depolarizasyonunda bir azalma ile toksisiteye karsi koruma
saglamigtir. Ayrica, kKoruyucu bir etki elde etmek igin nispeten yiiksek folik asit
konsantrasyonlar1 gerekli olmasinin, toksisiteye karsi koruma igin folik asidin "besinsel"

degil "farmakolojik" konsantrasyon olmas1 gerektigi belirtilmistir (3).

Aglikon iizerindeki 3-OH pozisyonuna baglanan glikozidik rezidiiler

D-galactose D-glucose  D-galactose
OH OH

Aglycones R’ L-rhamnose o on °H
0

OH 0]
OH
HO OH 0]

0
v@l ‘
OH
. 1 OH
L-rhamnose OH L-rhamnose

OH .
Chacotriose Solatriose

Solanidine 16 a-Chaconine a-Solanine
olanidine (Rt .

Sekil 2.15. a-Chaconine ve a-solanine glikoalkaloitlerinin yapisal iliskileri (3)

Patates SGA’lerini, insanlarda toksik etkilerle iliskilendiren bir dizi rapor
bulunmaktadir. Aci bir tat veren yiiksek diizeyde SGA igeren patateslerin tiiketiminin
ciddi hastaliklara ve hatta 6liime neden oldugu bildirilmektedir. Hafif SGA zehirlenme
vakalarinda bas agrisi, kusma ve diyare belirtileri bulunur. Kayitsizlik, huzursuzluk,
uyusukluk, zihinsel karisiklik, sersemlik, haliisinasyonlar, bas donmesi, titreme ve
gérme bozukluklar1 gibi nérolojik belirtiler de bildirilmistir. Oliim, yiiksek diizeyde
SGA igeren patates, patates yapraklar1 ve meyvelerin yenmesi ile iligkilendirilmistir
(75-79). insanlarin SGA zehirlenmesine kars: duyarlilik raporlar1 cesitlidir. Oliimciil
zehirlenme vakalar1 tahmini olarak oral dozlarda toplam glikoalkaloit/kg viicut
agirhgmda > 3-6 mg olarak; hafif zehirlenme durumlarinda ise 1-5 mg/kg olarak
bildirilmistir (80, 81).
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Insanlarda, patatesteki 200 mg toplam glikoalkaloit/kg taze agirlik, iist giivenlik limiti
olarak kabul edilir (79). FAO/WHO Gida Katki Maddeleri Uzman Komitesi (JECFA),
toplam patates glikoalkaloit igeriginin 20-100 mg/kg taze agirlik olmasi durumunda
toksikolojik acidan bir endise kaynagi olmayacagini bildirmistir (82). a-Chaconine ve
a-solanine’in patates piiresi ile tiiketimi sonrasi in vivo metabolizmasmin arastirildigi
calismalarda; viicutta bir miktar patates glikoalkaloit birikimi bildirilmis olup
glikoalkaloitlerin viicuttan uzaklastirilmasinin 24 sa.’ten uzun siire gerektirdigi ayrica a-
chaconine'in biyolojik yarilanma émriiniin, a-solanine’e kiyasla ¢ok daha uzun oldugu

sonucuna varilmigtir (81, 83).



Calisma Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Hadiye Kiliger Insan Hiicre Kiiltiirii ve

Molekiiler Calismalar Laboratuvari’nda bulunan ilgili cihazlar ve tedarik edilen

3. GEREC ve YONTEM

gereclerle gerceklestirildi.

3.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar
Deneylerde asagida belirtilen cihazlar kullanild.

YV V. V V V V V V VYV V V V V V V V V V

-20 °C dondurucu ve +2/+8 °C:
-80 °C dondurucu:

Etiv:

Giic kaynagi:

Hassas terazi:

Hiicre sayim cihazi:

Isitic1 ve manyetik Karistirici:
Isitict ve sogutucu blok:
Isitict calkalayict:

Inkiibator:

Kabin:

Kii¢iik Uglu Parcalayict:
Membran immun-blot PVDF:
Mikro pipet ve multi pipet:

Multi fonksiyonel mikro plaka okuyucu:

PCR cihazt:
pH metre:
Santrifiij:

Siemens

Operon

EcoCell

PowerPac™ Basic-BioRad
Adventurer Ohaus

Innovatis Cedex Xs

MR Hei-Standart Heidolph
CHB-202 Bioer

PST-60 HL plus Biosan

New Brunswick Galaxy 170 R
S Faster Elite

IKA®T]10 basic ultra-Turrax®™
Bio-Rad 162-0177

Eppendorf

Biotek Synergy HT

Roche Lightcycler® 480 I
Mettler Toledo

Hettich Universal 320 R
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Hettich Mikro 200R

» Spin: MSC-6000 Biosan

» Spin capsulefuge: GmClab Gilson®

» T100™ Thermal Cycler: Bio-Rad

» XCELLigence® RTCA SP: ACEA Biosciences

» Vorteks: Heidolph

» Vorteks: UM-10 Wisemix

» Western blot cihazi: Mini-Protean” Tetra System-BioRad

3.2.Deneylerde Kullanilan Gerecler

» Cryo hiicre dondurma tiipii, 2 ml Biosigma
» CytoSelect™ 24-Kuyu Migrasyon Kiti Cell Biolabs CBA-100-T
» E-plaka 96 kuyu Roche
» Eldiven, pudrasiz Dolphin
> Flask, 25 cm? Greiner
> Flask, 75 cm? Greiner
» Hiicre sayim kartusu Roche
» LightCycler 480 Multiwell Plate 96 Roche
» Mikro ependorf tiipii,
0,2;0,5;1;1,5; 2 ml Isolab
» Mikro plaka 6 kuyu Grenier
» Mikro plaka 96 kuyu Greiner
» Otomatik pipetler Eppendorf
» Pipet ucu, 10; 200; 1000 pl Isolab
» Santrifiij tiipti 15; 50 ml Isolab
» Serolojik kagit/plastik pipet 5; 10; 25 ml Greiner
» Siringa, 2; 5 ml Hayat

3.3. Deneylerde Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Deneylerde asagida belirtilen kimyasal maddeler kullanildi. Deneylerde kullanilan
cozelti ve tamponlar deiyonize su ile hazirlandi. Kimyasal maddeler gerekli ortam

sicakliklarinda saklandi.
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a-Solanine:

a-Chaconine:

B-Aktin Rabbit Ab:

B -Merkaptoetanol:

Akrilamit:

Akt Ab:

Amonyum persiilfat (APS):

Anti Rabbit 1gG:

API-I:

Bisakrilamit:

BCA Protein Deney Kiti:

Sigir Serum Albiimin:
Bromfenol mavisi

Butanol:

Gen: ACTB:

Gen: AKT1:

Gen: ESR1:

Cedex Tripan Mavisi Soliisyonu:
Dimetil Siilfoksit (DMSO):
DMEM/F-12 (HAM) besiyeri:
Ostrojen Reseptor Alfa (D8H8) mAb:
Etanol:

FastStart Essential DNA Prob Master:

Sigma S3757-5 mg

AppliChem A9544-5 mg

Cell Signaling 4967S-100 ul

Sigma M3148-100 mi

Sigma A8887-500 g

Cell Signaling 9272S-100 pl

Fluka A3678

Cell Signaling 7074S-1 ml

Tocris 3897-10 mg

AppliChem A3636-50 g

Cell Signaling 7780

Santa Cruz SC2323-50 g

Sigma B8026

Fluka 19430

Roche Assay Id. 143636-300 reaksiyon
Roche Assay Id. 100816-300 reaksiyon
Roche Assay Id. 102495-300 reaksiyon
Roche 05 650 640 001-60 ml

Sigma D8418- 250 ml

Biological Industries 01-170-1A-500 ml
Cell Signaling 8644S- 100 ul

Tekkim 64-17-5-2,5 |

Roche 06 402 682 001-500 reaksiyon

Fetal sigir serum: Biochrom S 0115-500 ml

Fosfataz inhibitor kokteyli:
Gliserol:

Glisin:

Insiilin soliisyonu insan:
L-glutamin , 200 mM:
LightCycler® 480 Prob Master:
Metanol:

MPP dihidrokloriir:

N,N,N,N -Tetrametil-etilendiamin

A.G. Scientific B1352
Merck K42347192
Sigma, G8898-500 g
Sigma, 19278-5 ml
Sigma G7513-100 ml
Roche 04 707 494 001
Merck 1690709
Tocris 1991-10 mg
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(TEMED):

fosfo-Akt Rabbit (Ser473) Ab:
fosfo-Ostrojen Reseptor o

(Ser118) Rabbit Ab:

Pen-Strep Soliisyonu 10,000 tinite/ml
Penisilin G Sodyum Tuzu, 10 mg/ml
Streptomisin Siilfat:

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi:

Oxoid BR0014G-100 tablet

Potasyum sodyum tartarat tetrahidrat:

RIPA Lizis Tampon Sistemi:
RNAzol® RT:

Propanol:

Sodyum karbonat:

Sodyum Kklortir:

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS):
Spectra™ Multicolor

Genis Sprektrumlu Protein Ladder:
Stilforodamin B sodyum tuzu:
Super Signal® West Pico
Kemiliiminesans Substrat:
Yagsiz siit tozu:

Transcriptor High Fidelity
cDNA Sentez Kiti:
Trikloroasetik asit:

Tripan mavi soliisyonu %0,4
Tripsin-EDTA %0,25

Tris Hidroklortir:

Trizma Baz:

Tween®20:
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Sigma T9281-50 mi
Cell Signaling 9271S-100 pl

Cell Signaling 2515-100 pl

Biological Industries 03-031-1C-20 ml
AppliChem A9177-100 tablet,

Merck A0270087-1 kg
Santa Cruz sc-24948-50 ml
R4533-200 ml

Riedel-de Haen 24137
Merck A0250292-1 kg
AppliChem A4256-1 kg
Sigma 71725-500 mg

Thermo Scientific 26634-2x250 pl
Santa Cruz sc-253615A-5 g

Thermo Scientific 34080-500 mli
Fluka 70166-500 g

Roche, 05 081 955 001-50 reaksiyon
Sigma T6399-100 g

Sigma T8154

Sigma T4049-100 ml

Amresco 0234-1 kg

Sigma T6066-1 kg

Sigma P5927-100 mi
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SDS-PAGE ve Western Blot yonteminde kullanilan ¢ozeltiler ve jeller Bio-Rad Mini-
PROTEAN® Tetra Cell (katalog numarasi 165-8001) (84) kullanim kilavuzunda
belirtildigi gibi hazirland1.

4X Yiginlama (Stacking) jeli ¢6zeltisi (50 ml) (0,5 M Tris, %0,4 SDS pH 6,8): 3,0275 ¢
Tris baz (Sigma, T6066), 0,2 g sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma, 71725) tartilarak

deiyonize su ile 50 ml’ye tamamlanir. pH 6,8’e ayarlanir.

4X Ayirma (Separating) jeli ¢ozeltisi (50 ml) (1,5 M Tris, %0,4 SDS pH 8.,8): 9,09 g tris

baz ve 0,2 g SDS tartilarak deiyonize su ile 50 ml’ye tamamlanir. pH 8,8’e ayarlanir.

10X Elektroforez yiiriitme tamponu (Running Buffer, 50 mM Tris, 384 mM Glisin):
6,055 g tris baz 28,82 g glisin (Sigma, G8898) tartilarak deiyonize su ile 200 ml’ye

tamamlanir.

1X Elektroforez yiiriitme tamponu: 100 ml 10X elektroforez stok yiiriitme ¢ozeltisine

10 ml %10 SDS eklenir ve deiyonize su ile 1 I’ye tamamlanir.

6X Yiikleme tamponu (Sample Buffer) (10 ml): 7 ml 4X yiginlama jeli ¢ozeltisi, 3,6 ml
gliserol (Merck, K42347192), 1 g SDS, 1,2 mg bromfenol mavisi (Sigma, B8026)

deiyonize su ile 10 mlI’ye tamamlanir. 5-10 dk. kaynatilir.

6X Protein yiikleme tamponu (Indirgeyici): 100 pl tampon igine 4 pl B-merkapto etanol
(Sigma, M3148) eklenir. Taze hazirlanir.

%10 SDS ¢ozeltisi (a/h): 10 g SDS tartilarak hafifce isitilan 100 ml deiyonize su ile

¢Ozlndr.

%30 Bisakrilamit ¢ozeltisi (100 ml): 29 g akrilamit (Sigma, A8887), 1 g bisakrilamit
(AppliChem, A3636) tartilarak deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanir.

%10 Amonyum persiilfat (APS) ¢6zeltisi (1 ml): 100 mg APS (Fluka, A3678) tartilarak

deiyonize su ile 1 mI’ye tamamlanir. Ependorflara boliinerek -20 °C’de saklanir.

Transfer ¢ozeltisi (1 litre): 100 ml 10X Elektroforez stok yiiriitme ¢dzeltisine 200 ml

metanol (Merck 1690709) eklenir ve deiyonize su ile 1 I’ye tamamlanr.
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TBS blotlama ¢ozeltisi (1 litre) (20 mM Tris, 1554 mM NaCl): 2,42 g tris baz, 9 g NaCl
(AppliChem, A4256) tartilip deiyonize su ile 1 litreye tamamlanir. pH 7,4’¢ ayarlanir.
+4 °C’de saklanir.

TBST blotlama ¢dzeltisi (1 litre) (%0,1 Tween 20) : Bir | TBS igerisine 1000 ul Tween

20 (Sigma, P5927) eklenir. Manyetik karistirici ile 10 dk. karistirilir. Taze hazirlanir.

%35 Bloklama ¢ézeltisi: 500 mg siit tozu (Fluka, 70166) tartilarak 10 ml TBST i¢inde

¢Oziiliir.

Film banyosunda kullanilan developer c¢ozeltisi (1 litre): Developer karigimi A

(hidrokinon), B (%77,5 asetik asit) ve C (glutaraldehit) seklinde ii¢ ayr1 ¢ozeltiden
olusur. Cozeltiler korozif ve toksik 6zellikte oldugundan karisim hazirlanirken gozliik,
eldiven, maske ve Onliik giyilir. Bes litre karisim; 1.400 ml A, 50 ml B, 50 ml C, 3.500
ml distile su ile hazirlanir. Karigim hazirlanirken 6ncelikli olarak 3.500 ml distile su ile
1.400 ml A hafifce calkalayarak karistirilir. Bu karigimin iizerine 50 ml B eklenir ve
hafifce karistirilir. Son olarak 50 ml C’den eklenerek karistirilir. Bes litrelik sar1 renkte

bir karigim elde edilir. Developer giines 1s1gindan korunmalidir.

Film banyosunda kullanilan fixer ¢6zeltisi (1 litre): Fixer karisimi A ve B olmak iizere

iki ¢6zeltiden olusur. Bes 1 karisim; 1.250 ml A, 250 ml B ve 3.500 ml distile su ile

hazirlanir. Distile sudan 3.500 ml almarak iizerine 1.250 ml A ¢ozeltisinden eklenir ve
hafifce calkalanir. Bu karisimin iizerine 250 ml B ¢o6zeltisi konulur ve karistirilir,

Karisimin giines 1s18indan korunmasina gerek yoktur.

3.4. RL95-2 Hiicre Hatt1 Ve Kiiltiirii Hakkinda Bilgi

Deneylerde insan endometriyum adenokarsinoma hiicre hatti RL95-2 (ATCC, CRL-
1671™) kullamld1 ve bu hiicre hatt1 ATCC®den temin edildi. RL95-2; 65 yasindaki bir
kadin hastadan alinan; epitelyal morfolojiye sahip, dstrojen reseptor ekspresyonu pozitif

ve yapisan tipte bir kanser hiicresidir (37).

Calisma boyunca; RL95-2 hiicrelerinin 4-6 arasindaki pasajlar1 kullanildi. RL95-2
hiicreleri flask (Greiner) igerisinde %5 CO, ve 37 °C sicakliktaki inkiibatorde (New
Brunswick Galaxy 170 R) inkiibe edilerek rutin olarak %10 fetal sigir serumu
(Biochrom, S 0115), 200 mM L-glutamin (Sigma, G7513), antibiyotik (Biological
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Industries 03-031-1C) ve 0,005 mg/ml insiilin (Sigma, 19278) iceren DMEM:F12
(Biological Industries, 01-170-1A) besiyeri ile beslendi. Cogalmakta olan hiicre
pasajlar1 %70-80 doygunluga ulasinca yeniden pasajlandi. Pasaj alinirken 2-3 ml %0,25
tripsin-EDTA (Sigma, T4049) soliisyonu uygulandi ve 3-4 dk. siireyle inkiibatorde
birakildi. Hiicreler inkiibatdrden ¢ikarildiktan sonra tripsin, hacminin en az iki kati

serumlu besiyeri ile inhibe edildi.

Hiicreleri dondurmak igin 1.000 rpm’de 5 dk. boyunca santrifiij (Hettich) edildikten
sonra elde edilen hiicre pelleti, %95 besiyeri, %5 oraninda DMSO (Sigma, D8418)
iceren soliisyonun ardindan Kriyo tiiplere (Biosigma) aktarilarak -80 °C’deki derin

dondurucuya (Operon) kaldirildi.

Cozdiriilecek olan hiicreler, -80 °C’deki derin dondurucudan g¢ikarilir ¢ikarilmaz
37°C’lik su banyosunda ¢oziilene kadar (yaklasik 1-2 dk.) bekletildi. Ardindan flasktaki

9 ml besiyeri iizerine ilave edildi.

Hiicre saymmi, hiicre siispansiyon yogunlugunun belirlenmesi i¢in yapilan bir islemdir.
Hiicreler pasajlanirken, istenilen miktarda hiicre alabilmek amaciyla hiicre sayim cihazi
(Innovatis Cedex Xs) kullanilarak sayim islemi uygulandi. Sayim iglemi igin her
uygulama oncesinde homojen hale getirilen 1 ml hiicre siispansiyonundan 20 ul alinip
1:5 diliisyon yapildi. Daha sonra %0,4 tripan mavisi (Sigma, T8154) ile 1:1 oraninda
dilisyonu yapildi.

Tripan mavisi ¢ozeltisi, tripan mavisine dayali sitotoksite ve proliferasyon testlerinde
kullanilir. Bu tiir testler hiicre pasajlama, dondurma ya da ¢6zme gibi potansiyel olarak
travmatik bir islemden sonra canli kalan hiicrelerin oranini Olgmek i¢in kullanilir.
Saglikli canli hiicreler tarafindan absorbe edilmeyen bir boyadir. Bu canlilik testi
membran biitlinliiglinlin bozularak hiicrenin, normalde gecirgen olmadigi bir boyay1
almas1 esasma dayanir. Hiicreler hasar gordiigiinde veya oldiiglinde, tripan mavisi

hiicrenin i¢ine girer ve 6lii hiicrelerin sayilmasina izin verir (85).

Sayim kartusunda (Cedex Smart Slide package, 05650801001) bulunan oluga pipet ile
10 pl stispansiyon sizdirilarak yayilmasi saglandi. Cihaz programma kullanilan diliisyon

faktorii girilerek ml’deki hiicre sayis1 belirlendi.



