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ONSOZ

Kanser, radikal tedavisi bulunamamis, oliimciil bir hastaliktir. Tedavi stratejileri
gelistirmede kanser mekanizmalarinin anlagilmas1 Onemlidir. Arastirmalar
ekstraseliiler matriks (ECM) proteini olan fibronektin (FN)’in, programlanmis
hiicre 6limii olan apoptozu kaspaz aktivasyonuna bagl olarak baskilayan anti-
apoptotik membran proteini Bcl-2'nin ekspresyonunu diizenledigini gostermistir.
Bundan dolay1 tez caliyjmamizda FN’nin H-ras aktif 5RP7 sican embriyo
fibroblast hiicreleri iizerine apoptotik etkilerini arastirdik.

Tez caliygmamda ve lisansiistii egitimim siirecinde bana danigmanlik yaparak beni
yonlendiren, bilgi ve tecriibesini benimle paylasan danigman hocam Sayin Dog.
Dr. Zerrin Incesu’ ya deste@i ve sabri icin tesekkiir ederim. Ayrica hiicre kiiltiirii
caligmalarim yiiriittiigiim ve olanaklarmdan yararlandigim BIBAM miidiirii Sayin
Prof. Dr. Ridvan Say ve tiim BIBAM calisanlarma, tez calismam siirecinde
bilgisini ve emegini esirgemeyen arkadasim Aras. Gor. Giisen Akalin’a,
tezimin her asamasinda emegi olan ablam Pinar Firat Mashnad (M.A.T), esi Dr.
Mehedy Mashnad ve arkadaslarim Sinem Aysen Giirhan, Evren Giirsoy Uysal,
Emrullah Orhan, Durdu Ozen, Nail Oztiirk ve Serife Aydogdu’ya, kardesim
Burcu Firat’a, beni yetistiren annem Safiye Firat ve babam Fikret Firat’a manevi
desteklerinden dolay1 tesekkiir ederim.
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H-ras AKTIF HUCRELERININ FIBRONEKTIN PROTEININE
BAGLANMA YETENEKLERININ iNCELENMESI

OZET

Ras proteini, aktif oldugu hiicrelerde sinyal iletimi yollarinin diizenlenmesinde,
hiicre biiylimesi ve farklilasmasinda merkezi bir molekiildiir. Embriyogenezde,
yara iyilestirmede ve mitozun artmis oldugu durumlarda ras proteininin hiicre i¢i
ekspresyonu artmaktadir. Ras wuyarict dongiiniin aktiflesmesinin, ¢esitli
kanserlerin ilerlemesinde 6nemli bir etken oldugu bulunmustur.

Fibronektin, ekstraseliiler matriksin glikoprotein ailesine ait yiiksek molekiiler
kiitleli bir proteinidir. % 5 karbonhidrat icerir ve hiicre zarndaki spesifik integrin
molekiillerine baglanir. Fibronektin, hiicre gelisimi, hiicre farklilagsmasi, doku
olusumu, apoptoz gibi bir¢cok hiicresel olayda 6nemli etkiye sahiptir. Fibronektin
reseptorleri timorojenik fenotiple iligkilendirilmistir ve metastaz i¢in 6nemlidir.

Bu calismada, H-ras aktif sican embriyo fibroblast hiicreleri (SRP7)’nin ¢cogalma
oranmin zamana bagli olarak belirlenmesi, bu hiicrelerin fibronektin proteinine
baglanma kapasitelerinin ve bu baglanmanin hiicre apoptozu iizerine etkilerinin
belirlenmesi amaglanmaigtir.

SRP7 hiicrelerinin biiylime egrisinin belirlenmesi i¢in tripan mavisi ile boyama
yontemi, bu hiicrelerin fibronektine baglanma kapasitesinin belirlenmesi i¢in
MTT yontemi kullanilmig, degisik konsantrasyonlardaki fibronektin’e bagl
hiicrelerin apoptozunda kaspaz enzim aktivitesinin belirlenmesi igcin DNA
parcalanma oranlar1 6l¢iilmiistiir.

SRP7 hiicre konsantrasyonlar1 zamana bagli olarak dogru orantili bir artis
gostermistir ve etki calismalarinda kullanilmak {izere optimum hiicre sayisi
12,5x10* olarak tespit edilmistir. SRP7 hiicrelerinin fibronektin’e baglanmalarimin
konsantrasyona bagli olarak degisim gosterdigi ve hiicrelerin 30 pg/ml
fibronektin’e maksimal oranda baglandig1 gosterilmistir. Buna karsin, 30 pg/ml
fibronektin’e baglanan hiicrelerin canliligini siirdiirerek apoptoza gitmedigi, 10
pg/ml fibronektin’e baglanan 5RP7 hiicrelerinin ise apoptoza giderek apoptotik
DNA belirteci goriintiisiine paralel goriintii verdigi gosterilmistir. Kaspaz-3 ve
kaspaz-9’un fibronektin’e bagli 5RP7 hiicre apoptozu iizerindeki etkileri bu
enzimlere spesifik inhibitorlerin eklenmesiyle arastirilmistir. Kaspaz-3 ve kaspaz-
9 inhibisyonunun fibronektin’e bagli SRP7 hiicre DNA pargcalanma oranini
azalttig1 belirlenmistir. Sonu¢ olarak S5RP7 hiicrelerinin fibronektin’e bagli
apoptoz mekanizmasimin, mitokondrial yolaktan ya da endoplazmik retukuluma
bagli [Ca]*? artis1 sonucunda kaspaz-12 ve daha sonra kaspaz-9 ‘un aktivasyonuna
bagli oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: SRP7, integrin, ekstraseliiler protein, fibronektin, apoptoz
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A STUDY of ADHESION ABILITY of H-ras ACTIVE CELLS TO
FIBRONECTIN

ABSTRACT

Ras protein is a key molecule in regulating cell signaling proliferation and
differentiation. Expression of ras protein increases in embriogenesis, healing of
wounds and mitosis. It is found that activation of Ras signaling cycle is an
important factor in prevention of cancer.

Fibronectin is one of the extracellular matrix glycoproteins with high molecular
weight. It contains %35 carbohydrate and it binds to the specific integrin molecules
on the cell membrane. Fibronectin plays an important role in many cellular
activities, such as cell growth, differentiation and migration, tissue formation and
apoptosis. Fibronectin receptors are related to the tumorigenic phenotype and
important for metastasis.

The purpose of this study was to determine the growth rate of H-ras active mouse
embryo fibroblast cells (SRP7) in a specific time, the adhesion capacity of these
cells to fibronectin protein and the effects of adhesion on cell apoptosis.

Growth curve of SRP7 was investigated by using trypan blue dying method. The
adhesion capacity of SRP7 to fibronectin was determined by adhesion assay
(MTT). Furthermore, the apoptotic rate of fibronection—adherent SRP7 cells was
also investigated by DNA fragmentation and the role of caspase-3 and 9 was
studied using cell death detection ELIS A kit.

Growth rate of 5RP7 cells was found time concentration-dependent and the
optimum number of cells for using further studies is determined as 12.5x10*. The
results obtained from adhesion assay suggest that binding of SRP7 cells to a
fibronectin substrate is dose dependent, cell adhesion inreased to a maximum at
30 pg/ml concentration of fibronectin. On the other hand, the cells which adhered
to 30 pg/ml fibronectin continued to survive and did not undergo apoptosis and
the SRP7 cells which adhered to 10 pg/ml fibronectin underwent apoptosis and
their appearance was similar to that of apoptotic DNA markers. The effects of
caspase-3 and caspase-9 on the apoptosis of SRP7 cells that adhered to fibronectin
were studied by addition of the specific inhibitors of these enzymes. It is found
that inhibition of caspase-3 and caspase-9 reduces the rate of DNA fragmentation
in the SRP7 cells that adhered to fibronectin. As a result, it is found that the
apoptosis mechanism of the SRP7 cells that adhered to fibronectin depends on
first the increase in the caspase-12 activity and then the increase in the caspase-9
activity triggered by mitochondrial pathway or increase in [Ca]** that adhered to
endoplasmic reticulum.

Key Words: 5RP7, integrin, extracellular protein, fibronectin, apoptosis
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SIMGE ve KISALTMALAR DIiZiNi

Apaf-1
DNA
ECM
EGF
FN
GAP
G-CSF
GDI
GDP
GDS
GEF
GM-CSF
GTP
LTBP-I
MAPK
MMP
PDGF
PI3K
TNF-a
TRAIL

: Apoptotik proteaz-aktive edici faktor 1

: Deoksiriboniikleotit

: Ekstraseliiler matriks

: Epidermal biiylime faktorii

: Fibronektin

: GTPaz aktif proteini

: Graniilosit koloni uyarici faktor

: Durdurucu guanin-niikleotit ayrilma faktorii
: Guanidin di fosfat

: Baglatic1 Guanin-niikleotit ayrilma faktorii

: Guanin-niikleotit degisim faktorii

: Graniilosit/makrofaj koloni uyaran faktor

: Guanintrifosfat

: Gizil bliylime faktorii doniistiiriicii-B baglanma proteini - I
: Mitojen aktiflestirici protein kinaz

: Matriksmetalloproteinaz

: Pihtilagsmadan edinilmis biiyiime faktorii

: Fosfoinositol-3-kinaz

: Timor nekrotik faktor-o

: Apoptoz indiikleyici faktor
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GIRIS ve AMAC

Ras cesitli hiicreler iginde sinyal transdiiksiyonu yollarinin diizenlenmesinde
merkez molekiildiir. Ras proteinler, hiicre dis1 ¢oklu uyaricilarla aktiflestirilir ve
hiicre i¢i ve dis1 bir¢cok biyolojik olayda gorev alirlar; dolayisiyla ¢ogalma, hiicre
intihari, baglanma ve sitokin/matriks iiretimi gibi ¢esitli hiicresel olaylar1 kontrol
ederler.

