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Tez ¢alismalarim sirasinda elde ettigim ve sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve
belgelerin tarafimdan bizzat ve bu tez c¢alismasi kapsaminda elde edildigini;
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akademik ve bilimsel etik kurallar1 geregi bu tez ¢alismasi sirasinda elde edilmemis

bagkalarina ait tiim orijinal bilgi ve sonuglara atif yapildigini da beyan ederim.
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OZET

BiR SALISILIiK ASIT ANALOGU OLAN ACIiBENZOLAR-S-
METHYL’IN MITOJENIK MAPK SINYAL YOLU UZERINDEKI
ETKISININ SH-SYSY NOROBLASTOMA HUCRE HATTINDA
INCELENMESI

NESLIHAN CiTiL

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danmigman: Dr. Ogretim Uyesi Aysegiil YILDIZ
Aralik, 2019, Sayfa 43

Gilintimiizde spesifik hiicre proliferasyonu inhibitorleri araciligiyla hedefe yonelik
kanser terapileri gelistirebilmek olduk¢a dnemli hale gelmistir. Son on yilda yapilan
calismalar, aspirin gibi salisilik asit (SA) igeren steroidal olmayan ilaglarin bir¢ok
kanserde mortaliteyi azalttigin1 gostermistir. Bu acidan bakildiginda SA'y1, kanserde
cogalmay1 onlemek icin ¢ok avantajli olabilecek mitojenik MEK1/2 sinyallemesinin
potansiyel bir inhibitorii olarak gosteren veriler mevcuttur. Fakat heniiz, SA'nin
noroblastoma hiicrelerinde MEK1/2 sinyallesmesi iizerindeki etkisi konusunda
herhangi bir ¢alisma yoktur. Bu nedenle, bu ¢alismanin amaci SA'nin sik goriilen ve
zayif prognoza sahip bir pediatrik kanser olan noroblastoma kanserinde MEK1/2
sinyallesmesinde etkili olup olmadigin1 ortaya ¢ikarmaktir.

Bu g¢alismada, bir SA analogu olan Acibenzolar-S-Methyl'in, SH-SY5Y
noroblastoma hiicrelerinde MEK1/2 sinyal yolu tzerindeki etkisi MTS hiicre
canliligr analizi ve MEK1/2 ve aktif kaspaz-3 protein seviyelerinin western blotlama
teknigi ile tespiti yapilarak analiz edilmistir. MTS hiicre canlilig: testi, 10 mM
Acibenzolar-S-Methyl'in hiicre canliligini %50 azalttigini gostermistir. 10 mM
Acibenzolar-S-Mehyll ile muamele edilmis hiicrelerin western blot sonuglari,
MEK1/2 sinyalinin énemli dlgiide inhibe edildigini, bununla uyumlu olarak da SH-
SYS5Y hiicrelerinin apoptotik oliimlerinin anlamli sekilde arttigini aktif-kaspaz-3
analizi ile gostermistir.

Bu calisma ile SA analogu Acibenzolar-S-Methyl'in SH-SY5Y noéroblastoma
hiicrelerinde MEK1/2 sinyalini olumsuz yonde etkiledigi ve onlarin apoptotik
6limiine neden oldugu ilk kez olarak gdsterilmistir. Calismanin sonuglar1 yalnizca



karsinogenez mekanizmalarin1 anlamak i¢in degil ayn1 zamanda etkili tedavi
yontemleri gelistirmek i¢in de fikir verebilecek olmasi agisindan anlamlidir.

Anahtar kelimeler: Salisilik Asit, Acibenzolar-S-Methyl, MEK1/2, SH-SY5Y,
Noroblastoma Kanseri
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ABSRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF ACIBENZOLAR-S-METHYL ON
THE MITOGENIC MAPK SIGNALING PATHWAY AS ASALICYLIC
ACID ANALYSIS IN SH-SY5Y NEUROBLASTOMA CELL LINE

NESLIHAN CITIL

Master of Science (M.Sc.)

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Aysegiil Yildiz
December, 2019, 42 pages

Today, it has become very important to develop targeted cancer therapies through
specific cell proliferation inhibitors. Studies over the past decade have shown that
non-steroidal drugs containing salicylic acid (SA), such as aspirin, reduce mortality
in many cancers. From this point of view, there are data showing SA as a potential
inhibitor of mitogenic MEK1 / 2 signalling, which may be very advantageous to
prevent proliferation in cancer. However, there is no study on the effect of SA on
MEKZ1 / 2 signalling in neuroblastoma cells. Therefore, the aim of this study was to
determine whether SA is effective in MEK1 / 2 signalling in neuroblastoma cancer, a
common pediatric cancer with a poor prognosis.

In this study, the effect of Acibenzolar-S-Methyl, a SA analogue, on MEK1 / 2
signalling pathway in SH-SY5Y neuroblastoma cells was analyzed by MTS cell
viability analysis and detection of MEK1 / 2 and active caspase-3 protein levels by
western blotting technique.

The MTS cell viability test showed that 10 mM Acibenzolar-S-Methyl reduced cell
viability by 50%. Western blot results of cells treated with 10 mM Acibenzolar-S-
Methyl showed that the MEK1 / 2 signal was significantly inhibited, and
correspondingly increased apoptotic deaths of SH-SY5Y cells by active-caspase-3
analysis.

In this study, it was shown for the first time that SA analogue Acibenzolar-S-Methyl
negatively affects MEKL1 / 2 signalling in SH-SY5Y neuroblastoma cells and causes
their apoptotic death. The results of the study are significant not only for
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understanding the mechanisms of carcinogenesis but also for the development of
effective treatment methods.

Keywords: Salicylic  Acid, Acibenzolar-s-methyl, MEK1/2, SH-SY5Y,
Neuroblastoma Cancer,
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1. GIRIS

1.1 Kanser

Kanser, Diinya Saghk Orgiiti’nce (WHO), anormal hiicrelerin normal sinirlarmin
Otesinde biiylimesiyle karakterize edilen ve daha sonra viicudun farkli kisimlarim
istila edebilen ve/veya diger organlara yayilabilen genis bir hastalik grubu icin genel
bir terim olarak tanimlanmistir. Kullanilan diger yaygin terimler malign tiimdrler ve
neoplazmlardir. Kanser viicudun hemen her bolimiinii etkileyebilir ve her biri 6zel

tedavi stratejileri gerektiren bir¢ok anatomik ve molekiiler alt tipe sahiptir.

Son otuz yilda arastirmacilar, genler, proteinler ve bunlarin kanser hiicrelerinin
gelisimindeki rolleri hakkinda 6nemli miktarda veri elde etmislerdir. Mutasyona
ugramig genlerin kanser hiicre gelisimindeki rolii en 6nemli kesiflerden biridir. Yine
son yillarda kullanilan farkli metotlarin yardimiyla da yeni kanser biyomarkeri
saptanabilmekte ve ayrica gen ekspresyonu ve kusurlu proteinlerin potansiyeli
hakkinda bilgi elde edilebilmektedir. Son zamanlarda, genetik mutasyonlarla ilgili
cevresel faktorler de tanimlanmustir. Bu bulgular kanseri tedavi etmek ve kanser

komplikasyonlarini azaltmak i¢in yarar saglamaktadir (Hassanpour, S.H., 2017).

Yakin zamanda yapilan, molekiiler genetik c¢aligmalar ile karsinojenez
mekanizmalart tespit edilmistir. Bu ¢alismalarin sonuglari, genetik bozukluklarin
kanser olusumundaki roliiniin daha iyi anlagilmasini saglamakla kalmayip ilaglarin
kanserli hastalar lizerindeki etki ve yan etkilerinin bazilarinin 6ngoriilebilmesi  ve

hatta yonetilebilir hale gelmesi saglanmistir (Hassanpour,S.H., 2017).



1.2. Noroblastoma Kanseri

Noroblastom (NB), bir yas alt1 ¢ocuklarda en sik goriilen ekstrakranial solid tiimor
olup, 15 yasin altindaki hastalarda tiim pediatrik neoplazmlarin %7' sini ve
kanserlerin neden oldugu tiim pediatrik Slimlerin %15' ini olusturur. Noral kret
hiicrelerinden tiiretilmis olup adrenal medullada veya paraspinal sempatik
ganglionlar boyunca herhangi bir yerde ortaya ¢ikabilir. Tipik olarak, ndéroblastom
kemik agrisi, anemi veya bebeklerde hepatomegali ile ortaya c¢ikar(Matthay, K.K.,
2016)

Noroblastom, benzersiz 6zelliklere sahip karmasik bir timor tipidir. Bazi hastalarda,
noroblastom tamamen gerileyebilir veya kendiliginden farklilagarak herhangi bir
tedavi olmadan tam iyilesmeye yol acabilir. Diger durumlarda, noroblastomlu
cocuklar, ¢ok kotii sonuglart olan yaygin bir metastatik tiimor gelistirir (Erin, K.,

2018).

Noroblastom tanisi alan ¢cocuklarin yaklasik %40' 1 yiiksek riskli olarak siniflandirilir
ve bu hastalarin sadece %50' si uzun siireli sagkalim elde eder. Diisiik ve orta riskli
hastalarda hayatta kalma orami %95' den fazladir(Pinto, N.R., 2015). Bununla
birlikte, vakalarin yaklasik %60' inda tespit edilen yiiksek riskli noroblastom(HR-
NB) durumunda, tedavinin prognozu olumsuzdur. Agresif multimodal tedaviye
ragmen, bes yillik sagkalim orani % 50' nin altinda kalmaktadir. Standart
noroblastom tedavisi yontemleri, i¢ organlara ciddi hasar, anemi, sa¢ dokiilmesi ve
dogurganlik iizerinde olumsuz etki dahil olmak iizere giiclii yan etkilere sahiptir.
Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemler, hastalik tedavisinin ilerleyen
asamalarinda o6zellikle diisiik etkinlik gostermektedir ayrica sonraki niiksiin nedeni

olan minimal rezidiiel hastalik problemini ¢6zmezler (Erin, K., 2018).