42

3.5. GZHA Biiyiime Profili Deneyi

Gergek zamanli bliyiime profili deneyinin esasi, yapisan 6zellikteki hiicrelerin mikro
elektrot kaplh yiizeye yapistiklarinda empedansta meydana getirdikleri degisimin
Olciilmesine dayanmaktadir. Empedans Ol¢iimii; hiicre sayisi, canliligi, morfolojisi ve
hareketi gibi hiicrelerin mevcut durumlar1 hakkinda gercek zamanli kantitatif bilgi verir.
Herhangi bir boya veya kimyasal kullanmaya gerek kalmadan 6lgiim yapilabilmektedir.
Etiket ya da boyaya duyulan gereksinimi ortadan kaldirarak, edinilen verilerin fizyolojik
olarak en iist diizeye getirilmesi saglanir. Cihazin yazilimi, deneyin ger¢ek zamanli
olarak izlenmesine ve ger¢ek zamanli olarak veri goriintiileme ve analiz fonksiyonlarimni

gerceklestirmeye imkan verir (86, 87).

Gergek Zamanli Hiicre Analizér’i (GZHA) (xCELLigence® RTCA SP ACEA
Biosciences); 96 kuyulu e-plaka (Roche, 05 232 368 001) (Sekil 3.1), cihaz istasyonu ve
analiz initesi olarak 3 ana bilesene sahiptir 96 kuyulu e-plaka, inkiibatérde bulunan
cihaz istasyonuna elektronik olarak baglanmaktadir. Cihaz istasyonu, inkiibator diginda
bulunan analiz initesine baghdir. Sistemden e-plaka’ya sabit akimli elektrik
saglanmaktadir (Sekil 3.2) (86, 87).

GZHA Kontrol Unitesi

GZHA Analiz Unitasi

961tk E-Plaka

Sekil 3.1. Gergek zamanli hiicre analiz cihazi

E-plakanmn her bir kuyusundaki altin mikro elektrot biyosensorleri, yilizey alaninin
%70-80'ini kaplar ve her kuyucugundaki elektrotlar, birbirine gegmeli bir dizi olusturan

"iplikler" e baglanir. Bu diizenleme, hiicre popiilasyonlarinin eszamanli olarak
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izlenmesini saglar ve boylece plakaya baglanan hiicre sayisi, hiicrelerin
boyutu/morfolojisi ve hiicre-substrat baglanma kalitesi i¢in hassasiyet saglar. Bu
fiziksel ozellikler, binlerce farkli gen/proteinin iiriinii oldugu icin, GZHA hiicre sagligi
ve davranisiyla ilgili son derece genis bir goriis alan1 saglar. Empedans izinin 6zellikleri

spesifik hiicresel/molekiiler iligkilendirmeyi miimkiin kilmaktadir (86, 87).

Sekil 3.2. 96 kuyulu e-plaka

Her bir kuyudaki empedans degisimi bireysel olarak sistem analiz tinitesinde 10 kHz, 25
kHz ve 50 kHz olarak 3 farkli frekansta okunmaktadir. Olgiilen empedans ilk dnce
rezistansa, rezistans ise analiz linitesi araciliiyla hiicre indeksi (CI) olarak adlandirilan

bir orana ¢evrilir. CI asagidaki formiille hesaplanmaktadir (86, 87).

Reur (/;
Cl= max |- (',/ - 1
i=1,..N\ Rp(f)

Sekil 3.3. CI hesaplama formiilii

Formiildeki Ree (i) degeri, hiicreler yiizeye baglandigi anda mikro elektrotun frekansa
bagimli direnciyken, Ry, (i) ise elektrota hi¢ hiicre baglanmamisken 6l¢iilen direngtir. N,

Olgtim alinan frekans noktalaridir (Sekil 3.3) (86, 87).

Reen (fi) ve CI degeri birbiriyle dogru orantilidir. Hiicre indeksindeki artig; hiicre

sayisinin, adezyonunun veya yaygmlhigmn artisindan; CI’deki azalma ise hiicre



44

Oliimiinden veya tutunan hiicrelerin morfolojik degisimlerinden kaynaklanmaktadir.
Hiicrelerin yoklugunda, elektrik akimi serbestge kiiltiir ortami i¢inden akar ve
elektrotlar arasindaki devre tamamlanir. Hiicreler, elektroda yapisir ve cogalirlarken,
hiicre sayisi, hiicre boyutu/morfolojisi ve hiicre-substrat baglanma kalitesi son derece
duyarli bir okunusla akim akis1 engellenir (Sekil 3.4) (86, 87).

Tek koyumun vandan gérimiimi

| Elektron akisi

L __Engelleuen_
Kaitar | Hicrelerin | e
ortatm F
L 0 el
Negatif | | ) | | Pozitif
keatup kutup

Kuyunun tabam

Sekil 3.4. Hiicresel empedansa genel bakis

[T Z=Z
elektrot Sacrealaltrods taban gizgisi
yaptymamuskan
®'  thicre
. Mo 222
—. —_— .
elak ir hi < Z
slektrot bir hiiers elektroda empedans
yapismusken |
®0® hicreler
v s Me e M o7 <z> Z2=2Z u:
slektrot iki hiicrs slektroda o ik kat
yapigmisken empadans
| u
2=2
bt ) @
iki hiicre slaktroda daha fazla
gl yapiymisken = empadans

Sekil 3.5. Hiicresel empedansin hiicreyle iligkili olarak degisimi
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Bundan dolay1 deneydeki yorumlar CI degisimi ilizerinden yapilmaktadir. Test edilecek
olan Orneklerin uygulandigi kuyularin CI degeri kontrol CI’ne bdliinerek % CI
degisimini gostererek canlilik hakkinda fikir verir (86, 87).

Genel bir apoptoz deneyinin kurulmasi ve yiiriitilmesi boyunca gergek zamanli
empedans izinin genel bir 6rnegi; empedans izinin her fazi ve ortaya ¢ikan hiicresel
davraniglarla (Sekil 3.5) agiklanmaktadir. Hiicrelerin bir kuyuya eklenmesinden sonraki
ilk birkag saat boyunca, empedansta hizli bir artis vardir. Buna hiicrelerin
siispansiyondan diismesi, elektrotlara ¢okelmesi ve fokal adezyonlarin olusmasi neden
olur. Ik eklenen hiicre sayis1 diisiikse ve kuyu tabaninda bos alan varsa hiicreler cogalir

ve bu da CI'de kademeli ve istikrarli bir artisa neden olur (86, 87).

Hiicreler, doygunluga ulastiklarinda, toplu ortam i¢in erisilebilen elektrot yiizey alaninin
artik degismedigini yansitan CI degerini yayarlar. Bu noktada bir apoptoz indiikleyici
ilavesi, CI'de sifira diisiise neden olur. Bu, hiicrelerin yuvarlanmasi ve sonra da kuyu
tabanindan ayrilmasi sonucu olusur. Empedansa dayali deneyler son derece esnektir ve
ayn1 zamanda elektrotlara ilk hiicre yapismasmin hizin1 ve derecesini veya hiicre

proliferasyonunun hizini ve derecesini degerlendirebilir (Sekil 3.6) (86, 87).

Hiicresel doygunluga

hagh phro Apoptoz
lll:]l.ll\|E-‘. ici ilavesi

i
Hiicre proliferasyvonuna
bagh vav 15 artig

Hiicre
dliimii/ayrilmas:
nedeniyle azahs

Hiicre adezyvonuna

[ bagh nzh artfis

Cell Index (CI)

Zaman (sa.)

Sekil 3.6. Genel bir apoptoz deneyi igin gergek zamanli empedans izi degigimi

Bu deneyde; RL95-2 hiicreleri istenilen 6lgiide gogaltilarak, hiicre sayim cihazinda
sayilip, elde edilen hiicre sayisyml verisine dayanarak; 40.000, 20.000, 10.000, 5.000,
2.500 ve 1.250 hiicre/kuyu olacak sekilde 96’lik e-plakanin kuyularina 100 pl besiyeri

hacminde dagitildi. Besiyerinden kaynaklanan CI degisiminin kontrolii i¢in hiicre
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icermeyen besiyeri kuyular1 kontrol olarak kullanildi. GZHA yazilimi araciligiyla 15
dk.’da bir 120 sa. CI 6l¢iimii yapilacak sekilde ayarlandi. Deneyler 8 paralel ¢aligildi.

3.6. RL95-2 Hiicresindeki Sitotoksik Etkinin Siilforodamin B (SRB) Deneyi ile
Belirlenmesi ve 1Csy Hesaplanmasi

Siilforodamin B (SRB) (Santa Cruz sc-253615A) deneyi, hiicre ¢ogalmasini
degerlendirmede kullanilan major bir sitotoksisite tarama teknigidir (88).

SRB (Sekil 3.7); iki siilfonik grup igeren, negatif yiiklii, asidik ortamda temel aminoasit
yapilarina baglanan ve bazik ortamda ayrilabilen, aminoksanten yapida koyu pembe
renkli bir boyadir. Siilforodamin B deneyinde; SRB’nin hiicresel proteinlerin temel
aminoasitlerine stokiyometrik olarak baglanmasi sonucu, boyanmis hiicrelerden elde
edilen boya miktar1 ile dogrudan total protein kiitlesi hakkinda dolayisiyla da hiicre

say1st hakkinda fikir veren kolorimetrik bir yontemdir (89, 90).

SRB deneyinin esast; trikloroasetik asit (TCA) (Sigma T6399) ile mikro plakaya fikse
edilen hiicrelerdeki makro molekiiler karsit iyonlara elektrostatik olarak baglanmasi
daha sonra bu baglanmalarin ve ¢oziintirligiin pH'daki degisiklikler tarafindan kontrol
edilmesidir. Bu boya kantitatif olarak hiicrelerden zayif bazlarla ¢ikarilabilir ve optik

yogunluk 6lglimii i¢in ¢Oziiniir hale getirilebilir (89, 88, 91).

SRB deneyi; pahali olmayan, hassas, basit, tekrarlanabilir ve formazan dayali deneylere
gore daha hizlidir. Daha iyi bir linearite ve sinyal-giiriiltii oran1 verir. Ayrica zamana

duyarli 6l¢tim gerektirmeyen kararl bir son noktaya sahiptir (89, 90).
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Sekil 3.7. Siilforodamin B’nin 2D kimyasal yapis1 (92)

GZHA biiytime profili deney sonucuna gore, RL95-2 hiicrelerinin 96’11 mikro plakaya
20.000 hiicre/kuyu dagitilmasi en uygun hiicre sayisi olarak belirlendi ve hiicre ekimine

bu sayida devam edildi.

24 sa. maddelerle

?uﬂdibasyon sonrast Hicreler soguk
| * %40 TCA ¢bzeltisi
{ ile fikse edilir.

RL95-2 hiicreleri 20.000 hiicre/kuyu
Deiyonize su

ile yikamr.

%1 h'h asetik asit
cozeltisi ile yikanr.

~<ailmm

492 nM absorbans dlciimii 10 mM Tris baz SRB soliisyonu

(%0,1 b'h glasival asetik asit ¢ozeltisinde %0.4 a'h SRB)
Sekil 3.8. SRB deney prosediirii

RL95-2 hiicreleri DMEM:F12 besiyerinde ¢ogaltildi. Flasktaki hiicreler sayilarak 96
kuyulu mikro plakada (Greiner) 20.000 hiicre/kuyu olacak sekilde 100 pl besiyerinde



48

ekildi. 24 sa. sonra ornekler belirlenen konsantrasyonlarda uygulandi. Daha sonra +4
°C’den alman %40°lik soguk TCA ¢o6zeltisi mikro plakanm kuyularmna ilave edildi ve
+4 °C’de 1 sa. inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 kuyularm icerigi uzaklastirild1 ve 5
defa deiyonize su ile yikandi. Kuyularin kurumasimin ardindan %1 asetik asit i¢erisinde
hazirlanmis %0,4 SRB soliisyonu kuyulara 50 pl eklendi. Mikro plaka 30 dk. oda
sicakhiginda bekletildi. SRB soliisyonu kuyulardan uzaklastirildi. Mikro plaka hizli bir
sekilde 5 defa %1 h/h asetik asit ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra kuyular kurumaya
birakildi. Daha sonra kuyulara 10 mM Tris bazi (pH 10,5) 100 pl eklendi ve 5 dk.
calkalayicida (PST-60 HL plus Biosan) 350 rpm’de ¢alkalandi. Mikro plaka okuyucuda
(Biotek Synergy HT) 492 nM’da absorbanslar olgiildii (Sekil 3.8). Maddelerin
uygulandigi kuyularin absorbanslar1 kontrol absorbansma bolindii ve % canlilik

iizerinden hesaplama yapildi. Deneyler 5 paralel ¢alisildi.

Bu deneyde; calisilacak maddelerin RL95-2 hiicrelerinde canliliga etkisi ilk 6nce genel

doz taramasi seklinde SRB yontemi ile degerlendirildi.

Genel doz taramasi icin deney gruplar:

RL95-2 hiicrelerine sadece besiyeri uygulanan grup (Kontrol)

A\
RL95-2 hiicrelerine API-1 ve MPP dihidrokloriir uygulanan gruplar
I uM 5uM 10 uM 50 uM 100 uM
v
RL95-2 hiicrelerine a-chaconine uygulanan gruplar

10 nM 100 nM 1 uM 10 uM 100 uM

N\
RL95-2 hiicrelerine a-solanine uygulanan gruplar
10 nM 100 nM 1 uM 10 uM 50 uM 100 uM

Genel doz taramasi deney sonucglarma gdre; maddelerin sitotoksik etkilerini daha dar
konsantrasyon araliklarinda degerlendirilebilmek ve 1Cso degerini hesaplayabilmek igin

yeni konsantrasyonlar belirlendi. Farkli hiicreler iizerinde denenmis API-1 (Tocris,
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3897), MPP dihidrokloriir (Tocris, 1991), a-chaconine (AppliChem, A9544) ve a-
solanine (Sigma, S3757) uygulamalarinin oldugu literatiirlerin konsantrasyonlar1 ve
uygulama siireleri de goz g6z Oniinde tutularak bir konsantrasyon gradyani
belirlenmistir. Bu konsantrasyonlarin da RL95-2 hiicrelerinde canliliga etkisi SRB
yontemi ile degerlendirildi. Daha sonra GraphPad Prism 7.01 programi uygulanan
konsantrasyon ve % hiicre canlilik egrisi belirlenerek Microsoft Excel programiyla da

ICso degeri logaritmik egim grafigi ile hesaplanda.

1Cs0’vi belirlemek icin deney gruplar::

RL95-2 hiicrelerine sadece besiyeri uygulanan grup (Kontrol)

RL95-2 hiicrelerine API-1 uygulanan gruplar
1 uM 3uM 5uM 10 uM 25uM 50 uM

RL95-2 hiicrelerine MPP dihidrokloriir uygulanan gruplar
5 uM 10 uM 25 uM 50 uM 100 uM

RL95-2 hiicrelerine a-chaconine uygulanan gruplar
1 uM 5uM 10 uM 25 uM 50 uM 100 pM

N

RL95-2 hiicrelerine a-solanine uygulanan gruplar
10 uM 30 uM 50 uM 70 uM 100 uM

3.7. GZHA Canhlik Deneyi

SRB genel doz tarama ve ICsp’nin belirlendigi deneylerden elde edilen veriler
molekiiller iizerinde bir 6n fikir sahibi olunmasmi sagladi. Bu verilere dayanarak
maddelerin yeni belirlenen dozlarda, gergek zamanl etkilerinin goriilebilmesi amaciyla
XCELLigence GZHA’da canlilik deneyi yapildi. RL95-2 hiicrelerinin biiylime
profilinden elde edilen zamana bagli CI verisi géz oniine alinarak maddelerin uygulama

saati belirlendi. Deneyler 5 paralel ¢aligildi.
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GZHA icin deney gruplari:

RL95-2 hiicrelerine sadece besiyeri uygulanan grup (Kontrol)

RL95-2 hiicrelerine API-1 uygulanan gruplar
5uM 10 uM 25 uM 50 uM
RL95-2 hiicrelerine MPP dihidrokloriir uygulanan gruplar
10 uM 15 uM 20 uM 25 uM
RL95-2 hiicrelerine a-chaconine uygulanan gruplar
1 uM 2,5 uM 5uM 7,5 uM 10 uM
\/
RL95-2 hiicrelerine a-solanine uygulanan gruplar

10 uM 15 uM 20 uM 25 uM 30 uM

Maddeler RL95-2 hiicrelerine belirlenen konsantrasyonlarda uygulandiktan sonra etkisi
90 sa. boyunca izlendi. Cihaz yazilimi araciligiyla maddelerin uygulamasindan 24 sa.
sonundaki hiicre indeksi verileri ile a-chaconine ve o-solanine’in 1Cso degerleri

hesaplanda.

3.8. Deney Gruplar

Western blot, gPCR ve 6l¢iim kitlerinde galisilacak konsantrasyonlar asagidaki gibi
belirlenerek 9 deney grubu olusturuldu. Maddeler ilgili hiicre gruplarina uygulanarak 24

sa. stireyle muameleye birakildi.
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RL95-2 hiicrelerine sadece besiyeri uygulanan grup (Kontrol)

RL95-2 hiicrelerine API-1 uygulanan gruplar
25 uM

RL95-2 hiicrelerine MPP dihidrokloriir uygulanan gruplar

20 uM

RL95-2 hiicrelerine a-chaconine uygulanan gruplar
2,5 uM 5uM 10 uM

RL95-2 hiicrelerine a-solanine uygulanan gruplar
20 uM 30 uM 50 uM

3.9. BCA ile Protein Miktar Tayini

Western blot deneyinde kullanilmak tizere izole proteinlerin hazirlanmasinda, hiicreler
her bir kuyuda 1 X 10° hiicre/1 ml olacak sekilde 6°’li plakalara (Greiner) ekildi.
Hiicreler ylizeye tutunduktan sonra besiyeri uzaklastirilip deney gruplarindaki madde
konsantrasyonlart 1 ml hacminde hiicrelere uygulandi. Maddelerin 24 sa. uygulama
siirelerinin sonlanmasini takiben hiicrelerden protein izolasyonu islemine geg¢ildi.
Hiicrelerden izole edilen protein konsantrasyonu olgtimiinde bikinkoninik asit (BCA)
protein analiz kiti (Cell Signaling, 7780) (93) kullanild1.

Bu deneyde; 9 deney grubundan elde edilen protein 6rneklerin konsantrasyon dl¢iimleri,
BCA protein analiz kiti protokoliine uygun olarak, mikro plaka okuyucu cihaz ile

yapildi.

BCA protein tayin yontemi; bakir siilfat, BCA soliisyonuna eklendiginde olusan
kompleks elma yesili renk verir. Bu soliisyonun protein soliisyonuna ilavesi ile BCA,
proteinlerden elektron alarak Cu** formundan Cu*' formuna indirgenen bakir
katyonlarina baglanir. Reaksiyon sonucu elma yesili renk mor renge doniisiir ve mor

renk 562 nm’de spektrofotometrik olarak o6lgiiliir (Sekil 3.9) (94).



52

2BCA

i Protein-Cu'*
Protein + Cu# Cul_* Kompleksi

Sicakhk bagimh reaksivon

Sekil 3.9. BCA protein tayin yontemi mekanizmasi

BCA protein analiz kiti, asagidaki tampon maddeleri ile hazirlanan, mikro-plaka
okuyucuda lizatlarin veya homojenatlarin protein konsantrasyonunun Olgiilmesinde
kullanilir. Kit protokoliinde; rediiktorler, selatorler, deterjanlar ve lizis tamponunda
bulunan diger ortak bilesenlerin etkilesimini azaltmak i¢cin BCA Uyumluluk
Reaktifi’nin (BCA Compatibility Reagent) kullanilmas1 6nerilmektedir.

