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ONSOZ
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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

DENIZEL CANLI KAYNAKLARDAN iZOLE EDILEN
GLIKOZAMINOGLIKANLARIN iNSAN GLIOBLASTOMA US7MG
HUCRELERI UZERINDEKI ETKILERININ ARASTIRILMASI

Nebahat Busra AKSOY

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitist

Molekuler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damisman: Do¢. Dr. Murat PEKMEZ

Kanser, yliksek mortalite oranlariyla diinyada yasanan o6liimlerin nedenleri arasinda ikinci
sirada bulunan bir halk sagligi sorunudur. Hiicre bdliinmesi, cogalmasi ve apoptozu arasindaki
homeostazinin bozulup, kontrolsiiz hiicre boliinmesi gibi mekanizmalarla ortaya ¢ikan kanser,
bulundugu dokuya gore akciger, meme, beyin kanseri olarak isimlendirilir. Glioblastoma,
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan belirlenen kriterlere gore yapilan siiflandiriimada IV.
derece astrositom olarak adlandirilmis diinya genelinde en hizli 6lim oranina sahip beyin
tiimorleridir. Hizli bilylimesi, invazyon yapma yetenegi ve teshis edildikten sonra yaklagik 15
ay sure icerisinde 6lime sebebiyet vermeleri nedeniyle en agresif ve merkezi sinir sisteminin
en yaygin malign beyin tumdrd olarak bilinirler.

Kanser gelisimi, metastazi, tiimor biiylimesi ve invazyon siirecleri boyunca kanser hiicreleri ve
timor mikrogevresi arasinda 6nemli etkilesimler gergceklesmektedir. TUmor mikrogevresinin
onemli bilesenlerinden olan ve kanser patagonezinde 6énemli rol oynayan hiicre dis1 matriste
bulunan glikozaminoglikanlar (GAG), uzun ve dallanmamis tekrar eden disakkarit
zincirlerinden olusan dogrusal polisakkaritlerdir. Tekrar eden disakkarit birimlerini olusturan
monosakkaritlerin stllfatlanma durumuna gore negatif yiike sahip olan glikozaminoglikanlar,
omurgali ve omurgasizlarda hemen hemen her dokuda bulunurlar. Glikozaminoglikanlarin
yapilarinda bulunan disakkarit birimleri, N-asetil heksozamin ve bir Gronik asit grubundan veya
galaktozdan olusur.
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Tekrar eden disakkarit birimin tipi ve ayr siilfatlama modelleri gibi disakkarit birimlerinin
posttranslasyonel modifikasyonlari, GAG'larin heparan sulfat (HS)/heparin, kondroitin silfat
(CS), dermatan silfat (DS), keratan sulfat (KS) ve hyaltronik asit (HA) olarak da bilinen
hyaliironan olarak siniflandirilmasina neden olur.

Glikozaminoglikanlar kovalent olarak baglandiklar1 proteinlerle olusturduklar1 proteoglikan
yapilar nedeniyle bir¢ok biyolojik siirece katilan onemli heteropolisakkarit bilesikleridir.
Biiytime faktorleri, kemokinler, proteinler, enzimler, enzim inhibitorleri ile etkilesimde
bulunarak proliferasyon, hiicre adezyonu, hiicre migrasyonu, enflamasyon, koagulasyon,
anjiyogenez gibi birgok biyolojik ve patolojik siiregte diizenleyici rol oynamaktadir. Buna ek
olarak, glikozaminoglikanlar, metastaz, invazyon, timaor blytmesi, karsinogenez gibi kanserle
iliskili patolojik olaylarla kritik 6neme sahiptir. Birgok patolojik ve fizyolojik siregte
etkilesimde bulundugu molekiiller ve proteinlere baglanarak olusturdugu proteoglikan yapilar
sebebiyle glikozaminoglikanlarin, hastaliklarin teshisi i¢in biyobelirteg veya tedavisi igin
terapotik olarak kullanilabilecegi gesitli aragtirmalar sonunda ortaya konulmustur.

Bu tez calismasinin hedefi, denizel canli kaynaklardan izole edilen glikozaminoglikanlarin
insan glioblastoma hicreleri olan U-87MG hiicre hatt1 tizerindeki etkilerinin apoptoz ve
endoplazmik retikulum stresi (ER stress) acisindan arastirilmasidir. Tez kapsaminda yapilan
caligmanin ilk basamaginda, levrek baligi (Dicentrarchus labrax) pullarindan izole edilen
glikozaminoglikanlarin hesaplanan farkli konsantrasyonlarda U-87MG insan glioblastoma
hicrelerinin canliligr tizerindeki etkileri incelenmistir. Uygulanan glikozaminoglikanlarin
uygulama dozu ve siiresi arttik¢a sitotoksik etkinin de arttigi bulunmustur. MTT testi sonucu
hiicre canlilig1 tizerinde %19.60 ve %52.35 oraninda etkiye sahip oldugu belirlenen 600 pg/mL
ve 1000 pg/mL dozlarinin hiicre migrasyonu Uzerindeki etkilerinin arastirilmasi igin in vitro
cizik deneyleri uygulanmistir. Migrasyon testi analizi sonuglari, GAG’m glioblastoma hiicre
hatt1 U-87MG hiicrelerinde onemli 6l¢lide migrasyonu azalttigini1 gosterdi.

Uygulanan maddenin apoptotik etkisini belirlemek icin Hoechst-33342/Propidium iyodur
(HO/PI) floresan boyamasi yapilmistir. Apoptoz belirteci ve endoplazmik retikulum stresi (ER
stres) marker proteinlerinin anlatim seviyeleri bir imminoblotlama metodu olan Western blot
yontemi uygulanarak belirlenmistir. Floresan mikroskop altinda glikozaminoglikanlar
uygulandiktan sonra yapilan analizler ile apoptotik hiicre sayisinin maddenin artan dozlarinda
daha fazla oldugu ortaya konulmustur. Western blot analizi yapildiktan sonra, apoptoz ve ER
stresi ile iligkilendirilen proteinlerin anlatim seviyelerine ait veriler analiz edilmistir. Elde
edilen veriler sonucunda, apoptoz, DNA onarimi ve ER stres ile iliskilendirilen proteinlerin
anlatim seviyelerinin doz arttikga arttigi bulunmustur. Buna bagli olarak, denizel canli
kaynaklardan elde edilen glikozaminoglikanlarin artan dozlarmin U-87MG glioblastoma
hlcrelerinde apoptoz ve ER stresi indiikledigi tespit edilmistir. Bu ¢alismanin sonucunun,
glioblastoma tedavisi igin glikozaminoglikanlarin gelistirilebilecek dogal terapdtiklerden biri
olabilmeleri i¢in literatiire katki saglamasi1 beklenmektedir.

Temmuz 2023, 70 sayfa.

Anahtar kelimeler: Glikozaminoglikan, glioblastoma, apoptoz, ER stres
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF GLYCOSAMINOGLYCANS
ISOLATED FROM MARINE LIVING RESOURCES ON HUMAN
GLIOBLASTOMA U87MG CELLS

Nebahat Busra AKSOY

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Murat PEKMEZ

Cancer is a public health problem that ranks second among the causes of death in the world
with its high mortality rates. Cancer that arises through mechanisms such as uncontrolled cell
division, where the homeostasis between cell division, proliferation and apoptosis is disrupted,
is called lung, breast, and brain cancer depending on the tissue it is found in. Glioblastoma is
classified according to the criteria set by the World Health Organization (WHO), Grade IV
astrocytoma is the brain tumor with the fastest death rate worldwide. They are known as the
most aggressive and the most common malignant brain tumor of the central nervous system due
to their rapid growth, ability to invade and cause death within about 15 months after diagnosis.

Important interactions occur between cancer cells and the tumor microenvironment during the
processes of cancer development, metastasis, tumor growth, and invasion. The
glycosaminoglycans (GAGs) in the extracellular matrix, which are important components of
the tumor microenvironment and play an important role in cancer pathogenesis, are linear
polysaccharides consisting of long and unbranched repeating disaccharide chains.
Glycosaminoglycans, which have a negative charge according to the sulfation state of the
monosaccharides that make up the repeating disaccharide units, are found in almost every tissue
in vertebrates and invertebrates. The disaccharide units found in the structures of
glycosaminoglycans consist of N-acetyl hexosamine and a uronic acid group or galactose.

Posttranslational modifications of disaccharide units, such as the type of repeating disaccharide
unit and discrete sulfation patterns, suggest GAGs as heparan sulfate (HS)/heparin, chondroitin
sulfate (CS), dermatan sulfate (DS), keratan sulfate (KS), and hyaluronic acid (HA) also known
as hyaluronan.

Xiv



Glycosaminoglycans are important heteropolysaccharide compounds that participate in many
biological processes due to the proteoglycan structures they form with the proteins to which
they are covalently bound. It plays a regulatory role in many biological and pathological
processes such as proliferation, cell adhesion, cell migration, inflammation, coagulation,
angiogenesis by interacting with growth factors, chemokines, proteins, enzymes, enzyme
inhibitors. In addition, glycosaminoglycans are critical with cancer-related pathological events
such as metastasis, invasion, tumor growth, carcinogenesis. Various studies have revealed that
glycosaminoglycans can be used as biomarkers for the diagnosis of diseases or therapeutically
for the treatment of diseases due to the proteoglycan structures formed by binding to the
molecules and proteins with which they interact in many pathological and physiological
processes.

The aim of this thesis study is to investigate the effects of glycosaminoglycans isolated from
marine living resources on human glioblastoma cells, the U-87MG cell line, in terms of
apoptosis and endoplasmic reticulum stress (ER stress). In the first step of the study conducted
within the scope of the thesis, the effects of glycosaminoglycans isolated from sea bass fish
(Dicentrarchus labrax) scales on the viability of U-87MG human glioblastoma cells at different
calculated concentrations were investigated. It was found that the cytotoxic effect of the applied
glycosaminoglycans increased as the application dose and duration increased. Migration assay
analysis showed that GAG significantly reduced migration in glioblastoma cell line U-87MG
cells.

Hoechst-33342/Propidium iodide (HO/PI) fluorescent staining was performed to determine the
apoptotic effect of the applied substance. Expression levels of apoptosis marker and
endoplasmic reticulum stress (ER stress) marker proteins were determined by applying Western
blot method, which is an immunoblotting method. The analyzes performed after the application
of glycosaminoglycans under a fluorescent microscope revealed that the number of apoptotic
cells was higher at increasing doses of the substance. After western blot analysis, data on
expression levels of proteins associated with apoptosis and ER stress were analyzed. As a result
of the obtained data, it was found that expression levels of proteins associated with apoptosis,
DNA repair and ER stress increased as the dose increased. Accordingly, increasing doses of
glycosaminoglycans obtained from marine living resources were found to induce apoptosis and
ER stress in U-87MG glioblastoma cells. The result of this study is expected to contribute to
the literature so that glycosaminoglycans can be one of the natural therapeutics that can be
developed for the treatment of glioblastoma.
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1. GIRIS

Kanser, diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri olarak kabul edilen énemli bir halk
saglig1 sorunudur. Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (“International Agency For Research
On Cancer, IARC”) verilerine gore, 2020 yilinda tahmini 19,3 milyon yeni kanser vakasi tanist

konulmus ve yaklasik 10 milyon kansere bagli 6liim meydana gelmistir (Sung ve dig., 2021).

Beyin tiimorleri, beyindeki anormal hiicre biiyiimeleridir ve ancak yalnizca kétii huylu tiimorler
kanserlidir. Beyin tumorleri, beyinden kaynaklanan beyin icinde bulunan primer beyin timoru
ve merkezi sinir sistemi disindaki kanserden kaynaklanan metastaz yoluyla beyine yayilan
sekonder beyin tiimérii olmak iizere ikiye ayrilirlar. Diinya Saghk Orgiitii (“World Health
Organization, WHO”) tarafindan yapilan smiflandirmaya gore IV. derece astrositom olarak
bilinen glioblastoma (GBM) (Louis ve dig., 2016), eriskinlerde merkezi sinir sisteminin (CNS)
en yaygin goriilen ve en agresif malign primer beyin timdoridir. Hizli biiytime, invazivlik ve
yuksek mortalite ile karakterize edilen glioblastomada teshisten sonra hayatta kalma siiresi 15
aydan azdir (Anjum ve dig., 2017). Her y1l yaklasik 100.000 kisiden 3’{ine glioblastoma teshisi
konulmus (Dolecek ve dig., 2012) ve hastalar 6nce cerrahi rezeksiyon ardindan radyoterapi ve
kemoterapi ile tedavi edilmeye ¢alisiimistir. 2000°1i yillardan itibaren temozolomid ile kombine
radyoterapi yasam siiresini biraz uzatmis olsa da (Brandes, 2005), glioblastoma hala 6liim hizi
en yiiksek tiimorlerdendir. Ayrica, temozolomid tedavisinin kemik iligi baskilanmasi,
hepatotoksisite gibi yan etkilere neden olmasi, hastalarin %50’sinin tedaviye direng gostermesi,
kemoterapide uygulanan farmasoétiklerin hedef dokuya gecisine engel olan kan beyin
bariyerinin varligt GBM tedavisini zorlastirmaktadir (Houy ve Le Grand, 2018; Le Rhun ve
dig., 2019; Strobel ve dig., 2019). Bu nedenlerden dolay1, son zamanlarda arastirmacilar
uygulanabilir terapotik hedefleri belirlemek icin GBM 0Ornekleri (zerinde genomik,
epigenomik, transkriptomik ve proteomik analizler yirttmektedirler ve bu analizlerin
sonucunda uygun ve etkin bir tedavi yontemi gelistirmek i¢in farkli ¢alismalar devam

etmektedir.

Timorler, biiylimelerini invazyonlarini ve metastazlarini etkileyen karmasik ve dinamik

mikrogevrelerinde gelisir.



Kanser patogenezinde 6nemli bir role sahip olan timaor mikrogevresi, hiicre dis1 matrisi (ECM)
olusturan bilesenler ile cevrelenmis kanserli, kanserli olmayan, stromal ve bagisiklik

hiicrelerinden olusur (Tzanakakis ve dig., 2020).

Hicre dist matris (ECM), neredeyse tim doku ve organlarda bulunan proteoglikanlar,
glikozaminoglikanlar ve fibroz proteinlerden olusan karmasik bir makromolekiil agdir.
ECM'nin hiicre igindeki temel goérevi doku ve organlari olusturan hiicrelerin arasindaki
bosluklar1 doldurarak hiicreler mekanik bir yap1 destegi saglamak degil, icerdigi bilesenler ve
onlarin ¢esitli molekiiller ile etkilesimleri sayesinde onemli biyolojik mekanizmalari regiile
etmeleridir. ECM’nin yeniden modellenmesinde yasanan bozukluk, hiicre mikrogevresini de
etkileyerek degisiklige sebep olmakta ve boylece kanser de dahil olmak iizere gesitli
hastaliklarin baslangicini veya hizli ilerlemesini etkilemektedir. Proteoglikanlar (PG’ler) ve
glikozaminoglikanlar (GAG’lar), hiicre dis1 matrisi olusturan baslica makromolekiillerdir ve
ECM icindeki cesitli sitokinler, biiylime faktorleri, hiicre yiizeyi reseptorleri, adezyon
molekiilleri, enzimler ve glikoproteinler ile dogrudan ve dolayl etkilesimler yoluyla hem hiicre

davranisin1 hem de matris dzelliklerini etkilerler.