Ras GTP/GDP’ye baglanma 0zelligine sahip proteinlerden biridir. GTP’ye
baglanarak aktif hale gecen ras proteini, GTP’nin GDP’ye doniistimiinii takiben
inaktif hale gecer. Ras ailesi; 12, 13 ve 61. kodonlarda kodlanan H-ras, K-ras ve
N-ras genlerinden olusur. Ras gen ailesinin her ii¢ liyesi de GTP’ ye baglanan ve
GTPaz akitivitesi gosteren p21 proteinini kodlar. Ras gen ailesini kodlayan
kodonlarda meydana gelen mutasyonlar, ras ailesinin GTPaz aktivitesini
degistirebilir ve bunun sonucu olarak siirekli hiicre i¢ine uyar1 yani sinyal iletimi
gerceklesir.

Hiicre dongiisiinde ya da dongiiyii diizenleyen her hangi bir gende meydana gelen
bozukluk genellikle hiicre 6liimii ile sonu¢lanmaktadir. Programli hiicre 6limii
olarak bilinen apoptoz mekanizmasi hiicre zarinda bulunan 6liim reseptorlerinin
aktivasyonu ya da mitokondrial yolun aktivasyonu sonucu tetiklenmektedir.

Spesifik hiicre reseptorleri olarak bilinen integrinler, hiicre olusum ve onarimi,
hiicre go¢ii ve hiicre baglanmasinda gorev alan a-f heterodimerik transmembran
glikoproteinleridir. Bilinen 18 o ve 8 P alt {initesi vardr. Hiicre i¢inden digina ve
disindan icine dogru iki yonde sinyal gondererek, hiicrelerin cevreleriyle
etkilesimini saglarlar. Hiicre dis1 yani ekstraselliiler matriks proteinlere
baglanmas1 sonucu aldig1 sinyalleri hiicre icine ileterek hiicrenin ¢ogalmasi,
yapismas1 veya hareketi saglanir. Integrinler yardim ile hiicre disgindan alinan
uyarilar hiicre i¢inde protein kinaz C, tirozin kinaz, p21, ras, MAPK gibi bir seri
sinyal molekiiliiniin aktiflesmesine neden olur. Ayrica son yillarda yapilan
caligmalar integrinlerin hiicre Oliim mekanizmasinda etkili oldugunuda
gostermistir. Integrin tipine bagli olarak apoptoz mekanizmasi ya uyarilmakta ya
da baskilanmaktadir. Bu nedenle integrinlerin apoptoz mekanizmasi iizerindeki
rolleri tam olarak bilinmemektedir ve arastirilmasi son derece 6nemlidir. Ozellikle
kanserli hiicrelerin apoptotik uyarilara kars1 diren¢ gelistirmesi bu mekanizmanin
tam olarak anlasilmasi sonucu ¢oziimlenebilir.

Ekstraselliiler matriks proteinlerinden olan fibronektin, yiiksek molekiiler kiitleye
sahip bir glikoproteindir. Iki polipeptit zincirin disiilfit baglar1 ile biribirine
baglanmasi sonucu meydana gelmistir. Yapisinda % 5 karbonhidrat
bulunmaktadir ve hiicre zarindaki integrin reseptorlerine spesifik olarak baglanma
Ozelligine sahiptir. Bircok hiicre tipinin fibronektin proteini iiretme yetenegine
sahip oldugu ve iiretilen fibronektinin hiicre digmna salgilandigir gosterilmistir.
Ekstraselliiller ortamda hiicreler arasi dolgu maddesi olarak goérev yapan ve
hiicrelerin biribirine baglanmasini saglayan fibronektin harici kollojen proteini,
proteoglikanlar, trombospondinler, tenasin, fubilin ve glikozaminoglikanlar
bulunur. Hiicrelerin, fibronektin, kollojen ve laminin gibi hiicre dis1 matriks
proteinlerine baglanmasi, hiicre biiylimesi, farklilagsmasi, ¢ogalmasi ve hiicre
hareketi i¢in son derece dnemlidir.



Hiicrelerin fibronektin’e integrin aracilikli baglanmalar1 sonucunda fokal adezyon
plaklar1 meydana gelir. Bu olusumlar hem integrin molekiillerinin kiimelenmesine
hem de hiicre ici iskelet yap1 elemanlarinin kiimelenmesine neden olmaktadir. Bu
sekilde fibronektin’e baglanma sonucunda meydana gelen degisimler hiicre
iskelet yapismida etkilemektedir. Ozellikle kanser vakalarinda ve kanser
hiicrelerinde fibronektin miktarinda bir artis gozlenir. Akciger kanseri
hiicrelerinin fibronektin’e baglanmasi ile hiicre bdoliinmesinde artis oldugu
gorilmiistiir.

Bu tez kapsaminda, H-ras onkogeni transform edilmis sican embriyo fibroblast
hiicrelerinin (SRP7) oOncelikle cogalma oranlarinin zamana baghh olarak
belirlenmesi daha sonra bu hiicrelerin fibronektin proteinine baglanma
kapasitelerinin ve bu baglanmanin hiicre apoptozu iizerine etkilerinin kaspaz
enzim aktivasyonu ve DNA hasar1 diizeyinde meydana gelen degisimlere baglh
olarak incelenmesi amag¢lanmustir.



KAYNAK BILGIiSi
Ras Proteini

Aktif oldugu hiicrelerde sinyal iletim yollarinin diizenlenmesinde, hiicre biiytimesi
ve farklilasmasinda merkezi bir molekiil olan ras proteininin; embriyogenezde,
yara iyilestirmede ve mitozun artmi§ oldugu durumlarda hiicre ici ekspresyonu
artmaktadir. Hiicre, disaridan uyarildifi zaman ras proteinin sinyal iletim
mekanizmasinda gorevli olan Raf-1/mitojenle aktiflesen protein kinaz (MAPK),
Ral guanin niikleotit ayrilma uyarici, fosfoinositol 3-kinaz (P13K), protein tirozin
kinazlar ve kiicilk GTPazlar gibi, bir cok efektorle ¢ift olustururlar (Bourne ve
ark., 1991; Tanaka ve ark., 2002).

189 aminoasit uzunlugunda ve hiicre zarinda lokalize olmus olan ras proteini
guanin tri fosfat (GTP) aktivitesine sahip bir proteindir. Yapisal olarak, karboksil
terminalinin hiicre zariyla iletisimini saglayan iki aminoasit dizisi igermektedir
(Valencia ve ark., 1991). Birinci aminoasit dizisi; C terminal CAAX (A: alifatik
amino asit, X: metionin veya serin) motifinin sistein amino asitinin
farnesilasyonundan olusur. Bunu AAX kalmtilarinin proteolitik nakli ve C-
terminalinin karboksil metilasyonu izler. Ikinci amino asit dizisi ise: ya N-ras
veya H-ras proteinlerindeki sistein kalintilarinin S-asilasyonu ile ya da K-ras4B
proteini olmasi durumunda amino asitlerin ¢oklu alt yapilarinin esnemesi ile
goriilmektedir (Magee ve Marshall, 1999).

Ras, degisken olarak hiicreye dagilir fakat biyolojik aktivitesi prenil grubu
eklenildiginde ve siklikla sitoplazmik zara ulastiginda ortaya ¢ikar (Mather ve
ark., 2009). Ras sinyal yolagi, ERKI1 ve ERK2’ye dogru ilerleyen MAPK
yolagidir (Fehrenbacher ve ark., 2009). Farkli biiylime faktorlerinin (6rnegin,
EGF ve IGF-1) baglantis1 ras’in aktivasyonunu diger alicilara indiikler,
doniisiimlii olarak da c-raf, MEK ve ERK’y1 aktive eder. Cekirdekte fosforile olan
ERK, transkripsiyon faktorlerini (Ornegin, Elk-1, c-jun) aktive eder ve
proliferasyon ve hayatta kalmay: iceren genlerin ekspresyonunu diizenler (Newell
ve ark., 2009).

Ras-GTP kompleksi aktif bir yapidadir. Intraselliiler seviyesini GTP hidrolizi ve
GDP’den GTP’ ye doniis arasindaki dengeden alir. GTP analoglari, dogal fosfat
hidrolizi ile onkojenik ras mutasyonlarmin diisitk GTP aktivitesini ve Raf’n asagi
akim etkisi ile birlikte ras etkilesiminin inhibitorlerini dengeleme kosulu ile aktive
olurlar (Palmioli ve ark., 2009). Ras, aktif (GTP-bagl) ve inaktif (GDP-bagh)
durum arasinda yer degistirir (Sekil 1). Bu dongii guanin doniisiim faktorii (GEF)
ve GTPaz aktif proteini (GAP) tarafindan kontrol edilir. GEF, SOS (Son of
Sevenless) gibi GDP ayrilmasi oranini artirirken, GAP, p120, RasGAP gibi ras’in
inaktivasyonunu destekleyerek ras’in icteki GTPaz aktivasyonunu hizlandirir
(Pamonsinlapatham ve ark., 2009).