Kit protokoliine ve 6l¢glim yapilacak deney grubu sayisina uygun sekilde hesaplama
yapildi. Protein standardi olarak sigir serum albiimin (BSA) kullanildi. Mikro plaka

okuyucu cihazda 6l¢tim yapildiktan sonra konsantrasyon sonuglar1 ‘pg/pl’olarak alindi.

BSA standart egri ¢ozeltisi:

BSA standart egrisini olusturmak i¢in 8 mg/ml olacak sekilde deiyonize su ile stok

cozeltisi hazirland1 ve 1/2 kath diliisyonlar yapildi.
Absorbansa karsilik konsantrasyon grafigi ¢izilerek bir egri denklemi elde edildi.

Kit protokoliine gore reajanlarin hazirlanmasi:

Calisan Yeniden Yapilanma Tamponu (Working Reconstitution Buffer) igin; Yeniden

Yapilanma Tamponu (Reconstitution Buffer) 1:1 oraninda dH-O ile diliie edildi.

Uyumluluk Reaktifi Soliisyonu (Compatibility Reagent Solution) i¢in; 1 Uyumluluk
Reaktifi (Compatibility Reagent) tiipiine 100 ul Calisan Yeniden Yapilanma Tamponu
ilave edildi ve 15-20 kez pipetaj yapild.
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BCA Reaktifi A; 0,1 M sodyum hidroksitte sodyum karbonat, sodyum bikarbonat,
bikinkoninik asit ve sodyum tartarat, BCA Reaktifi B ise; %4 bakir siilfat icermektedir.

BCA Calisma Reaktifi (BCA Working Reagent) i¢cin; BCA Reaktifi A 50:1 BCA
Reaktifi B karisimi1 hazirlandi. Elma yesili renk gozlendi.

Kit protokoliine gore denevyin vapilist:

e Standart kontrol, protein standardi ve 6rneklerden mikro plakaya 9 pl eklendi.
e Dort pl Uyumluluk Reaktifi Soliisyonu her bir kuyuya eklendi.

e Plakanin tizeri kapatilip ¢alkalayicida orta hizda yaklasik 1 dk. kadar birakilarak
daha sonra 37°C 15 dk. inkiibe edildi.

e 260 ul Calisma Reaktifi her kuyuya eklendi.

e Plaka tizeri kapatilip ¢alkalayicida orta hizda yaklasik 1 dk. kadar birakildi daha
sonra 37°C 30 dk. inkiibe edildi.

e Plaka oda sicakliginda 5 dk. bekletildi.

e Standart Kontrol kor olarak okutuldu. Standartlarin ve 6rneklerin 562 nm mikro

plaka okuyucuda absorbansi 6lgiildii.

e Orneklerdeki toplam protein konsantrasyonu belirlendikten sonra her bir

ornekten esit miktarda protein alinabilecek sekilde gerekli hesaplamalar yapildi.

3.10. Western Blot Deneyi

BCA protein 6l¢iim kiti ile 6rneklerin protein konsantrasyonu 6lgiildiikten sonra gerekli
hesaplamalar yapilarak western blot deneyinde kullanilacak jelin her bir kuyusuna

yiiklenecek protein i¢in total proteinden alinmasi gereken hacim hesaplandi.

Western blot yontemi ile de uygun antikorlar (Tablo 2.4) kullanilarak p-aktin, Akt, p-
Akt (Ser473), ERa ve p-ERa proteinlerinin ekspresyon diizeyleri incelendi.
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Tablo 2.4. Western blot yontemi i¢in kullanilan primer ve sekonder antikorlar

Kullanilan Kaynak MA Diliisyon Coziicii Marka

Primer (kDa) Orani

Antikor

Akt Tavsan 60 1:1000 1X TBS, %0,1 Cell
Tween® 20 icinde Signaling
%5 a/h BSA

B-Aktin Tavsan 45 1:1000 1X TBS, %0,1 Cell
Tween® 20 i¢inde Signaling
%5 a/h BSA

ERa Tavsan 66 1:1000 1X TBS, %0,1 Cell
Tween® 20 i¢inde Signaling
%5 a/h BSA

p-Akt Tavsan 60 1:1000 1X TBS, %0,1 Cell

(Ser473) Tween® 20 i¢inde Signaling
%5 a/h BSA

p-ERa Tavsan 66 1:1000 1X TBS, %0,1 Cell
Tween® 20 i¢inde Signaling
%5 a/h BSA

Kullamilan Kaynak  MA Konsantrasyon Coziicii Marka

Sekonder (kDa)

Antikor

Goat anti Kegi - 1:1000-1:3000 1X TBS, %0,1 Cell

rabbit Tween® 20 iginde Signaling
%35 a/h yagsiz siit
tozu

Immiinoblotlama veya protein blotlama olarak da bilinen western blot, hiicre biyolojisi
ve molekiiler biyolojide temel bir teknik olup hiicrelerden ekstrakte edilen kompleks bir
karisimdaki spesifik bir proteinin varligmni saptamak i¢in kullanilan protein analiz
yontemidir. Western blot teknigi, protein ifadesi, protein lokalizasyonu, protein-protein
etkilesimleri veya post translasyonel modifikasyon gibi molekiiler olaylar1 aydinlatmaya
imkan verir. Boyutlarina gore ve bir antikorun baglanmasi yoluyla spesifik bir proteinin
varhigmi agik¢a gosterme yetenegi ve proteinlerin hiicrelerdeki ekspresyon seviyelerini
degerlendirmek i¢in ¢cok uygun bir yontemdir. Ayn1 sekilde, cesitli dokulardaki hedef
proteinin ekspresyonunu karsilastirmak veya belirli bir proteinin hastalik veya ilag

tedavisine nasil tepki verdigini gérmek i¢in yararhdir (95-97).

Western blot temel anlamda; jel elektroforezi kullanilarak protein karigimlarinin
boyutuna gore ayrilmasi; ayrilmis proteinlerin kati bir destege verimli bir sekilde

aktarilmasi ve uygun sekilde antikorlarla eslesen bir hedef proteinin spesifik olarak
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saptanmasi olarak 3 islem basamagina ayrilir. Elde edilen sonuglarin yorumlanmasi ve
anlasilmas1 kolaydir. Bu yontem spesifik proteinin taninmasi ve bu protein hakkinda

kalitatif ve semi kantitatif veri elde edilmesinde kullanilir (95-97) (Sekil 3.10) .

L 0 =

pnanng piuinnng

| =] =N

|
)

Jel dokilmes Omeklen'n_ Jel elektroforezis  Proteinlerin Transfer

yuklenmesi jelde ayriimast sandviginin
hazirlanmast

Verilerin

Sekil 3.10. Western blot asamalar1 (98)

Bu c¢alismada; farkli madde uygulamalar1 yapilan RL95-2 hiicrelerinden elde edilen
total proteinlerde B-aktin, Akt, p-Akt (Ser473), ERa ve p-ERa proteinlerinin ekspresyon
diizeyleri western blot yontemi ile belirlendi. Western blot deneyleri Bio-rad Mini-
Protean Tetra Cell cihazi ile yapild1 ve 165-8000 katalog numarali kullanim kilavuzu

kullanild1 (84). Islem 8 asamada gerceklestirildi:

3.10.1. Protein izolasyonu

Lizis, hiicre membranmin biitlinliigiiniin bozulup pargalandigi ve hiicrenin igeriginin
¢oziilebilir bir formda yeniden siispanse edildigi siirectir. Lizis tamponundaki birincil
aktif maddeler, iyonik veya non-iyonik deterjanlardir. SDS (Sekil 3.11) bir iyonik
deterjanken Tween, Triton X ve NP-40 ise non-iyonik deterjandir. Iyonik deterjanlar,
protein yapisina miidahale edebilme 6zelliginden dolay1 iyonik olmayan deterjanlardan
daha sert olarak kabul edilir. Bu nedenle, denatiire formlara veya hedef proteinin

sentetik peptidlerine kars1 yiikseltilen antikorlar ile kullanimi 6nerilir. Eger daha fazla
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denatiire ihtiya¢ duyulursa, S-S baglarin1 par¢alamak i¢in indirgeyici bir madde (DTT
veya [-merkaptoetanol) kullanilabilir. Non-iyonik deterjanlar daha az protein
denatiirasyonuna yol agar, bu nedenle eger dogal proteinlere kars1 gelistirilen birincil
antikorlar kullanilirsa onerilirler. Dogru lizis tamponunun kullanilmasi, diisiik miktarda

hedef proteinin saptanmasina olanak saglar.

Sekil 3.11. Proteinlerin SDS baglanmasi sonucu denatiirasyonu (99)

Protein izolasyonu i¢in Radyoimmiinopresipitasyon (RIPA) lizis tampon sistemi (Santa
Cruz Biotechnology, sc-24948) kullanildi. RIPA lizis tampon sistemi; lizis tamponu,
proteaz inhibitdr kokteyli, fenil metil siilfonil floriir (PMSF), sodyum ortovanadat
(NasVVO4) ve hiicrenin pargalanmasina yardimci non-iyonik ve iyonik deterjanlar
icermesi nedeniyle ¢esitli hiicre tiplerinden protein ekstraksiyonu i¢in oldukga etkilidir.
Hazirlarken 970 pl RIPA tamponu, 10 ul PMSF, 10 ul NazVO,4 ve 10-20 ul proteaz
inhibitor kokteyli ile hazirland1 (Tablo 3.1). Daha sonra fosfataz inhibitér kokteyli,
proteolizi 6nlemek ve proteinlerin fosforilasyon durumunu korumak i¢in kullanilmadan

once tampona eklendi.

Altili plakalarda bulunan maddeleri igeren besiyeri ortamdan uzaklastirildi ve hiicreler
soguk PBS (Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi, AppliChem A9177, Oxoid BR0014G) ile
yikanip hiicre kaziyici ile kaldirildiktan sonra 10.000 rpm’de +4 °C’de 10 dk. santrifiij
edildi. Daha sonra siipernatantlar ¢ekildi ve 1 ml PBS eklendi. 10.000 rpm’de +4 °C’de
10 dk. santrifiij edildi. Tiiplerin dibinde kalan pelletler (izole edilen hiicreler) ile protein
izolasyonu yapildi. Tiiplere 50-100 pl hiicre lizis tampon sistemi eklendi ve 6rneklere

ultrasonikatdr ile sonikasyon yapilarak +4°C 10.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.
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Pelletlerinden armdirilmig karigimin siipernatant kismi ayri tiiplere alindi ve protein
konsantrasyonu bikinkonik asit (BCA) protein analiz kiti (Cell Signaling, 7780) ile
belirlendi. Lizatlar daha sonra -80 °C’de saklandi.

Tablo 3.1. RIPA lizis tampon sistemi icerigi ve RIPA lizis tamponu

RIPA lizis tampon sistemi icerigi RIPA lizis tamponu
(1 ml igin)
Vial1 50 ml 1X lizis tamponu (pH 7,4 + 0,1) 970 ul
Vial2 500 pl (200 mM) DMSO i¢inde PMSF 10 pl

Vial 3 500 ul DMSO i¢imde proteaz inhibitor kokteyli 10 pl
Vial4 500 pul (100 mM) su i¢inde sodyum ortovanadat 10 pl

3.10.2. Poliakrilamit Jelin Hazirlanmasi ve Dokiilmesi

Jel igerikleri Bio-Rad Mini-PROTEAN®™ Tetra Cell (katalog numarasi 165-8001)
kullanim kilavuzunda belirtildigi gibi yiginlayici ve ayirict olmak iizere 2 ayri jel
¢ozeltisi hazirlandi (84). Deneylerde kullanilan jel ¢ozeltilerinin icerikleri Tablo 3.2°de

verilmektedir.

Tablo 3.2. Yiginlayici ve ayirici jel ¢ozeltileri igerikleri

Jel Deiyonize su %30  Bisakrilamit Jel tamponu* %10 a/h SDS
yiizdesi (ml) (ml) (ml) (ml)

%7 51 2,3 2,5 0,1

%10 4,1 3,3 2,5 0,1

* Ayirict jel tamponu-1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
* Yigmlayici jel tamponu-0,5 M Tris-HCI pH 6,8

Sekil 3.12. Western blot jel dokme aparati, elektroforez tanki ve gii¢c kaynagi
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Ik olarak SDS-PAGE jeller hazirlandi. Bunun igin jel ¢dzeltileri hazirlandiktan sonra
jel hazirlama diizenegi (Sekil 3.12) kullanildi. Camlar sirasiyla %70 etanol h/h ve dH,O
ile temizlenip oda sicakliginda kurutuldu. Uzun ve kisa camlar birlestirilerek jel
hazirlama diizenegine yerlestirildi. Hazirlanan jel karisimina polimerlesmeyi saglayacak
olan TEMED (Sigma, T9281) ve APS eklenip ayirici1 jel ¢ozeltisi kisa camin {ist
kismidan 1 cm asagisina gelecek ve hava kabarcigi kalmayacak sekilde dokiildi. Arta
kalan jel baz alinarak polimerizasyonun tamamlanip tamamlanmadigi kontrol edildi ve
jel iist siirmin diizgiin olmasi i¢in hava ile temas eden yiizeyine temasin kesilmesi ve
daha ¢abuk polimerizasyonu i¢in butanol (Fluka, 19430) eklendi. Jel polimerlestikten
sonra jelin tizerindeki butanol uzaklastirildi ve dH,0 ile yikandi Jel yiizeyindeki su
uzaklastirilip yiizey kurulandiktan sonra hazirlanan yiginlayici jel ¢ozeltisine TEMED
ve APS eklenip camlar arasinda kalan 1 cm’lik bosluga aktarildi ve kuyularin olugmasi
icin 1 mm’lik tarak dikkatlice camlar arasina yerlestirildikten sonra polimerizasyon
(Sekil 3.13) i¢in beklendi.

Poliakrilamit
ITIHZ NH2 NH2 NH2
Bisakrilamit =0 C'=O (I=o c|=o
CH2=CH | | | |
| -CH2 = CH- CH2-CH- CH2-CH~- CH2~-CH- CH2~CH-
C=0 Akrilamit é S
| H2= —
?IH CH2 CIH |
— NH
0 —»
CH2 + CI -2 |
| = CH2
i NH2 SOa -+ :
¢-0 ¥
[iit TEMED c'=o
CH2=CH
NH4S208 (aPS) -CH2- CIH ~CH2-CH - CH2 - C|H - CH2- $H - CH2- CIH E
C=0 C=0 C=0 C=0
| | | |
NH2 NH2 NH2 NH2

Sekil 3.13. Western blotta jel polimerizasyonu

3.10.3. Orneklerin Yiiklenmek Uzere Hazirlanmasi

Kuyularda 30 pg protein olacak sekilde belirlenen hacimlerde lizat alinarak
ependorflara koyuldu ve 6X protein yiikleme tamponu hazirlanarak ependorflara

eklendi. Ornek proteinlerin denatiire olup eksi yiikle yiiklenebilmeleri igin 1sitict kuru
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blokta (CHB-202 Bioer) 95 °C’de 5 dk. kaynatildi. Sonrasinda buza gomiildii ve 1 kez
spin (GmClab Gilson®) edildikten sonra yeniden buza gomiildii.

Polimerizasyonun tamamlanmasindan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve orneklerin
yiklenmesi i¢cin hazir hale getirilmistir kuyular yikandi. Daha sonra vertikal
elektroforez sistemi (Sekil 3.14) igerisine hazirlanan jeller dikkatlice yerlestirildi sonra

da 1X elektroforez yiirtitme tamponu tankta belirtilen yere kadar ilave edildi.

Sekil 3.14. Western blotta 6rneklerin kuyulara yiiklenmesi (84)

Molekiiler agirligi isaretleyicisi olarak Spectra ¢oOk renkli genis aralikli protein
merdiveni (Sekil 3.15) (Thermo Scientific, 26634-2) kullanildi. Marker 15 ul ve diger
her bir kuyucukta 30 pg protein igeren homojenat kuyucuklara yiiklendi.

Tablo 3.3. Western blot deney gruplarinin kuyulara yiiklenme sirasi

1ku 2ku 3.kuyu 4.kuyu 5.kuyu 6.kuyu 7.kuyu 8.kuyu 9.kuyu 10.kuyu
yu yu

£ 2 2 2 o o o

< = = = c c c
s B s : s§ =z § E = 5§ s § s 5§ s
< 2 T 4 o =2 ZE£ % £ = £ 2 ° 4 9 3 9o =
S S o w £ = s 9 wo Q = Q s 9 s 9 s 9 o
= X < L = =] QB N S} “ S} = E] Q 3 & 3 prat

Western blot deneyi i¢in deney gruplari biitiin deneylerde Tablo 3.3’te verildigi

siradadir ve ilk kuyuda her zaman genis aralikli marker bulunmaktadir.



kDa
—~260—

—~140 -
— =100 —{ t—
— ~70 —| —
— ~50 —
— ~40 —| —
— ~35 —| e
— 25 —| -

15 —| —

— T

Jel |

Sekil 3.15. Genis aralikli ¢ok renkli protein merdiveninin SDS-PAGE bant profili

3.10.3. Elektroforezin Yapilmasi
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Elektroforez (Sekil 3.16) 70 V ile baslatildi. Protein bantlar1 yiginlayici jelden ayirici

jele gecince elektroforez 100 V’a ¢ikarildi. Bromfenol mavisi jelin en alt sinirma

gelince elektroforez sonlandirildi.

Ayrrict jel
Yigmlayici jel pH 8.8

Farkh makro
- molekiller

Elektroforez

- Jel

JJJJJ

Sekil 3.16. Western blotta elektroforeze genel bir bakis (100)
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3.10.4. Proteinlerin Membrana Transferi

Jeldeki proteinlerin tamaminin jeldeki yerleri ve ayrilma derecelerini bozmadan protein

tutucu bir membrana aktarilmasi islemidir.

Elektroforez tamamlandiktan sonra camlar spatula yardimiyla ayrilarak jel ortaya
cikartilip jelin protein bulunmayan yigmlayici jel kesilip atilmistir. Transfer icin PVDF
membran (Bio-Rad, 162-0177) uygun boyutta (6 X 8 cm) kesilerek %100’lLik metanol
icinde 15 saniye bekletilerek aktive daha sonra transfer tamponunda 30 dk. hidrate
edildi. Jel, kaset, stinger, filtre kagid1 iginde bir miktar transfer tamponu bulunan uygun
bir kaba alindi. Daha sonra western sandvici hazirlandi (Sekil 3.17). Kasetin siyah yiizii
alt tarafa gelecek sekilde agildi ve sirasiyla slinger-Watmann kagidi-jel-membran-
Watmann kagidi-siinger yerlestirilerek hava kabarciklarinin  kalmamasina dikkat
edilerek kapatildi Sandvi¢ olusturulurken tiim hava bosluklarinin giderilmesi i¢in
yuvarlak bir silindir ile hafif basing uygulandi. Kaset dikey olarak, renksiz yiizii elektrot
modiiliiniin kirmizi kismina, siyah yiizli elektrot modiiliiniin siyah kismina bakacak
sekilde yerlestirildi. Buz akiisii de tanka yerlestirildikten sonra transfer tamponu tankta
belirtilen ¢izgiye kadar dolduruldu (Sekil 3.18). Tiim sistem buzun igerisine oturtuldu.