Hiicre dis1 matrisin bilesenlerinden olan glikozaminoglikanlar (GAG'lar), hem omurgalilarda
hem de omurgasizlarda bulunan siilfatlanmis veya siilfatlanmamis monosakkaritleri iceren
tekrarlayan disakkarit birimlerinden olusan, dogrusal, negatif yiikli karmagsik polisakkarit
bilesikleridir. Yapisal olarak GAG'lar, glikozidik baglarla baglanan tekrarlayan disakkarit
birimlerinden olusan polisakkaritlerdir ve bu disakkarit birimleri, bir amino sekerden (N-
asetilglukozamin (GIcNAC) veya N-asetilgalaktozamin (GalNAc) gibi glukozamin cesitleri) ve
bir Uronik asit (glukuronik asit veya iduronik asit) veya galaktozdan olusur. Tekrar eden
disakkarit birimin tipi ve ayr1 siilfatlama modelleri de dahil onun modifikasyonlari, GAG'larin
heparan sulfat (HS)/heparin, kondroitin stlfat (CS), dermatan silfat (DS), keratan sulfat (KS)
ve hyaliironik asit (HA) olarak da bilinen hyaliironan olarak siniflandirilmasina neden olur.
Kondroitin sulfat, heparan silfat ve hyaltironan glukuronik asit igerirken, dermatan sulfat
iduronik asit ve heparin de heksiironik asitlerden olusur. Keratan siilfat ise {ironik asit yerine
galaktoz icerir. Heksozamin birimleri hyalironan, heparan siilfat ve keratan sulfat igin N-
asetilglukosamin (GIcNACc) iken kondroitin sulfat ve dermatan siilfat icin N-asetilgalaktozamin
(GalNAc)’dir (Pomin ve Mulloy, 2018). GAG'lar, Uronik asit gruplarinda bulunan negatif

yiiklii karboksilik asit birimleri ve bu birimlerin bir¢ogunda bulunan siilfat gruplar1 sebebiyle



yuk yogunlugu oldukg¢a fazladir. Siilfatlanmayan tek GAG tiirii olan hyaliironan, siilfat grubu
icermedigi i¢in en az negatif yiike sahiptir ve buna karsin heparin en fazla negatif yiike sahiptir.
Glikozaminoglikanlar endoplazmik retikulumda ve Golgi cisimciklerinde sentezlenirken,
hyaliironan plazma membraninda sentezlenir. Kondroitin silfat/dermatan silfat, heparan
stlfat/heparin ve keratan sllfat zincirleri protein ¢ekirdeklerine kovalent olarak baglanarak
proteoglikanlar1 olusturur. Buna karsin, siilfatlanmamis glikozaminoglikan olan hyaliironan,
proteoglikan ¢ekirdege baglanmaz ama hemen hemen tiim dokularin hiicre dis1 matrisine

salgilanir.

GAG'larn biiylime faktorleri, biiylime faktorii reseptorleri ve sitokinlerle etkilesimi, kanserin
biiyiimesinde, ilerlemesinde ve metastazinda rol oynar. Yapilan arastirmalarda GAG'larin,
anjiyogenez, kanser invazyonu ve metastaz icin gerekli olan ¢oklu sinyal yolaklarina dahil
oldugu (Afratis ve dig., 2012), tiimor ilerlemesinin inhibisyonunda rol oynadigi bulunmustur.
Etkilesim tiirlinlin ve bu GAG'larin ¢oklu kanser tiirlerinde oynadig1 roliin anlasilmasi, kanseri

tedavi etmek i¢in gesitli terap6tik yaklasimlarin ve yeni ilaglarin gelistirilmesine yol agmustir.

Glikozaminoglikanlar, biiyiik 6l¢tide hayvansal kaynaklardan, sigir, kus, domuz gibi karasal
hayvanlardan (Volpi, 2007) veya kopek baligi, kalamar, mersin baligi gibi deniz
organizmalarindan elde edilir (Zhao ve dig., 2013). Ancak kara hayvani dokularindan elde
edildiginde olast salgin hastalik riski barindirdig1 i¢in giivenli olusu konusunda birtakim
endiseler yasanmaktadir. Bununla birlikte, kopek baligi gibi nesli tiikkenmekte olan canl
kaynaklari ise {iretim i¢in ham madde sinirlandirmasina sebep olmaktadir. Tiim bu sebepler,
karmasik polisakkaritlerden olan glikozaminoglikanlarin elde edilmesi i¢in alternatif kaynak
arayisin1 meydana getirmistir. Denizel canlilarda bulunan glikozaminoglikanlar (GAG'lar), esas
olarak molekiiler agirlik ve siilfatlama agisindan karasal organizmalarinkinden farklidir.
Denizel canli kaynaklardan elde edilen siilfatlanmis GAG'lar, antioksidan ve noroprotektif
etkiler, antiviral, antikoagulan ve antitrombotik, antitimaral ve antienflamatuar, antiproliferatif
gibi 6nemli farmakolojik aktivitelere sahiptir (Chavante ve dig., 2014; Damonte ve dig., 2004).
Kanser kemoterapisinde kullanilan sitotoksik ilag¢larin ¢ogu, aslinda genis bir normal doku
spektrumu icin oldukga toksiktir. Son yillarda, dogal antitiimor bilesiklerinin arastirilmasi ve
denizel canlilardan elde edilen GAG'larin antitum0r aktivitelerinin incelenmesi biyuk ilgi

konusu haline gelmistir.



Bu tez ¢alismasi kapsaminda kurutulmus levrek balig1 (Dicentrarchus labrax) pullarindan izole
edilen glikozaminoglikanlarin insan glioblastoma U-87MG hicreleri (zerine etkileri

arastirilmistir.

izole edilen GAG’larin sitotoksik analizleri MTT testi ile yapilmus, sitotoksisite testi sonucuna
gore hiicre canliligimi %20 ve %50 oraninda etkileyen dozlar secilip glioblastoma hiicreleri
tizerine uygulanmistir. U-87MG hucrelerinde 6zellikle apoptoz ve endoplazmik retikulum
stresi tizerine olan etkileri arastirilmis, ilgili proteinlerin anlatim seviyeleri bir immiinoblotlama
teknigi olan Western Blot yontemiyle belirlenmistir. Yapilan bu ¢alismanin sonucunda, hiicre
icinde sahip olduklar1 6nemli rol sebebiyle, glikozaminoglikanlarin hastaliklarin tedavisinde
farmakolojik hedefler ya da beyin tlimdrlerinin tedavisinde yeni bir antikanser ila¢ olarak

kullanilabilmesi i¢in literatiire katki saglamasi beklenmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. KANSER

Kanser, viicudumuzdaki hiicrelerin genetik veya sigara, alkol ve radyasyon gibi kanserojenlere
maruz kalma, viriisler gibi ¢evresel etmenler sebebiyle biiylimesi, ¢ogalmasi ve apoptozu
arasindaki homeostazinin bozulup kontrolsiiz bdliinmesiyle ortaya cikan bir halk sagligi
sorunudur. Bu kontrolsiiz biyiime sonucu biriken hiicreler tiimérleri olustururlar ve tiimorler
iyi huylu ve kétii huylu olmak iizere ikiye ayrilir. Iyi huylu tiimérler kanser olmamakla birlikte
cogunlukla alindiktan sonra tekrarlamazlar ve viicudun diger kisimlarina yayilim gostermezler.
Kot huylu tiimorlerdeki kanser hiicreleri kan veya lenf yoluyla viicuttaki baska dokulara

invazyon ve metastaz yapma yetenegine sahiptir.

Dinyada ve tlkemizde yiiksek mortalite oraniyla 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada kanser
gosterilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’ne (“World Health Organization, WHO”) bagh Kiiresel
Kanser Gozlemevi'nin (“Global Cancer Observatory, GCO”) yaymladigt GLOBOCAN
veritabani verilerine gore, 2020 yilinda 19.3 milyon yeni kanser vakasi tanis1 konulmus 10
milyona yakin insan kanser nedeniyle hayatin1 kaybetmistir (Sungve dig., 2021). Tiirkiye’de
ise 2020 yilinda 233.834 kisiye kanser teshisi konulmus, 126.335 kansere bagli 6liim
raporlanmistir. Diinyada her 5 kisiden biri hayatinin belli bir doneminde kansere yakalanirken,
kiiresel kanser yiikiiniin 2020’ye oranla %47 artis ile 2040 yilinda 28.4 milyon vakaya ¢ikmasi
beklenmektedir. Kansere yakalanma ve 6liim oranlarinin her gegen giin artmasi, tani ve tedavi
icin yeni yontemler gelistirmede yapilan ¢alismalarin da artmasina sebep olmustur. Kanser
taramasi, tedavisi ve 6nlenmesi {izerine yapilan arastirmalarda yasanan geligsmeler ile bircok

kanser tiirii i¢in hayatta kalma oranlarinin artmas: hedeflenmektedir.

2.1.1.Glioblastoma

Glial hiicreler olarak bilinen beyin hiicrelerinden gelisen gliomalar, en yaygin beyin timorii
grubunu olustururlar. Diinya Saglik Orgiitii (“World Health Organization, WHO”) tarafindan
belirlenen parametrelere gore yapilan siiflandirma ile gliomalar, pilositik astrositom
(l.derece), diffuz astrositom (ll.derece), anaplastik astrositom (lll.derece) ve glioblastoma
(IV.derece) olarak dort gruba ayrilirlar (Bedini ve dig., 2019). Ill. ve 1V. derece gliomalar,
yuksek derece veya kétl huylu gliomalar olarak bilinirler ve kot prognoza sahiptirler.



Glioblastoma multiforme (GBM) olarak da adlandirilan glioblastoma, en yaygin goriilen ve en
agresif seyreden kotl huylu primer beyin timaoridur. Glioblastoma, vakalarin %90’a yakinini
olusturan birincil GBM olarak da adlandirilan IDH (izositrat dehidrogenaz) yabani tipi ve %10
oraninda vakay1 temsil eden diisiik dereceli bir gliomadan gelisen IDH mutant GBM olmak
tizere iki gruba ayrilir. IDH yabani tipi glioblastoma, genellikle 50 yas ve lizeri hastalarda ortaya
cikip kotii prognoza sahip iken, IDH mutant GBM yabani tipe oranla daha iyi hayatta kalma
oranina sahiptir (Yu ve Quail, 2021). Gliomalarin yaklasik %57’sini ve malign merkezi sinir
sistemi tiimorlerinin de %48’ini olusturan glioblastomalar (Tan ve dig., 2020), beynin herhangi
bir lobunda ortaya ¢ikabilirken genellikle frontal ve temporal loblarda goriiliir ve beyin disina
metastaz yapmadiklari halde, beyin iginde ¢ok hizli yayilirlar. Glioblastomay1 diger tiim
gliomalardan ayiran histolojik 6zellikler, canli dokunun veya dokuya ait hiicrenin 6liimii olarak
da bilinen nekrozun varligi, timdor ¢evresindeki kan damarlarinin olusturdugu damarlanmanin

artmasi ve bu sayede kazandig1 invazyon yapma yetenegidir.

Glioblastoma erkeklerde kadinlara oranla daha sik goriiliirken, yeni teshis edilen vaka sayisi
yasla beraber artmaktadir. Ortalama tan1 konulma yasi 65 olan GBM de, teshisten sonra 5 yillik
sag kalim oran1 %10’dan azdir (Ostrom ve dig., 2020).

Glioblastoma teshisi genellikle bilgisayarli tomografi (CT) veya manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) ile konulur. Glioblastoma tanis1 konulan hastalarda tedavi i¢in 6nce cerrahi
rezeksiyon ile timor alinir daha sonra tekrarlamamasi i¢in radyoterapi ve kemoterapi uygulanir.
Kemoterapide Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi Bagkanligi (FDA) tarafindan
onaylanan temozolomid ve bevasizumab olmak iizere iki ayr1 ilag kullanilmaktadir. Yeni tani
konulmus GBM hastalarinin tedavisinde temozolomid uygulanirken, bevasizumab tekrarlayan
GBM tedavisinde kullanilir (Huang ve dig., 2021; Stupp ve Mason). Tiimorler arast ve timor
i¢i heterojenitenin yiiksekligi, bireysel degiskenlik, hastalarin yaklasik %50’sinin tedaviye
direngli olmas1 ve temozolomidin hepatotoksisite ve kemik iligi supresyonuna neden olmasi,
uygulanan terapdtiklerin hedef dokuya gegisinde zorlanmasina sebep olan kan beyin bariyerinin

varligi GBM tedavisini zorlastirmaktadir (Daher ve de Groot, 2018; Pibuel ve dig., 2021).

Cerrahi rezeksiyon, radyoterapi, kemoterapi ve farmakoterapideki mevcut uygulamalar ve
gelismelere ragmen hala glioblastomada genel prognoz kéti olmaya devam etmektedir ve uzun

stireli sagkalim nadirdir (Wen ve Reardon, 2016). Bu nedenle, glioblastoma hastalarindan



alinan orneklerle yapilan arastirmalarda transkriptomik ve proteomik analizler yapilarak tani ve

tedavi igin etkili ve uygun terapotikler bulmak ve gelistirmek hedeflenmektedir.

2.2. GLIKOZAMINOGLIKANLAR

Hiicre dis1 matris (ECM), hiicrelerin arasin1 kaplayarak dokulara sagladigi destegin yani sira,
matrisi olusturan bilesenler sitokinler, biiyiime faktorleri, hiicre disi reseptorler ile etkilesime
girerek hiicrenin 6nemli biyokimyasal fonksiyonlarin1 diizenlemesine aracilik eder. ECM
yeniden modellenmesindeki bozukluk hiicre yapisini degistirerek doku homeostazisinin
bozulmasina yol agar ve bu dengenin bozulmasinin timaor invazyonu, metastaz, anjiyogenez ve
immiin sistemin baskilanmasi gibi kanser mekanizmalarinin gelisimine sebep oldugu
diisiiniilmektedir (Wei ve dig., 2020). Hiicre dist matris, proteoglikanlar ve fibroz proteinlerden
olusur. Proteoglikanlar, neredeyse tiim dokularin hiicrelerinde hiicre zarinda ve hiicre i¢inde
bulunan ECM’nin 6nemli bir bilesenidir. Proteoglikanlar bir ¢ekirdek protein (core protein) ve

kovalent olarak baglanan glikozaminoglikanlardan olusur.