Baslatic1 (GDS) ve durdurucu (guanin ayrilma inhibitorleri, GDI) olmak iizere
GEF’lerin iki tipi vardir. GDI'nin durdurucu etkisi, GDS’ nin baslatici etkisinden
cok daha giicliidiir. GEF’in sadece baslatict tiirii, Ras ile baslatilan sinyal uyumu
islemlerinde aktiftir (Kikuchi ve ark., 1994). GDI, 6zellikle ras’m GDP-bagh
formuna baglanir, GDP’nin aciga c¢ikmasmi inhibe eder ve GTPaz’in inaktif
durumunu siirdiiriir (Brito ve Scorrano, 2009).
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Sekil 1. Molekiiler Salter gibi Calisan Ras (Adjei, 2001)

Ras’mn SOS ile aktiflesmesi, bir dizi serin/tironin kinaz, Raf proteininin (6zellikle
c-Raf), sitozolden, N-terminal bdlgesinin ras’a baglandig: yer olan plazma zarma
yer degistirmesine sebep olur. Baglanmanin iistiinde, MEK i¢indeki biitiin tirozin
ve serin aminoasit kalintilar1 fosforlanmistir. Fosfor baglanmis MEK, tekrar fosfor
baglanmasiyla bir MAP kinaz (ERK1/2) aktiflestirir. Sonunda MAP kinaz, diger
proteinlere fosfor bagladigi ve epidermal biiyiime faktorii (EGF), pithtilasmadan
edinilmis biiyiime faktorii (PDGF), graniilosit koloni uyarici faktor (G-CSF) ve
graniilosit/makrofaj koloni uyaran faktor (GM-CSF) gibi bir¢ok transkripsiyon
faktorlerini uyardig1 yer olan ¢ekirdege gider. Cekirdege ulasana kadar, hiicre i¢i
olarak uyum saglamaya ve iiretilmeye devam eder (http-2).

Memelilerde ras ailesinin 3 liyesi K-ras, N-ras ve H-ras’tir (Karreth ve Tuveson,
2009). Birbirlerine % 85 homoloji gosteren 21 kilodalton’luk (kDa) birer protein
kodlarlar. Ras proteinlerinin, retroviriisler icinde form degistirdiklerinde
kanserojen olabilme potansiyelleri yiiksektir. Insan kanser hiicrelerinin yiizde 10
ila 50’sinde, bu ii¢ ras tiirlinden birinin, somatik nokta mutasyonu tarafindan
aktiflestirildigi goriilmiistiir (Valencia ve ark., 1991).

H-ras ve K-ras 1981 yilinda Harvey ve Kirsten sican sarkoma retroviriislere bagl
transforming proteinlerin hiicresel homologlarinda kesfedilmistir (Wu ve Terada,
2009). K-ras genellikle mutasyona ugramis aile iiyesiyken (ras mutasyon
kanserlerinin yaklasik % 85’inde), N-ras ve H-ras mutasyonlar1 nadirdir (% 15).
K-ras, yaygin olarak pankreas, karaciger, kolon epitelyum kanserlerinde
mutasyona ugrarken; N-ras mutasyonlart sik sik melonama, karaciger, ilik
malignantlarinda meydana gelir. H-ras mutasyonlar1 mesane kanserlerinde
gozlemlenmistir (Karreth ve Tuveson, 2009).

H-ras, integrin-mediated baglanma ve lenfositlerin ¢ogalmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. H-ras/Raf-1/MAPK yollarinin, integrin ve integrinin matriks
proteinlerine baglanma olaylarinda ve hiicre intihar1 baglatilmasinda rol



almaktadir (Tanaka ve ark., 2002). Bu baglanma (integrin-mediated baglanma),
kanser gelisiminde diizensizlesir, degisime ugramis hiicrelerin, normal
hiicrelerden daha c¢ok biiylimesine ve yasama sansinin artmasina sebep olur.
Baglanmaya bagl yasama ve ¢cogalma, kanser hiicrelerinin kiitlesinin artmasina ve
kanser hiicrelerinin, metastaz zamaninda farkli dokularda yasayabilmesine olanak
saglar (Galownia ve ark., 2007). Baz1 calismalarda, ERK uyartisinin, baglanmaya
baglh artisinin, hiicre dongiisiiniin  diizenlenmesinde Onemli rol oynadig:
gosterilmistir. Baglanmanin ERK uyartisini artirmasinin, bu biiyiime faktorlerine
tepkisi mi, yoksa sadece biiyiime faktorlerinin alt gruplarinin sinyallerine mi bagl
oldugu tam olarak bilinmemektedir.

H-ras sinyalleri, 6zellikle Raf-1/ERK dongiisiiniin baglattigi, B;’in aracilik ettigi,
osteoblastlarin FN, LM, VN gibi matriks proreinlerine baglanmasini azaltmigtir
(Tanaka ve ark., 2002).

Ras uyarict dongiiniin aktiflesmesi, cesitli kanserlerin ilerlemesinde Onemli
etkendir. Bazi caligmalarda ras’in ciddi rahim kanserleriyle alakali oldugu
bulunmustur. Ras’in asir1 ekspresyonu veya mutasyonu rahim kanselerinde belli
derecelere kadar belirlenmistir (Alonio ve ark., 2003).

Bazi ¢alismalarda ras’in degisime nadiren ugradig1 ve kanserin derecesinin ras’in
etki miktartyla korelasyon gostermedigi bildirilmistir (Ngan ve ark., 1999;
O’Leary ve ark., 1998; Van Le ve ark., 1993).

Birincil fibroblastlarda ras’in ortaya ¢ikmasi biiylimenin durmasma ve erken
yaslanma fenotipinin ortaya cikmasina sebep olur. Fare keratinositleri, insan
yumurtalik yiizeyi epitel hiicreleri ve insan 6zifagus keratinositleri de ayn1 sekilde
davranirlar. Bununla birlikte, insan tiroit epitel hiicreleri, ras etkisiyle cogalirlar
(Skinner ve ark., 2004). Bu gostermektedir ki, ras’in etkileri hiicre tipine baghdir.
Ras’in yaslanmay1 baslattig1 hiicrelerde, yaslanmanin AFP-p53 ve p161NK421
dongiilerinin aktiflesmesiyle basladig1 diisiiniilmektedir. Bu dongiiler hiicre
boliinmesinin G1 fazinda kalmasma sebep olur (Ferbeyre ve ark., 1997). Bu
mekanizma, tiimor ¢ogalmasmi durdurdugundan tiimér durdurma mekanizmasi
olarak adlandirilmaktadir.

Integrin Reseptorleri

Hiicre cogalmasi, farklilagmasi, baglanmasi ve gog¢ii igcin gerekli adhesif
fonksiyonlar1 saglayan o-f heterodimerik transmembran glikoprotein ailesi
integrinlerdir (Schwartz ve Ginsberg, 2002).

Integrinler, ekstraselliiler matriks (ECM) ile hiicrelerin etkilesimini saglarlar ve
yara 1yilesme siirecinde kritik olan; hiicrelerin hayatta kalmasi, adezyon,
migrasyon, proliferasyon, farklilagsma gibi davranislar: diizenlerler (Farias ve ark.,
2005). Integrinler, hiicre dis1 proteinleri icin reseptor veya diger hiicrelere karsi
anti-reseptor roliinii iistlenmektedirler (Feire ve ark., 2004).

Her bir integrin, o ve B alt iinitesinden olugmaktadir (Sekil 2). Bu a ve P alt
tiniteleri kovalent olmayan baglarla birbirlerine baglanmislardir (Feire ve ark.,
2004). Bilinen 18 o ve 8 B alt iinitesi vardir (Giancotti ve Rouslahti, 1990;
Mashcler ve ark., 2005). p ve o alt birimlerinin kombinasyonundan en az 24
farkli integrin olusur ve bag karakterini bu kombinasyonlar belirler (Sekil 3).
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Her integrin, ligantina kars1 spesifik bir affinite gostermektedir (Moir ve ark.,
2008). Integrin- ligand affinitesi, integrin aktivasyonu olarak adlandirilir. Integrin
aktivasyonu, integrin-ligant uyumunun aktif olmayan durumdan (diisiik afinite),
aktif olan duruma (yiiksek afinite) degisimi anlamindadir (Strachan ve Condic,
2008).

Integrin-ligant etkilesimi ya integrinlerin ekspresyon diizeylerinin ya da integrin
reseptoriiniin aktivasyonu ile diizenlenmektedir (Shibayama ve ark., 1999).

Integrin aktivasyonu enerji gerektirmektedir (Sethi ve ark., 1999) ve integrinlerin
aktiflesmesinde sitoplazmik birimler ©nemli role sahiptir. Integrinler, forbol
esterleri ve kalsiyum iyono formlar1 gibi molekiillerle aktiflestirilirler. Bazi
sitokinlerin ve H-ras’in da integrinleri inaktiflestirdigi bildirilmistir (Shibayama
ve ark., 1999).