Hiicre i¢i sinyal yolaklarindan biri olan RAS’ ta meydana gelen mutasyonlar
noroblastoma kanser etiyolojisinde rol oynarlar. RAS(G-Proteini tiiriinde bir proto-
onkogen ve bunu kodlayan gen) proteinleri, hiicre i¢i biiyiimeyi, farklilasmay1 ve
hayatta kalma sinyalini kontrol eder. Bu hayati sinyallerin kontroliinde mitojenle
aktiflestirilen protein (MAP) kinaz sinyal yolu 6nemli rol almaktadir (Gripp, K.W.
2012).



Noroblastomun koken aldigi sinir kret hiicreleri, ¢oklu organlar1 gegebilir, bozabilir
ve terminal olgunlasma i¢in RAS sinyallemesini etkileyebilir. Noral kret
hiicrelerinin, RAS yolu mutasyonlar1 nedeniyle dogru sekilde gelismemesi bazi
yatkinlik sendromlarinda (Costello sendromu, Noonan sendromu ve ndrofibromatis
tip 1’de dahil olmak {izere) noroblastom prevalansinin agiklanmasina yardimcidir.
RAS-MAPK yolagmmin noroblastomdaki 6neminin dogrulanmasi, tekrarlayan,
sporadik tiimorlerin bu yoldaki yiiksek mutasyon sikligina sahip olmasi ve bu
mutasyonlarin daha agresif hastaliklarin bir gostergesi oldugu goézlemlenmistir

(Lopez-Miranda B.,1997; Cotton J.L., 1995; Romano A.A., 2010).

1.3 Hiicre i¢i Sinyal Yollari

Sinyal iletimi, hiicrede bir¢ok hiicresel aktiviteyi ve hiicrelerin davranisini
diizenleyen karmagik bir sistemin Onemli bir pargasidir. Dolayis1 ile sinyal
iletimindeki hatalar kanser, otoimmiinite ve diyabet gibi hastaliklarin ana nedenidir.
Bu nedenle, sinyal iletimi ile ilgili metabolik fonksiyonlar kanser biyolojisinin en

onemli konusu haline gelmistir (Coban, Z.D., 2013).

1.3.1 Hiicre ici sinyal yollarinin kanserdeki 6nemi

Hiicrenin yasamsal fonksiyonlarini yerine getirebilmesi, embriyogenez, ¢ogalma
(proliferasyon), biiylime, farklanma (diferantiation) gibi biyolojik olaylarini
gerceklestirebilmesi i¢in hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal iletiminin devami énemli
ve gereklidir. Bir hiicre disaridan sinyal almazsa apopitoza gider, Oliir. Her hiicre
kendisine disaridan veya diger hiicrelerden gelen sinyalleri algilar. Alinan sinyaller
hiicre igine iletilerek uygun cevaplar verilir. iste bu noktada, sinyallerin hiicreye
geldikten sonra hiicre tarafindan algilanmasinda, hiicre i¢i sinyal iletim
mekanizmalar1 gérevlidir. Insan genomunda gérev yapan genlerin yaklasik beste
birinin bu gorevde yer almasi bu yolaklarin hiicre i¢in ne denli dnemli oldugunu

ortaya koymaktadir (Alberts, B., 2004).



Karsinogenezisin temelinde, hiicrenin biyolojik olaylarini etkileyen mutasyonlarin
asamal1 olarak bir araya gelmesi yer almaktadir (Dogan, A.L., 2004). Bu nedenle
kanserlerde ilk etkilenen mekanizma genellikle hiicre igindeki sinyal iletim yolaklar1
olmaktadir. Bozulan sinyal iletimi ile ortaya ¢ikan problemler basta kanser olmak

tizere farkli hastaliklari olusturmaktadir (Blume-Jensen, P., 2001).

Tim okaryotik hiicrelerde bulunan MAPK enzimleri, farkli reseptorler tarafindan
alman mitojenik uyaricilarin kesisme noktalar1 ve/veya birlesimleridir. Aldig:
uyaranlara cevap olarak, hiicre i¢i sinyal, kiigliik onkojenik G-protein Ras'a ve daha
sonra MEK1/2 (MAPK/ERK Kinaz veya MAP Kinaz Kinaz) sinyal proteinlerini
aktive eden Raf (MEK Kinaz) proteinine aktarilir. Aktive edilmis MEK1/2, gen
ekspresyonu, mitoz, hiicre canlilifi, apoptoz, hiicresel metabolizma, farklilasma ve
hareketlilik gibi temel hiicresel olaylar1 diizenleyen ERK1/2'yi fosforilasyonla aktive
eder (Dhillon, A.S., 2007). Islevinden agik¢a anlasildig: gibi, MEK1/2, MAPK/ERK

sinyal zinciri kademesinin ana diizenleyicilerinden biridir.

1.3.2 MAPK (Mitojen aktif protein kinaz) yolu

Mitojenlerin aktive ettigi protein kinazlar, tiim Okaryotik hiicrelerde bulunan ve
sinyalin, reseptorler vasitasiyla hiicre niikleusuna iletiminden sorumlu olan bir dizi
protein kinazlardir. MAPK yolaginin insan kanserinde en sik mutasyona ugramis
sinyal yoludur. Cogunlukla RAS-RAF-MEK-ERK sinyal kaskadi olarak bilinen
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolu, proliferasyon, farklilagsma,
hareketlilik, strese cevap, apoptoz ve hayatta kalma gibi cesitli temel hiicresel
islemlerde rol alan yliksek oranda korunmus bir serin / treonin protein kinaz ailesidir.

(Liu, F., 2018).



1.3.3 MAPK sinyal yolu bilesenleri

Ras-Raf-MEK-ERK yolu olarak da bilinen MAPK / ERK yolu, hiicre yiizeyindeki
bir reseptorden hiicrenin ¢ekirdegindeki DNA'ya sinyal ileten hiicre igindeki

¢ekirdege transloke olan serin ve treonin protein kinazlardan olusan proteinler

zinciridir. ( Kiglikkaya, B., 2012).

MAPK yolu, bir "agik" veya "kapali" anahtar olarak gorev yapan komsu bir proteine
fosfat gruplar eklenerek iletisim kuran mitojenle aktive olan protein kinazlar dahil
olmak {izere birgok protein igerir. Memeli hiicrelerinde MAPK ailesi;-JNK( Jun
Kinaz: JNK1, JNK2 ve JINK3), -p38-MAPK (p38-MAPKa, p38-MAPKp, p38-
MAPKY, p38-MAPKSJS) ve -ERK (Hiicre dis1 sinyal diizenleyici kinaz: ERK1 ve
ERK?2) olmak {izere 3 gruptan olusmaktadir (Mascaux, C., 2006).
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Sekil 1.1. U¢ MAPK (ERK1/2, JNK1/2/3, p38) yolag ( Kiiciikkaya, B., 2012)

MAP kinazlar protein kinaz basamaklarinin i¢inde bulunur. Her bir MAPK kaskadi,
seri olarak aktive edilen ii¢ kinaz ile c¢alisir. Bunlar: bir MAPK kinaz kinazi
(MAPKKK yada MAP3K), bir MAPK kinazi1 (MAPKK yada MAP2K) ve bir MAP
kinazidir (MAPK). MAPK’lar bir tstteki kinazlar tarafindan fosforillenmedikge
etkinlesmezler. MAPK’nin fosforillenmesi yapisal bir degisim ile sonuglanir.
Degisik uyaranlarla MAPK, MAP2K ve MAP3K’da yer alan farkli iyelerin
aktiflesmesi  sonucunda MAPK  kontroliinde  ¢esitli  hiicresel  yanitlar
olugsmaktadir(Sekil 1.1). Memeli hiicrelerinde en az 14 MAPKKK, 7 MAPKK ve 12
MAPK tanimlanmistir ( Kiigiikkaya, B., 2012; Mascaux,C., 2006).

MAPK / ERK sinyallesme yolunda, tirozin kinaz reseptorlerinin (RTK'ler)
uyarilmasi, ¢cok asamali bir islemde MAPK' lerin aktivasyonunu tetikler. Aktif Ras,
RAF kinazin protein kinaz aktivitesini aktive eder. RAF kinaz, MEK' i fosforile eder
ve aktive eder (MEK1 ve MEK2). MEK, ERK'yi fosforile eder ve aktive eder.
MAPK / ERK yolu, hiicre dis1 sinyallerin hiicresel tepkilere iletilmesinde kilit bir rol
tistlenmistir.( Dhillon,A.S., 2007)



Ras / Raf / MAPK yolu hiicre dongiisii diizenlemesinde, yara iyilesmesinde ve doku
onariminda, integrin sinyalizasyonunda ve hiicre go¢iinde rol oynar. Dahasi, Ras /
Raf / MAPK yolagi dogrudan yeni kan damarlarinin olusumunda rol oynayan
genlerin ekspresyonunda degisiklikler yoluyla anjiyojenezi tesvik edebilmektedir.
Boylece, Ras / Raf / MAPK' den gelen sinyal, tiimorijenezi igin 6nemli olan ¢esitli
hiicresel fonksiyonlar1 diizenler. Bu yolun diizensizligi, kanserde sik rastlanan bir
olaydir. Ciinkii Ras, insan kanserinde en sik mutasyona ugramis bir onkogendir.
Yapilan ¢aligmalar, K-ras mutasyonlarinin akciger kanserlerinin % 15-50" sinde ve
pankreas kanserlerinin %72 - 90' inda var oldugunu gostermistir (Sekil 1.2.)
(Mascaux, C., 2006).
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Sekil 1.2. ERK /MAPK kaskadinin onkogen aktivasyonu ( Roberts, P.J.,2007).