Glikozaminoglikanlar (GAG), negatif yiiklii, dogrusal ve tekrar eden disakkarit birimlerinden
olusan karmasik polisakkaritlerdir. Jelimsi yapilari nedeniyle mukopolisakkaritler olarak da
adlandirilan GAG’lar, hiicre dis1 matriste hiicrelerin ylizeylerinde bulunur ve kemokinler,
sitokinler, buytme faktorleri, enzimler ile etkilesime girerler. Fizyolojik veya patalojik
olaylarda yer alan proteinlerle etkilesime girerek dnemli biyokimyasal mekanizmalara aracilik
ettikleri igin, glikozaminoglikanlar, kanser, multipl skleroz (MS), alzheimer, bakteriyel ve viral
enfeksiyonlar gibi ¢esitli hastaliklarla iligkilendirilmis ve bu hastaliklarda terapotik olarak
kullanilabilecegi ile ilgili calismalar devam etmektedir. Ilk baslarda, glikozaminoglikanlarin
sadece memeli hiicrelerinde bulundugu diisiiniilse de daha sonra yapilan aragtirmalarda balik,
bocek, maya ve bakteriler gibi birgok organizmalarda yer aldigi bulunmustur (Khurshid ve Pye,
2018).

2.2.1. Glikozaminoglikanlarin Yapisi, Siniflandirilmasi ve Fonksiyonu

Glikozaminoglikanlar, dallanmamis, siilfatlanmis veya siilfatlanmamis monosakkaritlerin
meydana getirdigi birbirlerine glikozidik baglarla bagh tekrar eden disakkarit birimlerinden
olusan uzun polisakkarit zincirleridir. Glikozaminoglikanlarin, tekrarlayan disakkarit birimleri

heksozamin gruplar1 ve tironik asitler veya galaktozdan olusur.



GAG’lar, yapilarinda heksozamin grubu olarak N-asetilglukozamin (GICNAc) veya N-
asetilgalaktozamin (GalNAc) gibi glukozaminler, Gironik asit olarak da D-glukoronik asit veya
L-idlronik asit birimlerinden birini bulundururlar. Tasidiklar1 amino seker grubu 4. ve 6.

karbonundan veya asetillenmemis nitrojen grubu iizerinde siilfatlanabilir.

Heksozamin, tronik asit grubu veya siilfatlanma durumuna gére glikozaminoglikanlar, heparan
stlfat (HS)/heparin, kondroitin silfat (CS)/dermatan silfat (DS), keratan sllfat (KS) ve
hyaliironan (HA) veya diger bilinen adiyla hyaliironik asit olarak dort ayr1 gruba ayrilirlar.
Glikozaminoglikanlarin yapilari, icerdikleri gruplara goére simiflandirilmas:t ve hicre disi

matriste dagilimlar Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2.1: Glikozaminoglikanlarin yapilart ve igerdikleri glukozamin, ironik asit veya galaktoz
gruplarina gore siniflandirilmasi ve hiicre dis1 matriste dagilimi1 (Wang ve Chi, 2022).

Epimerizasyon ve siilfasyon gibi posttranslasyonel modifikasyonlar glikozaminoglikanlarin
yapisal cesitliligine neden olurken ligandlar icin de spesifik baglanma bolgeleri
olusturmaktadir. Bu ¢esitlilik glikozaminoglikanlarin hiicre i¢inde farkli gérevler iistlenmesine

katk1 saglar.



Glikozaminoglikanlar golgi limeninde bulunan cekirdek proteinler tizerinde spesifik enzimler
tarafindan sentezlenirken, siilfatlanmamis GAG tiirii olan hyaliironan hyaliironan sentaz (HAS)

ad1 verilen transmembran proteini tarafindan sentezlenir.

GAG’larin igerdikleri glukoronik asit ve N-asetilglukozamin/N-asetilgalaktozamin birimleri ya
da kondroitin silfatta bulunan galaktoz ve N-asetilglukozamin birimlerinin siilfasyonlar1 ve

epimerizasyonlar1 Golgi cisimciginde gerceklesir.

Icerdikleri iironik asit gruplarinda bulunan karboksilik asit birimleri ve siilfat gruplarmin
fizyolojik pH i¢inde protonlarindan arindirilmis olmasi GAG’lara oldukca fazla negatif yiik
kazandirmistir. Bilinen herhangi bir biyomolekiil i¢inde en yiiksek negatif yiike sahip olan

glikozaminoglikanlarin bir tiirli olan heparindir (Gandhi ve Mancera, 2008).

[k baslarda glikozaminoglikanlarin hiicre iginde sadece bir yapi iskelesi gorevi gordiigii
diistiniilse de, daha sonra yapilan c¢aligsmalarda baglandiklar1 enzimler, proteinler, sinyal
molekiilleri veya biiylime faktorleri yoluyla hiicre sinyalizasyon yolaklarinda, hiicre biiyiimesi
ve farklilagmasi, antikoagiilasyon, yara onariminda énemli rol oynadigi bulunmustur (Casale
ve Crane, 2019). Glikozaminoglikanlarin, etkilesimde bulundugu protein sayisinin 500°den
fazla oldugu bulunmustur (Casale ve Crane, 2019). Glikozaminoglikanlar enzim veya enzim
inhibitorlerine baglandiginda enflamasyon ve koagiilasyon, hiicre disi proteinlerine
baglandiginda hiicre adezyonu, biiyiime faktorleri ile etkilesimde bulundugunda ise hiicre

migrasyonu gibi fizyolojik fonksiyonlara sahip olmaktadir (Morla, 2019).
2.2.2 Heparan Sulfat ve Heparin

Heparan silfat, butin hiicre ve dokularda bulunan birgok normal ve patolojik kosulda
duzenleyici rol Gstlenen glikozaminoglikan tartdir. Heparan silfat tekrar eden disakkarit
birimlerinde, D-glukoronik asit (GIcA) ve N-asetilglukozamin (GlcNac) igerir. Glukozamin
biriminin amino grubunun yani sira hidroksil gruplar1 da siilfonilasyon i¢in uygun durumdadir.

Heparan siilfatin yapis1 Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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D-GlcA-f(1—-4)-D-GleNAc-i(1-4)
Sekil 2.2: Heparan siilfatin yapis1 (Gandhi ve Mancera, 2008).

Silfatlanma motifleri, heparan sulfat zincirleri ile buyume faktorleri, sitokinler ve proteinlerle
etkilesimi ve bunun sonucunda biyolojik fonksiyonlarin etkilediginden kritik 6neme sahiptir.
Heparan siilfat FGF (Fibroblast Blylme Faktoril), HGF (Hepatosit Blyime Faktori), IGF
(Insiilin Benzeri Buyiime Faktor(i) ve EGF (Epidermal Blylime Faktorii) gibi biiytime faktorleri
ile etkilesime girerek hiicre adezyonu, invazyon, migrasyon ve EMT (Epitelyal Mezenkimal
Gegis) gibi slreclerde rol oynamaktadir.

Heparan sulfat tim hicrelerden sentezlenirken, heparin sadece bag dokusu hiicrelerinden olan
mast hucreleri veya bazofillerden sentezlenirler. Heparan siilfatin heparine gore glukozamin
birimi daha ¢ok asetillenmis ama siilfatlanma oran1 daha azdir. Tekrar eden disakkarit
birimlerinde, N-asetilglukozamin ve iduronik asit bulunduran heparinin yapis1 Sekil 2.3’te

gosterilmistir.

L-IdoA2S-0/(1—34)-D-GlcNS6S-0(1—4)

Sekil 2.3: Heparinin yapisi (Gandhi ve Mancera, 2008).

Heparinin siilfatlanma derecesinin yogunlugu sebebiyle daha hidrofilik olmas1 bir ¢ozelti
igerisinde genis konformasyona sahip olmasina neden olur. Heparin, tromboz ve emboli

tedavisinde antikoagiilan olarak kullanilan ilk glikozaminoglikan temelli ilactir (Rabenstein,
2002).



11

Heparan stilfat (HS) zincirleri bir ¢ekirdek proteine baglanip, hiicre zarinda eksprese edilip
hiicre dis1 matrise birakilan veya ekstraseliiler vezikiiller ile salgilanan heparan siilfat
proteoglikanlarini (HSPG) olustururlar (Faria-Ramos ve dig., 2021). HSPG’ler hem hiicre
yuzeyinde hem de bazal membranda bulunabilirler. Heparan siilfat proteoglikanlari (HSPG),
timor hicrelerinin migrasyonu ve invazyonu, apoptozdan kaginmasi gibi tiimor olusumunun
tim basamaklarinda 6nemli rol oynamasi nedeniyle anti kanser tedavisi icin potansiyel

farmasotik aday1 ve bu sebeple en iyi ¢alisilan GAG’lardan biri olmustur.

Melanom gibi malignite durumunda, heparan siilfati par¢alayan enzim olan heparanazin
etkisiyle hiicre dis1 matristeki heparan siilfatin bozunmasi, malign hiicrelerin gbcune ve
metastaza yol acar. Bu mekanizma, kanser metastazinin 6nlenmesi i¢in heparanaz ve heparan

stilfat1 uygun farmakolojik hedefler haline getirir (Afratisve dig., 2012).

2.2.3 Kondroitin Silfat ve Dermatan Stlfat

Kondroitin silfat, B (1—3) ve B (1—4) glikozidik baglariyla baglanan D-glukoronik asit ve N-
asetilglukozamin igeren GAG turadar.

NHCOCH,

D-GleA-f(1—> 3)-D-GalNAc4S-B(1— 4)

Sekil 2.4: Kondroitin siilfatin yapis1 (Gandhi ve Mancera, 2008).

Kemikleri diger kemiklere baglayan fibroz bag dokusu olan ligaman, kikirdak, tendon ve hatta
aort damarinda bulunan kondroitin silfat (CS) zincirleri, viicutta en ¢ok bulunan

glikozaminoglikanlardir.

Kolajen gibi proteinlere baglanarak olusturduklart kondroitin siilfat proteoglikanlari
(CSPG’ler), yiiksek oranda negatif ylike sahip yan zincirleri sayesinde apoptoz, proliferasyon,

migrasyon, adezyon ve invazyon gibi hlcresel strecleri diizenler. Versikan ve dekorin baslica
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CSPG'lerdir ve osteosarkom, testis tumorleri, meme, pankreas ve kolon kanseri dahil olmak

izere ¢ok c¢esitli malign tlimdrlerin stromasinda asir1 eksprese edilirler (Afratisve dig., 2012).

Kalp kapakgiklari, kan damarlari, deri gibi kisimlarda bulunan dermatan siilfat (DS), yapisinda
L-iduronik asit ve N-asetilgalaktozamin igeren bir glikozaminoglikan turudir (Sekil 2.4).

0SO,- OH

NHCOCH,

H
L-IdoA-c(1— 3)-D-GalNAc4S-B(1— 4)

Sekil 2.5: Dermatan siilfatin yapisi1 (Gandhi ve Mancera, 2008).

Dermatan siilfatin iduronik asit igerigi kanser hiicrelerinin migrasyon kapasitesiyle

iligkilendirilmistir (Thelin ve dig., 2012).

2.2.4 Keratan Siilfat

En heterojen yapiya sahip glikozaminoglikan turt olan keratan sulfat (KS), kornea ve beyin
gibi daha cok epitel, kikirdak ve noral dokularda ifade edilir ve Alzheimer, skleroz ve kanser
gibi hastaliklarla iliskilendirilmistir. Keratan siilfat I ve keratan siilfat II olmak {izere iki ayr1
gruba ayrilir. Keratan sulfat | korneada bulunurken, keratan sulfat 11 kondroitin stlfatla birlikte
kikirdak dokuda bulunur. Keratan siilfat zincirleri yapilarinda tironik asit birimi yerine galaktoz

ve N-asetilgalaktozamin igerir. Keratan siilfatin yapisi Sekil 2.5’te gosterilmistir.
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OH
HO

NHCOCH,

S I B

D-Gal-f(1— 4)-D-GalNAc6S-A(1— 3)
Sekil 2.6: Keratan siilfatin yapis1 (Gandhi ve Mancera, 2008).

2.2.5 HyalUronan (Hyallronik Asit)

En basit yapili glikozaminoglikanlardan olan hyaliironan (HA) veya bilinen diger adiyla
hyaliironik asit, dogrusal, diger tiirlerinin aksine siilfat grubu bulundurmayan ve gekirdek

proteine baglanmayan tek GAG tlrudur.

Hyaliironanin yapisinda N-asetilglukozamin ve D-glukoronik asit bulunur (Sekil 2.6). Stlfat
grubu da olmadig1 i¢in en az negatif yiike sahiptir ve bakteri hiicrelerinde bile hyalironana
rastlanabilir. Genellikle sinoviyal sivida, gozin icini doldurarak gozi besleyen ve goziin seklini
korumasina yardimei olan vitrdz hiimérde, gevsek bag dokusunun hiicre digi matrisinde

bulunur.

H NHCOCH,
D-GlcA- B(1— 4)-D-GIcNAc-0(1— 4)

Sekil 2.7: Hyaliironanin yapisi (Gandhi ve Mancera, 2008).

HA'min varligi, birgok insan kanseri tiriinde malignite ile iligkilidir. HA'nin kanser
ilerlemesindeki islevleri, timdr stromasindaki biiyiikliigline ve miktarina gore degisir (Tammi

ve dig., 2011).
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HA, meme, akciger ve yumurtalik kanseri gibi adenokarsinomlarda yiiksek seviyelerde ifade
edilmektedir. Buna karsin, hyaliironan igerigi skuamoz hicreli karsinom ve melanomda

diisiiktiir ve yoklugu dogrudan metastatik potansiyel ile iliskilendirilmistir.

2.3 GLIKOZAMINOGLIKANLAR VE KANSER

Diinya genelinde ikinci 6liim nedeni olarak kabul edilen kanser, hiicrelerin biiyiimesi cogalmasi
ve apoptozu arasindaki homeostazinin bozulup kontrolsiiz c¢ogalmalar1 sonucu olusur.
Kontrolsiiz ¢cogalma ve farklilasmanin yani sira kanserin farkli doku veya organlara kan ve lenf

yoluyla invazyon ve metastaz yapma yetenekleri de vardir.

Kanser olusumu, biiylimesi, invazyon ve metastaz siireglerinde timor ve timor mikro cevresi

arasinda belirli etkilesimler rol oynamaktadir.

Glikozaminoglikanlar ve bir ¢ekirdek proteine baglanarak olusturduklar1 proteoglikan yapilar
timor mikro ¢evresi ve hiicre yiizeyinde 6nemli belirleyiciler olarak, ¢esitli biiylime faktorleri,
bliylime faktorii reseptorii, sitokinler ile etkilesime girerek tiimor biiyiimesi, invazyon,
metastaz, infiltrasyon gibi kanserle iliskili mekanizmalarda ve buna ek olarak tiimor
olusumunun engellenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Poltavets ve dig., 2018). Bu nedenle,

GAG’larin kanser tedavisinde 6nemli terapotikler olarak kullanabilecegi diistiniilmektedir.