Giic kaynagi 100 V’a ayarlanarak 1 sa. 20 dk. sogukta transfer yapildi.

|+

Siinger

Filtre
Kagitlan

Negatlf
Blotlama membram plaka

' ! Tank icinde 1slak transfer

Filtre
Kagitlan

Pozitif
plaka

Siinger

Sekil 3.17. Western blot transfer tank1 ve aparatlar
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Transfer tank: m

Sogutma iinitesi

™  Kaset ve siingerler

Sekil 3.18. Western blot transfer tanki ve transfer sandvi¢i hazirlanmasi (97)

3.10.5. Blokaj

Transfer sonlandiktan sonra sandvi¢ agilarak membran ters g¢evrilerek uygun bir kaba
alindi. Membran, tizerindeki non-spesifik baglanma bolgelerinin bloke edilmesi igin, 10

ml TBST ¢6zeltisi iginde hazirlanan %5’lik siit tozu ile 1 sa. bloklamaya birakildi.

3.10.6. Membranlari Primer ve Sekonder Antikor ile inkiibasyonu

Blotlama isleminden sonra membranlar %5 a/h BSA/TBST c¢ozeltisinde hazirlanan
primer antikor ile calkalayicida 1 gece 4°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon
tamamlandiktan sonra 3 defa 10 dk. TBST ile yikandi ve %5 a/h BSA/TBST
¢ozeltisinde hazirlanan sekonder antikor ile 2 sa. oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyon tamamlandiktan sonra 2 defa 10 dk. TBST ile yikandu.

3.10.7. Gériintiileme Islemi

Goriintiileme islemi karanlik odada yapildi. Membran asetat kagitlarmin arasina
koyuldu. Membranin koyulacagi hizaya karanlik odada goriintiilemede kolaylik
saglamasi agisindan fosforlu etiketler yapistirildi. Kemiliiminesan substrat, enzim ile
kombine oldugunda kimyasal reaksiyon 1sik verir (Sekil 3.19). Bundan dolay1 her bir
PVDF Membranin goriintiilenmesi i¢in, karanlik odada kemiliiminesan goriintiileme
soliisyonu (Thermo Scientific 34080) igindeki reaktif soliisyonu (soliisyon A) ve

tampon soliisyonu (soliisyon B) 500 pl 1:1 oraninda karistirilarak membranin {izerine
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eklendi. Isima meydana geldiginde film asetat kagidinin {izerine kapatildi ve yeterli
stirede bekletildi (Sekil 3.20). Filmin banyo islemi sirasiyla developer soliisyonu, su ve
fixer soliisyonunda bekletmek suretiyle yapildi. Film banyosu sonrasi filmde siyah
bantlar izlendi.

Kemiliiminisan 151k

Substrat :}‘

HRP ile konjuge /
sekonder antikor ™. J
X ¥+Oksitlenmi§

“
% iiriinler

Primer antikor

Membran &

e |

Membrana transfer Blokér
edilen proteinler

Sekil 3.19. Western blot goriintiileme isleminde kimyasal 1g1manin mekanizmasi-I

Rontgen filmindeki bantlarin alanlar1 ve optik dansiteleri (OD) ImageJ (ImageJ, ABD)
programu aracihigiyla belirlendi. ilgilenilen protein Sl¢iimleri [alan (mm?) X optik
dansite (OD/mm?)] formiiliinden hesaplanarak kantite edildi. Her protein i¢in yapilan bu
Olgtimlerden sonra ayni 6rneklere ait B-aktin ekspresyonlar1 ayni sekilde belirlendi. Elde
edilen protein bantlarinin Akt aktivasyon seviyesi p-Akt (Ser473)/Akt, ERo aktivasyon
seviyesi p-ERa/ERa orani olarak ifade edildi.
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HEP ile konjuge

sekonder antikor HRP+Luminol ECL

Non-spesifik Primer \ )@
protein antikor %

T

< Ismuag

Film ile tespit

Non-spesifik protein
Tlgili protein :

Membran

Sekil 3.20. Western blot goriintiileme isleminde kimyasal istmanin mekanizmasi-11

3.11. RNA Izolasyonu, Revers Transkripsiyon ile cDNA Olusturulmasi ve gPCR
Deneyi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) DNA molekiiliiniin kisa bir bdlgesinin DNA
polimeraz enzimi ile bir¢ok kez kopya edilmesidir. Molekiiler arastirmalarin temel
yontemlerindendir ve gercek zamanli PCR ise teknigin potansiyelini en lst yiizeye
cikaran gelismis bir PCR’dir. Temel olarak; denatiirasyon, annealing (baglanma) ve

uzama olarak 3 asamas1 vardir (101).

PCR temel olarak tek bir test tiiplinde bir takim reaktiflerle DNA’y1 karigtirmak ve
karigimi programli bir tarzda degisen bir seri sicaklikta inkiibe etmeyi saglayan bir PCR

cihazina tiipti yerlestirmekle gergeklestirilir (101).

PCR’da en ¢ok kullanilan enzim Taq DNA polimeraz, 5'-3' niikleaz aktivitesine
sahiptir. Herhangi bir DNA zincirine tamamlayic1 bir baz dizisinin sentezlenmesini
saglar. Taq polimeraz, Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen ve yiiksek
sicakliklara dayanikli bir DNA polimeraz enzimidir. PCR sirasinda, polimerazin

aktivitesini ve primerlerin baglanmasini kontrol etmek icin sicaklik degisimleri

kullanilir (102).
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Bir PCR deneyindeki temel basamaklar asagidaki gibidir (Sekil 3.21) (101). Karisim,
ikili sarmal DNA molekiiliiniin 2 ipligini bir arada tutan hidrojen baglarmni kirip,

molekiiliin denatiire olmasina yol agan bir sicaklik olan 94 °C’ye 1sitilir.

Karigim 50-60 °C’ye sogutulur. Bu primerlerin ilgili gene baglanmasini saglar. Her bir
molekiiliin 2 ipligi bu sicaklikta birbiri ile tekrar birlesir, ancak ¢ogu birlesmez, ¢linkii
karisim, spesifik pozisyonlarda DNA molekiillerine baglanan (anneal) oligontikleotit ya

da primer denilen gok fazla kisa DNA molekiilleri igerir.

Sicaklik 74 °C’ye ¢ikarilir. Bu karisimda bulunan Tag DNA polimeraz i¢in optimum
calisma sicakhigidir. Tag DNA polimeraz, Thermus aquaticus bakterisinin DNA
polimeraz I enzimidir. Bu organizma kaplicalarda yasar ve ¢ogu sicaklik muamelesi ile
denatiirasyona direncgli anlaminda 1s1ya dayaniklidir. Bu Taq DNA polimerazi1 PCR i¢in
uygun kilan yegane oOzelligidir, ¢iinkii DNA’y1 denatiire etmek igin reaksiyonun
sicakligi 94 °C’ye ¢ikarildiginda inaktif olmaz. PCR’m bu basamaginda Tag DNA
polimerazin her bir primerin ucuna baglandigi ve kalip DNA molekiiliine komplementer
olan yeni DNA ipliklerini sentezledigidir. Baglangigtaki 2 iplik yerine artik 4 DNA

ipligi vardir.

Sicaklik tekrar 94 °C’ye ¢ikarilir. Bu agamada 8 DNA ipligi ile sonlanan denatiirasyon-
baglanma-sentezinin 2. Dongiisii baslar. Dongiiyli 25 kez tekrarlayarak basladigimiz 2
iplikli DNA molekiilii, her biri 2 primerin baglanma yeri ile belirlenen baslangic
molekiil bolgesinin bir kopyasi olan, 50 milyonun iizerinde yeni 2 iplikli molekiillere

doniistiiriiliir. DNA kopyasi 2" seklinde artmaktadir.
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Sekil 3.21. Polimeraz zincir reaksiyonunun temel basamaklar1

Gercek zamanli PCR (qPCR), PCR reaksiyonun floresan dedeksiyon yontemi ile gercek
zamanli izlenmesine olanak saglayan bir yontemdir ve kantitatif olarak yapilmasini
saglayan bir teknolojidir. Teorik olarak baglanilan hedef dizisi miktar1 ve herhangi bir
dongiide elde edilen gPCR iirlin miktar1 arasinda kantitatif bir iligki vardir. qPCR’de
sonuglar anmmda alimmakta {riinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir.
Kontaminasyon riski azalarak tiim islemler sicaklik dongiileri baslayinca otomatik

olarak devam etmektedir (103-107).

gPCR deneyi tasarlarken, 2 ayr1 dedeksiyon teknolojisinden olan hidrolizasyona dayali
Tagman prob ya da DNA’ya baglanan ajan SYBR Green’den uygun olan segilmelidir.
Her iki teknoloji de PCR esnasinda floresan iiretmek iizere tasarlanmis olup PCR

cihaziyla reaksiyonun “gerg¢ek zamanli” olarak goriintiilenmesini saglar (103-107).

SYBR Green (interkalasyon boyas1) olduk¢a basit bir mekanizmayla ¢alisir. Boyanin
kendisi de floresandir ancak ¢ift sarmalli DNA’nin varliginda boya DNA heliks yapist
icine baglanarak yapisinin degisimi sonucu daha fazla floresan olusturmasini saglar
(Sekil 3.22). DNA c¢ogalimi floresan sinyalin artisina neden oldugundan, her dongiide
artan DNA miktar1 reaksiyon siiresince hassas olarak dl¢iiliir. Floresan 1simanin ¢oklugu
eksponansiyel ¢ogaltma sirasinda ortamda bulunan PCR iiriinliyle dogru orantilidir.
Interkalasyon boyalarinin dezavantaji spesifik olmamalaridir. Bu durumda da sonuglarin

kesin olmasi i¢in ek bir analiz gerekir (103-107).



Reaksiyon baslangicl

SYBR Green boyas: floresanslan cifi
sarmal DNA'ya baglanir.

Polimerizasyonun tamamlanmasi

Polimerizasyon tamamlandiginda, SYBR Green hoyast
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Denatiirasyon

DNA denatiire oldugunda SYBR Green boyasi
salverilir ve floresans hiiyiik dlciide azalr.

Forward Primer

——
— e —
Reserve Primer
Polimerizasyon

Ekstensiyon esnasinda, primer annealing ve

olusan ¢ift sarmal iiriinlere baglanir ve tespit edilen PCR iiriinleri olusturulur.

floresansta net bir artisla sonuclanr.

Sekil 3.22. SYBR Green boyasinin ¢alisma prensibi

Prob; spesifik bir niikleik asit dizisini, hibridizasyon prensibine gore tespit etmeye
yarayan degisik uzunluklardaki radyoaktif ya da floresan isaretli tek zincirli niikleotit
polimerleridir. Hidroliz problari; floresan olarak isaretlenmis DNA oligoniikleotitleridir.
PCR reaksiyonu sirasinda primerlerden birinin akismin asagisina baglanacak olup bir
floresan sinyali verecek sekilde tasarlanmistir. Probun 5" ucu floresan molekiilii ile
etiketlenmistir. Probun 3" ucunda susturucu bir molekiil bulunur. Susturucu, raportoriin
ciktisini etkili bir sekilde sondiiren bir molekiildiir. Bu nedenle fiziksel olarak birbirine
yakin olduklarinda floresan ¢iktisinin genel seviyesi diisiiktiir. PCR sirasinda prob
primerin akismin asagisina baglanip reaksiyon sirasinda polimeraz enzimi tarafindan
pargalanir. Susturucu artik raportoér iizerinde etki yapamaz ve bu sayede floresan
seviyesi artar (Sekil 3.23). Hidroliz problari, araya giren boyalardan daha uygun veri
verir. Bunun nedeni, ilgili bolgeye baglanmaya olan 6zgiilliikleridir. Hidroliz probundan

alinan sinyalin hedef sekansin ger¢ek amplifikasyonundan geldigi kesindir (103-107).
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Sekil 3.23. Hidroliz prob 1s1ma mekanizmasi

Revers transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (gPCR), hiicrelerden izole edilen
tanimlanmis bir RNA dizisinin, revers transkriptaz enziminin yardimi ile komplementer
DNA (cDNA) sentezini gergeklestirmesi sonucu gen ekspresyon analizlerinin
yapilabildigi in vitro bir metottur (Sekil 3.24). Olgiim metotlarmin en duyarli ve esnek
olanlarmdan biridir. Molekiiler caligma alanlarinda ¢ok sayida uygulamalara sahip olan,
karmasik olmayan bir tekniktir. Degisik Ornek gruplarindaki mRNA diizeylerini
karsilagtirmak, mRNA’lar arasinda ayrim yapmak ve RNA yapisini arastirmak i¢in
kullanilabilir. RN A kalibindan sentezlenen DNA’ya cDNA denir. RNA polimeraz zincir
reaksiyonu i¢in bir kalip (template) olamayacagi icin, ilk adim RNA kalibinin revers
traskripsiyon yontemi ile cDNA’ya donistiiriilmesi akabinde PCR reaksiyonu ile

eksponansiyel olarak cogaltimidir. Bu islemler i¢in 6zel RNA- ve DNA- bagiml
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polimerazlar kullanilir. Deoksioligoniikleotitler (oligo(dT) polimerleri, rastlantisal bir
DNA dizi kolleksiyonu ya da 6zgiil bir dizi) RNA kaliplarindan 6zgiil olarak sentez i¢in
primer olarak kullanilirlar. Revers transkripsiyon adimi 6zgiil primerler, rastlantisal
hekzamerler veya oligo(dT) primerleri kullanilarak gergeklestirilir. Primerlerin se¢imi
onemlidir. mRNA dizisine 0zgiil primerlerin kullanilmas1 “background” primer
baglanmasini dnler ama rastlantisal ve 0ligo(dT) primerlerinin kullanilmasi da kii¢iik bir
ornekten analiz edilebilecek mRNA molekiillerinin sayisini artirir. Genellikle oligo(dT),
poli-A RNA primer olarak tercih edilmez. Bunun sebebi, histon mRNA’lar1 ve bazi
interferonlar poli-A icermediginden, RNA izolasyonu sirasinda Ornekler arasinda
mRNA igerigi farklilagir (103-107).

Revers transkriptaz mRNA’y1 komplementer DNA ipliginin (¢cDNA) sentezi i¢in bir
kalip olarak kullanir ve mRNA/cDNA ¢ift iplikli dupleks olusur. Tersine bir
transkripsiyon oldugu i¢in “Revers transkripsiyon” olarak adlandirilir. cDNA,
mRNA’nm analizi i¢in sentez edilir. Ciinkii DNA RNA’dan daha stabildir. cDNA
sentezi RNaz olmayan bir ortamda revers transkriptaz, dNTP (deoksiriboniikleotid
trifosfat) ve primerler yardimi ile yapilir. Daha sonra bu cDNA PCR’de kalip olarak
kullanilip ¢ogaltilir ve boylece analiz edilmek istenen mRNA kopya sayisi ¢cogaltilmis

olur (103-107).

Ornek RNA ¢DNA PCR
Oriekicra \.ul\lul\ asit R1 Real time PCR
izolasyonu amplifikasyonu
WR a
PCR Kantifikasyon fstatistikler
urint :
Basari dlcfitil
Algilama z . =
& Ct degeri Fest
; Anlamh sonuclar
Yazilim

Sekil 3.24. qPCR deney basamaklar1

RNA’larin bir takim avantajlar1 vardir. Belirli 5° ve 3’ uclar1 olan nispeten kisa

molekiillerdir ve ¢ogu kez uglarin dizileri tanimlanmistir. Tanimlanmis uca en belirgin
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ornek okaryotik mRNA’larm bir ¢ogunun 3" ucunda bulunan poli-A kuyrugudur (Sekil
3.25). Bu ozellikler olgoniikleotit primerlerin tasariminda kullanilabilir. Cogaltimin
6zgiilliigii ve verimini etkileyen parametreler Mg?* ve primer konsantrasyonu, annealing
sicaklig1r ve dongii sayisidir. PCR’1n 6zgiilliigli esas olarak primerlere bagimli oldugu
icin reaksiyon kosullar1 baska bir enzim kullanildiginda yeniden optimize edilmelidir.
Ayrica Mg®* enzim aktivitesini, dNTP ise polimerazin dogrulugunu etkiledigi i¢in

konsantrasyonlar1 nemlidir (103-107).

PalE ki " NN AR R R RN AR AR AR R R AR RRNRRRRRIE
1 mRNA sl LU UL o
5‘,?/?,?\,?‘/? 5 i 0
RNaz H tarafindan
RN 5 . RNA'nin kesilmesi
TTTTT + oligo dT primer
3 S
B ] T
3AMMA 5 AL | L
l{::::IIIIIIIII|lIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 5 p LU UL LU LLLLLLULLLLLLL 3
STTTIT ,
| Revers transkriptaz +DNA polimeraz T
' AAAAA = . = o 5 ' AAAAA '
3:::::IllIIIIIIIIIIIIIIIIIlllllllllllllllls Svanimunuumunnuunnning
' / Al 7
sl LU 5 s LU 3
Cift iplik dupleksi ]
DNA suntard ‘ + Araliklara DNA ligaz
e AN
1 = N
y+++++ljllll|IIJ|||lII|||l||l|J|Ill|||l||L3, ST T T T T T T T T T T I T
TLEEL] /
sl LU UL
Cift sarmal cDNA

Sekil 3.25. mRNA’dan cDNA sentezinin sematik gosterimi

PCR iiriinlerinin toplam sinyalinin background sinyalini gectigi an C; (cycle threshold)
degeridir. qPCR yaparken her zaman bir referans gen (housekeeping gen) kullanilir.
Hedef genin C; degeri, referans genin C; degerine normalize edilerek hesaplamalar
yapilir. qPCR’1nda rélatif miktar belirtiminde, hedef gen referans gene gore normalize
edilir. Eger baslangicta ortama konan hedef DNA miktar1 fazla ise C; daha erken bir
dongiide, az ise 1s1ma daha ileri dongiilerde alinir (103-107).

Bu ¢alismada Tagman metodolojisine dayanan gPCR ile; kantitatif f-aktin, Akt ve ERa

proteinlerinin dretiminde gorevli mRNA diizeyleri 6l¢iildi. Her ornekteki transkript
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miktarindaki relatif degisikliler p-aktin mRNA seviyeleriyle normalize edilerek

belirlendi. Deneyler 3 tekrarli ¢alisildi. Islemler 3 asamada gergeklestirildi:

3.11.1. RNA Izolasyonu ve Absorbsiyon Spektroskopisi ile RNA Orneklerinin
Olgiilmesi

Gen ekspresyonunun belirlenmesinde kullanilan tekniklerde RNA kalitesi ve miktar
analizi cok 6nemli bir parametredir. RNA kalite ve miktar1 spektrofotometrik olarak
Olciiliir. “NanoDrop” bir spektrofotometrik bir teknolojidir ve gelismis RNA 6l¢iim
teknigidir. Niikleik asitlerin safli§1 ve konsantrasyonu degerlendirmek i¢in 6l¢iim birkag
dalga boyunda yapilir. Absorbans Glgiimlerinde 260 ve 280 nm’deki absorbanslarin
oran1 drneklerin safligi gdsterir. Ornegin, 280 nm’de absorbans piki veren proteinler
Azl Azgo degerini diisiireceklerdir. Fenol ya da iire kontaminasyonlar1 230 nm’de

absorbansa yol agar. RNA igin, 1,9-2,0 arasi1 bir Azgo/Azs0 orani beklenir.