Raf en iyi karakterize edilmis Ras efektordiir ve serin / treonin kinaz ailesinin bir
tiyesidir. Raf aktivasyonu, ERK1 ve ERK2 gibi asag1 dogru proteinleri art arda
fosforile eden ve aktive eden MAPK' nin fosforilasyonu ile bir sinyal kaskadini
uyarir (Julian, R., 2006).

Memelilerde MEK olarak da adlandirilan MAPK; JNK, SAPK, 14-3-3 gibi bir dizi
arac1 vasitasiyla hiicre sagkalimini ve apoptozunu tesvik etmek igin biiylime
faktorleri ve sitokinler de dahil olmak tizere bircok sinyale yanit olarak aktive edilen
bir serin / treonin kinazdir. ( Sekil 1.3.) MAPK ayrica, Raf ve ERK'yi diizenleyerek
birden fazla sinyal yolu arasinda karsilikli konugsma saglayabilir (Julian, R.., 2006).
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Sekil 1.3. Ras/Raf/MAPK yolu (Julian, R., 2006)
Hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinazlarin (ERK) aktivasyonu, ¢ok sayida Ras
kaynakli hiicresel cevap i¢in kritiktir. ERK1 ve ERK2 cesitli niikleer transkripsiyon
faktorlerini ve kinazlarin1 fosforile eder ve aktive eder. Bu MAPKK / ERK

hedeflerinin bir¢ogu, Ras kaynakli hiicre doniisiimiinde rol oynamaktadir (Liebmann,
C., 2001).



Hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinazlar (ERK'ler) olarak da bilinen MAP kinazlari,
coklu biyokimyasal sinyaller i¢in bir entegrasyon noktasi gorevi goriir ve ¢ogalma,
farklilagsma, transkripsiyon diizenleme ve gelistirme gibi ¢ok g¢esitli hiicresel
islemlerde rol oynayan bir protein kinazdir. Caligmalar da elde edilen kanitlar, hiicre
dis1 sinyalle diizenlenen protein kinaz 1/2 (ERK1/2) 'nin, nérodejeneratif hastaliklar
da dahil olmak tizere ¢esitli noronal sistemlerde hiicre 6liimiinii tesvik etmede 6nemli

bir rol oynadigini ortaya koymaktadir. (Julian, R., 2006)

ERK/MAP kinaz, yukar1 akis kinazlari tarafindan aktive edilir ve bunun niikleer
hedefleri fosforile ettigi ¢ekirdege tasinmasiyla sonucglanir. Alternatif olarak, farkl

protein izoformlarini kodlayan eklenmis transkript varyantlari tarif edilmistir. (Kolb,

R.H., 2012)

Ayni zamanda mitojenle aktiflestirilen protein kinaz 1 (MAPK1) olarak da bilinen
ERK-2, protein kinaz siiper ailesinin ve MAP kinaz alt ailesinin bir iiyesidir. MKP-3,
substrat taninmasi ve fosforilasyon aktivitesi i¢in sadece MAPKI1' e 6zgii ¢ift
ozgilliikli bir fosfatazdir. MAPK1' in aktivasyonu, yukar1 akis kinazlari tarafindan
fosforilasyonunu gerektirir. Aktivasyon tizerine, MAPK1, niikleer hedefleri fosforile
ettigi uyarilmis hiicrelerin ¢ekirdegine yer degistirir. MAPK1, ELK1 gibi bir dizi
transkripsiyon faktoriinii fosforile ederek farklilasmis hiicrelerde mayoz, mitoz ve
postmitotik fonksiyonlarin baslatilmasi ve diizenlenmesinde rol oynar. MAPKI,
interferon gama kaynakli genlerin ekspresyonunu baskilayan bir transkripsiyonel
baskilayic1 olarak gorev yapar. Transkripsiyonel aktivite, kinaz aktivitesinden
bagimsizdir. ERK2' nin niikleer sitoplazmik dagilimi, g¢esitli uyaranlara ve hiicre
baglamindaki degisikliklere cevap olarak diizenlenir. (Houslay, M.D., 2003; Jivan,
A., 2010). (Sekil 1.4.)
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Sekil 1.4. MAPK yolundaki ERK1 / 2'nin asag1 yonde ana hedefleri. ( Liu, F., 2017)

1.4 Kanserle Miicadelede Salisilik Asit ( Aspirin) Kullanima

1.4.1 Aspirin ve etkileri

Almanya'daki Bayer firmasinda ¢alisan Felix Hoffman, 1897'de asetillenmis salisilik
asit formunu yapti. Bu ilaca "Aspirin" adi verildi ve tiim zamanlarin en ¢ok
kullanilan ilac1 oldu. 1971'de Vane, aspirinin antiinflamatuar, analjezik ve antipiretik

etkilerini uyguladigi mekanizmay1 kesfetti.( Kanat, J.R., 2003)

Yaygin olarak kullanilan aspirinin primer metaboliti salisilik asittir. Aspirin
(Asetilsalisilik asit: ASA) bir asirdan fazla bir siiredir kullanilmakta olup temel etki

mekanizmasi ve yan etkileri en iyi bilinen ilag¢lardandir.( Harris, R.E., 2005)

Aspirin essizdir, ¢linkii anti-enflamatuar, antipiretik ve analjezik etkilerini ortaya
¢ikaran COX enzimlerinin her iki izoformunu (COX-1 ve COX-2) geri doniisiimsiiz
olarak etkisizlestiren tek steroid olmayan antienflamatuar ilactir (NSAID). COX
enzimleri, arakidonik asitten (AA) siklik endoperoksitlerin sentezinde rol oynar ve
cok cesitli etkileri olan prostaglandinler, prostasiklinler ve tromboksanlar igerir.

Siklooksijenaz enzimleri (COX-1 ve 2) arakidonik asitten prostaglandin H2 (PGH2)
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tiretiminde hiz sinirlandirict basamagi olusturur. PGH2’den prostaglandin sentaz
enzimleriyle inflamasyondan sorumlu olan prostoglandin gesitleri veya
TX(Tromboksan) A2 iiretilir. Inflamasyon bélgesinde iiretilen prostaglandinler, doku
hasar1 ve hipoksisi, apoptozis inhibisyonu, hiicre biiylimesi, artmis hiicre
migrasyonu, immun cevabin baskilanmasi ve anjiyogenezin uyarilmasinda rol alirlar.
COX-1 birgok dokuda eksprese olurken; COX-2 inflamasyon veya malinite
durumlarinda sitokinler, biiylime hormonlari, onkogenler tarafindan uyarilabilen

proanjiyogenik ve hiicre koruyucu bir enzimdir ( Kilciler, M., 2010).

Sonugta, bu tiir immiinomodiilatér etkiler, timér biiylimesini sinirlandirir, bu da
diisiik doz aspirinin immiinoterapinin terapatik etkinligini arttirmak i¢in basariyla

kullanilabilecegini gosterir(Sekill.5.)( Carlson, L.M., 2013).
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Sekil 1.5. Diisiik doz aspirinin antineoplastik etkilerinin altinda yatan immiinolojik
mekanizmalari. (Carlson, L.M., 2013)

Son yillarda, aspirin, epidemiyolojik verilerden elde edilen giicli kanitlarla

desteklenen potansiyel bir kemopreventif ajan olarak 6nemli ilgi gormektedir. Cok
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sayida klinik gozlem ve laboratuvar ¢alismasi, diizenli olarak aspirin kullaniminin
kolorektal, 6zofageal, meme, akciger, prostat, karaciger ve cilt kanserleri ig¢in
azaltilmus bir risk ile iliskili oldugunu gostermistir (Harris, R.E.,2005). Kolon kanseri
hiicreleri ve tiimdér modellerini kullanan birka¢ c¢aligma, aspirinin kanser hiicresi
biiylimesini onleyebildigini ve apoptozu indiikleyebildigini gdstermistir. Bu etkilere
katkida bulunan ¢esitli mekanizmalar ve hiicresel yolaklar tespit edilmistir (Thun,

M.J., 2012; Dovizio, M., 2013).

1.4.2. Noroblastoma, MAPK sinyal yolu ve salisilik asit iliskisi

Sempatik sinir sisteminin habis bir embriyonik tiimérii olan néroblastoma genis bir
Klinik davranis yelpazesi sergileyebilen bebekler arasinda en yaygin goriilen
tiimdrdiir. Bilim insanlarinca yapilan pek ¢ok calisma umut verici sonuglar elde etse
de ndroblastomdan etkilenen hastalarin iyilestirilmesindeki sorunlar halen devam
etmektedir. Timor mikro ortaminin, ¢esitli belirgin kanserlerin immiinoterapisine
verilen klinik yaniti énemli dl¢iide etkiledigi gdsterilmistir. Ozellikle kansere bagl
inflamasyonun immiinoterapinin klinik etkinligini engellemesi beklenmektedir. Lena
maria Carlton, 2013’te yaymladigi timor micro ortamiyla ilgili bilinen ilk ¢aligma ile
yiiksek riskli noroblastomdan etkilenen bireylerde diisiik doz aspirin kullanma
olasiliginin yani sira kansere bagli inflamasyonun pediatrik kanser hastalari i¢in
uygun bir terapotik hedefi temsil edecegi hipotezi iizerinde ileri ¢aligmalar rapor

edilmistir.