Heparan siilfat (HS) ve heparan siilfat proteoglikanlar1 apoptoz, hiicre farklilagmasi, doku
invazyonu, anjiyogenez ve migrasyon gibi tirli kanser hicresi fonksiyonunu dizenler
(Blackhall ve dig., 2001). Heparan siilfatin hiicreler arasi1 ve hiicre ile hiicre dis1 matris
arasindaki adezyonu tesvik, invazyon ve metastazi inhibe ettigi ve ayrica diisiik seviyelerde HS

bulunan kotu huylu timdorlerin daha invaziv oldugu gosterilmistir (Onyeisi ve dig., 2020).

Heparan siilfat zincirlerinin ¢ekirdek proteine baglanmasiyla olusan, tiim memeli hiicrelerin
ylizeyinde ve hiicre dist matrisinde bulunun heparan siilfat proteoglikanlardan (HSPG)
perlekan, sindekan ve glipikanin hiicre davranisinin diizenlenmesi ve kanser olusumunda ana
molekiiller oldugu ve bir¢ok kanser tiiriinde diferansiyel olarak eksprese edildigi ortaya
konulmustur. Perlekan ekspresyonun invaziv ve metastatik prostat kanserinde yiiksek oranda
ifade edildigi bulunmustur (Datta ve dig., 2006). Yukinari ve arkadaglar1 tarafindan histokimya
kullanilarak yapilan arastirmada, bir bagka glikozaminoglikan tiirii olan keratan siilfatin malign

astrositik tiimorlerde ¢ok fazla eksprese edildigi bulunmustur (Kato ve dig., 2008).
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Kondroitin silfat ve dermatan silfat zincirlerinin ise kanser hiicrelerinde invazyon, apoptoz,
migrasyon, adezyon gibi kritik hiicre mekanizmalarinda etkin rol oynadig1 ortaya konulmustur

(Mikami ve Kitagawa, 2013).

Kondroitin siilfatin  CS/DS yan zincirlerinin gekirdek (core) proteinlere baglanarak
olusturduklar1 kondroitin siilfat proteoglikanlart (CSPG’ler) malignitede dnemli rol oynayan

hiicre dis1 matriste baz etkilesimlerde bulunurlar.

Bir kondroitin siilfat proteoglikani olan versikanin hiicre iginde artan ifadesi erken evre meme
kanseri ve prostat kanseri ile iligkilendirilmistir (Morla, 2019). En agresif seyreden cilt kanseri
tlrd olan melanom durumunda, integrin fonksiyonunu arttirarak Erk1/2 aktive eden bdylece
hiicre biiylimesi ve hareketliligini uyaran melanomla iliskili kondroitin  sulfat

proteoglikanlarinin seviyelerinin arttig1 gozlemlenmistir (Yang ve dig., 2009).

Hyaliironanin artan seviyeleri meme, yumurtalik ve akciger gibi gesitli kanser tiirlerinde
goriilmiistiir. Tiimdr mikrogevresinde bulunan biiylime faktorleri ve kemokinler hyaliironan
(HA) iiretimini uyardigi, diger taraftan skuamoz hiicreli karsinom ve melanoma da metastatik
potansiyel ile HA ’nin diisiik seviyeleri iligskilendirilmistir (Tammive dig., 2011). Hyaliironanin
daha kucik oligosakkaritlere hyallronidazlar tarafindan pargalanmasinin, meme, yumurtalik,
glioma ve kolon kanserlerinde goriildiigii gibi, tiimoériin ilerlemesine yol agan, timor
mikrocgevresinde hiicre migrasyonu ve adezyonunda da énemli rol oynayan bir glikoprotein

olan CD-44'iin pargalanmasini indiikledigi ortaya konulmustur (Morla, 2019).

Yapilan bir calismada, malign astrositik tiimorlerde keratan siilfat zincirlerinin yiiksek oranda
stilfatlandig1 raporlanmistir (Yan ve Wang, 2020). Buna ek olarak keratan siilfatin anormal
ifade edilmesinin pankreatik kanser olusumu ve metastazi i¢in bir biyobelirte¢ olarak

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.(Leiphrakpam ve dig., 2019).

Glikozaminoglikanlarin ve kovalent olarak baglandiklar1 proteinlerle olusturduklar
proteoglikanlarin timor hiicrelerinin aktivitesinde 6nemli rol oynadiklar1 gdsterilmistir. Bu
sebeple GAG analoglarinin gelistirilerek etkilesimlerinin inhibe edilmesinin kanser tedavisi

acisindan yeni bir tedavi segenegi dogurabilecegi diisiiniilmektedir (Chhabra ve dig., 2021).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BALIK PULLARINDAN GLIKOZAMINOGLIKANLARIN EKSTRAKSIYONU

Ticari olarak temin edilmis levrek baligindan (Dicentrarchus labrax) elde edilen 62 gr balik
pulu aseton ile 6giitiiliip, filtreden stizuldu ve 60°C’de 24 saat kurutularak yagindan armndirildi
(Sekil 3.1).

Sekil 3.1: Levrek baligindan (Dicentrarchus labrax) elde edilen kurutulmus balik pullari.

Kurutulmus balik pullarindan 20 gr tartip alinarak 5 mM EDTA (Invitrogen 15576-028) ve 5
mM sistein iceren 100 mM sodyum asetat (Panreac AppliChem A4555) tampon ¢ozeltisi (1g/10
ml, pH:5.5) icinde ¢ozduruldi. Her bir gram doku i¢in 60 mg papain (Sigma-Aldrich 9001-73-
4) eklenen soliisyon calkalayicida 60°C’de 24 saat inkiibe edildi. 24 saat sonra, 10 dakika
boyunca kaynatildiktan sonra sogumaya birakildi. Soguyan karisim 50 mL’lik falkon tipler
icerisine almip 5000xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi pellet ortamdan
uzaklastirilip, stipernatant miktarina gore li¢ hacim sodyum asetat ile doymus etanol (EtOH)
ilave edildi ve 4°C’de 24 saat beklemeye birakildi. 24 saat sonunda karigim 50 mL’lik falkon
tiipler i¢ine alinarak 5000xg’de 15 dakika santrifiij edildi ve siipernatant kistm uzaklastirilarak
tipler i¢inde peletler toplandi. Toplanan peletler 60°C’de 6 saat kurutuldu. Kurutulmus
glikozaminoglikan o6rnekleri falkon tip icerisinde -20°C’de saklandi. Deney sonunda 20 gr
balik pulundan yaklasik 530 mg glikozaminoglikan elde edildi. Elde edilen
glikozaminoglikanlardan, deney calismalarinda kullanmak tizere 100 mg tartilip 1,5 ml

eppendorf tiip icerisinde 100 mg/ml olacak sekilde 1 ml DMSO (dimetil stlfoksit) ile
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¢Ozduruldi ve -20°C’de saklandi. Levrek baligindan elde edilen balik pullarindan izole edilen

glikozaminoglikanlar Sekil 3.2’de gosterilmistir.

Sekil 3.2: Levrek balig1 (Dicentrarchus labrax) pullarindan izole edilen glikozaminoglikanlar.

3.2. KULLANILAN HUCRELER VE HUCRE KULTURU KOSULLARI

Deneylerde Istanbul Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolimii
blnyesinde bulunan hiicre kiiltiirii koleksiyonundan alinan insan glioblastoma hucreleri olan
U87MG hiicre hatt1 kullanildi.

37 °C ‘de ve %5 CO> iceren nemli ortamda inkibe edildi ve ¢ogalma ve besiyeri durumuna
gore belirli araliklarla alt kiiltiirlemeleri yapildi. Deneyler genellikle pasaj numaralari 3 ile 10

arasinda degisen hiicrelerle yapildi.

3.2.1.Hucrelerin Alt Kultirlenmesinde Kullanilan Besiyerleri

Insan glioblastoma U-87MG hiicreleri igin L-Glutamin, 4.5 g/L D-glukoz ve piriivat bulunan
“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / High Glucose” (DMEM/ High, Gibco 41966) besiyeri
kullanildi. Bu steril besiyeri sollisyonuna %10 (v/v) Fetal Sigir Serumu (FBS, Gibco 10500) ve
%1 (v/v) antibiyotik iceren karisim (100 pg /mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin, 0.25 pg/mL
amfoterisin B, Sigma-Aldrich A5955) eklendi.
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3.2.2.Hucrelerin Alt Kaltdrlenmesi

Insan glioblastoma U-87MG hiicrelerinin alt kilttirlemeleri laminar hava akimli steril kabinde
(Heal Force HFsafe-1200 version 2.01) sirasiyla asagida anlatilan islemler yapilarak
gerceklestirildi (Freshney, 2015).

Hicrelere daha onceki baslikta ifade edildigi tizere FBS ve antibiyotikli karisim eklenerek
hazirlanmis igerigi hiicreler i¢in zengin hale gelmis DMEM/High Glucose besiyerleri eklenip
alt kilturlemeleri yapilarak devamliliklar1 saglandi. Alt kiiltirlemede kullanmak amaciyla 9.6
g/L dH2O’da ¢ozdiiriilerek hazirlanan izotonik bir tuz ¢ozeltisi olan D-PBS (“Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline”, pH 7.2, Sigma-Aldrich D5652), sonrasinda 121°C’de, 1.2 atmosfer
basing altinda 15 dakika otoklavlanarak (Nive OT 012 Bench Top Unit Steam Sterilizer) steril
hale getirildi. Yaklasik %70 konfluent olan hicrelerin alt kaltirlemeleri baslatildi. Alt
kiltiirleme isleminde ilk olarak 25 cm? yiizey alanima sahip T-25 hiicre Kiltiir kab1 i¢indeki
yaklagik 8 mL olarak bulunan besiyeri uzaklastirildi. Bu iglemi takiben, hucreler besiyeri
icerisindeki tripsin aktivasyonunu inhibe eden serum kalintilarini ortadan kaldirmak igin

yaklasik 10 mL D-PBS soliisyonu ile yikandi.

Sonrasinda uygulanan D-PBS ortamdan uzaklastirilarak hiicreleri kiiltiir kabi yiizeyinden
kaldirmak ve hiicrelerin yiizeye tutunmalarini saglayan katyonlar1 yok etmek i¢in D-PBS ile
birlikte hazirlanan Trypsin/EDTA (1 mL, Gibco, 25200056) hiicrelere uygulandi ve hiicreler
hemen sonra 3 dakika boyunca 37°C'lik ettivde bekletildi.

3 dakika sonunda tripsin uygulanmis hiicrelerin yiizeyden ayrilip ayrilmadigi mikroskopla
kontrol edilip, tutunduklari yiizeyden ve birbirlerinden uzaklasan hiicrelere, tripsini inaktive
etmek amaciyla cm? basma 0.2 mL olacak sekilde (yaklasik 5 mL) taze besiyeri eklenerek,

tripsinin aktivitesi sona erdirildi ve hiicreler sispansiyon haline getirildi.

Bu adimdan sonra olusan siispanse karigimdan 10 pL alinarak bir hemositometre yolu olan
Neubauer lami1 kullanilip mikroskop altinda hiicre sayimi yapildi. Sayimi yapilan hiicrelere son
hacim 10 mL olacak sekilde uygun besiyeri eklendi ve hiicreler yeni bir kiiltiir kabina alinarak
alt kiltirleme islemi tamamland: ve hiicreler %5 CO. ve de %90'dan nem oranina sahip
37°C'lik etuve (Thermo Scientific, Heracell™ 150i) kaldirildi. Hiicrelerin devamli hale
gelebilmesi igin belirli araliklarla kontrol edilip, tam olarak konfluent olmadan yaklasik her 3

guinde bir alt kilturlemeleri yapilmis ve hiicrelerin strekliligi saglanmistir.
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3.2.3.Hiicre Ureme Profil Analizi

U-87MG insan glioblastoma hicrelerinin hiicre treme profili analizi yapilarak hiicrelerin
cogalma egrileri ve jenerasyon siireleri elde edildi. Her bir mL icerisinde 5x10*ve 1x10° hiicre
olacak sekilde hicreler 24 kuyucuga sahip kultlir plakalarina ekildi ve 10 glin sliresince

kiiltiirtin baslatildig: saatte hlicrelerin sayim islemi gerceklestirildi.

[k &nce 24 kuyucuklu kiiltiir kabia ekimi yapilmis ve yiizeye yapismis hiicrelerin adezyonunu
ortadan kaldirmak igin besiyeri uzaklastirildi. D-PBS ile yikayip tripsin inhibitoriinii yok
ettikten sonra tripsinizasyon islemi igin uygun miktarda tripsin ekleyip 37°C etiivde yaklasik 3
dakika hucrelerin yiizeyden kalkmalar1 beklendi. Mikroskop altinda kontrol edildikten sonra
hicrelerin (zerine tripsin aktivitesini inhibe etmek amaciyla taze besiyeri eklenerek suspanse
hale getirildi. Hucreleri saymak i¢in D-PBS kullanilarak hazirlanan tripan mavisi [Merck
111732, %0.5 (w/v)] kullanildi. Eppendorf tup igerisinde 1:1 (v/v) oraninda toplamda 40 pL

olacak sekilde siispanse hale getirilmis hiicreler ile karistirilarak tripan mavisi hazirlandi.

Mikroskopta tripan mavisini 6lii olduklari i¢in gegiren hiicreler mavi gézlenirken, canli hiicreler
boyay1 ge¢irmedigi i¢in seffaf goriildii ve hemositometre yardimiyla sayimlart renk ayrimi
gozetilerek yapildi. Ug tekrar yapilarak sayimi gergeklesen hiicrelerden elde edilen verilerle
GraphPad Prism® versiyon 7.01 programinda XY grafigi (absiste zaman-giin, ordinatta hiicre
sayisi/mL) ¢Gizdirilerek ireme profili analizi yapildi. Denklem 3.1 ve 3.2 kullanilarak ¢ogalma

egri grafiklerine bakilarak jenerasyon sayisi ve siiresi hesaplandi.

n = (logN2-logN1)/ log 2 (3.2)
n: Jenarasyon sayisi
N2: Logaritmik bdlme asamasinin sonundaki hiicre sayisi

N1: Logaritmik bdlme asamasinin baslangicindaki hiicre sayis1

Gt=(T>-T1)/n (3.2
Gt: Jenarasyon suresi
T2: Logaritmik bolme asamasinin bitis zamani

T1: Logaritmik bolme agamasinin baslangi¢c zamani
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3.2.4. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Pasaj isleminde yaptigimiz gibi sirasiyla besiyeri uzaklastirilan hiicrelere D-PBS uygulanip
tripsinizasyonu saglandi. 3 dakika boyunca 37°C etuvde bekleyen tripsin-EDTA uygulanarak
kiiltiir kabi ylizeyinden ayrilmasi saglanan hucreler 15 mL’lik santriftj tlplne besiyeri
eklenerek alindi. Daha sonra 3000 rpm’de 3 dakika santrifij (NUve, NF400) edildi. Santrifij
sonunda tiipiin dibinde hiicrelerden olusan pelete dokunmadan Gizerinde bulunan besiyeri aspire
edildi ve %45 (v/v) FBS, %45 (v/v) besiyeri ve %10 (v/iv) DMSO (dimetil silfoksit) iceren
hiicre dondurmak amaciyla kullanilan solisyon eklenip hucreler stispansiyon hale getirildi.
Pasaj numarasi, hiicre adi ve tarihi iizerinde belirtilen kryo tiiplerin igine alinan hiicreler, ilk

once -20°C’de donduruldu. Daha sonra uzun sure saklamak icin —156°C’de muhafaza edildi.