Hiicrelerden RNA izolasyonu i¢in RNAzol® reaktifi (Sigma, R4533) kullamldu.
RNAZzol® hiicrelerden tek asamali total RNA izolasyonunda kullamlan hazir bir
reaktiftir. Prosediir; biiyiik niikleer RNA, rRNA, mRNA, kiiciik RNA ve mikro RNA
molekiillerinin izole edilmesi i¢in oldukga etkilidir. Monofaz bir soliisyonda; guanidin,
tiyosiyanat ve fenol karisimidir. Ornek homojenizasyonu veya lizisi sirasinda hiicrelerin
parcalanmasina neden olup hiicre bilesenlerini dagitirken RNA’ nin biitiinliiglinii korur.
Kisa stirede sonug alinir. Kullanish tek asamali likit faz ayrimi; RNA’nin DNA, protein,
polisakkaritler ve diger molekiillerden izole edilmesini saglar. Karisima su ilavesi RNA
dis1 molekiillerin prespitasyonuna olanak saglar ve sonrasinda santrifiij ile uzaklastirilir.
RNA alkolle prespitasyon, yikama ve ¢ozdiirme yoluyla izole edilir. Kloroformla

indiiklenen faz ayrim1 gerekli degildir (108).

Bu deneyde, 6L plakalara 1x10° hiicre/l ml hiicre dagitildi.  Belirlenmis
konsantrasyonlardaki maddeler 24 sa. boyunca hiicre ile muamele edildi. Besiyerler
¢ekildikten sonra 1.000 pl RNAzol® reaktifi ilave edildi. Kuyularm igerigi 2 ml’lik
ependorflara aktarildi. 400 pl dH.O eklendi. 15 sn. ters diiz edildi. 5-15 dk. oda
sicakliginda beklendi. 15 dk. 12.000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatantlar 1.500 ul’lik
ependorflara alindi. 400 pl etanol eklendi. Oda sicakliginda 10 dk. beklendi. 12.000
rpm’de 8 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant ¢ekildi. Pelletler 500 ul %75
etanol ile yikandi. Ug dk. 8.000 rpm’de santrifiij edildi. Tekrar ayni sekilde yikama
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islemi yapildi. Siipernatant steril siringa ile ¢ekildi. Ependorflarin kapagi agik sekilde
etanol uguruldu. 400 pl %70 etanol eklendi ve 3 dk. 8.000 rpm’de santriflij yapildi.
Stipernatant ¢ekildi ve kalan etanol ependorflarin kapagi agik sekilde uguruldu. Ugurma

isleminden sonra 60 ul RNAaz igermeyen su ilave edildi.

RNA konsantrasyonlarmin 8lgiimii “NanoDrop” cihaz ile yapild. Once 1 pul RNAaz
icermeyen su ile kor okutuldu. Daha sonra 6rnek, 6rnek haznesine bir damla halinde
yiiklendi. Daha sonra 6rnek aparati kapatilarak bir damla halinde bulunan 6rnege, aparat
tarafindan hafif¢ce bir baski uygulandi. Olusan bu yiizey gerilimi ile 6rnegin yerinde
kalmas1 saglanarak, ornek spektrofotometrik olarak okundu. Cihazdaki program ile
ornekler 230, 260 ve 280 nm’de okundu.

3.11.2. RNA’dan ¢cDNA Elde Edilmesi

cDNA eldesi ii¢ degisik sicaklikta ¢alisan basamaklarin bir dongii halinde tekrarlanmasi
ile gergeklesir. Bu islem igin amaca yOnelik olarak hazirlanmis otomatize sistemden
(Sekil 3.26) (Biorad Thermal Cycler) ve cDNA sentez kitinden (Roche Transcriptor
High Fidelity cDNA Sentez Kiti) yararlanildi (Tablo 3.4). Deney gruplarmm 1.000 ng
olan total RNA miktari, anchored-oligo(dT) 18 primer (1 ul) ve PCR grade H,O (son
hacim 11,4 ul olacak sekilde) tiiplere sirasiyla su, total RNA ve primer olarak ilave
edildi. 65 °C’de 10 dk. denatiirasyondan sonra +4 °C’de beklemeye alindi. Daha sonra
tiiplere son hacim 20 ul olacak sekilde hazirlanmis olan cDNA sentez karisimi ilave
edildi. 10 dk. 29 °C’de, 60 dk. 48 °C’de, 5 dk. 85 °C’de cDNA sentezi gerceklestirildi ve
+4 °C’de beklemeye alindi. cDNA’lar 1/5 olacak sekilde RNAaz icermeyen su diliie
edildi. ¢cDNA’lar -80 °C’de saklandi. Daha sonra cDNA sentez kiti kullanilarak

reaksiyon i¢in gerekli maddeler hazirlandi.

Tablo 3.4. cDNA sentezinde kullanilan maddeler ve 1 reaksiyon igin gerekli miktarlari

Maddeler 1 Reaksiyon miktar1
RNA 1.000 ng

Random primer 1 ul

Oligo(dT) 1 ul

RNAaz inhibitori 0,5 ul

dNTP (deoksiniikleotit mix) 2 ul

RT buffer 4 ul

RT (Revers Transkriptaz) enzimi 1,1 ul

DTT 1l

RNAaz icermeyen su Degiskendir.

Total hacim 20 pl’ye su ile tamamlanr.
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Elde edilen bu cDNA 1/5 oraninda RN Aaz igermeyen su ile diliie edilerek ACTB, AKTB
ve ESR1 genlerinin gPCR cihazi ile mRNA ekspresyonlarina bakildi.

Sekil 3.26. Thermal cycler cihazi

AKTB ve ESR1 ve bir referans gen olan ACTB primer ve hidroliz problari, tiniversal
prob Kkiitiiphanesi veri tabanindan (UPL-universal probe library database-,Roche
Diagnostics) alindi (Tablo 3.5) (109-111).

Tablo 3.5. Hedef genlerin amplifikasyonu i¢in kullanilan primerler dizileri

Gen  Assay Primer (Forward) Primer (Reverse) Prob
ID No.
ACTB 143636 TCCTCCCTGGAGAAGAGCTA CGTGGATGCCACAGGACT 27
AKT1 100816 GCAGCACGTGTACGAGAAGA GGTGTCAGTCTCCGACGTG 45
ESR1 102495 TTACTGACCAACCTGGCAGA ATCATGGAGGGTCAAATCCA 24

3.11.3. Ger¢ek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QPCR)

Bu calismada qPCR cihaz1 (Sekil 3.27) (Roche LightCycler® 480 Instrument 1), Roche
LightCycler® 480 Probes Master ve LightCycler 480 Multiwell Plate 96 (Roche 04 729
692 001) kullanildi. Reaksiyon karigimi Tablo 3.4’te belirildigi sekilde hazirlandi.
gPCR ile cDNA’nmn ¢ogaltilabilmesi i¢in tepkime karigimina; ¢ogaltilacak olan kalip
cDNA, bu cDNA’da ¢ogaltilmasi planlanan bdlgedeki cDNA dizisini 6zgiil olarak
tanty1p baglanacak olan primerler, RNAaz ve DNAaz igermeyen su ve 480 probe master
mix eklendi. Kontamisyonun kontrolii cDNA igermeyen negatif kontrol ile yapildi.
Reaksiyon hacmi 20 ul’ye ayarlandi (Tablo 3.6). Her seferinde normalizasyon igin

ACTB olgiildii. gPCR i¢in program araciligtyla hidroliz prob yontemi kullanildi.
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Sekil 3.27. Roche LightCycler® 480 Instrument Il gPCR cihazi

gPCR i¢in kullamlan cihazin programu araciligiyla (LightCycler® 480 SW 1.5.1)
denariitasyon i¢in 95°C de 600 saniye 1 dongii ve 3 asamali amplifikasyon da 95°C de
10 saniye 60°C de 30 saniye 72°C’de 1 saniye; sogutmada da 40 °C de 30 saniye 1
dongii olacak sekilde 45 kez reaksiyon yiiriitiildii.

Her bir gen i¢in, her bir ornekte belirlenen C; degerleri ile belirlenen referans gen
arasindaki C; farki ile AC;, kontrol grubu ile AC; degeri arasindaki fark ile de AAC;
degeri elde edilir. Rolatif gen ekspresyonlar prAACt degeri 6rnek gruplarinin kontrole

gore kac kat arttig1 ya da azaldigini gosteren degerdir.

[(Ct hedef)—(Ct hedef housekeeping)]
(Ct kontrol)—(Ct kontrol housekeeping)]

AACF[

Tablo 3.6. gPCR tepkime karisimi

Maddeler 1 Reaksiyon icin gerekli miktar
480 probe master mix 10 ul

RNAaz ve DNAaz igcermeyen su 4 ul

Gen 1pul

cDNA 5 pul

3.12. Hiicre Migrasyon Deneyi

Hiicre migrasyonu; embriyonik morfogenezi, doku tamirini ve yenilenmesini
diizenleyen olduk¢a entegre ve ¢ok adimh bir siiregtir. Kanserin metastazi dolayisiyla
progresyonunda dnemli bir rol oynar. Migrasyonu tetikleyen bir ajana baslangi¢ cevabi,
polarize olmasi ve goc¢li saglayan ajan yoOniinde protriizyon olusturmasidir. Bu

protriizyon biiyiik, genis lamellipodia veya sivri uca benzer filopodi icerebilir. Her iki
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durumda da, bu protriizyon aktin polimerizasyonu ile yonlendirilir ve ekstraseliiler
matriksin (ECM) yapigmasi veya hiicre-hiicre etkilesimleri (zar-zar alicilar1 vasitasiyla)
ile stabilize edilebilir. Kanser hiicreleri, tiimér biiylimesinin baslangi¢c alanindan
yayilmast i¢in tek hiicreler halinde veya kiigiik gruplar halinde gog¢ ederler. Bu
hiicrelerin migrasyonu tipik olarak integrinler, matris bozucu enzimler ve hiicre-hiicre
adezyon molekiilleri tarafindan diizenlenir. Bir¢ok sitokin ve biiylime faktoriiniin, isgali
uyardig1 ve cesitli timor tiplerinde upregiile oldugu gosterilmistir. Hem hiicre-hiicre
etkilesimlerinin kaybi1 hem de artmis hiicre hareketliligi ile karakterize invaziv bir
fenotip kazanirlar. Bu hiicreler, kan veya lenf damarlarina girebilir ve damar yatag i¢cin
damar duvarmi ge¢ip (ekstravazasyon) distal organlarda ¢ogalmaya devam edebildikleri

yerde ikinci bir tiimor kitlesi olustururlar (112).

Bu ¢alismada; hiicre migrasyon deneyi Cell Biolabs 'CytoSelect ™ (Cell Biolabs, CBA-
100-T) kiti kullanilarak gergeklestirildi. Hiicre Gegis Testi Kiti, hiicrelerin gog
Ozelliklerini test etmek icin polikarbonat membran ek pargasi (insert) (8 pum por
biliyiikligli) kullanildi. Epitelyal ve fibroblast hiicre migrasyonu i¢in optimum por
boyutu 8 pm’dir (113).

3.12.1. Deney Esasi

CytoSelect ™ Hiicre Gegis Testi Kiti, 24 kuyulu bir plaka ve polikarbonat membran ek
parcalar1 (insert) (8 pm por boyutu) icerir. Zar, go¢ hiicreleri gd¢ etmeyen hiicrelerden
ayrrmak i¢in bir bariyer gorevi goriir. Gog hiicreleri protriizyonunu kemoatraktanlara
(aktin sitoskeleton yeniden organizasyonu yoluyla) uzatma yetenegine sahiptir ve sonug
olarak polikarbonat zarin porlarindan gecebilir. Son olarak, hiicreler zarin {istiinden

cikarilir ve gé¢ eden hiicreler boyanir ve miktari belirtilir (Sekil 3.28).



3.12.2. Kit Icerigi

24-Kuyulu Migrasyon Plakasi (Parga No. 10001-T): 4 hiicre kiiltiir eklentisi
(insert) (8 um por boyutu) igeren bir adet 24 kuyulu plaka

Hiicre Boyama Soliisyonu (Part No. 11002-T): 1 adet 4 ml'lik sise

Ekstraksiyon Soliisyonu (Par¢a No. 11003-T): 1 adet 4 ml'lik bir sise

Pamuklu Cubuklar (Part No. 11004): 40 adet

Forseps (Parga No. 11005): 1 adet

3.12.3. Deney Prosediirii
» Insert, 400 pl hiicre boyama soliisyonu iceren temiz bir kuyuya
transfer ediltikten sonra 10 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi.

* Boyali insertler beherde birkag kez nazikge yikandi.
+ Insertlerin uglarnin kurumas: beklendi.

* (Opsiyonel olarak) Gog eden hiicreleri, 11tk mikroskobunda yiiksek
biiylitme objektifinde az 3 alan olacak sekilde sayildi.

* Her bir insert bos kuyuya aktarilir, kuyu basma 200 ul ekstraksiyon
soliisyonu eklendi ve ardindan 10 dk. ¢alkalayicida inkiibe edildi.

» Her numuneden 100 pl, 96 kuyulu mikrotitrasyon plakasina transfer
edildi ve plaka okuyucuda kolorimetrik olarak 560 nm'de okundu.
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@ Hiicre siispansivonu iist

hazneye yerlestirilir.

I 2-24 sa.
Goc¢ etmeyen hiicreler iist
bolmede kahrlar.

Goc eden hiicreler

polikarbonat zardan gecer ve
alt tarafa yapisir.

Goc etmeyen hiicrelerin
cikarilmasindan sonra
boyamr ve miktari
belirlenir.

Sekil 3.28. Migrasyon Kiti deney prensibi (113)

3.13. istatistiksel Analizler

1000

77

Hiicreler

Serumsuz Ortam

Polikarbonat Membran

Ortam/Kemoatraktant

Boyama Soliisyonu

Calisma gruplarindan elde edilen sonuglar, GraphPad Prisim 7.00 (San Diego-

California, ABD) bilgisayar yazilimi kullanilarak analiz edildi. Sonug¢larin analizinde,

deney ve kontrol gruplar1 arasindaki anlamliligi saptamada farkliliklara uygun olarak

tek yonlii varyans analizi (114) ile istatistiksel farkliliga sahip parametreleri saptamada

post-hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. Veriler, en az 3 ayr1 deneyden hesaplanan

ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verildi. Hata cubuklari, yinelenen

denemelerdeki Olglimler arasindaki standart sapmalar1i temsil etmektedir. p<0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi ve anlamlilik araliklar1 *<0,05; **<0,01 ve

***<(0,001 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz (GZHA) Deney Sonuclari

RL95-2 hiicrelerinin biiyiime profili:

1 2 3 B 5 6 7
- RLS5-2 (40000) A RL95-2 (20000) K RL95-2 (10000) RLS5-2(5000) & RL95-2(2500) & RL95-2(1250)  DMEM:F12
- RL95-2 (40000) A RL95-2 (20000)  RL95-2 (10000) RL95-2(5000) = RL95-2(2500) = RL95-2(1250)  DMEM:F12
c RL95-2 (40000) A RL95-2 (20000) K RL95-2 (10000) RLS5-2(5000) & RL95-2(2500) & RL95-2(1250)  DMEM:F12
- RLS5-2 (40000) A RL95-2 (20000) HRL95-2 (10000) RLS5-2(5000) &= RL95-2(2500) = RL95-2(1230)  DMEM:F12
E RL95-2 (40000) A RL95-2 (20000) K RL95-2 (10000) RLS5-2(5000) & RL95-2(2500) & RL95-2(1250)  DMEM:F12
. RLS5-2 (40000) A RL95-2 (20000) K RL95-2 (10000) RLS5-2(5000) & RL95-2(2500) = RL95-2(1230)  DMEM:F12
G RL95-2 (40000) A RL95-2 (20000) A RL95-2 (10000) RL95-2(5000) & RL95-2(2500) & RL95-2(1250) = DMEM:F12
B RLS5-2 (40000) A RL95-2 (20000) K RL95-2 (10000) RLS5-2(5000) | RL95-2(2500) & RL95-2(1230)  DMEM:F12

Sekil 4.1. RL95-2 hiicreleri biiylime profili e-plakaya ekim semasi

RL95-2 hiicre biiylime profillerini elde etmek igin, hiicrelerin 3. pasajindan 40.000,
20.000, 10.000, 5.000, 2.500 ve 1.250 hiicre/kuyu ile 100 pl besiyerinde 8 tekrarh (Sekil
4.1) olarak caligild.
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Sekil 4.2. E-Plakaya ekimi yapilan RL95-2 hiicrelerinin 96 sa. verileri

Profil incelendigi zaman, hiicrelerin CI degerlerinin diisiik oldugu ancak 96. saate kadar
hiicre sayisina bagimli CI degerlerinde artis oldugu goriildii. CI degeri, 20.000
hiicre/kuyu’da 24. saatte 0,20’ye yakindir. 96 sa. (Sekil 4.2) sonunda ise bu degerin,
0,80’e yaklastig1 goriilmektedir. Biiylime profiline bakildig1 zaman 40.000 hiicre/kuyu
ise ¢cogalma agisindan 20.000 hiicre/kuyu’ya gore platoya daha yakin bir egri ¢izdigi
goriilmektedir. E-plakanin her bir kuyusunun yiizey alami yaklagik 0,2 cm?’dir (115).

0,20 cm? yiizey alanina en uygun hiicre sayisinin 20.000 olduguna karar verildi .

0.0 50 100 15.0 200 250 30.0 35.0 400 450
Zaman (sa.)

Sekil 4.3. E-plakaya ekimi yapilan RL95-2 hiicrelerinin 48 sa. hiicre indeksi verileri

GZHA ile RL95-2 hiicrelerinin elde edilen biiyiime profili inceledigi zaman hiicrelerin

CI degerlerinin ve degisimlerinin diisiik oldugu goriildii. Hiicrelere ait biiyiime profiline
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bakildiginda 48. sa. (Sekil 4.3) sonunda dahi, 20.000 sayidaki hiicrenin platoya

ulagmadig1 ve sabit bir hizla ¢ogalmaya devam ettigi goriildii.

4.2. RL95-2 Hiicresindeki Sitotoksik Etkinin Siilforodamin B (SRB) Deneyi fle

Belirlenmesi ve 1Csy Hesaplanmasi

4.2.1. Genel Doz Tarama SRB Deneyi Sonuglari

RL95-2 hiicrelerinde, kontrol grubuna kars1 API-1, MPP dihidrokloriir, a-chaconine ve
a-solanine’in  farkli konsantrasyonlarda hiicre canliligi tzerindeki etkilerini

degerlendirmek amaciyla genel doz taramas1 yapilda.

APL-1
100,00 9895
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» *kk ok Hokok £ 65
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% 1 T

] 50

=X

Sekil 4.4. RL95-2 hiicrelerine ait API-1 genel doz tarama SRB deneyi sonuglari

Gruplar kontrole gére kat degisimi olarak verildi. Degerler GraphPad Prism 7.01 programinda One-way
ANOVA ve post-hoc Dunnett testi ile analiz edildi. p degeri <0,05. Anlamlilik araligi; ***<0,001 (n=4).
Sonuglar, ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu.

API-1in RL95-2 hiicrelerinin canliligina olan etkisi Sekil 4.4’te verildi. API-1, 1; 5; 10;
50 ve 100 uM konsantrasyonlarda 24 sa. siire ile uygulandi. Canlilig1 5 (p<0,001); 10
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(p<0,001); 50 (p<0,001) ve 100 uM (p<0,001) konsantrasyonlarda %70’in altina
diisiirdiigii goriildii. Bu konsantrasyon araliginda konsantrasyon artigina bagli olarak

canlilik 1 uM (p>0,05) konsantrasyonda i¢in kontrole gére ayni anlamlilik araliginda
bulundu.
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Sekil 4.5. RL95-2 hiicrelerine ait MPP dihidrokloriir genel doz tarama SRB deneyi

sonugclar1

Gruplar kontrole gore kat degisimi olarak verildi. Degerler GraphPad Prism 7.01 programinda One-way
ANOVA ve post-hoc Dunnett testi ile analiz edildi. p degeri <0,05. Anlamlilik araligi; **<0,01 ve
***<0,001 (n=4). Sonuglar, ortalama =+ ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu.