Bu noktada “ Kanserde salisilatin apoptotik etkisinin mekanizmast ne olabilir? ”
sorusu ortaya ¢ikmaktadir. Bu baglamda, salisilat tarafindan modiile edilen c¢ok
sayida protein kinaz, salisilatin kanser hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisi igin giiclii
bir aciklama saglayabilir. Bu ac¢idan bakildiginda, kayda deger miktarda veri SA'nin
hiicrenin en hayati sinyal yollarindan biri olan mitojenik MAPK/ERK (Mitojenle
aktive olan protein kinaz / hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinazlar) sinyal yolu
tizerinde bir etkisi olabilecegini gostermektedir (Pan, M.R., 2008; Haydn, J.M.,
2014).
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Bu bakimdan, hedef inhibitorler yoluyla hiicre ¢ogalmasini veya hiicre bilylimesini
bastirmak amaciyla mitojenik ve/veya hayatta kalma sinyallerini hedeflemek iizerine
yapilan ¢aligmalar daha fazla dikkat ¢cekmektedir. Hedeflenen inhibitorler sayesinde,
tiimdr biiyiimesi sirasinda hiicre ¢ogalmasini veya hiicre biiylimesini baskilayarak
basarili sonuglar elde etme potansiyeli yiiksektir. Bu amagcla, bir¢ok 6nemli ¢alisma
yapilmis ve sonuglar, salisilik asit (SA) i¢eren diisiik doz aspirinin kolorektal, meme,
mide, akciger veya diger kanserlerin insidansini ve mortalitesini azalttigini
gostermistir (Brasky, T.M., 2010; Rothwell, P.M., 2012; Elwood, P.C., 2016;
Klessing, D.F., 2016; Giampieri, R., 2016).

Ayrica, SA'nin bir hepatoma hiicre hatt1 lizerindeki etkisini inceleyen aragtirmacilar,
SA'nin siire ve doza bagh sekilde proliferasyonu inhibe edebilecegini ve hepatoma
hiicre hattinda apoptozu uyarabildigini gostermistir (Liu,Y., 2017). Ek olarak, insan
kolorektal tiimér hiicre hatlar1 {izerinde yapilan bir ¢alismada, bir aspirin metabolite
olan salisilatin bu hiicre hatlar1 tizerindeki etkisi belirlenmis ve salisilat, tiim hiicre
hatlarinda doza bagimli inhibitér etkiler gostermistir (Elder, D.J., 1996). Biitiin bu

calismalar SA'nin kansere karsi koruyucu ve 6nleyici olabilecegini gostermektedir.

1.5. Calilsmamin amaci

Bu tez konusunun amaci, salisilikasit(SA) ile MAPK sinyal yolu arasindaki
molekiiler mekanizmanin SH-SYS5Y noroblastoma kanser hiicrelerinde ortaya
cikarilmasidir. Bu sayede basta noroblastoma kanseri olmak iizere bir¢ok kanser
tiriinde baslatic1 etkisi bilinen, yani sira zayif prognoz ve tedaviye direngle de
iligkilendirilen MAPK sinyal yolundaki anormal davraniglarin altinda yatan
molekiiler mekanizmanin anlasilmasi ve tani ve tedavide dogru hedeflerin se¢ilmesi
miimkiin olabilecektir. Boylece ileride salisilik asit temelli preparatlarin tedaviye
destek amacli kullanimindan daha genis c¢apta ve daha bilingli olarak

faydalanilabilecektir.
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Bu hedef dogrultusunda, noroblastoma kanseri hiicrelerinde salisilik asitin MAPK
sinyal yolu iizerinde bir etkisi olup olmadigi, var ise nasil bir etkisi oldugu ilk kez

olarak ortaya ¢ikarilmis olacaktir.

Bunun sonucunda ise basta néroblastoma kanseri olmak {izere bircok kanserin hem
tan1 hem de tedavisi i¢in hiicresel mekanizmalarin, hiicre i¢i proteinler arasindaki
iliskilerin dogru sekilde anlagilabilmesi ve bu sayede dogru molekiiler hedeflerin
secilebilmesi miimkiin olacak ve boylece belirlenen dogru hedefler iizerinden
hastaligin tan1 ya da tedavisinde kullanilabilecek ticari kitler gelistirilmesi miimkiin

olabilecektir.
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2.MATERYAL VE METOT

2.1.Materyaller

2.1.1. EKipmanlar

Tez ¢aligmasinda kullandigim ekipmanlar Cizelge 2.1.’de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Ekipmanlar ve tedarikgi firmalar

Ekipman Tedarik¢i Firma
+4 Sogutucu Arcelik

-20 Sogutucu Arcelik

Vorteks BioCote

Falcon tiip (15 mL) Biologix

Hiicre kaziyici Biologix

Buz makinesi

Brema/GB903A-Q

Trans-blot turbo transfer pack

BIO-RAD

Elektroforez jel sistemi(SDS-PAGE)

BIO-RAD MiniProtean

Western blotlama cihazi

BIO-RAD Trans-blot Turbo

Western goriintiileme sistemi

BIO-RAD ChemiDoc XRS+

Hiicre kiltir flasklar:

Corning

Hassas terazi

Denver Instrument

Isiticili magnetik karistirict

Denver Instrument

pH metre

Hanna Instrument (HI1241 Ph/ORP)

Pasteur pipet

ISOLAB
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Cizelge 2.1. (devam)

Ekipmanlar Tadarikg¢i Firma
Hemositometre ISOLAB

Otoklav Niive OT40L

Distile su cihaz Nive ND8
Santrifij Nuve NF400

Sogutmali santrif(j

Nive NFS8OOR

Nitroselliloz membran

Santa Cruz

6 well plate

SPL Life Sciences

Guc¢ kaynagi

Thermo Fisher

96 well plate

Thermo Fisher

Mikro pipet

Thermo Fisher

Serolojik pipet

Thermo Fisher

Otomatik pipetor

Thermo Fisher

CO2 inkubator

Thermo scientific

Biyoguivenlik kabini

Thermo scientific

Su banyosu

Wisd Laboratory instruments

Calkalayici

Wisd Laboratory instruments

Inverted mikroskop

Leica DM13000 B

Mikroplate okuyucu sistem

Molecular devices, spectraMax i3

-80 Sogutucu

New Brunswick Scientific

Qubit 3.0 fluorometer

Invitrogen

2.1.2 Kimyasallar ve enzimler

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar ve enzimler gizelge 2.2.’de gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. Kimyasallar ve enzimler

Kimyasal / Enzim Tedarikci Firma
Blotting grade blocker BIO-RAD
Akrilamid/bisakrilamid, %30 Santa Cruz
TEMED Santa Cruz
APS Santa Cruz
SDS Santa Cruz
Tris base Santa Cruz
Glisin Santa Cruz
Gliserol Santa Cruz
DMEM, high glucose Sigma-Aldrich
FBS Sigma-Aldrich
Pen/strep Sigma-Aldrich
L-glutamine Sigma-Aldrich
PBS Sigma-Aldrich
Tripsin,%2,5 Sigma-Aldrich
DMSO Sigma-Aldrich
Tween-20 Sigma-Aldrich
[1-merkaptoetanol Sigma-Aldrich
Trypan blue Sigma-Aldrich
n-biitanol MERCK

HCI MERCK
Metanol Sigma-Aldrich
Absolute ethanol Sigma-Aldrich
Anti-kaspaz-3 mouse monoklonal antikor (sc-271759) Santa Cruz
m-1gGk BP-HRP anti-mouse sekonder antikor (sc-516102) Santa Cruz
Anti-MEK 1 /2 mouse monoklonal antikor (sc-81504) Santa Cruz
Anti-Calnexin Mouse monoklonal antikor (sc-80645) Santa Cruz
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2.1.3 Ticari Kitler

Bu tez calismasinda kullanilan ticari kitler Cizelge 2.3.’da gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Ticari Kitler

KIiT TEDARIKCI FIRMA
Whole Cell Protein Extraction Kit Millipore

Qubit Protein Assay Kit Invitrogen

Clarity Western ECL Substrate Kit BIO-RAD

MTS Cell Proliferation Assay Kit Abcam

2.1.4. Tamponlar ve soliisyonlar

2.1.4.1. SDS-PAGE igin 1X yiikleme boyast

Protein 6rneklerini SDS poliakrilamid jeline yiiklemeden 6nce denatiire etmek igin
1X ornek ylikleme boyast kullanildi. 1X yiikleme boyasi; 340 pul dH20, 400 pul %10
SDS, 120 pl %100 gliserol, 100 pl 0.5M Tris-HC1 (pH 6.8) ve 40 pl %0.5
bromofenol blue karigimi olarak hazirlandi. Kullanmadan o6nce 54 pl B-

merkaptoetanol eklendi.

2.1.4.2. SDS-PAGE igin stacking buffer pH 6.8, 0.5 M

0.5 M stacking buffer, 100 mL dH2O igerisinde 7.88 g Tris-Cl’nin ¢ozdiiriilmesi ile
hazirlandi. pH 6.8’e ayarlandu.
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2.1.4.3. SDS-PAGE igin separating buffer pH 8.8, 1.5 M

1.5 M separating buffer, 100 mL dH20 igerisinde 23.64 g Tris-Cl’nin ¢ozdiiriilmesi
ile hazirland1. pH 8.8’¢ ayarlandi.

2.1.4.4. SDS running buffer

SDS running buffer; 30 g tris, 144 g glisin ve 10 g SDS’nin 1 It dH20O igerisinde
cozdiiriilmesi ile 10X stok soliisyon halinde hazirlanip, pH 8.3’e ayarlandi. 1X

calisma soliisyonu, 10X SDS running bufferin 10 kez seyreltilmesiyle hazirlandu.

2.1.4.5. Tris buffered saline (TBS)

Tris buffered saline, 24.23 g tris ve 87.66 g NaCl’nin 1 It dH20 igerisinde
cozdiiriilmesi ile 10X stok soliisyon halinde hazirlanip, pH 7.6’ya ayarlandi. 1X

calisma soliisyonu, 10X TBS’nin 10 kez seyreltilmesiyle hazirlandi.

2.1.4.6. Tris buffered saline — tween20 (TBST)

Tris buffered saline — tween20, bu ¢alismadaki tiim western blotlamalarda kullanilan
yikama tamponudur. TBST, 100 mL 10X TBS ve 1 mL tween-20’nin 1 1t dH20

igerisinde ¢ozdiiriilmesi ile 1X ¢alisma soliisyonu halinde hazirlandi.