Integrinler, hiicre fonksiyonlarmi diizenlemek icin plazma zar1 icinden
biyokimyasal uyarti gonderme yetene@ine sahiptirler. Integrinler; Ostrojen,
paratiroid hormonu, glukokortikoit, prostaglandinler, timor nekroz faktor-o ve
kemokinez kontrol osteoblastlar gibi ayni kokenli G-proteinlerle bagli alicilar
veya kiiciik tiirev G proteinlerin baslattig1 sinyallerle calisir ve integrinler, hiicre
icinden disina ve disindan i¢cine dogru iki yonde sinyal gondererek, hiicrelerin
cevreleriyle etkilesimini saglamaktadirlar (Giancotti ve Ruoslahti., 1999;
Mashcler ve ark., 2005).

Integrinler hiicre tiiriine ve farklilasma evresine gore degisir. Bir tiir integrin,
cesitli hiicrelerde ¢ogalma ve hiicre gociine 6zgiidiir ve yara iyilesmesinde gorev
alir (Leitinger ve Hohenester, 2007; Mashcler ve ark., 2005), memeli
hiicrelerinde, hiicre dis1 matrikslere ve hiicre i¢i proteinlere baglanmay1 saglayan
alicilardir, 6rnegin protein kinaz C, protein tirozin kinaz, p21 ras, MAPK ve p13
kinaz ve sinyal iletimini baslatirlar (Giancotti ve Rouslahti, 1990; Mashcler ve
ark., 2005). Bazi1 caligmalar, integrinin, matriks metalloproteinazin (MMP) ortaya
cikmasini diizenlemede gorev aldigini gostermistir (Mitra ve ark., 2006).

Integrinler, kanser hiicrelerinin dagilmasinda, gesitli hiicre dis1 matrikslere
baglanarak, hiicrelerin ana hiicre zarina baglanmasmi diizenlerler. Integrinler,
hiicre disindan icine sinyal gondererek hiicre cogalmasi, farklilagmasi, hiicre gocii
ve hiicre oliimiinii diizenlerler (Mashcler ve ark., 2005).

Fibronektin Proteini

Ekstraselliiler matriks proteinleri (ECM) (fibronektin, vitronektin ve fibrinojen
gibi) hiicre farklilagsmasinda, hiicre gelisiminde, apoptozda, doku olusumu ve
devamliliginin saglanmasinda, tiimor olusumu ve metastaz gibi bircok normal ve
patolojik olaylarda onemli etkiye sahiptirler (Hynes ve Zhao, 2000; Pankov ve
Yamada, 2002; Sottile ve Hocking, 2002). ECM; glikoproteinler, kollojenler ve
proteoglikanlar olmak iizere ii¢ ana bilesikten olugsmaktadir.

ECM’nin glikoprotein ailesine ait olan fibronektin (FN), bag onariminda énemli
role sahip yiiksek molekiiler kiitleli bir proteindir. % 5 karbonhidrat igerir ve
hiicre zarmdaki spesifik integrin molekiillerine baglanir.

Fibronektin, iki 250 kDa’ luk alt iinite disiilfit bagiyla baglanmistir. 230-270 kDa
alt biriminin disiilfit baglh dimerden olugsmus olan FN, bircok farkli hiicre cesidi



tarafindan sentezlenir. Bu modiiller FN’nin kendisi ile hiicre ylizeyi reseptorleri
ile diger ECM elemanlarinin iligkilerine aracilik eden islevsel alanlar1 kapsarlar.
FN geninde 17 tane kodlanmus tip III tekrar: vardir.15 tanesini temel olarak igerir,
2 tanesi alternatif olarak eklenmistir (Hynes, 1990; Schwarzbauer ve ark., 1987).
Tip III modiillerinin yiiksek ¢Oziiniirliik islevleri kristalografi ve NMR ile
belirlenmistir. Bu tekrarlar esnek diigiimler ile baglanmig 2 tane anti-paralel 3
tabakasi icerisine diizenlenmis 7 tane B-kolonun olusturulmasi ile meydana gelir
(Main ve ark., 1992; Dickinson, 1994).

FN fibrilleri coklu ECM bilesenleri baglanma bolgelerine sahiptir, bunlar kollojen
I ve II, fibulin-I, fibronojen, trombospondin-I, latent transform biiyiime faktorii-f
baglanma protein-I (LTPP-I), dekorin ve biglikon igeren cesitli diger ECM
proteinlerinin aktivasyonlarini diizenler (Leiss ve ark., 2008).

Integrin reseptorleri ile etkilesime giren FN proteini hiicreye bagli olarak
polimerizasyona ugramaktadir. Integin-FN etkilesimi gerceklestiginde FN
konformasyon degisimine ugrar bu da FN-FN polimerizasyonunun gizli alanini
ekspoze etmektedir (Kadler ve ark., 2008).

FN reseptorleri tiimorojik fenotiple iliskilendirilmistir ve metastaz i¢in dnemlidir.
Bircok integrin reseptorii (asBi, ouPi ,asPi, asPi, avpl,avPs ve o,Ps ), fibronektin
reseptorii olarak rapor edilmistir. Bunlar arasinda asf; integrin reseptorii ligant
spesifitesi acisindan klasik fibronektin resptorii olarak kabul edilmistir (Reyes-
Reyes ve ark., 2006). Genetik calismalarda, anjiyogenezin fibronektin ve onun
ana reseptoril asf; integrini ile iligkili oldugu gosterilmistir (Serini ve ark., 2006).

Apoptoz Mekanizmasi

Hiicrenin 6liimii, apoptoz ve nekroz olmak iizere iki farkli yolla gerceklesir (Lee
ve ark., 2009). Programl hiicre 6liimii olarak da bilinen apoptoz, normal geligimi
saglamak ve viicut hemostazim1 korumak igin, istenmeyen hiicrelerin
uzaklagmasimni saglayan (Tian ve ark., 2009) yasam boyu olusan aktif ve enerjiye
bagh dogal bir siirectir (Grosse ve ark., 2009). Apoptotik hiicreler, hiicresel
biiziigme, zarda balonlagma, kromatin yogunlagsmasi, DNA parcalanmasi ve
apoptotik cisimlerin olusumu (Lee ve ark., 2009), kaspaz aktivasyonu,
fosfatidilserin agiga ¢ikmasi ile karaterize edilir (Chitnis ve ark., 2008).

Proteaz ailesi olarak bilinen kaspazlar, aktif merkezlerinde sistein aminoasidi
iceren oOnciil enzim formunda bulunurlar. Kaspazlar, proenzim (prokaspaz)
formunda aktif degildirler fakat bircogu apoptoz sirasinda proteolitik ayrilma ile
aktif hale gecerler (Huang ve ark., 2008). igerdikleri sistein aminoasiti sayesinde
substratlarina niikleofilik ataklar yaparak, her aspartik asit aminoasitinden sonraki
peptit baglarinin parcalanmasina neden olurlar (Chowdhury ve ark., 2008).
Apoptotik kaspazlar, baslatic1 ve oldiiriicii kaspazlar olmak iizere ikiye ayrilir.
Baslatic1 kaspazlar; kaspaz-2, kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-10 ve efektor kaspazlar;
kaspaz-3, kaspaz-6, kaspaz-7’dir (Lee ve ark., 2008).

Hiicrede apoptozun uyarilmasi ile kaspaz aktivasyonunun tetiklendigi 2 biiyiik
sinyal yolagi bilinmektedir, bunlardan bir tanesi mitokondriyal yolak ve digeri
Oliim reseptor yolagidir (Sekil 4).

Mitokondriyal yolagin ya da hiicre i¢i yolagin tetiklenmesi ile mitokondriden
sitokrom c salmimi gergeklesir ve Apaf-1, sitokrom ¢ ve prokaspaz-9’u iceren



apoptozom formasyonu meydana gelmektedir. Kaspaz-9 aktivasyonu, kaspaz-
3’lin aktivasyonuna ve DNA’nin par¢alanmasina neden olmaktadir. Mitokondriyal
zarm biitiinliigii Bcl-2 protein ailesi iiyeleri ile kontrol edilmektedir (Xing ve
Boyce, 2005).
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Sekil 4. Apoptoz aktivasyonu (http-3)

Oliim reseptor yolaginda, hiicre yiizeyindeki transmembran protein ailesine ait
O0lim reseptorleri aktive olmaktadir. Yapilan son caligmalarda hiicre Oliim
reseptoril olarak tiimor nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1) ve Fas (APO-1 veya
CD-95) reseptorleri tammmlanmustir. Spesifik agonistin hiicre 6liim reseptorlerine
baglanmas1 sonucunda (Marin ve ark., 2002) aktif hale gecen reseptor iizerinde
yer alan ve 6liim bolgeleri ad1 verilen TRADD (TNFR-1 associated death domain)
ve FADD (Fas associated death domain) ile etkilesime girerler. Bu 6liim bolgeleri
daha sonra apoptotik sinyal yolaklarinin alt bolgelerinde yer alan enzim ve
effektor aktivasyonunu baglatirlar. Bu asamada, kaspaz-8 kritik biyokimyasal role
sahiptir (Sharifi ve ark., 2009).