MPP dihidrokloriirin RL95-2 hiicrelerinin canliligina olan etkisi Sekil 4.5°te verildi.
MPP dihidrokloriir, 1; 5; 10; 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda 24 sa. siire ile
uygulandi. MPP hidrokloriiriin, 1; 5 ve 10 pM konsantrasyonlarinda anlamli bir degisim
gozlenmedi. Canliligi 50 ve 100 pM konsantrasyonlarda %70’in altina diistirdigii
goriildii. Bu konsantrasyon araliginda konsantrasyon artigina bagl olarak canlilik 50

uM (p<0,001) ve 100 uM (p<0,01) konsantrasyonlar1 i¢in kontrole gore anlamli
bulundu.
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Sekil 4.6. RL95-2 hiicrelerine ait a-chaconine genel doz tarama SRB deneyi sonuglari

Gruplar kontrole gore kat degisimi olarak verildi. Degerler GraphPad Prism 7.01 programinda One-way
ANOVA ve post-hoc Dunnett testi ile analiz edildi. p degeri <0,05. Anlamlilik araligi; **<0,01 ve
***<(0,001 (n=4). Sonuglar, ortalama =+ ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu.

a-Chaconine’nin RL95-2 hiicrelerinin canliligina olan etkisi Sekil 4.6’da verildi. o-
Chaconine, 108-10* M konsantrasyon araliginda logaritmik katlar1 seklinde 24 sa. siire
ile uygulandi. Canlihigmm 10 nM (p>0,05); 100 nM (p<0,01) ve 1 uM (p<0,001)
konsantrasyonlarda arttigi, 10; 100 pM konsantrasyonlarda %70’in altina diistiigii
goriildii. Bu konsantrasyon araliginda konsantrasyon artisina bagli olarak canlilik 10
uM (p<0,001) ve 100 uM (p<0,01) konsantrasyonlari i¢in kontrole gore anlamli

bulundu.
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Sekil 4.7. RL95-2 hiicrelerine ait a-solanine genel doz tarama SRB deneyi sonuglar1

Gruplar kontrole gore kat degisimi olarak verildi. Degerler GraphPad Prism 7.01 programinda One-way
ANOVA ve post-hoc Dunnett testi ile analiz edildi. p degeri <0,05. Anlamlilik araligi; *<0,05 ve
***<(0,001 (n=4). Sonuglar, ortalama =+ ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu.

a-Solanine’nin RL95-2 hiicrelerinin canliligma olan etkisi Sekil 4.7°de verildi. o-
Solanine, 10%-10* M araliginda logaritmik katlar seklinde 24 sa. siire ile uygulandu.
Canliligin 10 nM (p<0,05); 100 nM (p<0,001) ve 1 uM (p<0,05); 10 uM (p<0,05)
konsantrasyonlarda arttig1, 100 uM konsantrasyonda %70’in altina diistiigli goriildii. Bu
konsantrasyon araliginda konsantrasyon artisina bagl olarak canlilik 100 uM (p<0,05)

icin kontrole gdre anlamli bulundu.

4.2.2. SRB Deneyi Sonuclar

RL95-2 hiicrelerinde, kontrol grubuna karst API-1, MPP dihidrokloriir, a-chaconine ve
a-solanine’in genel hiicre canliligi tizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla
yapilan genel doz tarama ¢alismalarindaki konsantrasyonlar esas alinarak yeni

konsantrasyonlar belirlendi.
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Sekil 4.8. RL95-2 hiicrelerine ait API-1 SRB deney sonuglar1

Gruplar kontrole gore kat degisimi olarak verildi. Degerler GraphPad Prism 7.01 programinda One-way
ANOVA ve post-hoc Dunnett testi ile analiz edildi. p degeri <0,05. Anlamlilik araligi; *<0,05; **<0,01
(n=4). Sonuglar, ortalama =+ ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu.

API-1’in RL95-2 hiicrelerinin canliligina olan etkisi Sekil 4.8’de verildi. API-1, 1; 3; 5;
10; 25 ve 50 uM konsantrasyonlarda 24 sa. siire ile uygulandi. Canlihigin 1 (p<0,01); 3
(p>0,05) ve 5 uM (p>0,05) konsantrasyonlarda arttigi, 10 uM (p>0,05)
konsantrasyonda azaldigi, 25 ve 50 pM konsantrasyonlarda %70’in altina diistiigii
goriildii. Bu konsantrasyon araliginda konsantrasyon artisina bagl olarak canlilik 25

(p<0,05) ve 50 (p<0,05) uM konsantrasyonlar1 i¢in kontrole gore anlamli bulundu.
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Sekil 4.9. RL95-2 hiicrelerine ait MPP dihidrokloriir SRB deney sonuglari

Gruplar kontrole gére kat degisimi olarak verildi. Degerler GraphPad Prism 7.01 programinda One-way
ANOVA ve post-hoc Dunnett testi ile analiz edildi. p degeri <0,05. Anlamlilik araligi; **<0,01 ve
***<(0,001 (n=6). Sonuglar, ortalama =+ ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu.

MPP dihidrokloriiriin RL95-2 hiicrelerinin canlilifina olan etkisi Sekil 4.9°da verildi.
MPP dihidroklortir; 5; 10; 25; 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda 24 sa. siire ile
uygulandi. Canliigin 5 (p<0,001) ve 10 (p<0,001) uM konsantrasyonlarda anlamli
olarak arttigi, 25; 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda %70’in altina diistiigii goriildii. Bu
konsantrasyon araliginda konsantrasyon artigina bagl olarak canlilik 25 (p<0,001); 50

(p<0,001) ve 100 (p<0,01) uM konsantrasyonlar1 i¢in kontrole gore anlamli bulundu.
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Sekil 4.10. RL95-2 hiicrelerine ait a-chaconine SRB deney sonuglari

Gruplar kontrole gére kat degisimi olarak verildi. Degerler GraphPad Prism 7.01 programinda One-way
ANOVA ve post-hoc Dunnett testi ile analiz edildi. p degeri <0,05. Anlamlilik araligi; ***<0,001 (n=6).
Sonuglar, ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu.

a-Chaconine’nin RL95-2 hiicrelerinin canliligina olan etkisi Sekil 4.10°da verildi. a-
Chaconine, 1; 5; 10; 25; 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda 24 sa. siire ile uygulandi.
Canliligin 1 pM (p<0,001) konsantrasyonda anlamli olarak arttigi, 5; 10; 25; 50 ve 100
uM konsantrasyonlarda %50’in altina diistiigi goriildii. Bu konsantrasyon araliginda
konsantrasyon artigina bagli olarak canlilik 5; 10; 25; 50 ve 100 uM konsantrasyonlar1
i¢in kontrole gére anlamli (p<0,001) bulundu.
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Sekil 4.11. RL95-2 hiicrelerine ait a-solanine SRB deney sonuglari

Gruplar kontrole gére kat degisimi olarak verildi. Degerler GraphPad Prism 7.01 programinda One-way
ANOVA ve post-hoc Dunnett testi ile analiz edildi. p degeri <0,05. Anlamlilik araligi; ***<0,001 (n=6).
Sonuglar, ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu.

a-Solanine’nin RL95-2 hiicrelerinin canliligmma olan etkisi Sekil 4.11°de verildi. o-
Solanine, 10; 30; 50; 70 ve 100 uM konsantrasyonlarda 24 sa. siire ile uygulandi.
Canliligin 10 uM konsantrasyonda anlamli (p<0,001) olarak arttigi, 30; 50; 70 ve 100
uM konsantrasyonlarda %50’in altina diistiigi goriildii. Bu konsantrasyon araliginda
konsantrasyon artisina bagli olarak canlilik 30; 50; 70 ve 100 uM konsantrasyonlari igin

kontrole gore anlamli (p<0,001) bulundu.

RL95-2 hiicrelerine uygulanan maddelerin 24 sa.’lik ICsp degerleri Tablo 3.7°de yer
almaktadir. 1Csq degerleri, Microsoft Excel programi ve Xcelligence cihazi yazilimi

aracilig ile hesaplandi.

Tablo 3.7. RL95-2 hiicrelerinin 24 sa.’lik ICso degerleri

Maddeler 1Cs0 degeri
API-1 56,67 uM
MPP dihidrokloriir 20,01 uM
a-Chaconine 4,72 uM

a-Solanine 26,27 uM



4.3. GZHA Canhlik Deney Sonuclarn
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Sekil 4.12. API-1 uygulanmasmdan sonraki ilk 24. sa. hiicre indeksi verileri

API-1’in 24 sa. uygulamada 5 uM konsantrasyonu antiproliferatif etki gosterirken, 10,

25 ve 50 uM konsantrasyonlarda hiicre canliligini azalttig1 ve 25 uM konsantrasyonda

CI degerinin 0,05’in altina diistiigii gozlendi (Sekil 4.12). Bu sonu¢ SRB deneyi ile de

dogrulandi.
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Sekil 4.13. MPP dihidrokloriir uygulanmasindan sonraki ilk 24. sa. hiicre indeksi

verileri

MPP dihidrokloriiriin 24 sa. uygulamada 10 uM konsantrasyonu antiproliferatif etki

gosterirken, 15, 20 ve 25 uM Kkonsantrasyonlarda, konsantrasyona bagli olarak hiicre

canliligini azalttig1 goriildi (Sekil 4.13). Bu sonug SRB deneyi ile de dogrulandi.
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Sekil 4.14. a-Chaconine uygulanmasindan sonraki ilk 24. sa. hiicre indeksi verileri

a-Chaconine’in 24 sa. uygulamada 1 ve 2,5 uM konsantrasyonu antiproliferatif etki
gosterirken, 5; 7,5 ve 10 uM konsantrasyonlarda, hiicre canliligmi azalttig1 goriildii

(Sekil 4.14) ve 7,5; 10 uM konsantrasyonda CI 0’a yaklasmistir. Bu sonu¢ SRB deneyi

ile de dogrulanda.

Hiicre Indeksi

0.1
0.1

Sekil 4.15. a-Solanine uygulanmasindan sonraki ilk 24. sa. hiicre indeksi verileri

a-Solanine’in 24 sa. uygulamada 10 ve 15 pM konsantrasyonu antiproliferatif etki
gosterirken, 25 ve 30 pM konsantrasyonlarda, konsantrasyona bagli olarak hiicre

canliligini azalttig1 goriildii (Sekil 4.15). Bu sonu¢ SRB deneyi ile de dogrulanda.
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Sekil 4.16. RL95-2 hiicrelerinde maddelerin uygulanmasindan sonraki 24. sa. hiicre

indeksi verileri

Gruplar kontrole gore kat degisimi olarak verildi. Degerler GraphPad Prism 7.01 programinda One-way
ANOVA ve post-hoc Dunnett testi ile analiz edildi. p degeri <0,05. Anlamlilik araligi; **<0,01 ve
***<(0,001 (n=5). Sonuglar, ortalama =+ ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu.

MPP dihidrokloriir 10 uM (p>0,05) konsantrasyonda CI degerinde artis gozlendi. o-
Chaconine 1 (p>0,05) ve 2,5 uM (p>0,05); a-solanine 10 uM (p>0,05) gruplarinda
kontrole gore CI’de anlamli bir diisiise neden olmadig1 goriildii. API-1 5 (p<0,001), 10
(p<0,001) ve 25 (p<0,001) uM; MPP dihidrokloriir 15 (p<0,001), 20 (p<0,001) ve 25
(p<0,001) uM; a-chaconine 5 (p<0,001) ve 10 (p<0,001) uM; a-solanine 15 (p<0,01);
25 (p<0,001) ve 30 (p<0,001) uM konsantrasyonlarda, doza bagimli olarak CI’nin
azaldig1 goriildii (Sekil 4.16).
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CurveData | Calculation Results | CurveData | Calculation Results |
Curvel Curvel
Curve Type DRC (Cl vs conc) Curve Type DRC (Cl vs conc)
Formula Sigmoidal dose-respon Formula Sigmoidal dose-respon
Compound Nami CHACONINE Compound Nami SOLANINE
Time 48:57:56 Time 48:57:56
Wells D3,D4,D5,D06,D7:E3,E4.E! Wells D1,E1,F1,G1,H1;D2,E2,F:
1C50 4,71472E-006M IC50 2,62674E-005M
Square R 0,98892 Square R 1

Sekil 4.17. a-Chaconine ve a-solanine uygulanmasindan sonraki 24 sa.’lik ICsg

degerleri

GZHA yazilimi araciligiyla hesaplanan a-chaconine ve a-solanine uygulamasindan
sonraki 24. sa. 1Cs degerleri, a-chaconine ve o-solanine igin sirasiyla 4,72 ve 26,27
uM olarak saptandi (Sekil 4.17).

4.4. BCA ile Protein Miktar Tayin Sonuclari

BCA protein olgiim kiti ile bikinkoninik asit yontemine gore her 6rnek i¢in protein
miktar1 Ol¢iildii ve western blot deneyinde, poliakrilamit jelde 1 kuyuya yiiklenen
protein konsantrasyonu 30 pg/ul olacak sekilde hesaplama yapildi. Sonuglar ve

hesaplama Tablo 3.8’de yer almaktadir.

Tablo 3.8. RL95-2 hiicre lizatinda protein miktarlar1 ve jele yiiklenen 6rnek hacimleri

Ornek Protein konsantrasyonu 30 pg/kuyu
(ng/ ph (ub)
Kontrol 5,81 5,16
API-1 25 uM 4,00 7,50
MPP dihidrokloriir 20 uM 5,20 5,77
a-Chaconine 2,5 uM 5,80 5,17
a-Chaconine 5 pM 6,90 4,35
a-Chaconine 10 puM 5,80 5,17
a-Solanine 20 uM 6,80 441
a-Solanine 30 uM 6,30 476
a-Solanine 50 uM 7,60 3,95

4.5. Western Blot Deney Sonuglari

Etkili konsantrasyonu belirleme ¢aligmalarinda saptanan konsantrasyonlar esas almarak,
24 sa. boyunca API-1, MPP dihidrokloriir, a-chaconine ve a-solanine uygulamalari

sonucunda elde edilen protein drneklerinde western blot yontemi ile farkli uygulamalar
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yapilan gruplarda elde edilen total proteinlerde -aktin, Akt, p-Akt (Ser473), ERa ve p-
ERa ekspresyon diizeyleri belirlendi.

Western blot deneyleri yapildiktan sonra elde edilen rontgenlerdeki bantlarin koyulugu

Image J programu ile hesaplandi.
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Sekil 4.18. RL95-2 hiicrelerinde rolatif p-Akt (Serd73) protein diizeyi

Gruplar kontrole gére kat degisimi olarak verildi. Degerler GraphPad Prism 7.01 programinda One-way
ANOVA ve post-hoc Dunnett testi ile analiz edildi. p degeri <0,05. Anlamlilik araligi; *<0,05 ve
***<0,001 (n=3). Sonuglar, ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu.

RL95-2 hiicrelerinde rolatif p-Akt (Serd73) protein diizeyine (Sekil 4.18) bakildig:
zaman, API-1 25 uM (p<0,001) ile a-chaconine 10 uM (p<0,001), a-solanine 20
(p<0,001), 30 (p<0,001) ve 50 (p<0,001) uM konsantrasyonlarinda kontrole gore ayni
anlamlilikta p-Akt (Ser473) inhibisyonu goriildii. a-Chaconine 2,5 (p>0,05); 5 (p<0,05)
ve 10 uM (p<0,001) konsantrasyonlarinda doza bagimmli olarak p-Akt (Ser473)
dansitesini kontrole gore azaltti. a-Solanine 20 (p<0,001), 30 (p<0,001) ve 50 (p<0,001)
uM konsantrasyonlarmda inhibisyon dozdan bagimsiz olarak ayni anlamlilik

seviyesinde oldugu gosterildi. Ayrica MPP  dihidroklorir 20 uM (p>0,05)
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konsantrasyonda rolatif p-Akt (Ser473) dansitesini azaltti, ancak diger deney gruplari

icerisinde kontrole gére anlamli bulunmadi.
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Sekil 4.19. RL95-2 hiicrelerinde p-Akt (Ser473)/Akt orani

Gruplar kontrole gore kat degisimi olarak verildi. Degerler GraphPad Prism 7.01 programinda One-way
ANOVA ve post-hoc Dunnett testi ile analiz edildi. p degeri <0,05. Anlamlilik araligi; *<0,05; **<0,01
ve ***<0,001 (n=3). Sonuglar, ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu.

RL95-2 hiicrelerinde p-Akt (Serd473)/Akt oranna (Sekil 4.19) bakildig1 zaman, API-1
25 uM (p<0,001), a-chaconine 10 uM (p<0,001), a-solanine 20 (p<0,001), 30
(p<0,001) ve 50 (p<0,001) uM konsantrasyonlarinda p-Akt (Ser473)/Akt oranini
kontrole gore ayni anlamlilikta azalttig1 goriildii. a-Chaconine 2,5 (p<0,05) ve 5 uM
(p<0,01)  konsantrasyonlarinda doza bagimli olarak p-Akt (Ser473)/Akt oranim
kontrole gore azalttl. a-Chaconine ve a-Solanine’in p-Akt (Ser473)/Akt oraninmi doza
bagiml olarak azaltti. Ayrica MPP dihidrokloriir 20 pM (p>0,05) konsantrasyonda p-

Akt (Serd73)/Akt oranini artirdi ancak kontrole gére anlamli bulunmadi.



94

e = e
200+ 165,14

T

el

Ln

&
1

10226 114,98
= o

65,57

Rélatif p-ER o dansite
(% kontrol)

RN

js, $ ‘$

a- s; Y

Sekil 4.20. RL95-2 hiicrelerinde p-ERa protein diizeyi

Gruplar kontrole gére kat degisimi olarak verildi. Degerler GraphPad Prism 7.01 programinda One-way
ANOVA ve post-hoc Dunnett testi ile analiz edildi. p degeri <0,05. Anlamlilik araligi; *<0,05; **<0,01
ve ***<(,001 (n=3). Sonuglar, ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu.

RL95-2 hiicrelerinde rolatif p-ERo protein diizeyine bakildigi zaman, MPP
dihidrokloriir 20 uM (p<0,01) konsantrasyondaki azalma kadar olmamakla birlikte; a-
chaconine 10 uM (p<0,05) ve a-solanine 50 uM (p<0,05) konsantrasyonlarda p-ERa
seviyesinde kontrole gore anlamli bir azalma goriildii (Sekil 4.20). a-Chaconine 2,5
(p<0,001); 5 uM (p>0,05) ve a-solanine 20 uM (p>0,05) konsantrasyonlarinda p- ERa
diizeyleri kontrole gore artis gostermis olup, a-chaconine 2,5 puM (p<0,001)
konsantrasyonundaki artig kontrole gore anlamli bulundu. Ayrica API-1 25 uM
(p>0,05) konsantrasyonda rélatif p- ERa dansitesini azaltti, ancak diger deney gruplari

icerisinde kontrole gére anlamli bulunmadi.
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Sekil 4.21. RL95-2 hiicrelerinde p-ERo/ERa orani

Gruplar kontrole gore kat degisimi olarak verildi. Degerler GraphPad Prism 7.01 programimda One-way
ANOVA ve post-hoc Dunnett testi ile analiz edildi. p degeri <0,05. Anlamlilik araligi; **<0,01 ve
***<0,001 (n=3). Sonuglar, ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu.