2.1.4.7. Towbin buffer

Towbin buffer, bu calismadaki tiim western blotlamalarda kullanilan transfer
tamponudur. Towbin buffer, 30.25 g tris ve 144 g glisinin 1 1t dH2O igerisinde
¢ozdiiriilmesi ile 10 X stok soliisyon halinde hazirlanip, pH 8.3’e ayarlandi. 1X
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calisma soliisyonu; 100 mL 10X towbin buffer, 200 mL methanol ve 700 mL

dH20O’nun karisimi olarak hazirlandi.

2.1.4.8. Western blotlama i¢in bloklama soliisyonu

100 mL western bloklama soliisyonu hazirlamak i¢in 5 g (%5) blocker, 1X TBS

i¢cerisinde ¢ozdiirtildii.

2.1.4.9. Western blotlama i¢in primer ve sekonder antikor hazirlama soliisyonu

1:1000 konsantrasyonda 5 mL primer/sekonder antikor soliisyonu, 5 pl antikor ve

4995 ul bloklama soliisyonu karigimi olarak hazirlandi.

2.1.5. Hiicre hatt1

Calisma kapsaminda, Acibenzolar-S-Metil’in ndroblastoma hiicrelerinde MAPK
sinyal yolaklar {izerindeki etkisinin anlagilmas igin, Ege Universitesi 6gretim iiyesi
Do¢. Dr. Emin Ilker Medine tarafindan saglanmis olan SH-SY5Y néroblastoma
hiicre hatt1 kullanildi.

2.2.Yontemler

2.2.1. Kanserli SH-SYSY hiicre hatt1 kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii, hiicrelerin canli dokulardan izole edildikten sonra kontrollii sartlar
altinda, genellikle dogal ortamlarinin disinda biiyiitiilmesidir. Planlanan ¢alisma i¢in
SH-SY5Y Noroblastoma hiicreleri, % 10 fetal sigir serumu (FBS), 2 mM L-Glutamin
ve %1 pen/strep igeren yiiksek glukozlu Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) besiyeri ortaminda 1 atmosfer basincinda % 5 CO2 ile 37 ° C'de kiiltiire
edildi. Hiicreler yeterli yogunluga ulastiginda, steril Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) ile
yikandi. Daha sonra hiicreler,% 2.5'lik steril Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit
(Tripsin-EDTA) 1X stok ¢ozeltisi ile kiiltiir kabindan kaldirilarak toplandi.
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2.2.2. Pasajlama

Kiiltiire edilen néroblastoma SH-SY5Y hiicreleri, istenen yogunluga ulastiginda hem
besi ortam1 hiicreler icin yetersiz hale gelir hem de kiiltiir kabinda yer olmadig1 i¢in
kontakt inhibisyon adi verilen mekanizma ile hiicrelerin ¢ogalmasi durur. Bu nedenle
hiicrelerin pasajlanmasi gerekir. Pasajlama isleminde ilk olarak istenen yogunluga
(confluence) ulasan noroblastoma SH-SYS5Y hiicrelerinin mediumu flasktan ¢ekildi.
Ardindan hiicreler PBS ile bir kere yikandi. Daha sonra flaskin yiizeyini kaplayacak
kadar %2.5 tripsin (1-2 mL) kondu. Tripsinin fonksiyonunu gostermesi igin flasklar
37°C’ye konup 2-3 dakika beklendi. Daha sonra inverted mikroskopta hiicrelerin
yapistiklar1 ylizeyden kalkip kalkmadiklarina bakildi. Hemen ardindan tripsin inhibe
edildi. Tripsini inhibe etmek i¢in 1:1 oraninda medium eklendi. Yiizeyden kalkan
hiicreler toplanarak 15 mL’lik falcon tiiplere alindi. Daha sonra 200 g (rcf)’de 10
dakika santriflij yapildi. Santrifiij sonucu olusan siipernatant atildi ve pellete 5 mL
taze kiiltiir mediumu eklendi. Hiicre sayim1 i¢in homojenite saglayabilmek amaciyla
birkag defa pipetleme yapildi. Daha sonra hemositometre ile sayim i¢in 18 pl hiicre

bir ependorfa alindi.

Hemositometre (Thoma lami), bir siispansiyonun birim hacmi basina diisen hiicre
sayisini belirlemek igin kullamilan 6zel bir lamdir. Genel prensibi, 0.1 mm?® (1 mm
boy x 1 mm en x 0.1 mm derinlik = 0.1 mm? hacim) hacimde sayim yapilmasidr.
Thoma laminda 9 temel kare vardir. Bu karelerin her birinde 16 biiyiik kare ve her
biiylik karede 25 kiigiikk kare bulunmaktadir. Sayim bu karelerde yapilmaktadir.
Genellikle 1, 2, 3 ve 4 numarali karelerdeki hiicreler sayilip ortalamasi alinir ya da
sadece 5 numarali karedeki hiicreler sayilir (Sekil 2.1.). Sayilan hiicre sayisi
kullanilarak, mL’deki toplam hiicre sayis1 2.1°de verilen formiil ile hesaplanir.
Formiildeki diliisyon faktorii, toplam/stok oranindan bulunur. 10* ise 0.1 mm?®'teki

hiicre sayisini 1 mL’ye ¢evirmek i¢indir.
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Sekil 2.1. Thoma lami ve sayim prensibi

Toplam hiicre say1s1 = Hiicre sayis1 (A) x Diliisyon faktorii (DF) x 10* (2.1)

Sayim yapilirken, hesaplamalarda yanligliklara ve sapmalara sebebiyet vermemek
icin canli ve 6li hiicreler birlikte sayilmaz. Bazi boyalar kullanilarak canli ve 6li
hiicreler birbirinden ayrilabilir. Bu boyalardan en sik kullanmilant trypan blue
boyasidir. Trypan blue boyasi, 6lii hiicrelerin zarlarindan gegerek olii hiicreleri
maviye boyar. Boylece mikroskop altinda 6lii hiicreler mavi renkte goziikiirken canli
hiicreler seffaf renkte goziikerek ayirt edilirler. Hemositometre ile sayim igin
ependorfa alinan 18 pl hiicrenin {izerine 18 pl trypan blue boyasi eklendi ve
pipetleme yapilip karisimdan 12 pl alinarak hemositometredeki her iki kuyuya sayim
icin yiikkleme yapildi. Hemositometre inverted mikroskop altina kondu ve 10X
biiyiitmede, her iki kuyudaki 5 numarali karelerdeki hiicreler sayilarak ortalamalar
alindi. 2.1°de verilen formiile gore hiicre sayist hesaplandiktan sonra hiicreler 25
cm?’lik iki ayn flaska boliistiiriildii. Ardindan, 37°C %5 COz iceren inkiibatorde
bliylimeye birakildi.
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2.2.3. Kimyasal dozlarimin belirlenmesi (IC50) : MTS Hiicre Canlilik Analizi

SH-SY5Y hiicrelerinde Acibenzolar-S-methyl i¢in IC50 degerini arastirmak iizere
ireticinin talimatlarina uygun sekilde MTS Hiicre Canlilig1 Testi (ab197010, Abcam)
kullanildi. Kisaca, kiiltiire edilmis kontrol SH-SY5Y hiicrelerine ve farkli
konsantrasyonlarda (ImM, 5Mm, 10mM, 15mM, 20mM) Acibenzolar-S-methyl ile
muamele edilmis ( Sekil 2.2.) ve 24 ve 48 saat boyunca inkiibe edilmis SH-SY5Y
hiicrelerine 20 pl MTS ¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra hiicreler 3,5 saat 37 °© C'de
% 5 CO2 ile inkiibe edildi. Bundan sonra, spektrofotometrik analiz, SpectraMax® 13
Platformu (Molecular Devices, LLC, San Jose, CA, ABD) kullanilarak absorbans
Ol¢iimii i¢in 490 nm dalga boyunda gergeklestirildi. Hiicre canlilig1 verileri, ii¢

bagimsiz deneyden elde edildi ve her deney ii¢ tekrar olacak sekilde yapildi.

Control
1 mM S
S mM | 4

10 mM |

Sekil 2.2. Kiiltiire edilmis kontrol SH-SY5Y hiicrelerine MTS uygulamasi

Sekil 2.2.’de goriildiigl lizere control gruplarinda gozle goriilebilir bir renk degisimi
olmadig1 acibenzolar-s-methyl uygulandigi kuyucuklarda da renk agilmasi oldugu
goriilmektedir. Bu durum bu kuyucuklarda canlilik aktivitesinin azaldigini
gostermektedir. MTS sonucunda %50 canlilik yakalanmasi amaglanan kuyucuk

10mM kimyasal uygulanan kuyucuklarin oldugu saptanmustir.
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2.2.4. Protein izolasyonu

Protein izolasyonu; genellikle hiicrelerden, dokulardan veya biitiin organizmalardan
olusan kompleks bir karisimdan proteinleri ayirmaya yonelik bir islemdir. Proteinin
buyiikligi, yiiki, sekli ve islevi gibi bir¢cok o6zelligini belirlemek i¢in gereklidir.
Protein izolasyonunda ilk dikkat edilmesi gereken, proteininin hiicre i¢inde mi yoksa
hiicre disinda mi1 oldugudur. Protein hiicre i¢inde ise, protein yapisini en az
etkileyecek yontem kullanilarak hiicre ¢eperi par¢alanmalidir. Proteinleri, bu esnada
aciga cikacak olan proteazlarin etkisinden korumak i¢in tampona proteaz inhibitorleri

eklenmelidir.

Calismada, Kontrol ve Acibenzolar-S-metil ile muamele edilmis SH-SY5Y
hiicrelerinden toplam protein, Total Hiicre Protein Ekstraksiyon Kiti (2910,
Millipore) kullamlarak saflastirildi. ilk olarak Kontrol ve Acibenzolar-S-methyl ile
muamele edilmis SH-SY5Y hiicreleri toplandi. Pelletler 2 kez 2 mL soguk PBS ile
yikanip 200 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Buz iizerinde, her pellete 100 pl 1X
whole cell extraction buffer + protease inhibitdr karisimi eklenip yavasca siispanse
edildi. Ardindan ince uglu sonikatdr kullanilarak 25 saniye araliklarla 3 kez 5’er
saniye sonikasyon yapildi. Daha sonra 15 dakika buz {izerinde inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan 8000 g’de 20 dakika +4°C’de santrifiij yapilip siipernatantlar
(proteinler) toplandi. Béylece proteinler izole edilmis oldu. Izole edilen proteinler

aliquotlanarak -80°C’de saklandi.