3.3. SITOTOKSISITE TESTLERI

Deniz levreginden (Dicentrarchus labrax) elde ettigimiz balik pullarindan izole edilen
glikozaminoglikanlar, bu tez c¢alismasi kapsaminda sitotoksisite analizi i¢in U-87MG

hiicrelerine uygulanmak tizere kullanildi.

Glikozaminoglikanlarin US7MG insan glioblastoma hiicreleri Gizerinde sitotoksik etkilere sahip
olup olmadigini anlamak amaciyla Mosmann (1983) tarafindan 6nerilen yontem takip edilerek
hiicre canliligi ve sitotoksisitesini 6lgmek icin MTT Kkolorimetrik yontemi uygulandi. Bu
yontem temel alinarak yapilan analizde canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan
dehidrogenaz enzimi araciligiyla uygulanan MTT (3-(4, 5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazolyum)

igerisinde bulunan tetrazolyum bilesigi suda ¢oziinmeyen formazan kristallere doniisiirler.

Olusan bu formazan kristallerini ¢6ziindiirmek amactyla hiicrelere DMSO uygulanir ve canli
ve metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan olusturulan formazan kristalleri DMSO
eklendiginde mor renkli olarak gézlemlenir ve spektrofotometrede 540 nm’de ortaya cikan

dalga boyu olctlur.

Glikozaminoglikanlarin belirlenen konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750 ve
1000 pg/mL) U-87MG hicrelerine uygulandiklarinda neden olduklari sitotoksik etkiyi
hesaplayabilmek igin, hicreler 96 kuyucuklu hiicre kultiri kaplarina sayimi yapilarak
hazirlanmis hiicre stispansiyonundan 100 pL almarak her bir kuyucukta 10° hiicre/mL olacak
sekilde ekildi.
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%90’dan fazla bagil nemin bulundugu %5 CO: igeren etlivde 24 saat siiresince ekimi yapilan
hlcreler inkibasyona tabii tutuldu. 24 saat sonrasinda, kuyulardaki son hacim 200 pL olacak
sekilde kontrol grubuna taze besiyeri eklendi ve hesaplanan konsantrasyonlara gore besiyeri ile
birlikte hazirlanmig glikozaminoglikan karigsimi sitotoksisite analizi yapmak amaciyla hiicrelere
uygulandi. 24, 48 ve 72 saat boyunca olan etkisini hesaplamak i¢in uygulama sonras1 37°C’lik

etivde inkibe edildi.

Her 96 kuyucuga sahip hiicre kiiltiir kab1 igin, belirlenen 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon stresi
sonunda MTT sitotoksisite testi uygulandi. MTT (Sigma M5655) stok solusyonu 5 mg/mL
oraninda olacak sekilde D-PBS i¢inde hazirland:. Inkiibasyon siiresi biten hiicreler etiivden
alinarak, tlizerlerindeki besiyeri ortamdan uzaklastirildi ve 30 pL MTT uygulandi. MTT 1518a
hassas bir madde oldugu i¢in uygulama sirasinda 1s1ga maruz kalmamasina dikkat edildi. MTT
uygulamasi yapilan hiicreler tekrar etiivde yaklasik 3 saat beklemeye alindi. Metabolik olarak
aktif olan hiicreler tarafindan tetrazolyum bilesiginden olusacak olan formazan kristallerini
¢oziindirmek amaciyla 3 saat sonunda, hicrelere 150 pL DMSO uygulandi ve
homojenizasyonu igin oda sicakliginda ¢alkalayicida (150 rpm, Heidolph Unimax 1010)
calkaland.

Olusan mor renkli formazan kristali tagiyan soliisyon iyice homojen oldugunda, mikroplaka
okuyucu (EON, BioTek Instruments Inc.) ile 570 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
Olculdi. Elde edilen sonuglar kontrol grubu degerleriyle karsilastirilmasi yapilarak, hiicre

canlilig1 oran1 Denklem 3.3 kullanilarak % seklinde hesaplanmustir.

% Canlilik = (AD / AK) x 100 (3.3)
AD: Deney grubu absorbansi
AK: Kontrol absorbansi

En az 6 tekrarli yapilan MTT analiz sonuglarina gore, tez ¢alismasinda kullanilacak maddenin

U-87MG hucreleri Ustiinde uygulanmasi gereken dozlari belirlendi.
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3.3.1 Glikozaminoglikan Uygulanan Hucrelerin Sitotoksisite Analizleri

96-kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarma her kuyuda 10° hiicre/mL olacak sekilde hemositometre
yardimiyla sayimi  yapilmis siispanse edilen hiicrelerden 100 pL  alinarak
glikozaminoglikanlarin U-87MG hucreleri Uzerindeki sitotoksik etkisini 6lgmek amaciyla

hiicre ekildi.

Ekimi yapilmis hiicreler daha sonra, yiizeye iyice tutunup fikse olmalari i¢in 24 saat boyunca
%5 CO2 ve 37°C 1s1ya sahip etiive kaldirilarak inkiibe edildi. 24 saat sirenin sonunda, hticreler
etlivden alinarak, kontrol gruplarina son hacim 200 pL olacak sekilde sadece taze besiyeri
eklendi. Glikozaminoglikanlarin 1,5,10,25,50,100,250,500,750,1000 pg/mL olacak sekilde
dozlar1 hesaplanan konsantrasyonlarla besiyeri ile birlikte hazirlanip yine son hacmi 200 pL’ye
tamamlayarak deney grubunda bulunan hiicrelere uygulandi. Glikozaminoglikanlarin, U-
87MG insan glioblastoma hucreleri Gizerindeki sitotoksik etkisi 24,48,72 saat sonunda ayr1 ayri

Olculdi ve sitotoksik etki 72 saatin sonunda saptandi.

3.4. MADDE UYGULAMALARI

Bir sitotoksisite testi olan MTT testi sonucunda elde edilen veriler kullanilarak yapilan
hesaplama ile uygun dozlarin hiicrelere uygulanmasi i¢in 6 kuyucuga sahip hiicre kiltiirii
kaplarina U-87MG hiicreleri her kuyuda 10° hiicre/mL olacak sekilde 2 mL hiicre
slispansiyonundan alinarak ekilip, 37°C etlvde 24 saat boyunca inkibe edildi. 24 saat
inkiibasyon stresinin sonunda kontrol grubu olan hiicrelere son hacmi 3 mL tamamlayacak

sekilde sadece taze besiyeri eklendi.

Sitotoksisite testi sonucunda glikozaminoglikanlarin hiicre canliligini %20 ve %50 oraninda

etkileyen 600 pg/mL ve 1000 pg/mL olarak secilen dozlari deney gruplarina uygulandi.

3.5. HUCRE MIGRASYON ANALIZi

Hicrelerin migrasyon yeteneklerini analiz etmek i¢in 24 kuyucuga sahip hiicre kiiltiirii
kaplarma her kuyuda her bir cm? de 30000 hiicre olacak sekilde 500 pL besiyeri ile stispanse
edilen U-87MG hucrelerinin ekimi yapildi. Daha sonra 5% CO: igeren ve igerisinde %90’dan
fazla bagil nem olan 37°C sicakliga sahip etlv icerisinde 24 saat boyunca inkbe edildi.
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Inkiibasyon siiresinin sonunda, 24 kuyucuga sahip hiicre kiiltiirii kab1 uygulama seklimize gore
kontrol, 600 pg/mL ve 1000 pg/mL olacak bigimde gruplara ayrildi. Hiicrelerin bulundugu
kuyucuklarin merkezini de i¢ine alacak sekilde yukaridan asagiya ve soldan saga olmak tizere
1 ml pipet ucu yardimiyla birbirine dik olacak sekilde yavas ve dikkatle iki ¢izik ¢izildi. Cizikler
olustuktan sonra iizerlerindeki besiyerleri uzaklastirilarak her grubun ayr1 ayr1 goriintiileri ters

1s1k mikroskopu (Nikon Eclipse Ti-E) ile alindi.

Goriintiileri alinan hiicrelerde kontrol grubuna sadece taze besiyeri eklenirken, 600 pg/mL ve
1000 pg/mL olan deney gruplarina ise hesaplanan oranda besiyeri ile karistirilmig
glikozaminoglikanlar kuyularda ki son hacim 1 mL olacak sekilde uygulandi. 0., 24. ve 48.
saatlerde ¢izik olusan hiicrelerin migrasyon goruntileri ters 1s1k mikroskopu ile alind1 ve Image

J (NIH, ABD) programi yardimi ile alinan goriintiilerin analizleri yapildu.

3.6. HOECHST VE PROPIDIUM iYODUR (HO/PI) BOYAMASI

Uygulanan madde sonucu olusan apoptotik yanitlari analiz etmek amaciyla canli ve oli
hiicreleri ayirt edebilmeye yarayan bir yontem olan Hoechst ve propidium iyodir (HO/PI)
boyamasi yapildi. DNA’nin adenin-timin bakimindan zengin boélgelerine baglanarak hiicre
¢ekirdegini mavi renge boyayan bir floresan boya olan Hoechst-33342 (HO, H-1399,
Invitrogen) canli ve 6li hiicrelerin membranlarindan gegebilirken, Propidium iyodir (PlI,
P1304MP, Invitrogen) bazlar arasina girerek DNA’ya baglanan ancak yalnizca membran
biitiinliigi kalmamis 61 hicreleri kirmizi renge boyayan floresan boyadir. Hiicreler 8 kuyucuga
sahip kiiltiir slaytlarina (Nunc™ Lab-Tek™ |1, Thermo) apoptotik hiicreleri normal hiicrelerden
ayirt etmek i¢in yapilan analiz igin ekildi ve 37°C’lik etliv igerisinde 24 saat boyunca inkibe
edildi.

Inkiibasyon islemi sonrasinda, hiicreler iizerindeki besiyeri uzaklastirilip, kontrol grubuna
sadece besiyeri deney gruplarina ise belirlenen dozlarda madde uygulamasi yapildi ve Hoechst
ve propidium iyodiir (HO/PI) boyamasi i¢in 72 saat boyunca 5% CO: iceren ve %90’dan fazla
bagil nem igerisinde 37°C’lik etlivde bekletildi.

Madde uygulamasindan 72 saat sonra, hiicreler lizerindeki besiyeri ortamdan uzaklastirilip,

hicreler D-PBS ile yikandi. Son konsantrasyonlar1 5 pg/mL olacak sekilde HBSS (“Hank’s
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Balanced Salt Solutions) igerisinde siispanse edilmis HO ve PI boyalar1 hiicrelere uygulandi ve
30 dakika boyunca 37°C'de etiivde inkiibe olmasi i¢in birakildi.

Inkiibasyon siiresi sonrasinda, boyama yapilan hiicreler boyalar az da olsa toksik oldugu igin
D-PBS ile yikand1 ve daha sonra kuyucuklarin tzerinde bulunan aparat sokildi. Aparat
¢ikarildiktan sonra kalan D-PBS varsa ortamdan uzaklastirilip iyice kuru olmasi saglandiktan
sonra, %90 gliserol geride kalan lam Uzerinde bulunan hiicrelere birer damla seklinde

uygulanarak hiicrelerin iizeri gliserol ile kapatildi.

Daha sonra lamel ile dikkatlice tek seferde oturtularak lamin tizeri kapatildi. Apoptotik hicre
yanitlar1 Olympus BX53 (Tokyo, Japonya) floresan mikroskobu ile uygun filtre sistemleri
kullanarak tespit edildi ve Olympus DP73 (Tokyo, Japonya) dijital kamera ile gortntuleri elde
edildi. Fotograflar1 ¢ekilen 6lii ve apoptotik hiicrelerin sayimi yapildi ve toplam hiicrelerin
sayilar1 ile canli hiicrelere olan oranlar1 gekilen fotograflarda apoptotik ve 6li hiicreler sayildi

ve toplam hiicre sayilar1 Image J programi kullanilarak belirlendi.

3.7. HUCRE TOPLAMA

Ekimi yapilan hiicrelere sitotoksik analizlere gore uygun dozlarda madde uygulandi ve
belirlenen stirede inkiibe edildi. Inkiibasyon islemi sonrasinda, hiicreleri hiicre kiiltiirii kabindan
toplamak icin once kuyucuklar icindeki besiyeri ortamdan aspire edilerek uzaklastirildi.
Tripsinizasyon islemi Oncesi besiyeri i¢erinde bulunan FBS’deki tripsin inhibitoriinii etkisiz
hale getirmek icin hiicreler yaklasik 300 uL. D-PBS ile yikandi. Daha sonra D-PBS aspire
edilerek, hiicrelere Tripsin/EDTA uygulandi ve hiicre kiiltiir kabina tutunan hiicrelerin
yiizeyden kalkmalar1 i¢in hiicreler 3 dakika boyunca 37°C'lik etivde tutuldu. Hicrelerin
yiizeyden ayrilip ayrilmadiklar1 mikroskop altinda kontrol edildikten sonra, tripsini inhibe

etmek igin hucrelere belirli miktarda besiyeri eklendi.

Hiicrelerin birbirinden ayrilmasi ve yiizeyden kalkmasi i¢in hafif¢e kenarlardan ve hiicre kiiltiir
kaplarinin yiizeyinden hiicrelere zarar vermeden kaziyarak pipetaj yapildi. Yiizeyden ayrilarak
besiyeri icinde slispanse olan hiicreler 1,5 mL hacime sahip steril tiipe alindi ve 3 dakika
boyunca 5000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 hiicreler iizerinde bulunan siipernatant
pelete dokunmadan aspire edildi. Besiyeri ve kalintilarin1 ortamdan tamamen uzaklastirmak

icin 1 mL soguk D-PBS pelet tizerine eklenerek pipetaj yapilip yikanan hiicre peleti siispanse
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hale gelince, tekrar 3 dakika siresince 5000 rpm’de santrifiijlendi. Daha sonra hiicrelerin
olusturdugu pelete zarar vermeden D-PBS ortamdan uzaklastirildi ve tiipler i¢erisinde toplanan

hiicreler deney ¢alismalarinda kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.