RL95-2 hiicrelerinde p-ERo/ERa oranma (Sekil 4.21) bakildigt zaman, MPP
dihidrokloriir 20 uM (p<0,001) ile a-chaconine; 2,5 (p<0,001); 5 uM (p<0,001); 10 uM
(p<0,001) ve a-solanine 50 (p<0,001) uM konsantrasyonlarinda p-ERa/ERa oranmi
kontrole gore ayn1 anlamlilikta azalttig1 goriildii. a-Solanine 20 uM (p<0,05) ve 30 uM
(p>0,05) konsantrasyonlarinda p-ERo/ERa oranini kontrole gore azaltti. a-Chaconine
artan konsantrasyonlarinda p-ERo/ERa oranini doza bagl olarak azalttigi goriildi.
Ayrica API-1 25 pM (p>0,05) konsantrasyonda p-ERo/ERa oranini azaltti, ancak diger

deney gruplar1 igerisinde kontrole goére anlamli bulunmada.

RL95-2 hiicrelerinde Akt, p-Akt (Ser473), ERo, p-ERa ve B-aktin’in western blot

analizi ile elde edilen goriintii bantlar1 Sekil 4.22°de verildi.
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Sekil 4.22. RL95-2 hiicrelerinde Akt, p-Akt, ERa, p-ERa ve B-aktin’in western blot

analizi ile elde edilen goriintli bantlar1.

4.6. RNA izolasyonu ve gPCR Deney Sonuglar

RNA izolasyonu sonunda 6rneklerden spektral 6l¢iim sonuglar1 Tablo 3.9°da verildi.

Tablo 3.9. RNA izolasyonu sonucu 6rneklerin konsantrasyon ve saflik verileri

Ornek Konsantrasyon Azsol Azgo
(ng/pl)
Kontrol 303,280 1,910
API-1 25 uM 166,640 1,910
MPP dihidrokloriir 20 uM 456,440 1,990
a-Chaconine 2,5 uM 223,280 1,890
a-Chaconine 5 puM 426,960 1,870
a-Chaconine 10 puM 164,200 1,920
a-Solanine 20 uM 537,520 1,980
a-Solanine 30 uM 491,600 1,990

a-Solanine 50 uM 460,280 1,950



97

gPCR deneyi i¢in etkili konsantrasyonu belirleme c¢alismalarinda saptanan
konsantrasyonlar esas alinarak, 24 sa. boyunca API-1, MPP dihidrokloriir, a-chaconine
ve a-solanine uygulamalari sonucunda hiicrelerden izole edilen mRNA’lar cDNA’ya
dontistirildikten sonra ACTB, AKTB ve ESR1 gen ifadelerinin analizi yapilmustir.
Analiz sonuglar1 degerlendirilirken referans gen olarak AKTB, kalibrator olarak ise

kontrol 6rnegi kullanildi.

e o
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Rilatif Akt mRNA sevivesi

T

Sekil 4.23. RL95-2 hiicrelerinde Akt nin rolatif mRNA ekspresyon seviyeleri

Gruplar kontrole gére kat degisimi olarak verildi. Degerler GraphPad Prism 7.01 programinda One-way
ANOVA ve post-hoc Dunnett testi ile analiz edildi. p degeri <0,05. Anlamlilik araligi; **<0,01 (n=3).
Sonuglar, ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu.

a-Solanine 30 uM konsantrasyonu 24 sa. sonunda Akt mRNA ekspresyon diizeyinde bir

azalig, bununla birlikte diger deney gruplarinda bir artis meydana getirdigi saptandi. o-
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Chaconine 2,5 uM konsantrasyonda Akt mRNA ekspresyon diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli (p<0,01) bir artis meydana getirdigi belirlendi (Sekil 4.23).
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Sekil 4.24. RL95-2 hiicrelerinde ERa'nin rolatif mRNA ekspresyon seviyeleri

Gruplar kontrole gére kat degisimi olarak verildi. Degerler GraphPad Prism 7.01 programinda One-way
ANOVA ve post-hoc Dunnett testi ile analiz edildi. p degeri <0,05. Anlamlilik araligi; **<0,01 ve
***<0,001 (n=3). Sonuglar, ortalama =+ ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu.

MPP dihidrokloriir’iin 20 uM, a-solanine’in 20 ve 50 uM konsantrasyonu 24 sa.
sonunda ERa mMRNA ekspresyon diizeyinde bir artis, bununla birlikte diger deney
gruplarinda bir azalis meydana getirdigi saptandi. API-1 25 uM (p<0,001), MPP
dihidrokloriir 20 uM (p<0,01) ve a-Solanine 50 uM (p<0,01) konsantrasyonlarinda
ERa mRNA ekspresyon diizeyindeki degisimler istatistiksel olarak anlamli bulundu
(Sekil 4.24).
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4.7. Hiicre Migrasyon Deneyi Sonuclar
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Sekil 4.25. RL95-2 hiicrelerinde migrasyon deneyi sonuglari

MPP dihidrokloriir 20 uM; a-chaconine 2,5; 5 uM ve a-solanine 50 uM
konsantrasyonlarda hiicre migrasyonunu kontrole gore artirmis olup, a-chaconine 10
uM ve a-solanine 10; 20 uM konsantrasyonlarda ise kontrole gore hiicre migrasyonunu
azalttigi bulundu. a-chaconine’in farkli konsantrasyonlarda doza bagimli olarak azalma

gbzlendi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez c¢aligmasinin amaci, RL95-2 insan endometriyum kanser hiicrelerinde, o-
chaconine ve a-solanine’in 24 sa.’lik etkilerini arastirmaktir. Bu kapsamda; Ostrojen
reseptor pozitif RL95-2 hiicrelerine, a-chaconine ve o-solanine muamelesinin Akt ile
ERa ekspresyon diizeyleri ve migrasyon yetenegi tizerindeki rolii ve Akt inhibitorii olan
API-1 ile ERa antagonisti MPP dihidrokloriiriin bu sinyal yolag: ile ERa iizerindeki

etkileri ile karsilastirilarak incelenmistir.

Glikoalkaloitler, S. tuberosum, S. esculentum ve S. melongena gibi pek ¢ok bitki
icerisinde bulunan biyolojik olarak aktif sekonder metabolitlerdir. a-Chaconine ve a-
solanine, patates bitkisinde bulunan en temel steroidal trisakkarit glikoalkaloitlerdir (11,
12). a-chaconine ve a-solanine’in aglikonu; solanidin steroidal hormonlarin prekiirsorii
olan diosgenin ile yapisal benzerlikler gostermektedir. Solanidine, diosgeninin
(steroidal saponin) nitrojen i¢eren ekivalanidir (21). a-Chaconine ve o-solanine’in;
potansiyel toksisiteleri iyi bilinse de, doz ve kullamm kosullarma bagli olarak
antikolinesteraz (116), antiinflamatuvar (117), antibakteriyel (72), antiviral (73),
antifungal (118), antimalaryal (71) ve antikanser (14) gibi faydali etkilere sahip

olduklari gosteren calismalar literatiirde yer almaktadir.

a-Chaconine ve a-solanine, fizyolojik fonksiyonlarda fare ve normal insan karaciger
hiicrelerinde toksisite gelistirebilmektedir (119, 5). Buna ek olarak, antikarsinojenik etki
potansiyeline, hiicre biiylimesinin inhibisyonu yoluyla sahip olduklari, insan; akciger
(10), pankreas (13), cilt (12), prostat (19), servikal (5), karaciger (20), lenfosit (21),
mide (22), kolorektal (23) ve meme (22) kanseri hiicre hatlarinda bir¢ok ¢alismada
gosterilmistir. Ancak endometriyum kanserinde etkili olup olmadig: ile ilgili literatiirde
herhangi bir bilgiye rastlanamamistir ve endometriyum kanserindeki etkileri ilk kez bu

calisma ile arastirilmistir.
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a-Chaconine’in sigir aortik endotelyal hiicre proliferasyon, migrasyon ve invazyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir. Bu etkilerini ise JNK ile PI3K/Akt sinyal yolagmin ve NF-
kB aktivitesinin inaktive ederek, antianjiyogenik etkinlik {izerinden gosterdigi
bulunmustur (12). a-Chaconine ayrica insan akciger kanser hiicrelerinde (A549)
antimetastatik etki gostermistir. Bu etkiyi ise MMP-2 ve MMP-9 aktivitesini azaltarak
gostermistir (7). Diger bir ¢calismada ise o-chaconine’in, prostat kanser hiicre (LNCaP
ve PC-3) proliferasyonunu, p27 seviyelerini artirarak ve siklin D1’i downregiile etmek
suretiyle inhibe ettigi ve bu hiicrelerde apoptozun kaspaz-bagimli ve bagimsiz
yolaklarla iliskili oldugu belirtilmistir. Ayrica sz konusu caligmada kaspaz-bagimli

apoptozisin, JNK aktivasyonu araciligi ile indiiklendigi ortaya konmustur (19).

a-Solanine’in insan melanoma hiicrelerinde (A2058) metastaz, migrasyon ve invazyonu
onleyici etkilerini; INK, PI3K, Akt fosforilasyon ve NF-kB aktivasyonunun inhibisyonu
yoluyla ve MMP-2/9 aktivitesi/ekspresyonunu azaltarak gerceklestirdigi literatiirde
mevcuttur (12). Yapilan baska bir ¢alismada; a-solanine’in, insan prostat kanser hiicre
(PC-3) invazyonunu baskiladigi; ERK ve PI3K/Akt sinyal yolagi tizerinden MMP-2/9
ekspresyonunu azaltarak, onkojenik mikroRNA-21 downregiile ettigi ve timor supresor
mikroRNA-138 (miR-138) ekspresyonunu upregiile ettigi gosterilmistir (14). Akciger
kanser hiicrelerinde (A549 ve H1299); miR138 ve fokal adezyon kinaz (FAK)
ekspresyonunu azaltarak radyosensitivite ve kemosensitiviteyi arttigi bulunmustur
(120). a-Solanine’in saglikli hiicrelerde toksik olmayan konsantrasyonlarda pankreatik
kanser hiicrelerinde (PANC-1); Wnt/B-katenin, Akt/mTOR, Stat3 ve NF-xB
yolaklarmin inhibisyonu ile antitiimér etki sagladigi bulunmustur (13). a-Solanine’in
insan hepatokarsinoma hiicrelerinde (HepG,); kaspaz ailesinin enzimatik aktivitesindeki
degisime neden olabilen hiicre ici [Ca2+]i artisiyla sonuclanan Bcl-2/Bax oranini
azaltarak apoptozu indiikledigi gosterilmistir (20). a-Solanine’in HepG2 hiicrelerindeki
mitokondriyal membran potansiyelinin ve hiicre i¢i [Ca®]’a etkilerinin arastirildig1 bir
calismada; o-solanine, membran potansiyelini disirir ve mitokondrideki PT
(permability transition) kanallarim1 agilmasmi kolaylastirarak, organellerdeki Ca®*
konsantrasyonunu azaltir sonucuna varilmistir. Bunun da hiicre igindeki Ca**
konsantrasyonunun yiikselmesine dolayisiyla apoptoz mekanizmasmin tetiklenmesine

yol agt1g1 gosterilmistir (121).
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Sonu¢ olarak, oa-chaconine ve a-solanine’in; sinyal iletim yollarin1 ve sinyal
proteinlerini hedef alabilecegi ayrica apoptozise bagimli veya bagimsiz olarak hiicrenin
cogalma islevlerinin kontroliinde etkin rol oynayabilecegi yukaridaki caligmalarla
gosterilmistir. Ancak endometriyum kanserindeki etkinligi ve etki mekanizmalar1 heniiz

aydinlatilmamustir.

Endometriyum kanseri kadinlar arasinda en sik karsilasilan jinekolojik kanserdir.
Ostrojen, endometriyal doku iizerinde mitojenik ve mutajenik ekspansiyona neden
olmaktadir ve kargilanmamig 6strojene maruziyet, endometriyum kanseri i¢in en iyi
bilinen risk faktoriidiir. Menopozal semptomlar1 gidermek amaciyla verilen Gstrojen
replasman tedavisi, siireye de bagh olarak endometriyum kanser riskini yaklasik 2-20
kat arasinda artirmaktadir (122). Endometriyal kanser, 2012 yilinda diinyada kadmnlarda
5. en sik rastlanilan kanser tiirii olup bu hastalifa yakalanma riski 75 yasina kadar
yilikselmektedir. 2012'de diinya ¢apinda 320.000 yeni endometriyal kanser vakasi teshisi
konulmustur. Mortalitesine bakilirsa 76.000 6liim ile 14. sirada yer almaktadir (30).
Tiirkiye’de endometriyum kanseri 2012 yili verilerine gbére non-melanoma deri
kanserleri hari¢ diger kanser tiirleri arasinda, 5. en sik goriilen kanser tiirtidiir ve 15 yas
iistili i¢in insidans ve mortalite verileri sirasiyla 3.787 ve 951 olup 5 yillik prevalansi

13.987°dir (31).

Endometriyum Kkanseri igin Ongériilen tedavi, cerrahi rezeksiyon, radyoterapi ve
kemoterapidir (123). Giiniimiizde tek ajan kemoterapisinde kullanilan ajanlar;
doksorubisin, paklitaksel, bevacizumab, ifosfamid, iksabepilon, dosetaksel, topotekan,
oxaliplatin, etoposide ve lipozomal doksorubisindir. Kombine tedavilerde; paklitaksele
ek olarak sisplatin veya karboplatin iyi bir tercihtir. Agresif karakterde lokal ileri
olgularda; doksorubisin, sisplatin ve paklitaksel kombinasyonu kullanilmaktadir. Cesitli
molekiiler ajanlar ise endometriyum kanserindeki sagkalim oranlarmi arttrmak
amaciyla hedefe yonelik etki mekanizmalar: ile klinik ¢aligmalarda kullanilmaktadir.
Anjiyogenezi durdurmak amaciyla kullanilan anjiyokinaz inhibitérleri; brivanib ve
BIBF  1120’dir. HER2’ye  yonelik  olarak  trastuzumab ve lapatinib;
P13K/PTEN/Akt/mTOR yolaklarinda inhibitor etkili olan temsirolimus, deforolimus ve
everolimus gibi hedeflendirilmis tedaviler denenmektedir. Sitotoksik kemoterapiyi
kabul etmeyen hastalarda hormonal tedaviler uygulanabilir (124). Histerektominin

tercih edilmedigi, fertilitenin devami istenilen veya metastazin Onlenmesi gereken
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hastalarda hormonal tedavi amaciyla medroksiprogesteron asetat gibi bir progestin
uygulanir (17). Endometriyal kanserde, 6zellikle hem ekstrinsik (Fas proteinleri) hem
de intrinsik (Bcl-2 protein ailesi) apoptoz yolagmin inhibisyonu, PI3K/Akt yolagindaki
degisiklikler ve p53 mutasyonu bilinen direng mekanizmalarmdandir. ilerlemis ve
tekrarlayan endometriyal karsinomalar, ¢ok faktorli kemoterapi direncinin yiiksek
oranda oldugu, zorlayici bir tiimdr grubu olmaya devam etmektedir. Ilag akis1 efluks
proteinlerinin asir1 ekspresyonundan kaynaklanan kemoterapi direnci ve hem primer
hem de tekrarlayan hastalikta p-tubulin izoformlarindaki mutasyonlar, tedavi
zorluklarini olusturmaktadir. Bu nedenle bilinen direng yollarina daha az duyarli yeni
ajan ihtiyacin1 dogmaktadir (125). Bu ilaglara kars1 direng gelisimi ve yiiksek dozlarinda
olusan ciddi toksik etkiler arastirmacilar1 farkli ilag molekiilleri aramaya

yonlendirmektedir.

o-Chaconine ve a-solanine’in kanser hicrelerindeki etkileri az bilinse de,
antikarsinojenik etki potansiyeline sahip olabilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur (7,
8, 11, 14, 126). Gerek farkli kanser tiirlerinde gosterilen hiicre proliferasyonunu azaltici
ve apoptozu indiikleyici etkileri gereckse endometriyum kanserinde bu etkileri gosteren
aragtirma olmamasi1 nedeniyle, c¢alismamizda; Ostrojen pozitif RL95-2 insan
endometriyum kanser hiicrelerinde a-chaconine ve a-solanine’in hiicre migrasyonuna
etkileri, Akt ve ERa ekspresyon ve aktivitesinin diizenlenmesinde Akt
sinyalizasyonunun olasi rolii, Akt inhibitorii olan API-1’in ve ERo antagonisti MPP
dihidrokloriiriin bu sinyal yolagi ile ERa ekspresyonuna etkileri aydinlatilmaya

caligilmustir.

Bu tez calismasinda, oncelikle literatiirde yer almayan, RL95-2 hiicrelerinin hiicre
Sayisina bagli biiyiime egrilerini profillemek amaciyla yapilan gercek zamanli hiicre
analizi sonuglarma gore kuyu basma ideal hiicre sayisinin 20.000 oldugu distiniildii.
[lact uyguladiktan sonra 24. sa. sonuglar1 degerlendirilecegi igin minimum 48 sa.’lik
siirede logaritmik ¢ogalma fazinda olup platoya gegmemesi sebebiyle (Sekil 4.3) 20.000
hiicre/kuyu ile ¢aligilmaya karar verildi. Bununla birlikte 96’11 e-plakanin kuyu basma
yiizey alani ortalama 0,2 cm’ (115) oldugundan bu yiizey alani igin 20.000 hiicre/kuyu
ile c¢alisilmast uygun bulundu. E-plakaya ekimi yapilan RL95-2 hiicrelerinin CI
degerinin birin altinda ve CI degisiminin diisiik oldugu goriildii. CI degerinin diisiik

olma nedeni, hiicre sayisi ve canliligi normal iken; hiicrenin boyutu, morfolojisi ve
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hiicre-substrat baglanma kalitesi (86, 87) gibi CI degerini etkileyen hiicreye spesifik

diger faktorlerden kaynakli olabilecegi sonucuna varildi.

Bu c¢aligmada, a-Chaconine ve a-solanine’in RL95-2 hiicrelerinde canliliga etkisini
belirlemek ve degerlendirmek amaciyla SRB deneyinin se¢ilme nedeni; ucuz, hassas,
basit, tekrarlanabilir ve formazan dayali deneylere gore daha hizli olup iyi bir linearite
ve sinyal-giiriiltii oran1 vermesidir (89). Maddelerin hiicre canlilig1 tizerindeki etkilerini
genis bir aralikta degerlendirmek amaciyla; API-1 (Sekil 4.4), a-chaconine (Sekil 4.6)
ve MPP dihidrokloriiriin (Sekil 4.5) 5, a-solanine’in (Sekil 4.7) 6 farkli konsantrasyonu

se¢ildi ve 24. sa. hiicre canlilig1 lizerindeki etkileri incelendi.

SRB genel doz tarama deneyinde RL95-2 hiicrelerinde API-1’in canliliga olan etkisine
(Sekil 4.8) bakildig1 zaman, 1 pM konsantrasyonunda kontrole gére anlamli bir azalma
goriilmedi. API-1’in 5 puM ve daha yiikksek konsantrasyonlarda olusturdugu
sitotoksisitenin doza bagli olarak artmadig: tespit edildi. Daha dar bir konsantrasyon
araliginda canlihga olan etkisi degerlendirildiginde; 1, 3, 5 ve 10 uM
konsantrasyonlarda kontrole gére anlamli bir azalma goriilmedi. API-1’in 25 ve 50 uM
konsantrasyonda kontrole gore ayni anlamlilikta canliligi azalttig1 i¢in daha diisiik bir
konsantrasyon olan 25 uM ile ¢alisilmaya karar verildi. Ayrica GZHA canlilik deney
sonuglarinda (Sekil 4.12) 10 ve 25 uM konsantrasyonlar1 benzer bir profil sergilemesi
de SRB deney sonuglariyla birlikte degerlendirildiginde, 25 uM konsantrasyonunun
secilmesini  destekler  niteliktedir.  Literatirde  bu  bulgumuzla  birebir

karsilagtirabilecegimiz baska bir ¢alisma bulunmamaktadir.