2.2.5. Protein konsantrasyon tayini

Bir proteinin miktariin belirlenmesi, protein veriminin ve saflifinin kontroliinde
oldukg¢a 6nemlidir. Ayrica, ¢alismanin devaminda uygulanacak olan SDS-PAGE ve
western blotlama tekniklerinde dogru analiz yapabilmek amaciyla her kuyuya esit
konsantrasyonda protein yiikleme bakimindan da gereklidir. Calisma da, Protein
konsantrasyonu, Qubit ™ Protein Test Kiti (Thermo Fisher Scientific) ve Qubit ™
3.0 Florometre kullanilarak o6l¢iildii. Kit; ol¢iim reaktifi, seyreltme tamponu ve
onceden seyreltilmis BSA standartlar1 icermektedir. Kitte bulunan 6l¢iim reaktifi,
ilgilenilen hedefe 06zgli floresan boyalarn igerir ve bu boyalar, diisiik
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konsantrasyonlarda bile yalnizca hedef molekiillere baglandiginda ortaya ¢ikarlar. Bu
baglanma sonucu, 151¢1n dogal emilimini proteinler i¢in 280 nm’de 6lgmek amaciyla
Qubit fluorometer kullanilir. Ornekteki protein miktar1 ne kadar fazla ise, bu dalga
boyunda o kadar fazla isik emilir. Emilim miktari, kit icindeki konsantrasyonlari
bilinen BSA standartlar1 ile karsilastirilarak proteinin konsantrasyonu hesaplanir.
Calismada, bir Onceki asamada izole edilen proteinlerin Qubit protein assay kit
kullanilarak konsantrasyonlar1 belirlendi. Bu yontem i¢in ilk olarak kit igerisinde
bulunan Qubit reaktifi ve Qubit seyreltme tamponu kullanilarak 1:200 oraninda 1000
ul calisma soliisyonu hazirlandi. Qubit assay tiipler kullanilarak Cizelge 2.4.’te
gosterildigi gibi standartlar ve 6rnekler hazirlandi. Her tiip 2-3 saniye vortekslendi.
Ardindan tiipler oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras: tiipler

Qubit 3.0 Fluorometer cihazinda okutuldu.

Cizelge 2.4 Qubit assay tiiplerin hazirlanmasi

Standart/o6rnek Calisma soliisyonu
Standart 1 (0 ng/ul) 10 ul 190 wl
Standart 2 (200 ng/pl) 10 pl 190 wl
Standart 3 (400 ng/pl) 10 ul 190 ul
Kontrol SH-SY5Y 10 ul 190 ul
ASM SH-SY5Y 10 pl 190 pl

2.2.6. SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis)

SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis),
molekiiler biyoloji de dahil olmak {izere bir¢ok alanda proteinleri, elektriksel bir
alanda molekiiler agirliklarma goére ayirmak ve tanimlamak igin yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte destek matriksi, akrilamid monomerlerinin
kovalent bag yaparak c¢apraz baglayict molekiiller ile baglanmast sonucu
olusturduklar1 bir polimer olan poliakrilamidtir. Jelin igeriginde APS, TEMED ve
SDS bulunmaktadir. APS ve TEMED, jeli polimerlestirmede sirastyla baglatic1 ve
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katalizor olarak kullanilmaktadir. SDS ise, hidrofobik bolgelere baglanarak tim
kovalent olmayan baglar1 parcalayarak proteinleri denatiire eden ve proteinlerin
negatif yiikle yiiklenmesini saglayan bir deterjandir. SDS ile birlikte, distlfit
baglarin1 pargalayarak bazi iigiinciil protein katlanmalarin1 ortadan kaldiracak [-
merkaptoetanol ya da DTT gibi indirgeyici maddeler de kullanilir. Proteindeki her iki
aminoasit kalintisina bir molekiil SDS baglanir. Boylece SDS molekiillerinin sayisi
protein biiyiikligii ile orantili olmus olur ve elektriksel alanda negatif yiikli
proteinler katottan (-) anoda (+) dogru hareket ederek sadece molekiiler agirliklarina
gore ayrilir. Kiigiik polipeptidler biiylik polipeptidlere gore daha hizli hareket ederler.
SDS-PAGE yonteminde toplayici (stacking) ve ayristirici (separating) olmak iizere 2
cesit jel vardir. Toplayici jel; iist kisimda yer alan, igerik olarak az miktarda
akrilamid-bisakrilamid karigimi igeren ve bu nedenle por genisligi daha biiyiik olan
jeldir. Tampon olarak Tris-HCI pH 6.8 kullanilir. Bu tamponda bulunan glisin
aminoasidi pH 6.8 degerinde notral yapida oldugundan proteinlerden daha yavas
hareket eder. Tampondaki CI" iyonlar1 ise proteinlerden daha hizli hareket eder.
Boylece proteinler glisin/Cl™ sandvi¢ sistemi arasinda kalir ve proteinlerin ayni
hizaya gelmesi saglanir. Por genisligi de biiyiilk oldugundan hem biiyilk hem de
kiiciik proteinler porlardan kolaylikla gecebilir. Ayristirict jel ise; alt kisimda yer
alan, igerik olarak daha fazla miktarda akrilamid-bisakrilamid karisim1 i¢eren ve bu
nedenle por genisligi daha kiiciik olan jeldir. Tampon olarak Tris-HCI pH 8.8
kullanilir. Bu tamponda bulunan glisin aminoasidi pH 8.8 degerinde negatif yiklii
oldugundan proteinlerden daha hizli hareket eder. Tampondaki CI" iyonlar1 da yine
ayni sekilde proteinlerden daha hizli hareket eder. Glisin ve CI iyonlari, proteinlerin
oniline gegerek proteinlerin ilerlemesi saglanir. Por genisligi de kiiciik oldugundan
proteinin biiyiikliigii, hiz1 belirler. Boylece protein ne kadar kiigiikse jelin bitimine o

kadar hizli ulagir.

Calismada Onceki asamalarda ASM (Acibenzolar-S-Metil) uygulanan SH-SY5Y
ndtoblastoma hiicrelerden izole edilen proteinlerin konsantrasyonlar: belirlendikten
sonra, sonraki asamada yapilacak olan western blotlama yontemi igin 6n kosul
oldugundan proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayrilmasi amaciyla SDS-PAGE

yapild.
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Cizelge 2.5. SDS-PAGE jellerinin hazirlanmasi

Separating jel (%012) Stacking jel (%4)
Tris-Cl tamponu 1250 ul (1.5 M, pH 8.8) 1250 pl (1.5 M, pH 8.8)
dH20 1675 pl 3009 ul
%30 akrilamid 2000 pl 666
%25 SDS 20 20 ul
%10 APS 50 ul 50 ul
TEMED 5 ul 5 ul

SDS-PAGE yontemi i¢in ilk olarak Cizelge 2.5.’te verilen igeriklere gore %12°lik 5
mL separating jel hazirlandi. Jel sisteminde dikey olarak bulunan cam plakalar
arasina, istten 2 cm bosluk kalacak sekilde mikropipet yardim ile yiiklendi. Hemen
ardindan n-biitanol ile muamele edilerek polimerize olmasi beklendi.
Polimerizasyonun ardindan n-biitanol yikanarak uzaklastirildi. Hemen sonra yine
Cizelge 2.5.’te verilen igeriklere gore %4’lik 5 mL stacking jel hazirlandi. Cam
plakalar arasina, separating jel yliklenirken birakilan 2 cm’lik {ist kisma mikropipet
yardimu ile yiiklendi. Stacking jele tarak yerlestirilerek polimerize olmasi beklendi.
Ardindan jel tankina 1X 750 mL SDS running buffer dokiildii ve polimerize olan jel,
tanka yerlestirilip stacking jeldeki tarak ¢ikarildi. Daha sonra, jeldeki kuyulara esit
konsantrasyonda (100 pg/kuyu) yiiklemek tizere Cizelge 2.6.’da verildigi gibi protein
ornekleri hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler 100°C’de 10 dakika kaynatilip, kuyulara
yiiklendi. En bastaki kuyuya ise 15 pl protein marker: yiiklendi. Ardindan proteinler
stacking jelden ¢ikana kadar 100 V akimda, ¢iktiktan sonra 130 V akimda olmak
lizere yaklagik 1.5-2 saat yiiriitiildi. Elektroforez bittikten sonra jel, cam plakalar
arasindan dikkatli bir sekilde ¢ikarilip stacking jel kismi kesildi. Ardindan bir sonraki
asama olan western blotlama kisminda jel membrana transfer edileceginden, soguk

1X towbin buffer i¢erisine kondu.
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Cizelge 2.6. Pretein 6rneklerinin hazirlanmasi

Ornekler Protein miktar 1X yiikleme boyasi
Kontrol SH-SY5Y 7 ul 14 pl
ASM SH-SY5Y 9ul 18 pl

2.2.7. Western blotlama

Western blotlamada, SDSPAGE teknigi 6n kosuldur. Bu yontemin prensibinde ilk
olarak proteinlerin molekiiler agirliklarina gére SDS-PAGE yontemi ile ayrilmasi
vardir. Ardindan proteinlerin, nitroseliilloz ya da PVDF bir membran iizerine
elektroforetik transferini igerir. Daha sonra ise membranin sirasiyla; istenmeyen
membran-protein etkilesimini 6nlemek i¢in bloklanmasini, hedef proteine 06zgii
primer antikor soliisyonu ile muamele edilmesini, primer antikora baglanan isaretli
bir sekonder antikor soliisyonu ile muamelesini ve son olarak ¢esitli yontemlerle
analizini kapsar. Analiz sonrasi olusan bandin kalinligi, mevcut proteinin ekspresyon
miktarina karsilik gelir. Bu ekspresyon miktarinin, jel ylikleme veya protein transfer
hatalar1  yerine yalnizca degistirilmis protein ekspresyon seviyelerinden
kaynaklandigindan emin olmak amaciyla housekeeping genler denilen kontrol
genleri  kullanilir.  Housekeeping genler, temel hiicresel fonksiyonlarin
stirdiiriilebilmesi i¢in gerekli olan ve normal ve patofizyolojik kosullar altinda bir
organizmanin tiim hiicrelerinde sabit oranlarda eksprese edilen yapisal genlerdir.
Genel olarak degerlendirildiginde bu teknik sayesinde bir proteinin varligi,
blytikliigli, ekspresyonu, ekspresyon degisimleri ve farkli gruplar arasindaki

ekspresyonlarinin karsilastirilmasi gibi analizler yapilabilir.