3.8. SUDA COZUNEBILIR HUCRESEL PROTEINLERIN iZOLASYONU

Hiicreleri topladiktan sonra elde ettigimiz hiicre peletlerinin yogunluguna gore yaklasik 100-
150 pL soguk (4°C) RIPA [25 mM Tris (Sigma T1503)-HCI pH 7.6, 150 mM NaCl (Merck
106400), %1 (v/v) NP-40(AppliChem A1694), %1 (w/v) sodyum deoksikolat (Sigma D6750),
%0.1 (w/v) SDS (AppliChem A2263) EDTA'dan icermeyen proteaz inhibitor kokteyli (1
tablet/50 mL Roche 11873580), ve izolasyon yaparken proteinlere zarar vermemek amaciyla
bir proteaz inhibitdrii olan 1 mM PMSF’yi (fenilmetilstlfonil floriir, AppliChem A0999)]
kullandigimiz RIPA miktarina gore %1 oraninda ekleyip karigimi slispanse hale getirerek
protein izolasyonu yapildi. Hiicrelerin tamamen par¢alanmasi i¢in 1 mL insiilin enjektorleri ve
ultrasonik su kullanilip hiicrelerin mekanik pargalanmasi saglandi. Enjektor yardimiyla
mekanik olarak pargalanma islemine tabii tutulan hiicreler, ultrasonik su banyosu (WiseClean-
Daihan WUC-D10H) ve buz iginde tutularak pargalanmasi gergeklestirildi. Her bir 6rnek igin
3 tekrar olacak sekilde yinelenen bu islem sonrasi, hiicrelerin pargalanmasiyla elde edilen

homojen karisim 4°C'de 20000 rpm hizda 20 dakika boyunca santrifijlendi (Sigma 3-30K).

Santrifiij sonrasi elde edilen suda ¢oziinebilir haldeki proteinlerin yeni tiiplere transferi saglandi
ve daha sonra konsantrasyonlar1 hesaplandi. Western blot analizlerinde kullanmak tzere -
80°C'de saklandi (Zhang ve dig., 2001).

3.9. PROTEIN KONSANTRASYONLARININ SAPTANMASI

[zolasyonu yapilan suda ¢oziinebilir proteinlerin konsantrasyonlar1 SMART™ BCA

(bikinkoninik asit) Protein Assay Kit’ i (iNtRON Biotechnology) kullanilarak hesaplandi.

Biuret reaksiyonlara dayanan bikinkoninik asit (BCA) yontemine bagl olarak bu kitin ¢aligma
prensibi su sekildedir. Biliret reaksiyonlarinda, alkali ¢ozelti i¢erisindeki proteinlerde bulunan
peptid baglart sayesinde Cu (II) iyonlar1 Cu(l) iyonlarina indirgenerek, alkali ¢6zelti olan kit

belirtecindeki bakir(I) siilfat da indirgenir.
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Bu indirgenme reaksiyonunu takiben Cu(I) iyonlar1 ile suda ¢6ztinebilen stabil bir sodyum tuzu
bilesigi olan BCA’nin olusturdugu koyu mor renge sahip kompleksin 562 nm’de

spektrofotometre yardimiyla yaptigi isima sonunda olusan absorbans degeri 6lculir.

Protein konsantrasyonlarini belirlemek amacrtyla kiti tireten firmanin belirttigi protokol sirasiyla
takip edildi. Kitin icerisinde bulunan BSA (“Bovine Serum Albumin”, Sigir Serum Albimini)
0-2000 pg/mL araliginda 25, 125, 250, 500, 1000, 1500 ve 2000 pg/mL olacak sekilde
belirlenmis konsantrasyonlarinda protokolde tarif edildigi tizere dH20 ile seyreltilerek protein

standartlar1 hazirlanda.

Hazirlanan 6rnekler 5 kat distile su ile seyreltildi ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabinda ilgili
her bir kuyucuga kit icerisinde bulunan reaktif A ve reaktif B soliisyonlarinin sirasiyla 50:1

(v:v) oraninda karigtirilarak hazirlanan BCA belirtecinden 200 pL eklendi.

Daha sonra distile su ile seyreltilmis 6rneklerden ve blank olarak kullanilan numunelerin
¢cozgeni olan tampondan 25 pL alinarak BCA belirteci tzerine eklendi. Bir dakika boyunca
calkalayicida (Heidolph Unimax 1010) ¢alkalanarak mikroplaka igerisindeki BCA belirteci ve
numunelerin iyice karisip homojenize olmasi saglandi. Bu islemi takiben, 37°C’'lik etlivde
(Thermo Scientific, Heracell™ 240) 30 dakika slresince 96 kuyucuklu mikroplaka
inkiibasyona birakildi. Son olarak inkiibasyon isleminin ardindan, mikroplaka okuyucu (EON,
BioTek Instruments Inc.) yardimi ile BCA belirteci ve numunelerin birlesimi sonucu olusan
mor renkli Uriiniin 562 nm dalga boyundaki absorbans degeri 6l¢iildii. Elde edilen absorbans
degerlerinden blank grubunun absorbansi ¢ikarilarak gercek degerler elde edildi. Eldeki tim
numuneler ve standartlar 3 tekrarl olacak sekilde degerlendirmeye alinmis ve sonrasinda BSA
standartlarinda yer alan konsantrasyon ve absorbans degerleri kullanilarak standart grafik elde
edildi.

Protein numuneleri i¢in uygulanan BCA protokolii sonrasinda 6rneklere ait absorbans degerleri

standart grafikte yer alan dogru denklemine yerlestirilerek protein konsantrasyonlar1 saptandi.
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3.10. ELEKTROFORETIK ANALIZLER

3.10.1. Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) — PAGE Analizi

Izolasyonu yapilan suda ¢dziinen proteinlerin denatiire jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi
kullanilarak ayristirllmasi 2002 yilinda Walker tarafindan gelistirilmis ve en sik kullanilan

metot haline gelmistir.

SDS-PAGE sistemi temel olarak proteinler molekiiler agirliklarina gére ¢oziiniip ayrilmalarini
saglayan ayristirma jeli ve proteinlerin ayrilma jeline gegcmeden yogun hale gelmesini ve
proteinlerin negatif yiik ile yiiklenip dogrusal bigimde hareket ederek ayrilma jeline gegmesini
saglayan yiikleme jeli olmak tizere iki farkli jel sisteminden olusur. Tiim bu SDS-PAGE
sistemini olusturan bilesenlerin arasindaki farklar proteinlerin agirliklart baz alinarak

ayristirilma islemine maruz birakilmasini saglayan yontemin gelismesini meydana getirmistir.

Suda coziinebilen proteinlerin analizinde Mini jel elektroforez sistemi (Mini-PROTEAN®
Tetra Cell, Bio-Rad) kuruldu. Oncelikle jellerin hazirlanacagi camlar (“1.0 mm spacer plates”
and “short plates”), taraklar (1.0 mm) ve contalar (“gaskets”) %70 oraninda hazirlanmis etanol
(EtOH) ile temiz hale getirildi ve jel dokiilmeden 6nce 1yice kurumasi i¢in beklenildi. Sistemi

tireten firmanin hazirladig1 protokole uygun olarak jel kaseti hazirlanda.

Tablo 3.2’de belirtilen oranlarda ayirma jeli Tablo 3.1'de gosterildigi gibi Tris-HCI (pH 8.8),
dH20, akrilamid ¢ozeltisi, SDS ve APS karistirilarak hazir hale getirildi. Bu islemi takiben
Tablo 3.2'deki ifade edildigi sekilde yiikleme jeli hazirlandi ve daha sonra ¢oziinmiis oksijenin
karisimdan ayrisabilmesi i¢in ultrasonik su banyosunda 5 dakika siireyle beklemeye alindi.
Iceride hava kabarcigi olmayacak sekilde hafifce karistirilan jel karisgimina, akrilamidin
polimerizasyonunu katalizleyen TEMED’ in (Fluka 87689) eklenmesi ile jel karisimi iki cam
arasina (1 mm) jel sisteminin 4/5’1 dolu olacak sekilde enjektor kullanilarak dokiildi. Daha
sonra jelin polimerizasyonunu hizlandirmak ve havayla temasini kesmek amaciyla ylizeyi 1 mL
distile su ile ortiildii ve bdylelikle jelin iist tabakasinin diiz bir ¢izgi halini almasi1 saglandi.
Ayirma jelinin polimerizasyonu i¢in ortalama 1 saat bekledikten sonra, jel yiizeyindeki su
kurutma kagidi yardimiyla jele dokunmadan alindi. Jel yiizeyinde bulunan su uzaklastirildiktan
sonra Tablo 3.2 de belirtilen oranlarda %35 akrilamid oranina sahip yiikleme jeli hazir hale
getirildi ve daha sonra enjektor ile polimerize olmus ayirma jelinin iizerine yukleme jeli

dokiildii. Ornek yiikleme kuyularini olusturmak amaciyla, jel iizerine tarak hizlica ve hava
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kabarcig1 ¢ikarmamak i¢in dikkatli bir sekilde jel kasedinin Ust bélimine oturtuldu. Yukleme
jeli 30 dakika igerisinde polimerizasyonunu tamamladi ve daha sonra ortalama 30 dakika sonra
yiikleme jeli polimerize hale geldi. Jel sistemini baglayan klipler, ayirici ve tarak dikkatli
sekilde jel kasetinden yiikleme jeli polimerize olduktan sonra ¢ikarildi. Tarak yardimiyla
meydana gelen 6rnek yiikleme kuyulari ultra saf su kullanilarak yikandi ve elektroforez tankina
jel sistemi yerlestirildi. Elektroforez tanki kuyucuklar1 da kapatacak sekilde 1X ylritme
tamponu ile dolduruldu.

1:1 (v:v) oraninda hazir hale gelmis 2X 6rnek yukleme tamponu ile érnekler karistirildi. Sonra
ornek yukleme tamponu ile karistirilan drnekler 5 dakika siresince proteinlerin denatiire hale

gelmesi icin 95°C’de 1sitilmis 1siticida kaynatildi.

Tablo 3.1: SDS-PAGE i¢in hazirlanan ¢ézeltiler.

Cozeltiler Bilesenler
Trizma Baz (25 MM).....cviiiiiiiiiiieiiie e e 3.03¢g
1X Yurutme Glisin (192 mM ,AppliChem AL0B7) .....ccocveverererenieeseiesieresieeas 1449
Tamponu (PH 8.3)  SDS (960.1).......cvveerreeeeeeeeeeseseesesssessssssessssessesssssssssssesesssssssessnness 1g
dH20 ile son hacim 1 L’ye tamamlandi.
0.6 MTris-HCI Tamponu (PH 6.8) .....coovvveviiicicese e 5mL
2X Ornek Yiikleme  Gliserol (Sigma-Aldrich G5516) ..........ccccvvveevrrerrerrirerereieiennn. 10 mL
Tamponu B-Merkaptoetanol (AppliChem AL1108) ......cccccoeveveveverrireernnnn, 0.25 mL
Bromo-fenol mavisi (%0.5 (w/v)stok,Merck 108122) ..................... 5mL
dH0 ile son hacim 50 mL’ye tamamlandi.
Trizma-Baz (Sigma T1503) .....covveririiririeiiieiinieiseisie e 4543 ¢

1.875 M Tris-HCI

Tamponu (pH 8.8) 3N HCl ile pH 8.8’¢ ayarlandi.

dH:0 ile son hacim 200 mL’ye tamamlandi.

THZMA-BAZ.....c.oiiiiciiieee e 1454 g
3N HCl ile pH 6.8’¢ ayarlandi.

dH0 ile son hacim 200 mL’ye tamamlandi.

0.6 M Tris-HCI
Tamponu (pH 6.8)

%430 Akrilamid stok AKrilamid (Sigma A3553) .....cveieieieiie e seee e 30¢g
rilamid sto
’ . Bis-AKrilamid (Sigma M2022) ..........crrerrereeerrsseeesseeresssseesesseeeeeen 08¢
soliisyonu
dH0 ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi.
%10 Sodyum Dodesil SDS (AppliChem A2263)......cviiieiiiieee e 10¢g
Siilfat (SDS) dH0 ile son hacim 100 mL’ye tamamlandh.
. APS (APPlIChEM A2941)......coieiiiiiieieieee st e 19
A)IO..A monyurm dH20 ile son hacim 1 mL’ye tamamlandi.
Persiilfat (APS)

Jel dokiilecegi zaman taze hazirlanmustir.
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Tablo 3.2: Ayirma ve yiikleme jeli igerikleri (1 jel i¢in gerekli degerler).

Jel icerikleri Ayrma Jeli YUkIeme.Jeli _
(%10 Akrilamid) (%5 Akrilamid)

Tris-HCI (1.875 M, pH:8.8) 1mL -

Tris-HCI (0.6 M, pH:6.8) - 250 L

dH20 2.262 mL 1.875 mL

%30 Stok Akrilamid Soliisyonu 1.662 mL 337.5uL

%10 Sodyum dodesil silfat (SDS) 50 pL 25 uL

%10 Amonyum persilfat (APS) 25 uL 12.5 uL

TEMED 1.75 puL 3.5 ulL

Ornekler her bir kuyucukta 30 pg protein olacak sekilde hesaplanan miktarlarda jele yiiklendi.
Jel Gzerinde bulunan ilk kuyuya 6rneklerden 6nce Protein marker karisimi (Pierce® Blue
Prestained Protein MW Marker Mix, Thermo Scientific 266121) yiiklendi. Orneklerin kuyulara
yiikleme islemi tamamlandiginda, 200 V sabit voltaj icerisinde elektroforez islemi baglatildi.
Ornek yiikleme tamponu igerisinde bulunan bromofenol mavisi yardimiyla olusan bant ile
proteinlerin hareketleri takip edildi ve jelin alt tarafina gelene kadar ortalama 40 dakika

boyunca elektroforez devam ettirildi.

3.10.2. immiinoblotlama

Elektrotransfer, immiinoblotlama ve membran stripping islemlerinde kullanilan tamponlar
bilesenleri ve tampon igerisinde bulunma miktarlari ile birlikte beraber asagidaki Tablo 3.3'de
belirtildi. Immiinolojik analiz de kullanilan antikorlar (primer ve sekonder), iiretici firmalari,

elde edildikleri model organizmalar ve hazirlandiklar diliisyon oranlar1 Tablo 3.4'de gdsterildi.