Hiicre i¢i proteinlerden olan Bcl-2 aile iiyelerinin bir kisminin apoptozu
indiikledigi (Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs) bilinirken bir kisminin ise bu mekanizmay1
baskiladig1 (Bcl-2, Bcl-XI) bilinmektedir (Choi ve ark., 2008). Bcl-2 ailesi



iyelerinden Bax ve Bak ekspresyonu oliimciilken, Bcl-xL, Bel-2, Mcl-1 ve Al bu
olumciilliigii baskilamaktadir (Liang ve ark., 2008).
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GERECLER ve YONTEMLER
Kullanilan Maddeler

Bovin serum albiimin (BSA), MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromiir), penisilin streptomisin soliisyonu, dimetilsiilfoksit (DMSO)
(Sigma, Almanya), sodyumbikarbonat, sodyumkloriir, dulbecco’s modified eagle
medium (DMEM), f6tal sigir serumu (FCS) (Gibco, Ingiltere), fibronektin
(Roche, Isvigre), tripan mavisi soliisyonu (Biochrom AG, Almanya), tripsin-
EDTA (Biological Industries, Israil), puck’s saline A (PSA), kloriir, magnezyum
kloriir, apoptotik DNA-Ladder kit (Roche, Almanya), hiicre 6lim ELISA kit
(Roche, Almanya).

Sarf Malzemeler

5 ve 10 ml'lik plastik pipetler (HBG, Ingiltere), otoklavlanabilir cam sise (Iso-
Lab, Hollanda), 10, 200 ve 1000 pl’lik pipet uclar1 (Gilson, Fransa), 96 kuyucuklu
plakalar, 25 ve 75 cm” flasklar, 15 ve 50 ml’lik santrifiij tiipii (TPP, isvicre), cam
petri kaplar1 (Corning, ABD), lam, lamel, toma lam1 (Mariendfeld, Almanya),
steril petri kaplar1 (Corning, ABD).

Kullanilan Cihazlar

ELISA cihazi (EL x 808-IU) (Bio-Tek, USA), hassas terazi (Ohaus, ABD), invert
mikroskop (Olympus, ABD), karbondioksit inkiibatorii (Heraeus, Almanya), kuru
hava sterilizatorii (Heraeus, Almanya), manyetik karistirici (Heidolph, Almanya),
santrifiij, otoklav (Hiroyama, Japonya), steril kabin (Holten, Ingiltere), etiiv
(Niive, Tirkiye), yatay DNA jel iinitesi (Consdet, UK), giic kaynag1 (Consdet
E844, Belgika), DNA goriintiileme cihazi (Gel Logic 100, Kodak, EEC).

Hiicre Kiiltiirii

Sican embriyo fibroblast SRP7 (c-H-ras onkogeni transform hiicreler) (Garbisa ve
ark., 1987) hiicreleri % 10 FCS, 100 iinite /ml penisilin/streptomisin ve % 1
glutamin iceren DMEM igerisinde 37 °C’de kiiltiirde tutulmustur. Her 2 giinde bir
hiicreler, 2x tripsin/EDTA soliisyonu ile muamele edilerek 1:3 ile 1:6 oranlar1
arasinda alt kiiltiirlere ayrilmiglardir.

Deney oOncesinde tripsin/EDTA soliisyonu ile toplanan hiicreler toma lami
kullanilarak sayilmis, hiicre sayisi belirlenmistir. Hiicreler deney icin uygun
ortamlara ekilerek 37 °C % 5 CO, ve % 95 hava iceren atmosfer ortaminda
kiiltiirde tutulmuslardir.

Tripan Mavisi ile Biiyiime Egrisin Belirlenmesi

24 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalara 8 farkli konsantrasyon (6.25 x 10*,12.5 x 10",
25x 10°, 5% 10°,1 x 10°, 5 x 10%, 250 ve 125 hiicre) hazirlanarak ekilen hiicreler
24, 48 ve 72 saat 37 °C’de inkiibasyon edilmistir. Hiicreler her inkiibasyon siiresi
sonunda tripsinle toplanip soliisyon haline getirilmistir ve 100 pl alinarak esit
miktardaki tripan mavisi boya soliisyonuna (% 0.5 w/v) eklenmistir. Hiicre-boya
karisimi 2 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 151k mikroskobunda 40x
biiylite¢ altinda renksiz canli hiicreler ve mavi renkli 6lii hiicreler sayilmustir.
Herbir deney bagimsiz olarak 2 kez tekrar edilmistir (Hayashi ve ark., 1990).

11



Hiicrelerin Fibronektin’e Baglanma Oranlarmm Olciimii

Farkli konsantrasyonlardaki (5, 10, 20, 30, 40 ve 50 pug/ml) fibronektin proteini
Ca* iceren TBS pH 7.4 (24 mM Tris/HCl, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, % 0.1
BSA, 2 mM Glikoz) soliisyonu icerisinde hazirlanmistir. Daha sonra her bir 96
kuyucuk 50 ul diliie fibronektin soliisyonu ile kaplanarak +4 °C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Ertesi giin her bir kuyucuk % 2’lik 100 ul BSA (w/v) soliisyonu
ile inkiibe edilerek spesifik olmayan baglanma onlenmistir. Her bir kuyucuk 2 kez
% 0.1'lik TBS soliisyonu ile yikanmistir. Hiicreler % 0.25 tripsin/EDTA ile
toplanarak, 12.5 x 10* hiicre/ml Mg** ve Ca** iceren DMEM soliisyonu igerisinde
siispansiyon haline getirildikten sonra 50 pl hiicre siispansiyonu farkli
konsantrasyonlardaki fibronektin soliisyonu ile kaplh 96 kuyucuklara ekilerek 1
saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. ~ Siire sonunda, fibronektin proteinine
baglanmayan hiicreler 0.5 mM Mg** ve 1 mM Ca** iceren TBS ile yikanarak
uzaklastirilmistir. 50 pg/ml MTT (Mossman, 1983; Zeytinoglu ve ark., 2003) her
bir kuyucuga aktarilarak hiicreler 37 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
siresinin bitiminde, yikama islemi ile ortamdan MTT boyas1 uzaklastirilmistir.
Daha sonra, baglanan canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarmin
¢Oziilmesi i¢in her bir kuyuya 100 ul DMSO eklenerek oda 1sisinda 10 dakika
inkiibasyona tabi tutulmustur. Hiicrelerdeki renk degisimi, EL x 808-IU Bio-Tek
plaka okuyucu da 540 nm dalga boyu ile belirlenmistir. Her bir konsantrasyon
deney igerisinde ii¢ farkli kuyuda tekrarlanmistir.

DNA Ekstraksiyonu ve Elektroforetik Analizi
DNA ekstraksiyonu

Steril cam petriler, fibronektin (10 pg/ml ve 30 pg/ml) ve poly-L-lizin (5 pg/ml )
ile kaplanmus bir gece +4 °C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra % 2 BSA ile 1 saat
37 °C’de inkiibe edilen petriler iki kez % 0.1 BSA ile yikanmustir. Tripsinle
muamele edilen hiicreler, iki kez DMEM ile yikandiktan sonra 2 mM Ca** ve 0.5
mM Mg*? iceren DMEM icerisinde siispansiyon edilmis, toma lamu ile sayilmustr.
1 x 10° hiicre/ml protein kaph cam petrilere eklenmis, 2 saat 37 °C’de inkiibe
edilmistir. Bu islemden sonra tripsinle toplanan hiicreler 1.5 ml’lik ependorf
tiiplere alinmus, iizerine 200 ul PBS eklenmistir. Hiicre DNA’lar1 apoptotik DNA-
Ladder kit (Roche) prosediiriine uygun olarak izole edilmistir. Her birine 500 pl
yikama soliisyonu eklenen epondorf tiipler, 800 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis,
altta kalan sivilar atilmistir. Santrifiij islemi iki kez tekrarlanmistir. Ekstre edilen
DNA’larin filtreli tiipte toplanmasi amaci ile ependorf tiipler, son santrifiij
isleminde alttaki s1vi dokiilmeden 8 saniye 1300 rpm’de santrifiij edilmistir.

Elektroforetik analiz

5 ul yiikleme ¢ozeltisi (Sigma) ile izole edilen DNA o6rnekleri karistirilarak %
1.2°1ik agaroz jel iizerine yiiklenmis, 1.5 saat 50 V’da yiiriitiilmiistiir. Yiriitme
islemi tamamlandiktan sonra jel DNA goriintiileme cihazinda (Gel Logic 100,
Kodak, EEC) goriintiilenmistir.

Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 Inhibitorii Varhginda Hiicre Canhlik Tespiti

96 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalari, fibronektin (10 pg/ml ve 30 pg/ml) ve poly-L-
lizin (5 pg/ml ) ile kaplanmus bir gece +4 °C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra % 2
BSA ile 1 saat 37 °C’de inkiibe edilen plakalar iki kez % 0.1 BSA ile yikanmustir.
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Tripsinle muamele edilen hiicreler, iki kez DMEM ile yikandiktan sonra 2 mM
Ca™ ve 0.5 mM Mg* iceren DMEM icerisinde siispansiyon edilmis, toma lami
ile sayilmstir. Her bir kuyuya 1 x 10° hiicre/ml eklenmis, 2 saat 37 °C’de inkiibe
edilmistir. 10 pM kaspaz-3 ve 10 uM kaspaz-9 inhibitorii eklenerek plakalar 37
%C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicre 6liimiinii belirlemek amaciyla
Cell Death Detection ELISA (Roche) kit’i kullanilmistir. Plakalar 300 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmis ve her bir kuyuya 200 pl liziz ¢ozeltisi eklenerek oda
sicakhiginda 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra plakalar 200 g’de 10 dakika
santrifiij edilmis 20 ul siipernatant alinarak streptavidin kapli kuyucuklara
konulmus, iizerine anti-histon-biotin, anti-DNA-POD ve inkiibasyon ¢ozeltisinden
olusan immiinreagent’tan 80 ul eklenerek 300 rpm’de 2 saat oda sicakliginda
santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra siipernatant dokiiliip plakalar 3 kez
inkiibasyon ¢ozeltisi ile yikanmugtir. ABTS tablet ¢oziilerek hazirlanan karigimdan
100 pl kuyucuklara eklenmis 250 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
absorbans degerleri 405 nm’de ELx808-IU Bio-Tek plaka okuyucu da
Olciilmiistiir. Deney her bir kuyucuk i¢in 2’ser kez tekrarlanmustir.
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BULGULAR ve TARTISMA

SRP7 Hiicrelerinin Biiyiime Egrisi

% 10 FCS, 100 iinite/ml penisilin-streptomisin ve % 1 glutamin iceren DMEM
icerisinde kiiltiirde cogaltilan SRP7 hiicreleri tripsinlenerek hiicre soliisyonundan
10 pl alinarak hemositometrede hiicre sayimi yapilmistir. Daha sonra, 100 pl
hiicre siispansiyonunda sirasi ile 125, 250, 5 x 102, 1 x 103, 5 x 103, 25 x 103,
12,5 x 10* ve 62,5 x 10* hiicre olacak sekilde 24 kuyulu tabakalara ekim islemi
yapilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki SRP7 hiicreleri 24, 48 ve 72 saat 37
°C’de inkiibe edildikten sonra zamana bagli hiicre sayisindaki artig, tripan mavisi
ile boyanmis 0lii hiicrelerin ve boyanmamis canlt hiicrelerin mikroskop altinda
sayimi sonucu belirlenmistir.

Hiicre Sayi

0x10% 7
15x10%
T T —— 24 Saat
10x10% | M | —m48.5aat
I 72 Saat
6 ;
5x10 i ; IX
0 4+—r—n _T#TP;:.-_T s T T T T 1
I G A CIR S S
4 & * 4 i = -
O
Hiicre Konsantrasyonu

Sekil 5. 5RP7 Hiicre Biiyiime Egrisi. 125 pl, 250 pl, 5 X 10% pl, 1 X 10° pl, 5 X 10° pl, 25 X

10° pl, 12.5 X 10* pl, 62.5 X 10* pl konsantrasyonlarindaki hiicreler 96 kuyulu
plakalara ekilerek 24, 48 ve 72 saat 37 °C de inkiibe edilmistir. Her inkiibasyon
siiresi sonunda hiicreler 2x tripsin ile toplanarak 1:1 oranla tripan mavisi ile
muamele edilmislerdir. Her veri 2 bagimsiz deneyin ortalamasim gostermektedir
(n=6)

Tripan mavisi bir diazo boyasidir ve yalnizca 6lii doku ya da hiicreler tarafindan
absorbe edilerek mavi renkte boyanmalarini saglamaktadir. Hiicre zarlari
bozulmamis canli doku ya da hiicreler ise tripan mavi boyasi ile boyanmamakta
ve mikroskop altinda seffaf olarak goriinmektedirler (Vinardell ve Garcia, 2000).
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Her bir zaman araliginin tamamlanmasindan sonra, 100 pl hiicre siispansiyonu
esit orandaki % 0.4’ liik tripan mavisi ile karistirilarak, 2 dakika oda 1sinda inkiibe
edilmistir. Daha sonra boyanan hiicrelerden 10 pl alimarak hemositometrede canli
(boyanmamus) hiicreler sayilmigtir.

Baslangi¢ hiicre sayilarina gore degisen canli SRP7 hiicre biiyiime egrilerindeki
degisim zamana kars1 Sekil 5’de verilmistir.

Her bir SRP7 hiicre konsantrasyonu zamana bagli olarak dogru orantili bir artis
gostermistir. Ancak baslangic hiicre sayist 125 ve 250 olan kuyularda hiicre
sayisinin yiizey alanina olan oranin diisilk olmasi nedeni ile hiicreler arasindaki
etkilesim gerceklesmemekte ve bunun sonucu olarak da bu kuyularda hiicre
biiyiimesi tespit edilememistir (Sekil 5). Bunun aksine 5 x 10° ve 25 x 10’ hiicre
sayst ile baslandiginda hiicre cogalmasimin 72 saat sonra sirast ile 5 x 10° ve 12 x
10° degerlerine yiikseldigi gozlenmistir. Baslangi¢ hiicre sayilarinin 12.5 x 10* ve
6.25 x10* e yiikseltilmesi ile de 48 saat sonra hiicrelerin biiyiimeye devam ettigi
ancak 24 ve 72 saat sonra ise biiylimenin yavasladigi bulunmustur (Sekil 5).

Bu sonuglara gore optimum hiicre sayis1 12.5 x 10* olarak belirlenmistir.
SRP7 Hiicrelerinin Fibronektin Proteinine Baglanma Kapasiteleri

SRP7 sican embriyo hiicrelerinin integrin reseptorleri aracilikli fibronektin’e
baglanma kapasiteleri MTT deneyi ile belirlenmistir. TBS icerisinde diliie edilen
SRP7 hiicreleri farkli konsantrasyonlardaki fibronektin proteini (5, 10, 20, 30, 40
ve 50 pg/ml) ile kaplanmis 96 kuyulu plakalara ekilerek 1 saat inkiibe
edilmislerdir. Inkiibasyon siiresi bitiminde hiicreler, MTT ile muamele edilerek
fibronektin proteinine baglanma gosteren hiicreler plaka okuyucuda belirlenmis
olup sonuglar Sekil 6’da verilmistir.

SRP7 hiicrelerinin fibronektin proteinine baglanma oranlar1 konsantrasyona bagli
olarak degisim gosterdigi belirlenmistir. Hiicrelerin 5, 10, 20 ve 30 pg/ml
konsantrasyonlarindaki fibronektin proteinine sirasi ile % 15, 22, 23 ve 27
oranlarinda baglandig: tespit edilmistir. Fibronektin protein konsantrasyonunun 40
ve 50 pug/ml arttirilmast ile baglanma oraninda da (swasi ile % 25 ve 24) bir
diisme gozlenmistir (Sekil 6).

SRP7 hiicreleri 30 pg/ml oranindaki fibronektin proteinine maksimal oranda bir
baglanma gostermistir.
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Sekil 6. SRP7 Hiicrelerin Fibronektin’e Baglanma Oranlarimin MTT ile Belirlenmesi. 96
kuyulu plakalar 5, 10, 20, 30, 40, 50 pg/ml Fibronektin  diliisyonlar1 bir gece + 4
°C’ de kaplanmustir. 12.5 X 10 hiicre/ml her bir kuyuya ekilmistir ve MTT ile
muamele edilerek hiicre baglanma oram % olarak hesaplanmistir. Her bir veri 2
bagimsiz deneyin ortalamasim gostermektedir (n=6)

SRP7 hiicrelerinin  fibronektin’e  baglanma oranlari, hem fibronektin
konsantrasyonuna hem de hiicre yiizey integrin reseptorlerinin aktivasyonuna
bagl olarak degisim gostermektedir. Bu hiicrelerin fibronektin reseptorleri olarak
bilinen o3f1, 0P ,0asPi, asPi, avPl,avPs ya da o,Pe integrinlerden biri ya da bir
kacinin aktivasyonu sonucunda fibronektin proteinine baglanma gosterdigi
diisiiniilmektedir. Laboratuvarimizda, S5RP7 hiicrelerinin  ylizey integrin
haritalarmin belirleme ile ilgili ¢aligmalar1 devam etmektedir. Bu hiicrelerin
fibronektin’e baglanmasinda etken olan integrin reseptOrlerinin tayin ve
aktivitelerinin belirlenmesinden sonra da inhibisyon ¢aligmalar: ile baglanmanin
spesifitesinin belirlenmesi diisiiniilmektedir.

Bu baglamda, her hiicre icerdigi ylizey integrin reseptor profiline gore
fibronektin’e farkli oranlarda baglanma gostermektedir. Ornegin, MCF-7
hiicrelerinin kullanilarak yapilan bir ¢alismada, bu hiicrelerin kullanilan tiim
konsantrasyondaki fibronektine etkili bir sekilde baglandigini1 (Das ve ark., 2007)
gosterirken, WEHI-3B hiicrelerinin (Giancotti ve ark., 1986) yalnizca 25 pg/ml
fibronektine en yiiksek oranda baglandigi belirlenmistir. Benzer sekilde, P ve K
fetiis fibroblast hiicreleri Spg/ml fibronektine % 80 (Lebbe ve ark., 1997), HM1-
IMSS (Franco ve ark., 1997) hiicresi 100 pg/ml fibronektine % 100; HCE
hiicreleri 10 pg/ml fibronektine (Kimura ve ark., 2006) % 600, HCV29 hiicreleri
ayni orandaki fibronektine % 70, T24 hiicreleri % 10 (Przybylo ve ark., 2005),
HUVEC hiicrelerinin ise % 80 (Sheu ve ark., 1997) oraninda baglandig: tespit
edilmistir.
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Fibronektin’e Bagh SRP7 Hiicrelerinde Apoptozun Belirlenmesi

Petri kaplar;, 10 pg/ml ya da 30 pg/ml konsantrasyonundaki fibronektin ve
hiicrelerin baglandig1 ancak hiicre yayilmasmin gerceklesmedigi poly-L-Lizin (5
ng/ml) ile +4 °C’ de 24 saat bekletilmistir. Bu siirenin sonunda, SRP7 hiicreleri
tripsinlenerek fibronektin ya da poly-L-Lizin ile kaplanmis petrilere ekilerek 2
saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. Apoptotik DNA Ladder Kit (Roche) prosediiriine
gore izole edilen genomik DNA’lar, % 1.2’ lik agaroz jel lizerinde 50 V akim ile
1.5 saat yiriitilmiistir ve jel DNA goriintileme cihazt (Kodak) ile
goriintiilenmistir (Sekil 7).