Western blotlama tekniginin uygulanmasi igin ilk olarak, bir 6nceki asamada ASM
uygulanan SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerden izole edilen proteinlerden alinan esit
miktarda numune (100 pg protein / kuyucuk) SDS-PAGE (proteinlerin molekiil
agirligia gore % 12.5 sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid elektroforezi) ile ayrildi
ve nitroseliiloz membrana (sc-3724, Santa Cruz Biotechnology) Trans-Blot Turbo
Transfer Sistemi (BioRad) kullanilarak transfer edildi. Membranlar, % 5 BSA/Tris
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Tamponlu Salin-Tween'de (TBS-T) 1 saat boyunca oda sicakliginda bloke edildi, 4 °
C'de gece boyunca primer antikorlarla ve oda sicaklifinda 1 saat boyunca sekonder
antikorla boyandi. Asagidaki birincil antikorlar 1:1000 seyreltmede kullanildi; mouse
monoklonal anti-MEK1/2 (sc-81504, Santa Cruz Biyoteknoloji), mouse monoklonal
anti-kalnexin (sc-80645, Santa Cruz Biyoteknoloji) ve mouse monoklonal anti-
kaspaz-3 (sc-271759, Santa Cruz Biyoteknoloji) ise % 5 BSA/TBS-T iginde 1:500
seyreltmede kullanildi. Birincil antikor inkiibasyonundan sonra, membranlar 6 kez
her biri 5 dakika olacak sekilde oda sicakliginda 1XTBS-T tamponu ile yikand1 ve
oda sicakliginda 1 saat boyunca 1: 1000 seyreltilmis seconder antikor anti-mouse
IgGx light chain binding protein (m-IgGk BP) conjugated to HRP (sc-516102, Santa
Cruz Biotechnology) ile inkiibe edildi. 1 saat sonunda membranlarin her biri 1X
TBS ile 1’er kez 6 dakika, oda sicaklifinda yikandi. Sonraki asamalarda

membranlarin goriintiilenmesi ve analizi yapildi.

2.2.8. Kemiliiminesans teknigi ile western goriintiileme

Kemiliiminesans western goriintiilemesi, yiiksek duyarliligt nedeni ile western
blotlama i¢in genis bir protein konsantrasyonu araliginda analiz yapmaya izin veren
bir protein tespit yontemidir. Kemiliiminesans, 151k iireten kimyasal bir reaksiyondur.
Bu teknikte sekonder antikorlar, haberci enzim olan HRP (horse radish peroxydase)
ile etiketlidir. Sekonder reaktif membrandaki hedef proteine baglandiktan sonra
membran, kemiliiminesans substrati i¢eren bir ¢ozelti ile inkiibe edilir. Peroksit
varliginda HRP enzimleri, luminol oksidasyonunu katalize eder ve bu da daha sonra
151k tdiretir. Yayilan 15181in dmriinii ve yogunlugunu arttirmak icin substrat ¢ozeltisine
bir arttirict dahil edilmistir. Substrat ve arttrici, 151k lireten reaksiyonun yari dmriini
birka¢ dakika ile 1 saat arasinda degistirebilir. Bu reaksiyondan kaynaklanan 1s1k,
CCD kamera ya da X-isim1 filmi kullanilarak tespit edilebilir. Calismada, hedef
proteinlere 6zgii antikorlar ile boyanan membranlarin goriintiilemesi i¢in blotlarda
Clarity Western ECL Substrate Kit (170-5061, BioRad) kullanildi. Her membran igin
1:1 seyreltmede 500 pl peroksidaz reaktifi ile 500 pl luminol/arttirici reaktifi
karistirllip membran {iizerine damlatilarak 5 dakika inkiibe edildi. Ardindan
membranlar  bir peceteye slizdiiriilerek, ChemiDoc cihazina yerlestirilip
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membranlardaki bantlar Image Lab 4.0 yazilimi ile gorsellestirildi. Blotlar Clarity
Western ECL Substrat Kiti (170-5061, BioRad) kullanilarak goriintiilendi. Blotlar
daha sonra tarandi ve spesifik bantlarin yogunluklari, ChemiDoc ™ Goriintiileme
Sistemleri (BioRad) ve Lab 4.0 Yazilimi kullanilarak internal yiikleme kontrolii olan

calnexine kiyasla dl¢iildii ve normallestirildi.

2.3. Biitiinlestirici Piksel Analizi

Western blot goriintiileri igin, protein bantlarmin nispi yogunlugunu analiz etmek
icin Photoshop CS6 Yazilimi kullanilmistir. Bagil ekspresyon degeri, analiz edilen
her protein i¢in islenmemis kontrol hiicrelerinde "1" e normalize edildi ve daha sonra

deney gruplarinin nispi protein ekspresyon kat degisiklikleri hesaplandi.

2.4. istatiksel Analizler

Sosyal Bilimler igin Istatistik Paketi (SPSS) Istatistiksel Analiz Programi
kullanilmistir ve sonuglar “eslestirilmis-2 kuyruklu student t-testi” ne gore
istatistiksel olarak analiz edilmistir. Tiim istatistiksel analizler i¢in 0,05'in altindaki p
degeri anlamli, 0,001'in altindaki p degeri ¢ok anlamli kabul edildi. MTS hiicre
canlilig1 ve western blot analizi i¢in hazirlanan grafiklerdeki hata ¢ubuklar + s.d

kullanilarak tiretildi.
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3.BULGULAR

3.1. Bulgular

3.1.1 Acibenzolar-S-Metil ile muamele edilmis SH-SY5Y Noroblastoma hiicre
hatti canhihi@inin analizi

MTS testi, SH-SY5Y noroblastom hiicrelerinin proliferasyonunun, Acibenzolar-S-
Metil islemiyle siire ve doza bagli bir sekilde inhibe edildigini gosterdi (Sekil 1A-C /
Ters mikroskopi goriintiileri, Leica DMil Inverted Microscope for Cell Culture ile
alindi, Leica, Wetzlar, Germany). Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, diisiik
konsantrasyonlarda (1 mM) Acibenzolar-S-Metil, hiicre canliligi tizerinde ¢ok az
inhibisyon etkisi gosterirken, 10, 15 ve 20 mM konsantrasyonlarda canlilik seviyeleri
24 ve 48 saat inkiibasyon stirelerinin her ikisinde de agik¢a azaldi. Canliliktaki diisiis
miktar1 hem 24 saat hem de 48 saat inkiibasyon ile IC50 degerine ulasmak ig¢in
birbirine olduk¢a yakin ve yeterli oldugundan, 72 saatlik inkiibasyon denemesi
yapilmamistir. SH-SYSY hiicreleri i¢in, 10 mM konsantrasyondaki Acibenzolar-S-
Metil, 24 saatte IC50 degerine ulagsmay1 saglamistir (Sekil 3.1.A. *** p <0.001). Bu
nedenle, diger biitlin deneylerde bu konsantrasyon ve bu zaman noktasi

kullanilmastir.
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Sekil 3.1. A. Acibenzolar-S-Metil'in 24 saat inkiibasyon sonrasi néroblastoma hiicre hatti SH-
SYSY biiyiimesi iizerindeki inhibe edici etkileri. ( 1, 10, 15 ve 20 mM'lik nihai konsantrasyonlar:
elde etmek icin 96 kuyucuklu bir plakanin her oyuguna Acibenzolar-S-Metil ilave edildi. Hiicre
canlih@i, MTS testi ile belirlendi ve absorbans, bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 490 nm'de
olciildii. Grafik, kontrole kiyasla cogalma yiizdeleri olarak ifade edilen MTS sonugclarinin
kantitatif analizini gostermektedir. Cubuk ortalama degerleri = SD temsil etmektedir. *** p
<0.001

Sekil 3.1. B. Kontrol SH-SY5Y hiicrelerinin ters mikroskopi goriintiisii (Biiyiitme: 10X). Ol¢ek
cubugu 50pm'dir.
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Sekil 3.1. C. 10 mM-Acibenzolar-S-Metil ile muamele edilmis SH-SY5Y hiicrelerinin ters
mikroskopi goriintiisii (Biiyiitme: 10X). Ol¢ek ¢cubugu 50pm'dir.

3.1.2. Acibenzolar-S-Metil ile muamele edilmis SH-SY5Y Noroblastoma hiicre
hattinda MEK1/2 sinyal yolu aktivitesinin incelenmesi

Acibenzolar-S-Metil' in MEK1/2 sinyal yolu lizerindeki etkisini aragtirmak i¢in fare
monoklonal anti-MEK1/2 (sc-81504, Santa Cruz Biotechnology) kullanilarak 10 mM
Acibenzolar-S-Metil ile muamele edilmis SH-SY5Y hiicreleri ile Western blot islemi
gerceklestirildi ve internal kontrol olarak fare monoklonal anti-kalnexin (sc-80645,
Santa Cruz Biotechnology) kullanildi. Blotlama sonuglari, MEK1/2 sinyalinin
Acibenzolar-S-Metil uygulamasiyla énemli 6l¢iide inhibe oldugunu gosterdi (Sekil
3.2.A ve 3.2.B, *** p <0.001).