Madde uygulandiktan sonra toplanan hiicrelerden izole edilen proteinler SDS-PAGE metodu
kullanilarak %10 poliakrilamid jelde molekiil agirliklarina gore ayrildi. Ayrilan ve jel {izerinde
yurdtilen proteinler daha sonra elektroblotting yontemi kullanilarak [Wet/ Tank Blotting
System (Bio-Rad)] polivinilidin difloriir (PVDF) membranina aktarildi. Proteinler polivinilidin
difloriir membrana (PVDF) aktarilmadan once iki tane filtre kagitlar1 ve jel boyutlarina uygun
olarak bir adet PVDF membran kesildi. PVDF membrani aktif hale getirmek amaciyla 30 saniye
stireyle %100 oraninda metanol ile muamele edildi, ardindan fiber pedler, filtre kagidi ve jel
tizerindeki proteinlerin aktarimiin yapilacagi PVDF membran1 20 dakika siireyle transfer

tamponunda bekletildi.
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Bu sistemde igerisinde siyah kisim katot tarafini, kirmizi kisim ise anot tarafini temsil etmekte
ve mekanizma siyah kisimdan kirmizi kisima dogru ¢alismaktadir. Siyah boliimii alt kisima
denk gelecek sekilde yerlestirilen kasete, transfer tamponu ile 1slatilmis nemlendirilmis fiber
ped siyah kismin {izerine gelecek sekilde yerlestirildi ve sonra sirasiyla filtre kagidi,
dengelenmis jel son olarak daha 6nce transfer tamponu igerisinde bekleyen nemlendirilmis
membran jelin iizerine dikkatle yerlestirildi. Membran {izerine bir adet filtre kagidinin
yerlestirilmesiyle olusan sandvig sistemi olarak da adlandirilan bu sistemin kurulumu son fiber
pedin filtre kagidi {izerine kapatilmasiyla tamamlandi. Birbirleri {izerine yerlestirilen
katmanlarin arasinda hava kabarcigi olmamasi amaciyla rulo ile tabakalarin iizerinden hafifce
gecildi. Katmanlarin yapilarinin bozulmamasina, membran ve jelin yerinin korunmasina dikkat
ederek kaset kapagi kapatildi ve tank igerisine yerlestirildi. Kaset sistemi buz dolu tank igerisine
veya sogutucu ile birlikte tanka yerlestirildi. Daha sonra tranfer sistemi ve tank yeni hazirlanan
1X transfer tampon ¢ozeltisi ile dolduruldu. Kapagi kapatilan Wet/ Tank Blotlama sistemi gii¢
kaynagina baglandi ve uygun voltaj ayarlanarak transfer islemi yaklasik 90 dakika sirecek
sekilde baglatildi. Belirlenen siire sonunda transfer islemi bitince, kaset sistemi tank igerisinden

cikarilirken jel iizerindeki proteinlerin transfer edildigi membran da yiikleme kismindan ayrildi.

Tablo 3.3: immiinolojik analizler i¢in hazirlanan ¢dzeltiler.

Soluisyonlar icerikleri
9010°TUK SDS GOZEILISI. .evveveevieatiesiesiie sttt st sne s 20 mL
o 0.6 M Tris-HCI (pH:6.8) tamPONU........c.cceriieriiieinieisiee e 10 mL
T
Stripping Tamponu UIEEE SAF SU. ..ttt bbbt 70 mL
B-MErKaptOBTANOL..... .ottt e 0.8 mL
X Yik Trizma-Baz (20 MM, PH: 7.5) .o 2429
T tama NaCl (150 MM) (MEICK L0B400) ........ovveeerreeseeeeeesessseeeesesseeeeeseseseesseessresee 8.77¢g
amponu
TWEEN-20 (Y00.1)...neeiieie et 1mL
dH,0 ile 1L'ye tamamlandi.
%5’lik Bloklama  Yagsiz siit tozu (SIgMa 70166) .........cccoueiriririririeriiieisieesieeeseee s snenenes 59
Tamponu Son hacim 1X yikama soliisyonu ile 100 mL’ye tamamlandi.
Trizma-Baz (25mM, Sigma T1503) ...c.coveiiiiiiieieieieesere e e 3.03¢
1X Transfer Glisin (192 mM, AppliChem AL0B7) .....c.ccvereriieieeeise e e 1449
Tamponu MELANON ... 200 mL

dHz0 ile 1L’ye tamamlandi.
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Tablo 3.4: immiinolojik analizler icin kullanilan primer ve sekonder antikorlar (Elde edildikleri
kaynaklar1 ve diliisyonlart).

Antikor Uretici Firma Kod Konak Dilusyon
Anti-p53 Novus NB200-103 Fare 1:1000
Anti-p21 Proteintech 10355-1-AP Tavsan 1:1000
,fb(;r:::]-CasG pro vekesilmis b 0intech 19677-1-AP T 1:1000
Anti-Bax Proteintech 50599-2-Ig Tavsan 1:1000
Anti-Bcl-2 Proteintech 12789-1-AP Tavsan 1:1000
';‘OT:T']'PARPl pro vekesilmis 5 ointech 13371-1-AP Tavsan 1:1000
Grp78 Novus NBP2-16749 Tavsan 1:1000
IREla Novus NB100-2324 Tavsan 1:1000
PERK Novus NBP1-51661 Fare 1:1000
ATF6 Novus NBP1-40256 Fare 1:1000
Anti-p-aktin Novus NB600-501 Fare 1:5000
Anti-Tavsan 1gG Boster BA1050 Kegci 1:5000
Anti-Fare 1gG Boster BA1050 Kegi 1:5000

Transfer sonrasinda membran oda sicakliginda TBST (%0.1 (v/v) Tween-20 iceren TBS)
icerisinde ¢Ozlindiirilmiis %5'lik (w/v) yagsiz siit tozundan (Fluka 70166) olusan ve
antikorlarin spesifik olmayan bdlgelere baglanmasina engel olmak amaciyla hazirlanan

bloklama soliisyonu igerisine alinip yaklagik 2 saat boyunca ¢alkalayicida inkiibe edildi.

Bloklama iglemi sonrasinda membran, Tablo 3.4’de ifade edildigi sekilde bloklama soliisyonu
olan yagsiz siit tozu iginde seyreltilerek hazirlanmis primer antikor +4 °C” de bir gece boyunca
inkibe edildi.

Gece boyunca primer antikor ile inkiibe edilen membran 4 defa 15’er dakika arayla yikama
tamponu olan 1X TBST c¢ozeltisi ile antikor kalintilarini ortadan kaldirmak amaciyla yikanarak
diisiik hizda ¢alkalandi. Membranlarin 1X TBST tampon ¢ozeltisi ile yikama islemi bittikten
sonra, primer antikora 6zel olarak tasarlanmis ve bloklama tamponu igerisinde seyreltilerek
hazirlanan sekonder antikor ile oda sicakliginda iki saat boyunca inkiibe edildi. Sekonder
antikorla inkiibasyon iglemi biten membranlar, yine 4 defa 15 dakika araliklarla 1X TBST ile

yikanarak sekonder antikorlarin ortamdan uzaklastirilmasi saglandi.
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“ECL Plus Western Blotting Detection System (Amersham RPN2133)” yontemi ile
arastirilmak istenen proteinler agirliklarina gore bulunma ihtimali olan bolgelerdeki bantlarin
goruntillenmesiyle tespit edildi. Uretici firmadan elde edilen kit icerisinde bulunan A ve B
reaktif soliisyonlarinin 1:1 (v:v) oraninda karismasi ile hazir hale getirilen karigim karanlik
odada kirmiz1 151k altinda membran {izerine uygulanarak 5 dakika beklendi. Bekleme siiresi
sonunda, membrana uygulanan karisim membran iizerinden uzaklastirilarak, seffaf iki asetat
kagitlart arasina konulan membran goriintiileme cihazi (ChemiDoc MP, Bio-Rad) igerisine
yerlestirildi. Caligilan proteinlere ait bant goriintiilerinin analizleri ImageLab 5.2.1 yazilimi

kullanilarak elde edildi.

Goruntlleri alinan membranlarin tizerindeki antikor kalintilarini uzaklagtirmak, normalizasyon
analizleri icin tekrar blotlayabilmek amaciyla “stripping” adi verilen yontem, membranlara
uygulandi. Oncelikle Tablo 3.3’te de gosterildigi sekilde hazirlanan “stripping” soliisyonu
50°C’ye 1sitildi. Isian soliisyon membran lizerine eklendi ve membran 50°C'de 45 dakika

boyunca inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon islemi sonrasinda, membran 15’er dakika arayla 4 kez ultra saf su ile yikanarak her
seferinde diisiik hizli ¢alkalayictya birakildi. Ultra saf su ile yikama islemi sona erdiginde, yeni
ve temiz bir kap igerisine alinan membran bu sefer 5’er dakika araliklarla 5 kere TBST ile
yikanarak diislik hiza sahip calkalayici iizerinde calkalanmasi saglandi. Tiim bu islemlerin
sonucunda, membran tekrar blotlanmaya hazir hale getirildi ve normalizasyon analizi i¢in tercih
edilen bir housekeeping gen olan B-aktin’in primer antikoru ile +4 °C’de gece boyunca
inkiibasyona birakildi. Primer antikor ile inkiibasyona maruz birakilan membran, TBST (“Tris-
buffered saline with Tween-20") yikama tampon ¢6zeltisi ile 15 dakika arayla 4 defa yikand:
ve diistik hiza sahip galkalayici lizerine birakildi. Beta-aktin’e ait protein bantlart membranin
“ECL Plus Western Blotting Detection System” ile muamelesi sonrast goriintiileme cihazi ile
goruntulendi ve protein bantlar1 Imagelab 5.2.1 yaziliminda bulunan normalizasyon

hesaplamalar1 kullanilarak normalize edildi.

3.11. iISTATISTIKSEL ANALIZLER

Tez galigmasi kapsaminda yer alan tiim sitotoksik ve immiinolojik analizlerden toplanan biitiin
veriler istatistiksel acidan degerlendirildi. GraphPad Prism® 7.01 programi yardimi ile

aritmetik ortalamalar ve standart sapma (SS) hesaplamasi yapildi.
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Tek- veya cift-yonlit ANOVA varyans analizi (“one-way or two-way ANOVA” tek veya ¢ift
yonlii varyans analizi) uygulanip, ardindan Tukey post hoc testi yapildi ve deney gruplari
arasinda olugan farklarin anlamli olup olmadig1 degerlendirildi. Anlamlilik sinir1 olarak P <0.05

belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. U-87TMG GLIOBLASTOMA HUCRELERININ COGALMA EGRILERIi

Bu tez kapsaminda kullanilan 4. dereceden astrositoma olan glioblastoma hiicre hatt1 U-87MG
hicrelerinin 2-boyutlu kiiltiirde bilylime kinetiginin ve jenerasyon siiresinin belirlenmesi igin
cogalma egrisi grafigi olusturuldu. Baslangig hiicre sayis1 0.5%10° ve 1x10° hiicre/mL olacak
sekilde 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi. Neubauer lami kullanilarak 10 giin boyunca hiicre
sayimi1 yapildi. Bu sayimlar sonucu elde edilen veriler ile hazirlanan grafik Sekil 4.1°de verildi.
Grafikten elde edilen verilere gore U-87MG hiicre hattinin jenerasyon siiresinin 18 saat oldugu
belirlendi. Her iki kultirde de U-87MG hiicrelerinin 1. glinde logaritmik faza girdigi belirlendi.
0.5x10° hiicre/mL ile baslatilan hiicre grubu duragan faza 5. giinde, 1x10° hiicre/mL ile

baslatilan hiicre grubunun ise 3. giinde gectigi saptandi.

107 U-87MG hiicre hatt1

10°

Hiicre sayis1 / mL

"t 0.5x 10? hucre/mL
= 1.0 x 10° hiicre/mL

104IIIIIIIIIII
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zaman (giin)

Sekil 4.1: Insan glioblastoma hiicre hatti U-87MG hiicrelerinin baslangic hiicre sayilar1 0.5x10° ve
1x10° hiicre/mL olan kiiltiirlerden elde edilen ¢ogalma egrisi grafigi.

4.2. GLIKOZAMINOGLIKANIN (GAG) SITOTOKSIK ETKILERI

Levrek baligindan elde edilen GAG’m glioblastoma hiicre hatti U-87MG hucrelerindeki
sitotoksik etkilerini belirlemek i¢cin MTT testi yapildi. GAG’in 1, 5, 10, 25, 50, 100, 500, 750
ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarinin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkileri 24, 48 ve 72 saatlik
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uygulamalar sonucunda elde edildi. MTT sonugclarina gore sadece 72 saatlik uygulama i¢in 1Csp
degeri saptandi ve bu degerin 993.10+£10.57 pg/mL oldugu belirlendi. Doza- ve zamana- bagh
sitotoksik etkiyi gdsteren sonuglar Sekil 4.2°de verildi.

U-8TMG
U-8TMG

140 [ 24 saat [ 48 saat [l 72 saat 140 -
— = &~ 24 saat -® 48 saat -+ 72 saat
= ]
E 120 ,LI e & 120 4
g g
S 10 100 1
2 £
< 80 o 51
B0 £
= = 60
—d 60 g
8 S 40 1€5,= 893.10+10.57 pg/mL =
o 40 e "
2 g
=2 20 = 20
= = o

o4 r T T i
0 1 5 10 25 50 100 250 500 750 1000 1 10 100 1000

GAG (ng/mL) GAG (pg/mL)

Sekil 4.2: GAG farkli dozlarinin (1-1000 pg/mL) U-87MG hcreleri Uzerindeki 24, 48 ve 72 saatlik
sitotoksik (MTT analizi) etkilerini gésteren (A) sttun ve (B) doz-yanit egri grafikleri (*kontrole

gore kiyaslamayi, #gruplar arasi karsilagtirmayi gosterir. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001;
#P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001).

GAG uygulanmis U-87MG hiicrelerinin canlilik verilerine (MTT testi) gore ileriki deneyler
icin 600 pg/mL ve 1000 pg/mL GAG dozlarinin 72 saatlik uygulamasi secildi. Siire sonunda
bu dozlarin hiicre canliligin sirasiyla %19.60 ve %52.35 azalttig1 gosterildi (Sekil 4.3).
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£ 1001 == i
g E Kontrol
-4
80
£
E” 60-
: dkk
=l
S 40-
[]
i
S 204
=
ol
& s ¢
& F
s
SR
NN
3 ‘\Q

Sekil 4.3: U-87MG hucrelerinde 600 pg/mL ve 1000 pg/mL’lik GAG dozlarinin 72 saat siireyle
uygulamalarinin hiicre canliligina etkisi (skala bar: 400 um, biyitme: x40). (A) MTT testi ile
elde edilen hiicre canliligini gosteren grafikler, (B) Hucrelerin morfolojik gorintiisu (*kontrole
gore, #gruplar arasi karsilastirmay1 gosterir. ***P<0.001; ###P<0.001).
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4.3. In Vitro CiZiK DENEYI iLE MiGRASYONUN ANALIZIi

Levrek baliginin pulundan izole edilen GAG’1n, glioma progresyonunda 6énemli bir yere sahip
olan migrasyon Uzerindeki etkileri in vitro ¢izik deneyi ile degerlendirildi (Sekil 4.4). 72 saat
boyunca gozlemlenen ¢izik alaninda 48 saatte kontrol grubunun neredeyse tamamen kapandigi
goriildii. Bu nedenle GAG’1n dozlarinin ve kontrol grubunun migrasyon tizerindeki etkileri 48
saat sonunda degerlendirdi. Bu degerlendirme GAG uygulamasi 6ncesinde (0. saat) olusturulan
¢izik alanin uygulama sonrasi yiizde kapama degerine gore yapildi. 600 pg/mL’lik GAG dozu
%67.65 kapanma oranina sahip iken 1000 ng/mL’lik GAG dozunun %36.28 kapanmaya yol
actig1 belirlendi. Bu sonuglar, GAG’1n glioblastoma hiicre hatt1 U-87MG hicrelerinde 6nemli

6l¢iide migrasyonu azalttigini gosterdi.