Apotozun en 6nemli 6zgiin yonii DNA’nin interniikleozomal bolgelerden yaklasik
180-200 baz c¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA parcalar1 olusturacak
sekilde par¢alanmasidir. Agaroz jel elektroforezi DNA kiriklarinin gosterildigi bir
yontemdir. DNA 180 bp ve bunun katlarma karsilik gelen noktalardan kirildigi
icin merdiven goriintiisii “Ladder pattern” olusturmaktadir (http-4).

M 1 2 3 4

Sekil 7. Fibronektin’e Bagh S5SRP7 Hiicrelerinde Apoptozun Belirlenmesi. Degisik
konsantrasyonlardaki Fibronektin (10 ug/ml, 30 ug/ml) ve 5 pg/ml poly-L-lizin
kaph petrilere ekim yapilarak 2 saat inkiibe edilen SRP7 hiicrelerinin DNA’lar
Apoptotik DNA Ladder Kit prosediiriine uygun olarak izole edilip 1.5 saat 50 V
akim ile % 1.2°lik agaroz jel iizerinde yiiriitiilmiis, apoptotik DNA’lar DNA
goriintilleme cihaz ile goriintiilenmistir. M: DNA Markir, 1: Pozitif Kontrol, 2:
poly-L-Lizinkaph yiizey + SRP7 Hiicreleri, 3: 30 ug/ml Fibronektin kaph yiizey +
SRP7 Hiicreleri, 4: 10 ug/ml Fibronektin kaph yiizey + SRP7 Hiicreleri

Sekil 7°de goriildiigii gibi 30 pg/ml fibronektin ve poly-L-Lizin’e baglanan SRP7
hiicrelerinin DNA’lar1 tek bant seklinde goriintiilenirken 10 pg/ml fibronektin’e
bagli SRP7 hiicrelerinin DNA’lar1 ise apoptotik DNA belirteci olan “merdiven
goriintiisti” seklinde goriintiilenmistir. Bu sonuca gore 30 pg/ml fibronektin ve
poly-L-Lizin’e bagli SRP7 hiicreleri canliligini siirdiirerek apoptoza gitmemistir.
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10 pg/ml fibronektin’e bagli SRP7 hiicreleri ise canliligim siirdiirememis apoptoza
gitmistir ve apoptotik DNA belirteci goriintiisiine paralel goriintii vermistir.

Daha once MTT yontemi kullanilark yapilan baglanma deneyi ile 30 pg/ml
fibronektine en yiiksek oranda baglandigi tespit edilmistir (Sekil 6). SRP7
hiicrelerinin daha diisilk konsantrasyondaki (10 pg/ml) fibronektine baglanmasi
ile DNA fragmentasyonunun olusumu, yiiksek konsantrasyondaki fibronektine bu
hiicrelerin daha sik1 bir sekilde baglanmasi nedeniyle apoptotik mekanizmanin
indiiklenmedigini diisiindiirmektedir. Diisiik konsantrasyonda baglanmaninda
zayif olmasi nedeni ile fibronektin bu hiicrelerde apoptozu indiikledigi
sanilmaktadir.

Agaroz jel elektroforezi ile fibronektin kapli yiizeye baglanan Pasifik Oyster
(Crassostrea, gigas) hemocytes hiicrelerinin apoptoza gitmedigi belirlenmistir
(Terahara ve ark., 2005). Fibronektin’in  osf; integrine baglanmasinin,
Olimsiizlesmis  tiroid  hiicrelerin ~ (TAD-2)’nin  apoptoza  gitmesinin
engellenmesinde etkili oldugu (Vitale ve ark., 1998), mast hiicrelerinin
aktiflesmesi ile salgilanan chymase’in , FN’nin matriks kisminin bozulmasina
sebep oldugundan SMCs (kalp diiz kasi hiicreleri)’nin apoptoza gitmesini
indiikledigi (Leskinen ve ark., 2003), insan endotiyal hiicrelerinin, yiiksek
fibronektin konsantrasyonlarinda apoptoza gitmezken, diisiikk fibronektin
konsantrasyonlarinda apoptoza gittigi (Re ve ark., 1994), Integrin Linked Kinaz
(ILK, integrine bagh kinaz) apoptoz oranmi artirdigi ve FN’'nin ILK’ye
baglandiginda radyasyon uygulanan HL60 (insan l6semi hiicreleri)’nde apoptozun
artan fibronektin konsantrasyona bagli orak azaldigi (Hess ve ark., 2007)
belirlenmistir.

Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 Inhibitorii Varhginda Fibronektin’in 5SRP7 Hiicreleri
Uzerine Apoptotik Etkilerinin Belirlenmesi

Fibronektin (10 pg/ml, 30 pg/ml) ve 5 pg/ml poly-L-Lizin ile kaplanan hiicre
kiiltiirii plakalarina 24 saat sonra SRP7 hiicreleri ekim yapildiktan sonra 2 saat 37
C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra farkli plakalara 10 uM kaspaz-3 (Ac-Asp-
Glu-Val-Asp-CHO) ve 10 uM kaspaz-9 (Z-Leu-Glu (OMe)-His-Asp (OMe)-
CH,F) inhibitorleri ile 1 saat 37 °C’de inkiibasyona tabi tutularak enzim
aktivasyonunun baskilanmas1 saglanmistir. Inkiibasyon isleminden sonra
kuyucuklara ABTS tablet cozeltisi eklenerek 405 nm’de ELx808-IU Bio-Tek
plaka okuyucuda 6lciim yapilmistir (Sekil 8, 9).
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Sekil 8. Kaspaz-3 Inhibitorii Varhginda Cesitli Konsantrasyonlardaki Fibronektin’in SRP7
Hiicreleri Uzerine Apoptotik Etkilerinin Belirlenmesi. m: Pozitif kontrol, ~: 5RP7
kontrol Hiicreleri, : 5 uUg/ml poly-L-lizin + SRP7 hiicreleri, ©: 10 ug/ml
Fibronektin + SRP7 Hiicreleri, =: 30 1g/ml Fibronektin + SRP7 Hiicreleri, m: SRP7
Kontrol Hiicreleri + 10 uM Kaspaz-3 inhibitorii, m: 5 pg/ml poly-L-Lizin + SRP7
Hiicreleri + 10 UM Kaspaz-3 inhibitorii, m: 10 g/ml Fibronektin + SRP7 Hiicreleri

+ 10 uM Kaspaz-3 Inhibitorii, m: 30 pg/ml Fibronektin + SRP7 Hiicreleri + 10 uM
Kaspaz-3 inhibitorii. Deney 2 kez tekrarlanmistir

Pozitif kontrol olarak kullanilan niikleozomal DNA par¢alanma orant % 100
kabul edilerek (O.D. 2.2) fibronektin’e bagli ve/veya inhibitor varligindaki SRP7
hiicrelerinin DNA parcalanma oranlarinin yiizdeleri hesaplanmistir. Buna gore,
ekstraselliiler protein icermeyen kuyucuklara ekilen hiicrelerdeki (kontrol hiicre)
DNA parcalanma orant % 36 bulunurken benzer sekilde poly-L-lizin ile kapli
kuyucuklara ekilen SRP7 hiicre DNA parcalanma orani % 40 olarak bulunmustur
(Sekil 8). Buna kars1 DNA fragmentasyon ¢aligmasindan elde ettigimiz bulgulara
benzer sekilde 10 pg/ml fibronektin iizerine baglanan SRP7 hiicre DNA
parcalanma orant % 127 olarak hesaplanmistir ki bu oran pozitif kontrolden daha
yiiksektir. Ancak fibronektin konsantrasyonu 30 pg/ml’ye cikarildiginda ise DNA
parcalanma orani kontrol hiicre oranina yakin bulunmustur (% 40). Bu bulguda
yine DNA fragmentasyon deneyinde elde ettigimiz sonuglarla birebir
ortiismektedir (Sekil 7).

SRP7 hiicrelerinde fibronektin’in uyardig1 apoptoz mekanizmasi iizerinde kaspaz-
3 enzim aktivasyonunun etkisini arastirmak iizere fibronektin’e bagl hiicrelere 10
UM kaspaz-3 inhibitorii (Ac-Asp-Glu-Val-Asp-CHO) eklenerek DNA parcalanma
orami Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar, kontrol hiicrelerinde (% 54), poly-L-
lizin’e bagl hiicrelerde (% 59) ve 30 pg/ml fibronektin’e bagh hiicrelerde (% 59)
DNA  parcalanmasinda  kaspaz-3  aktivasyonunun rol oynamadigini
gostermektedir. Bunun aksine 6zellikle 10 pg/ml fibronektin’e bagli SRP7 hiicre
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DNA parcalanma orani kaspaz-3 enziminin inhibisyonu sonucunda % 50 oraninda
baskilanmaistir.