SRB genel doz tarama deneyinde RL95-2 hiicrelerinde MPP dihidrokloriiriiriin canliliga
olan etkisi (Sekil 4.9) degerlendirildiginde; 1, 5 ve 10 uM konsantrasyonda kontrole
gbére anlamli bir azalma goriilmedi. MPP dihidrokloriiriin 50 uM ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda olusturdugu sitotoksisitenin doza bagli olarak artmadig:i tespit
edildi. Daha dar bir konsantrasyon araliginda canliliga olan etkisi degerlendirildiginde,
MPP dihidrokloriiriin 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda kontrole gore anlamli bir
azalma goriilmedi. MPP dihidrokloriiriin 25 ve 50 pM konsantrasyonda kontrole gore
ayni anlamlilikta canlilig1 azalttig1 goriildii. Ayrica GZHA canlilik deney sonuglarinda
(Sekil 4.13) 10 ve 25 uM konsantrasyonlar1 benzer bir profil sergilemesi de SRB deney
sonuglartyla birlikte degerlendirildiginde; 15, 20 ve 25 uM konsantrasyonlar1 benzer
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profiller sergiledi. Ancak 15 pM’da CI degeri %50 degisim gostermedigi igin, 20 ve 25
uM konsantrasyonlardan daha diisiik olan ayn1 zamanda ICsy degeri olarak hesaplanan
20 uM konsantrasyon ile ¢alisilmaya karar verildi. Literatiirde bu bulgumuzla birebir

karsilastirabilecegimiz bagka bir ¢alisma bulunmamaktadir.

SRB genel doz tarama deneyinde RL95-2 hiicrelerinde a-chaconine’in canliliga olan
etkisi (Sekil 4.10) degerlendirildiginde; 10, 100 nM ve 1 uM konsantrasyonunda
kontrole gore canliligi doza bagh olarak artirdigi goriildii. a-Chaconine’in 10 uM ve
daha yliksek konsantrasyonlarda olusturdugu sitotoksisitenin doza bagli olarak
artmadig1 tespit edildi. Daha dar bir konsantrasyon araliginda canliliga olan etkisi
degerlendirildiginde, a-chaconine’in 1 uM konsantrasyonunda kontrole gore anlamli bir
artig goriildii. a-Chaconine’in 5 uM ve {izeri konsantrasyonlarinda kontrole gore ayni
anlamlilikta canliligi azalttig1 goriildi. Ancak 10 puM ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda canliligi %70’den daha fazla azalttig1 i¢in sitotoksik kabul edildi. a-
Chaconine’in 5 uM konsantrasyonda kontrole gore canhiligi yaklasik %50 azalttigi
goriildii. Ayrica GZHA canlilik deney sonuglar1 (Sekil 4.14) 7,5 ve 10 uM
konsantrasyonlarda benzer profiller sergilerken 7,5 uM a-chaconine’in canliligi en az
%70 azalttig1 gosterildi. CI degeri 5 uM’da %50 degisim gosterdigi igin ve 1Cso degeri
olarak hesaplanan 4,71’¢ yakimn bir deger oldugu i¢in bu konsantrasyon ile ¢alisilmaya
karar verildi. Literatiirde bu bulgumuzla birebir karsilastirabilecegimiz baska bir

calisma bulunmamaktadir.

SRB genel doz tarama deneyinde RL95-2 hiicrelerinde a-solanine’in canliliga olan
etkisi (Sekil 4.11) degerlendirildiginde; 10 uM konsantrasyona kadar kontrole gore
canlilig1 anlamli olarak artirdig1 goriildii. Bu artis literatiirde yer alan a-solanidine’in 10
uM konsantrasyonda MCEF-7 proliferasyonunu artirmasi (127) sonucu ile benzer
bulundu ve bu durumun aglikon aracili etkisinden kaynaklandigi dogrulandi. -
Solanine’in 50 pM ve daha yiiksek konsantrasyonlarda olusturdugu sitotoksisitenin
doza bagl olarak artmadig1 tespit edildi. Daha dar bir konsantrasyon araliginda canliliga
olan etkisi degerlendirildiginde, a-solanine’in 10 uM konsantrasyonda kontrole gére
anlamli bir artiga, 30 uM ve tlizeri konsantrasyonlarda ise kontrole gore ayni anlamlilikta
canlilig1 azalmaya neden oldugu goriildii. Ancak kontrole gére 10 pM konsantrasyonda
anlamli artiy ve 30 pM konsatrasyonunda anlamli azalis sebebiyle GZHA canlilik
deneyinde bu konsantrasyon g¢alisildi. GZHA canlilik deney sonuglarmma (Sekil 4.15)
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gore 10 ve 15 uM konsantrasyonlarda kontrole benzer profiller sergiledi. a-Solanine 25
uM konsantrasyonda %50’lik bir CI degisimi saglamadigi ve ICsy degeri olarak
hesaplanan 26,27 degerine yakin bir konsantrasyon oldugu i¢in 30 uM konsantrasyon
ile calisilmaya karar verildi. Literatiirde bu bulgumuzla birebir karsilastirabilecegimiz

baska bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu calismada, a-Chaconine ve a-solanine’in RL95-2 hiicrelerinde, hiicre canliligini
azalttig1 ve sitotoksik etki gosterdigi tespit edildi. a-Chaconine ve a-solanine’in hiicre
canliligina etkileri ile ilgili literatiir bilgisi incelendiginde, ¢alismalarin ¢ogu cesitli
hiicre kiiltiirti hatlar1 izerinde gergeklestirilmis olup bulgularimizi dogrular niteliktedir
(7, 10, 12, 20).

a-Solanine’in HepG,, insan gastrik karsinoma (SGC-7901) ve insan kalin bagirsak
kanseri (LS-174) hiicrelerinde 1Csq degeri sirasiyla, 14,47; >50 ve >50 pg/ml bulunmus
ve HepG; hiicrelerinin a-solanine’e daha duyarli oldugu sonucuna varilmistir (128). a-
Solanine’in ICsp degeri fare meme karsinoma hiicrelerinde (4T1) 34 uM, insan
hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde (HuH-7) 30 uM bulunmustur (8). Bu bulgular, o-

solanine’in ¢alismamizdaki ICso degeri ile paralellik gostermektedir.

Glikoalkaloitlerin kolesterol ile giiclii kompleksler olusturdugu in vitro gosterilmistir
(129). Glikoalkaloitlerin sitotoksisite 6zelliklerinin kolesterol i¢eren hiicre zarlarini
baglama kabiliyeti ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. a-Chaconine ve a-
solanine’in hiicre membranini pargalamasi iizerine, sinerjistik etkilerini gosteren bir dizi
in vitro galigma literatiirde yer almaktadir (130-132). Bu ¢alismamizda glikoalkaloitler
kombine edilmemistir. Ancak a-chaconine’in a-solanine’e gore RL95-2’de daha akut

bir toksisiteye sahip oldugu gosterilmektedir.

Caligmamizdan elde edilen bulgulara gore, o-chaconine’in 1 uM ve daha disik
konsantrasyonlarda doza bagli sekilde ve a-solanine’in 10 uM ve daha disik
konsantrasyonlarda hiicre canliligini artirmasi, bu glikoalkaloitlerin aglikonu olan
solanidine’in yapica steroidal hormonlara benzerlikleriyle (127) bu etkiden sorumlu
olabilecekleri yoniinde degerlendirildi. Ayrica, bu o-chaconine’in 2,5 pM
konsantrasyonda hem hiicre canliligindaki artis, hem de kontrole gére Akt’nin mRNA

asir1 ekspresyonu, ortamdaki biiyiime faktorleri seviyesinin artmasina neden olan bir
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cevaba yol agmis olabilecegi ancak detayli olarak farkli parametrelerle arastirilmasi

gerektigi diigiiniilmektedir.

Akt fosforilasyonunun oldukga hassas ve spesifik bir inhibitorii olan API-1’in hiicredeki
onemli Ras-bagimli hiicre dis1 sinyal ile diizenlenen protein kinazlar1 (ERK1/2),
MAPK, JNK, protein kinaz C, serin/treonin-protein kinaz veya protein kinaz A gibi
onemli hiicresel kinazlar1 inhibe etmedigi literatiirde yer almaktadir (133). RL95-2
hiicrelerinin Akt ekspresyonlarmin incelenmesi amaciyla tercih edilme sebebi mutasyon
gecirmis PTEN insan endometriyal kanser hiicrelerinde aktif Akt varligidir (134).
Calismamizda, API-1 25 uM’n giiglii bir sekilde p-Akt (Ser473) seviyesini diistirdiigii,
sonucunda da RL95-2 hiicrelerinin API-1’e duyarli oldugu bulundu. Bununla birlikte, a-
chaconine 10 uM; a-solanine 20, 30 ve 50 uM konsantrasyonlarinda, rolatif p-Akt
(Ser473) protein diizeyi sonuglarinin spesifik Akt inhibitoérii olan API-1’in 25 uM
dozundaki azalmayla ayni anlamlilik diizeyinde oldugu gosterildi. Boylece, uygulanan
bu konsantrasyonlarda a-chaconine ve a-solanine’in, Akt fosforilasyonunun

inhibisyonunda saf Akt inhibit6rii olan API-1 kadar gii¢lii oldugu bulundu.

RL95-2 hiicrelerinde p-Akt (Ser473)/Akt oranlar1 (Sekil 4.19) degerlendirildiginde, o-
chaconine’in 10 puM, a-solanine’in 20, 30 ve 50 uM konsantrasyonlarinda p-Akt
(Ser473)/Akt oranini kontrole gore azaltmada spesifik Akt inhibitor API-1 25 uM kadar
etkili olduklar1 gézlendi ve bu konsantrasyonlarda API-1 gibi Akt’nin fosforilasyonunu
azaltarak etki gosterdikleri ortaya konuldu. o-Chaconine ve a-solanine’in bu etkisini
doza bagli olarak gosterdi ve bu bulgular literatiirdeki a-chaconine’in A549 (7) ve ve a-
solanine’in PANC-1 (13) hiicrelerindeki Akt fosforilasyonunu azaltici etkisini RL95-2
hiicresinde de dogrular nitelikteydi.

RL95-2 hiicrelerinde rolatif p-ERa protein diizeyine bakildigi zaman, MPP
dihidrokloriir 20 pM konsantrasyondaki azalma kadar olmamakla birlikte; a-chaconine
10 uM ve a-solanine 50 uM konsantrasyonlarda p-ERa seviyesinde kontrole gore
anlamli bir azalma goriilmesi (Sekil 4.20), bu konsantrasyonlarda ERa fosforilasyonu

iizerine MPP dihidrokloriir benzeri inhibitdr etkisinin oldugunu diisiindiirdii.

RL95-2 hiicrelerinde p-ERo/ERa oranlar1 (Sekil 4.21) degerlendirildiginde, o-
chaconine’in; 2,5; 5; 10 uM ve a-solanine’in 50 uM konsantrasyonlarinda p-ERo/ERa.

oranini kontrole gore azaltmada spesifik ERa inhibitdrii olan MPP dihidrokloriir 20 pM
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kadar etkili olduklar1 gozlendi ve bu konsantrasyonlarda MPP dihidrokloriir gibi
ERo’nin fosforilasyonunu azaltarak etki gosterdikleri ortaya konuldu. Ostrojen bagimli
yolaklara etkili olabilecegi ve bununda tasidiklar: steroidal aglikon solanidine yapisiyla
iligkili olabilecegi ilk kez taafimizdan gosterildi. a-Chaconine bu etkisini doza bagl
olarak gosterdi. Literatiirde bu bulgumuzla birebir karsilastirabilecegimiz bagka bir

calisma bulunmamaktadir.

E, pek ¢ok kanser hiicresinin biiylimesini stimiile etmektedir. Bu etkisinin altindaki
mekanizmalarin baglicalari, membranla baslayan erken donem etkilerdir. MAPK/ERK
ve PI3K/Akt yolaklarinin blokaji, E; ile indiikklenen DNA sentezini engeller (48).
Ostrojen aracil1 sinyal yolaklar1 ER-bagimli olanlar transkripiyonel regiilasyonun olup
olmadigma bagli olarak, genomik ve nongenomik olarak smiflandirilir (135). ao-
Chaconine’in 2,5; 5 uM ve a-solanine’in 20 pM konsantrasyonlarinda p-ERa diizeyleri
kontrole gore artis (Sekil 4.20) goOstermis olup, a-chaconine’in 2,5 uM
konsantrasyonundaki artis kontrole gore anlamli bulundu. Bu sonu¢ ise GZHA
sonuglartyla da (Sekil 4.14) uyumlu olup, a-chaconine’in 2,5 uM ve daha diisiik
konsantrasyonlarda sitotoksik etki gostermezken aksine ERa fosforilasyonunu artirmasi
(Sekil 4.6) Ostrojen reseptorii bagimli bir sinyal yolu tlizerinden etki gosterebilecegi
sonucuna varildi. Ancak protein ekspresyonunun aksine kontrole gore rolatif mRNA
seviyesindeki bu diisiisiin, o-chaconine’in ERa etkilesim proteinleri ve ikincil
habercileri kullanarak nongenomik yolak iizerinden non-transkripsiyonel aktivite ile
gOstermis olabilecegi diistiniildii. Bu etkisinin de steroidal molekiil yapisina bagli olarak
Ostrojen benzeri etkisinden kaynaklanabilecegi sonucuna varildi. RL95-2 hiicrelerinin
de ER pozitif olmasi bu sonuglari dogrular niteliktedir. Ayrica API-1 25 uM
konsantrasyonda rolatif p-ERa dansitesini azaltti, ancak diger deney gruplar1 igerisinde

kontrole gére anlamli bulunmadi.

ER, lireme organlarinin ve diger dokularin gelisiminde ve normal fizyolojik islevlerinde
onemli rol oynamaktadir. ERa ve ERB'nin biyolojik rollerinin bir kismu farklidir, ancak
bu farkliliklarin dogas1 ve 6nemi tamamen aydinlatilmamistir. ERo ve ERB'nin 6nemli
biyolojik rollerinin iyi anlasilmasi, 6strojenin farkli dokulardaki hareketini anlamak ve

endokrin tedavideki ajanlarm gelistirilmesi i¢in dnemlidir.
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Bir ¢ok E; sinyal yolaginin varligi antidstrojenlerin daha kompleks mekanizmalara
sahip oldugunu gosterir (48). Ostrojenin endometriyum dis1 dokulardaki protektif
etkisine karsin rahimdeki proliferatif etkisi bilinmektedir. Bu durum gbéz Oniine
alindiginda, a-Chaconine’in <1 uM (Sekil 4.6) ile a-solanine’in <10 pM; Sekil 4.7 ve
Sekil 4.15’te yer alan konsantrasyonlarinin proliferatif etkisinin; steroidal yap1
benzerligiyle ilgili olabilecegi ayrica 2,5 uM konsantrasyonda migrasyonu artirici
etkisinin Ostrojen benzeri yapisi sebebiyle ERo reseptorii ile iliskili olabilecegi

diistiniildii.

Migrasyon deneyi sonuglarina gére, MPP dihidrokloriir ile a-chaconine 2,5 uM ve a-
solanine 50 uM’1n p-ERo/ ERa (Sekil 4.21) ve rolatif ERa mRNA seviyesi sonuclarina
(Sekil 4.24) bakildig1 zaman sonuclarin birbirini destekler nitelikte oldugunu ve bu
konsantrasyonlarda bu glikoalkaloitlerin benzer etkiye sahip olabilecegi sonucuna

varildi.

Cahismamizdaki steroidal glikoalkaloitlerin benzer etkileri farkli konsantrasyonlarda
gostermesi ve farkli etkilere sahip olmasi aglikonlarmin ayni olmasina ragmen glikon
grubundaki farkliliklara bagl olabilir. Ayrica kimyasal tiirevlerinin de sentezlenerek

daha etkin molekiillerin kesfedilmesi miimkiindiir.

Calismamiz a-chaconine ve a-solanine’in RL95-2 insan endometriyum kanser
hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigini, hiicresel sinyal yolaklarin etkiledigini, Akt ve
ERao’nin fosforilasyonunu azalttigin1 gostermektedir. a-Chaconine ve a-solanine’in
RL95-2 insan endometriyum kanser hiicrelerindeki etki mekanizmasmin aydinlatilmasi
tez calismasinin basaris1 adina bir Olclidiir. Ancak, olasi etki mekanizmalarindan
birkacinin mevcut etkiden aslinda sorumlu olmadiklarinin aydinlatilmasiyla da
calismanin ileri bir noktaya tasindigi kabul edilebilir ve ileri arastirmalar igin de bir
baslangic ¢alisma rolii Ustlenmektedir. Bu etkilerin meydana gelmesinde hangi
mekanizmalar ile iligskisinin oldugunun tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in bagka bilimsel
caligmalara da gereksinim oldugu agiktir. Ayrica bu konudaki arastrmalarin kapsami
genisletilmeli; in vivo, in vitro ve klinik ¢alismalarla desteklenmelidir. Bu agidan o-
chaconine ve a-solanine’in endometriyum kanseri tedavisi arastirmalarinda

kullanilabilecek potansiyel adaylardan olabilecegi diistiiniilmektedir. Buna ek olarak,
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daha etkili bir sekilde terapdtik bir ajana doniistiiriilebilmesi igin kimyasal olarak

modifiye ve optimize edilebilir.

Sonug olarak, RL95-2 insan endometriyum kanseri hiicrelerinde a-chaconine ve a-
solanine’in Akt sinyal yolagi ve ERa ekspresyon ve aktivitesini, dolayistyla hiicre
proliferasyonunu azaltilabilecegi ilk kez tarafimizdan gosterilmistir. Ayrica, RL95-2
hiicrelerinde, gercek zamanli hiicre analizi ile hiicre sayisina bagl biiyiime profil
egrilerinin olusturulmasi, a-chaconine ve a-solanine sitotoksititesinin SRB deneyi ile
tespiti; Akt ve ERa ekspresyonuna etkilerinin western blot ve qPCR ile ve migrasyona

etkilerinin gosterilmesi de bu tez ¢alismasiyla bir ilk teskil etmektedir.

Bundan sonraki ¢alismalarda, RL95-2 hiicrelerinde a-chaconine ve a-solanine’in ER[3
ve progesteron reseptorlerine etkisi arastirmaya agiktir. Bu amacgla ERf ve progesteron
reseptdrlerinin spesifik antagonistleri kullanilabilir. Ote yandan bu glikoalkaloitlere pre
ve kombine 6stradiol uygulamasinin Akt ve ER ekspresyonlarindaki degisime yol agip
acmadig1 ve diger endometriyum kanser hiicre hatlar1 olan Ishikawa ve HEC-1A'da
nasil etkilere sahip oldugu arastirilabilir. PI3K/Akt nin endometriyum kanserinde major
sinyal yolaklarmdan biri oldugu diisiiniildiiglinde bu yolak ile iligkili diger sinyal
proteinlerinin arastirilmast miimkiindiir. Ayrica bu glikoalkaloitlerin, hiicre migrasyonu

iizerine etkilerinin steroidal yap1 benzerligi ile iligkili olup olmadig1 arastirmaya agiktir.
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