Acibenzolar
Control -S-methyl

A \EK1/2
. W (alnexin

Sekil 3.2. A. Acibenzolar-S-Methyl'in SH-SYSY hiicrelerinde MEK1/2 sinyal yolu iizerindeki
inhibisyon etkisi. Western blot membrani, MEK1/2 antikoru ve internal kontrol olarak calnexin
antikoru ile isaretlendi.
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Sekil 3.2. B. Grafik, Panel A'daki sinyallerin kantitatif analizini gostermektedir. MEK1/2'nin
bant yogunlugu, kalnexin'e gore normallestirilmistir. Degerler MEK1/2 ekspresyonunun
deneysel / kontrol oranina gore hesaplandi ve sonuglar kat degisimi olarak gosterildi. Cubuk
ortalama degerleri £ SD temsil etmektedir. *** p <0.001

3.1.3. Acibenzolar-S-Metil ile muamele edilmis SH-SY5Y Noroblastoma hiicre
hattinda kaspaz-3 aktivasyonunun incelenmesi

MTS analizi, SH-SY5Y hiicrelerinin canliliginin, MEK1/2 sinyalindeki diisiisle
tutarli olarak Acibenzolar-S-Methyl isleminden sonra onemli Olgiide azaldigini
gostermistir. Hiicre canliligindaki azalmanin, major apoptotik bir protein olan
kaspaz-3’iin aktivasyonu ile iliskili olup olmadigini ortaya cikarmak igin, aktif
kaspaz-3 ekspresyonu, fare monoklonal anti-kaspaz-3 (sc-271759, Santa Cruz
Biyoteknoloji) kullanilarak western blotlama ile analiz edildi ve fare monoklonal
anti-calnexin (sc-80645, Santa Cruz Biyoteknoloji) internal kontrol olarak kullanildi.
Western blot sonuglari, aktif kaspaz-3 seviyelerinin Acibenzolar-S-Methyl
uygulamasi ile 6nemli dlgiide arttigini gostermistir (Sekil 3.3.A ve 3.3.B, *** p
<0.001)
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Sekil 3.3. A Kaspaz-3'iin SH-SY5Y hiicrelerinde Acibenzolar-S-Methyl muamelesi ile
aktivasyonu. Western blot membrani, kaspaz-3 antikoru ve internal kontrol olarak kalnexin
antikoru ile isaretlendi.
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Sekil 3.4. B Grafik, Panel A'daki sinyallerin kantitatif analizini gostermektedir. Kaspaz-3'iin
bant yogunlugu, kalnexin'e gore normallestirilmistir. Kaspaz-3 ekspresyonunun deneysel /
kontrol oranina gore degerler hesaplanmis ve sonuglar kat degisimi olarak gosterilmistir.
Cubuk ortalama degerleri + SD temsil etmektedir. ***
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3.2. irdeleme

Kanser, otoimmiinite ve diyabet gibi hastaliklarda altta yatan temel hastalik
mekanizmalarindan biri, hiicrede gerekli aktiviteleri diizenleyerek hiicresel davranisi
kontrol eden hiicre i¢i sinyal kaskadlarinin bozulmasidir. Bu nedenle, sinyal iletimi
eksikliginin molekiiler mekanizmasini ve bunun kanser gelisimi ile iligkisini daha iyi
anlamak, kanser biyolojisinin en 6nemli hedefi haline gelmistir (Coban, Z.D., 2013).
Bu konuda, ¢ok sayida ¢alisma diisiik doz aspirin igeren SA'nin kolorektal, meme,
mide, akciger kanserleri gibi bir¢ok kansere karsi koruyucu oldugunu gostermistir
((Brasky, T.M., 2010; Rothwell, P.M., 2012; Elwood, P.C.,2016; Klessing, D.F.,
2016; Giampieri, R., 2016). Artan sayida kanitlar, SA'nin kanserde apoptotik bir
etkiye sahip oldugunu ve bu eylemin mitojenik MEK1/2 sinyal kaskadi tizerindeki
diizenleyici etkisinden kaynaklaniyor olabilecegini gostermektedir (Pan, M.R.,
2008). Bircok kanserde MEKI1/2 sinyalini inhibe etmek apoptotik 6liime neden
olurken, melanom gibi bazi kanser tiirlerinde MEK1/2 sinyalini inhibe etmek aksine
apoptoza direngle sonu¢lanmaktadir (Haydn, J.M., 2014). Bununla birlikte, sinirh
sayidaki calisma, bu sinyal yolunun noroblastoma kanserinde etkisi tizerine
odaklanmistir. Ayrica, SA'nin MEK1/2 sinyal yolu iizerindeki etkisi hakkinda bir

calisma heniiz yoktur.

Bu calismada SA analogu Acibenzolar-S-Metil'in MEK1/2 sinyal yolu iizerinde ve
bununla iliskili olarak noroblastoma hiicrelerinde hiicre canlilig1 tizerindeki etkisini
arastirdik ve Acibenzolar-S-Metil'in MEK1/2 sinyalini inhibe ettigini ve bu
inhibisyonun SH-SYS5Y noéroblastom hiicrelerinin 6liimiine neden olma potansiyeli

oldugunu ilk kez olarak gosterdik.

Sonuglarimiz, SH-SYS5Y hiicrelerinin, 10 mM Acibenzolar-S-Metil ile muamele
edilmesinin, A549 insan akciger kanseri hiicrelerinde SA ile yapilan baska bir
caligmanin sonuglariyla tutarhi bir sekilde (Pan, M.R., 2008), MEK1/2 sinyalini
(Sekil 3.2.A ve 3.2.B) diislirdiigiinti gdstermistir.

Ayrica bu galismada, MEK1/2 sinyal inhibisyonunun apoptotik etkisi ve SH-SY5Y

noroblastom hiicrelerinde Acibenzolar-S-Metil'in hiicre canliligini azaltan etkisi

hakkinda bir 6n yorum yapabilmeyi amacladik. Bu sebeple, cok giiclii bir apoptoz
36



gostergesi olan aktif kaspaz-3 protein seviyesini Western blotlama ile analiz ettik ve
aktif kaspaz-3 seviyelerinde Acibenzolar-S-Methyl ile islem goérmiis noroblastoma
hiicrelerinde MEK1/2 seviyesindeki azalmayla tutarli sekilde anlamli iki kat artig
oldugunu gosterdik (Sekil 3.3.A ve 3.3.B). Bu sonug, SA'nin doza ve zamana bagl
apoptotik etkisini gosteren insan kolorektal tiimor hiicre hatlar1 ve hepatoma hiicre
hatti ile yapilan ¢aligmalarin sonuglariyla (LiuY., 2017; Elder, D.J., 1996) ve ayrica
AS549 insan akcigeriyle yapilan ve SA'nin MAPK sinyallemesi iizerindeki baskilayict
ve apoptotik etkisini gosteren ¢alismanin sonuglariyla korelasyon gostermektedir
(Pan, M.R., 2008). Diger yandan, calismamizin sonuglari, MEK1/2 sinyalini inhibe
etmenin, melanom hiicrelerinde apoptoza direng gdstermesine katkida bulundugunu
gosteren ¢alismanin sonuglartyla tutarsizdir (Haydn, J.M., 2014). Bu ¢eliski, kanserin
molekiiler temelinin olduk¢a heterojen olabilecegi ve dolayisiyla her kanser tiiriiniin
kendisine 6zgii olabilecegi anlamina gelir. Bu nedenle, tim bu sonuglar, uygun
tedavi yontemleri i¢in dogru hedefleri diizenlemenin etkili bir yolunu bulmak
amaciyla her kanser tiirline 6zgii molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlasilmasinin
Oonemini vurgulamaktadir. Bu nedenle, aktif kaspaz-3 analizimiz, SA'nin bazi
kanserlere karsi apoptotik olabilecegine isaret etse de, SH-SYS5Y hiicrelerinde
Acibenzolar-S-Metil tedavisi ile apoptoz arasinda nedensel bir iliski kurmak igin

daha fazla apoptoz ¢aligmalar1 yapilmas: gerekmektedir.

SA'nin veya analoglarinin noroblastomada kanser 6nleyici ajanlar olarak kullanimini
daha ileri seviyede arastirmak i¢in, kanserli olmayan saglikli hiicre hatlari, SA'nin
hem kanserli hem de kanserli olmayan hiicrelerde etkilerini ve yan etkilerini agik bir
sekilde analiz etmek ve karsilastirmak i¢in kullanilabilir. Ayrica, néroblastoma hasta
ornekleriyle in vitro ¢aligmalar yapilmali, canli organizmalarda tam etkinligini analiz

etmek icin hastalik modelleriyle de in vivo ¢aligsmalar yapilmalidir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada, ilk kez SA analogu Acibenzolar-S-Methyl'in MEK1/2 sinyalini
olumsuz yonde etkiledigini ve SH-SYS5Y noroblastom hiicrelerinin canliligin
azalttigin1 gosterdik. Melanom gibi bazi kanserlerde SA'nin kanseri tesvik eden anti-
apoptotik ozelliklerini gosteren ¢alismalar oldugundan, 6n apoptotik veri elde etmek
icin aktif kaspaz-3 analizi yaptik ve Acibenzolar-S-Methyl'in  SH-SY5Y

noroblastoma hiicreleri i¢in pro-apoptotik olabilecegini gosterdik.

Bu baglamda, her bir kanser tipinin heterojen ve kendine 6zgii dogasi dikkate
alindiginda, bu calisma, 6zellikle noroblastoma kanseri olmak {izere bircok kanser
icin uygun terapotik hedeflerin segilmesini ve etkili teshis ve tedavi stratejilerinin

gelistirilmesini saglama potansiyeline sahiptir.
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