Bu nedenle 10 pg/ml fibronektin’e bagli SRP7 hiicre apoptoz mekanizmasinda
kaspaz-3 enziminin aktive olarak bu hiicrelerde DNA fragmentasyonuna neden
oldugu sanilmaktadir.

Insan monosit hiicrelerinde FN6 peptidi kullanildiginda baslayan apoptozda
kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonu gozlenmis, kaspaz-3’iin aktivasyonunda
kaspaz-9’un da rol aldig1 ve spesifik kaspaz inhibitorleri kullanilarak yapilan
deneylerde apoptoz oranmnin azaldigi belirlenmistir (Natal ve ark., 2006). insan
bronsiyal epitelyum hiicrelerinde (BEAS-2B and 16-HBE) fibronektin, kaspaz-3
ve kaspaz-7 aktivitelerini engelleyerek ve DNA parcalanmasin1 azaltarak
apoptozu engellemistir (Han ve Roman, 2006). ECM’siz olarak inkiibe edilen
kontrol dokularda goriilen orta derecedeki kaspaz aktivitesinde, ZVAD caspase-3
inhibitorii kullanildiginda fibronektin, kolajen ve LPA’nin kaspaz-3 aktivitesini
0.5’ten 0.2’ ye kadar diisiirdiigi gozlenmistir (Svoboda ve ark., 2006). Dana retina
perisit kiiltiir hiicrelerinde modifiye edilen fibronektin’in kaspaz-3 aktivitesi ve
apoptozu artirdig1 gézlenmistir (Bingfen ve ark., 2004).

0.D
3.5 1 m Pozitif Kontrol
Kontrol Hiicreleri
3 | Poly-L-lizin
) 10 ng/ml FN
30 ng/ml FN
25 - Kontrol+Kaspaz-9 Inh.
m Poly-L-lizin+Kaspaz-9 Inh.
®10 ng/ml FN+Kaspaz-9 Inh.
2 A m30 ng/ml FN+Kaspaz-9 Inh.
1.5
- oL
0,5 -
0 _

Sekil 9. Kaspaz-9 Inhibitorii Varhginda Cesitli Konsantrasyonlardaki Fibronektin’in SRP7
Hiicreleri Uzerine Apoptotik Etkilerinin Belirlenmesi. m: Pozitif kontrol, =: SRP7
kontrol Hiicreleri, m: 5 ug/ml poly-L-lizin + SRP7 hiicreleri, m: 10 ug/ml
Fibronektin + SRP7 Hiicreleri, m: 30 Lig/ml Fibronektin + SRP7 Hiicreleri, : SRP7
Kontrol Hiicreleri + 10 uM Kaspaz-9 inhibitorii, m: 5 pg/ml poly-L-Lizin + SRP7
Hiicreleri + 10 M Kaspaz-9 inhibitorii, m: 10 pg/ml Fibronektin + SRP7 Hiicreleri

+ 10 uM Kaspaz-9 inhibitorii, m: 30 pg/ml Fibronektin + SRP7 Hiicreleri + 10 uM
Kaspaz-9 Inhibitorii. Deney 2 kez tekrarlanmistir

SRP7 hiicre integrinlerinin fibronektin’e baglanarak hiicre icine gonderdikleri
sinyal ya Oliim reseptorlerinin aktivasyonu sonucunda oldugu gibi kaspaz-8 ve
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kaspaz-3’tin aktivasyonu ile DNA fragmentasyonuna neden olur ya da
mitokondrial yolda mitokondriden sitokrom c’nin salinimi gergekleserek sitokrom
c’nin Apaf-1 ve prokaspaz-9 ile birleserek apoptozomlar: olusturarak DNA
fragmentasyonuna neden olabilir (Clermont ve ark., 2003). o,fs ve aef:
integrinlerinin CCN1 substratina baglanmasi ile kaspaz 8/10 aktive ettigi ve daha
sonra bax-diizenledigi bir mekanizma ile mitokondrilerden sitokrom c’nin
salmiminin gerceklesmesi ile kaspaz-9 ve kaspaz-3’iin aktivasyonunun meydana
geldigi gosterilmistir (Chen ve ark., 2007).

Bu nedenle fibronektin’e bagli SRP7 hiicrelerinde mitokondrial yolun son
basamagi olan kaspaz-9 aktivasyonunun rolii inhibitér varliginda incelenmistir
(Sekil 9). Buna gore, kaspaz-9 inhibitorii (Z-Leu-Glu (OMe)-His-Asp (OMe)-
CH,F) varliginda kontrol, poly-L-lizine bagh ve 30 pg/ml fibronektine bagli SRP7
hiicrelerinin DNA parcalanma oranlarinda belirli bir inhibisyon gdzlenmemistir.
Buna karsin 10 pg/ml fibronektin’e baglanan SRP7 hiicre DNA parcalanma orani
% 120 iken, kaspaz-9 inhibitoriiniin eklenmesi ile bu oran % 86’ya diigmiistiir.
Kaspaz-9 enzimininde fibronektin’e baglh SRP7 hiicre apoptozunda etkili oldugu
diistiniilmektedir.

zLEHD’ nin baslattig1 kaspaz-9 inhibisyonunun, HL60 (insan 16semi hiicresi)
sispansiyon Kkiiltiirlerinin aksine, fibronektin icerisinde radyasyonun baslattig1
kaspaz aktivasyonunu engellemekte yetersiz kaldig1 belirlenmistir (Hess ve ark.,
2007). Fibronektin bagli T24 hiicrelerinin (human bladder cancer cell lines),
kaspaz-9 ve AIF’nin baglattig1 dongiiniin inhibisyonuyla, mitomycin C (MMC)’in
baslattig1 apoptoza direng gosterdigi belirlenmistir (Pan ve ark., 2009). Serumsuz
hepatik stellat hiicrelerinde fibronektin’in yasama oranini arttirdigi, kaspaz-9 ve
kaspaz-3 aktivitesini azathg gosterilmistir (Rodriquez-Juan ve ark., 2009).
FN’nin matriks kisminin bozulmasinin baslattig1 apoptozda SMCs (kalp diiz kasi
hiicreleri)’nin, kaspaz-9 ve kaspaz-8 aktivitelerinin arttig1 gozlemlenmistir
(Leskinen ve ark., 2006). Insan beyin kanseri hiicrelerinde, matriks
metalloproteinaz 9 (MM-9)’un fibronektin’e benzeyen tiir II modiil igeren
katalitik alanlarinin, DNA parcalanmas1 ve kaspaz 9/3 aktivitelerinin arttigi
apoptozu baslattig1 bulunmustur (Ezhilarasan ve ark., 2009).

21



SONUC ve ONERILER

Bu tez kapsaminda sonug olarak, SRP7 hiicrelerinin 30 pg/ml fibronektin’e % 27
oranmda baglandig1 bulunmustur. Bu baglanma sirasinda SRP7 hiicre yiizeyinde
bulundugu diisiiniilen o3P, osfi ,os5P1, agPi, avpl, avPBs ya da a,Pe fibronektin
resptorlerinden biri ya da bir ka¢1 sorumlu olabilir. Bu hiicrelere 6zgii integrin
haritasinin ¢ikarilmasi ¢alismalarinin ileri asamalarda yapilmasi diisiiniilmektedir.
Fibronektinin hiicre apoptozu iizerindeki etkileri DNA fragmentasyon ¢aligmalari
ile incelenmistir. DNA fragmentasyonu yalnizca 10 pg/ml fibronektin ile kaplh
yiizeylere baglanan hiicrelerde gozlenmistir. Bu sonuclar Elisa yontemi ile de
desteklenmistir. G6zlenen apoptotik etki mekanizmasinin arastirilmasinda ise hem
dis apoptotik yolagin hem de mitokondrial yani i¢ apoptotik yolagin aktive ettigi
kaspaz-3 enzim aktivitesi inhibitor varliginda incelenmistir. 10 pg/ml fibronektine
baglanan hiicrelerde meydana gelen DNA parcalanma orani kaspaz-3 enzim
inhibitorii varhiginda % 50 oraninda inhibe edilmistir. Bu hiicrelerde fibronektine
bagli apoptotik mekanizmanin mitokondrial yolak iizerinden tetiklenip
tetiklenmedigi ise kaspaz-9 inhibitorii kullanilarak arastiridmistir.  Bunun
sonucunda da kaspaz-9’unda bu hiicre apoptozunda etkili oldugu sanilmaktadir.

Bu bulgular 1s18inda fibronektine bagli 5RP7 apotoz mekanizmasmin
mitokondrial yolaktan ya da endoplazmik retikuluma bagli [Ca]** artis1 sonucunda
kaspaz-12’nin ve daha sonra kaspaz-9’un aktivasyonuna bagli oldugu
diisiiniilmektedir. Bu nedenle ileri ki c¢aligmalarda mitokondrial membran
potansiyeli ve sitokrom c’nin salinim oraninin 6lciilmesi planlanmaktadir. Bu
mekanizmalarin aydinlatilmasi kanser tedavisinde ilag gelistirme agisinda yararh
olabilecektir.
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