U-87TMG

L00- GAG (ug/mL)
_ 600 1000
] ] e .
5 807 <
& ok <
E wn
5 60- S
3
(-]
I, :
E 40- *C-é B
= ®
“ w
= 201 N
a
0 T "§
< Y*G ?’G )
& VG @
\éy &
SR 2
S O
SN

Sekil 4.4: U-87MG hiicrelerinde 600 pg/mL ve 1000 pg/mL dozundaki GAG uygulamasinin 48 saat
sonunda hlicre migrasyonuna etkisi (skala bar: 400 um, biyitme: x40). (*kontrole goére, #gruplar
arasi karsilagtirmay1 gosterir. ***P<0.001; ###P<0.001).
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44. APOPTOZ ANALiZi: HOECHST VE PROPIDIUM IYODUR (HO/PI)
BOYAMASI

Levrek baliginin pulundan izole edilen GAG’1n, 600 pg/mL ve 1000 pg/mL’lik dozlarmin U-
87MG hicrelerinde apoptoz indiksiyonu utzerindeki etkisini gorintilemek icin Hoechst ve
propidium iyodiir (HO/PI) ikili boyamasi yapildi (Sekil 4.5). 600 pg/mL ve 1000 pg/mL’lik
GAG dozlarmin 72 saatlik uygulama sonrasi sirasiyla %5.50 ve %15.76 apoptotik hiicre

saptandi.
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Sekil 4.5: U-87MG hiicrelerinde 600 pg/mL ve 1000 ug/mL’lik GAG dozlarmin 72 saat
uygulamalarmin apoptoz iizerindeki etkisinin HO/PI boyama ile degerlendirilmesi (biiyiitme:
x400). (*kontrole gore, #gruplar aras1 karsilastirmay1 gosterir. ***P<0.001; ###P<0.001).

4.5. PROTEIN EKSPRESYON ANALIZLERI

U-87MG hicrelerinde 72 saatlik GAG uygulamasi sonrasinda apoptoz durumunu incelemek
icin BAX, Bcl-2, kesilmis kaspaz-3 ve PARP1 protein fragmentlerinin ekspresyonlar1 western
blot yontemi kullanilarak belirlendi (Sekil 4.6). GAG uygulamasi sonrasi her iki dozun da BAX
proteininin anlatiminda yol agtig1 artigin istatiksel olarak anlamli oldugu goriildii. 600 pg/mL
olan grupta bu artig 1.28 kat iken 1000 pg/mL GAG uygulanmis grupta 1.36 kat oldugu tespit
edildi. Ayrica bu iki grup arasinda da anlamli bir fark oldugu belirlendi.
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Her iki doz BAX proteini ekspresyonunu artirirken Bel-2 proteinin anlatimini ise 6nemli 6l¢tide
azalttig1 tespit edildi. Bu azalma istatiksel olarak anlamliyd1 ve yine iki grup arasinda da anlamli
bir farkin oldugu belirlendi. Apoptozun 6nemli bir 6lgiitii olan BAX/Bcl-2 oran1 her iki GAG
dozunda artig gosterirken 1000 pg/mL dozunda bu artisin ¢ok daha yiiksek oldugu belirlendi.
Bu kat artiglar1 sirastyla 2.39 ve 6.08 idi. GAG uygulamasi sonrasi kaspaz-3 aktif formlarda
oldukga yiiksek bir artis oldugu goriildii. Her iki gruptaki artis hem kontrole goére hem de kendi
aralarinda istatiksel olarak anlamliydi. GAG uygulamasi sonrast DNA onariminda gorevli olan
PARPI’in kesilmis formu olan p89°’daki artis, DNA onariminda azalmayi ve apoptoz
indiiksiyonundaki artis1 gosterdi. Her iki dozda da kontrole gore istatiksel olarak anlamli fark

goriildii. Elde edilen bu veriler GAG’1n dozuna bagli olarak artan apoptozu gosterdi.

GAG’1in U-87MG glioblastoma hiicreleri Gizerindeki apoptoz ve hiicre donglsunde gorevli olan
p53 ve p21 proteinleri ekspresyon diizeyleri western blot metodu ile belirlendi. GAG’m 600
ug/mL ve 1000 pug/mL dozlarinin 72 saatlik uygulamasi sonrasi, hiicre dongusu inhibitori ve
anti-proliferatif efektor olarak islev goren p53 ve p21 proteinlerinin ekspresyonlari tizerindeki
etkisi Sekil 4.7 gosterildi. Her iki dozun da kontrol grubuna gore istatiksel olarak p53 proteinin
anlatimini artirdig1 goriildii. Sirasiyla kontrole gore 1.18 ve 2.32 kat artis1 tespit edildi. Ayrica
GAG’m doz gruplan arasinda karsilagtirma yapildiginda, 1000 pg/mL’deki artisin 600
Hg/mL’ye gore istatiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu goriildi. Her iki GAG
dozunun da p21 protein ekspresyonunu, kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1
ve sirastyla bu artisin 1.64 ve 2.03 oldugu belirlendi. 1000 ng/mL’deki artigin 600 pg/mL gore
daha biiytik oldugu ve bu gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir farkin oldugu goriildii.
Bu sonuglar, GAG’1n doz bagh olarak p21 ve p53 proteinlerinin anlatim seviyelerinde artis
sagladigim gosterdi ve GAG’1n anti-kanser etki mekanizmasina p21 ve p53 proteinlerinin de

dahil olduguna dair kanitlar sagladi.



39

A GAG (pug/mL) B
Bax — o
- e - - - -’-\1 E
Bcl-2 | e we + o 2 S 104 =
L <
-— . — ~ -
Cas-3 [ w—— G | z S
N’ *ekk
» o J
- :g g 0.5
| D @
p19/17 .y il
0.0 T
PARP1 > & &
89 & & F
P ¥ &
e‘\‘% QQ%
B-aktin - e == & \’QQ
U-87TMG U-87TMG U-87TMG
81 8- #ith 61
e dekek
it S:n =
£ ZEx oy i
7% = =5 g
& 2 <
(=] 5 ?‘1
3 = 2
2 4- 3 4 Y
oo} = ®©
P 2 &
. :
2- % 2- =
3 =9
<
A A
.oo C}Y’G GY’G &ﬁo GY’G GY’G
) S
AR R
S & S &
A A

Sekil 4.6: (A) U-87MG hiicrelerinde 600 pg/mL ve 1000 pg/mL’lik GAG dozlarinin 72 saat
uygulamalarinin apoptoz {izerindeki etkisinin western blot ile degerlendirilmesi, (B) hiicrelerde
uygulama sonras1 Bax ve Bcl-2 proteinin anlatim farklarini ve oranlarini, kaspaz-3 proteinin
pl9/pl7 kesilmis fragmentlerinin anlatim farklarmi ve PARP1 proteinin p89 kesilmig
fragmentinin anlatim farklarin1 gosteren grafikler. (*kontrole gore, #gruplar arasi karsilastirmay1
gosterir. ***P<0.001; ###P<0.001).



40

U-87TMG U-87TMG
31 31
GAG (pg/mL)
K 600 1000 et
= hos2d = #ith
- -
P53 | e — "?:D N ,gﬁ 5 | kk
=] =]
P21 [ —— L k @
| =Ml =
B-aktin | S S—— — 1 1
> & O > L& &
& Vc? R & VGY’ &
¢ & \4'y ¢ & \C&)
o7 o Q‘?éo Q\?%
Q O\ ) )
o ,\/Q () ,\,Q

Sekil 4.7: (A)U-87MG hiicrelerinde 600 pg/mL ve 1000 pg/mL’lik GAG dozlarinin 72 saat
uygulamalarinin p53 ve p21 ekspresyon seviyeleri iizerindeki etkisinin western blot ile
degerlendirilmesi, (B) hiicrelerde uygulama sonrasi p21 ve p53 proteinin farklarini gdsteren
grafikler. (*kontrole gore, #gruplar aras1 karsilastirmay1 gosterir. ***P<0.001; ###P<0.001).

U-87MG glioma hiicreleri lizerinde GAG’1n ER stresi markerlar1 olan Grp78, PERK, IRE1a ve
ATF6 p50 proteinlerinin anlatimlarindaki seviye degisimleri belirlendi (Sekil 4.8). Hiicre
canligmi %20 azaltan GAG’m 600 pg/mL dozu Grp78 seviyesini kontrole gore 1.73 kat
artirirken, hiicreye oldukga toksik olan 1000 pg/mL dozunun Grp78 anlatimini 1.89 kat
artirtldigr gosterildi. Bu artislarin hem kontrole gére hem de iki grup arasinda istatiksel olarak
anlamli oldugu belirlendi. Bu iki dozun PERK ve IRE1a proteinlerinin ekspresyon seviyelerini
anlamli sekilde kontrole gore artirdigi tespit edildi. Bu artisin PERK i¢in sirasiyla 1.89 ve 1.99
kat iken, IREla igin 1.73 ve 2.53 kat oldugu belirledi. Ayrica ATF6’nin kesilmis aktif formu
p50 fragmentinin GAG uygulamasi sonrasi istatiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 goriildii.
600 pg/mL ve 1000 pg/mL olarak uygulanan GAG dozlart sonucundaki artisin hem kontrole
gore hem kendi aralarinda anlamli oldugu gosterildi. Bu veriler GAG’1n U-87MG hiicrelerinde
doz bagh olarak ER stresinin arttigini, bununda hiicre 6liimiine katki saglamis olabilecegini

gosterdi.
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Sekil 4.8: (A)U-87MG hiicrelerinde 600 pg/mL ve 1000 pg/mL’lik GAG dozlarinin 72 saat
uygulamalarmin ER stresi iizerindeki etkisinin western blot ile degerlendirilmesi, (B) hticrelerde
uygulama sonrast Grp78, IRE1 a, PERK ve ATF p50 proteinin farklarin1 gésteren grafikler.
(*kontrole gore, #gruplar aras1 karsilagtirmay1 gosterir. ***P<0.001; ###P<0.001).
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser, normal hiicre yasam donglsl olan biiylime, ¢ogalma, farklilasma ve apoptoz gibi
stirecler arasindaki homeostazinin bozulup kontrolsiiz hiicre bdoliinmesi sonucu biriken
hiicrelerin olusturdugu tiimorlerin ortaya ¢ikmasina bagl olarak seyreden bir hastaliktir. Diinya
genelinde tan1 koyulan vaka sayist ve 6liim oranlar1 baz alindiginda kanser, 6liim nedenleri
arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin 2020 yilina ait verilerine gore
19,2 milyon kisiye kanser tanis1 konulurken, kansere bagli olarak hayatini kaybeden hasta sayisi
9,9 milyon kisidir (Sungve dig., 2021). 75 yas oncesinde her 5 kisiden 1 kisiye kanser teshisi
konulacagi ve her 10 kisiden birinin ise kansere bagli nedenlerle hayatini kaybedecegi
ongorulmektedir. Kansere yakalanma ve 6liim oranlarinin her gegen giin artmasi, tani ve tedavi

icin yeni yontemler gelistirmek amaciyla yapilan ¢aligmalarin da artmasina sebep olmustur.

Glioblastoma, merkezi sinir sisteminin en yaygin ve en agresif seyreden malign beyin
timorleridir. IV. derece astrositom olarak da adlandirilan glioblastoma, teshis sonrasi hayatta
kalim siiresi 15 aydan daha az olmasi sebebiyle kot prognoza ve en hizli 6liim oranina sahip
beyin kanseri tiiriidiir. Son yillarda, tiim yas gruplarinda beyin tiimorlerinin insidansi diinya
genelinde artis gostermektedir (Yan ve Wang, 2020). Merkezi sinir sistemi kanserlerinin
mortalite oranlarinin diinyada yaklasik 100.000°de 3.4 oldugu tahmin edilmektedir
(Farmanfarma ve dig., 2019). Glioblastoma tedavisinde cerrahi rezeksiyonun ardindan
radyoterapi ve temozolomid ile konjuge hale getirilmis kemoterapi tedavisi uygulanmaktadir.
Ancak temozolomidin sahip oldugu hepatotoksisite gibi yan etkiler, hastalarin tedaviye yanit
verirken karst direng gostermesi, uygulanan terapétik ajanlarin hedef dokuya gegisinde
zorlanmasina sebep olan kan beyin bariyerinin varlifi glioblastoma tedavisini
zorlastirmaktadir. Bunlara ek olarak kanser tedavilerinde uygulanan farmasétiklerin normal
saglikli hiicreler icin toksik olabilmesi, glioblastoma tedavisinde dogal kaynakli yeni

terapotiklerin gelistirilmesi ihtiyacini ortaya ¢ikarmaktadir.

Tiimdrler, kanserli, kanserli olmayan, stromal ve bagisiklik hiicrelerinden olusan tiimor
mikrogevresi igerisinde gelisir. Hiicre dist matris (ECM), fibrGz proteinlerin,
glikozaminoglikanlarin ve onlarin cekirdek bir proteine baglanarak meydana getirdikleri

proteoglikanlarin olusturdugu tiimor mikrogevresinin 6nemli bir bilesenidir.
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Hiicrelere mekanik bir yap1 deste§i gorevi gorerek doku biitiinliiglinii saglasa da ECM,
bilesenleri ve etkilesime girdikleri molekiiller sayesinde hiicre i¢i ve disinda bir¢ok

biyokimsayal olaylara aracilik etmektedir.

Glikozaminoglikanlar, neredeyse tim memeli dokularinda bulunan uzun, dallanmamuis,
siilfatlanmis veya siilfatlanmamis monosakkaritlerden olusan tekrar eden disakkarit
birimlerinin meydana getirdigi dogal heteropolisakkaritlerdir. Disakkarit birimi olarak N-
asetilglukozamin, N-asetilgalaktozamin gibi heksozamin ve dronik asit grubu veya galaktoz
icerir. Glikozaminoglikanlar, yapilarinda bulunan disakkarit birimlerinin tiiriine ve siilfatlanma
durumuna gore heparin/heparan sulfat, keratan silfat, hyalironan (hyalironik asit), kondroitin
siilfat ve dermatan sllfat olarak alt gruplara ayrilirlar. Kondroitin silfat, heparan silfat ve
hyalironan yapilarinda glukuronik asit, dermatan stlfat ve heparin iduronik asit igerir. Keratan
stilfat ise Uronik asit grubu yerine galaktoz igerir. Heksozamin birimleri hyaliironan, heparan
slfat ve keratan silfat icin N-asetilglukosamin (GIcNAc) iken kondroitin stlfat ve dermatan
stlfat igin N-asetilgalaktozamin (GalNAc)’dir (Pomin ve Mulloy, 2018).

Glikozaminoglikanlar, biiyiik 6l¢tide hayvansal kaynaklardan, sigir, kus, domuz gibi karasal
hayvanlardan (Volpi, 2007) veya kopek baligi, kalamar, mersin baligi gibi deniz
organizmalarindan elde edilir (Zhaove dig., 2013). Ancak kara hayvani dokularindan elde
edildiginde deli dana, sap, domuz koleras1 gibi olasi salgin hastalik riski barindirdig: igin
giivenli olusu konusunda birtakim endiseler yasanmaktadir. Bununla birlikte, kopek balig1 gibi
nesli tlikenmekte olan canli kaynaklari ise iiretim i¢in ham madde sinirlandirmasina sebep
olmaktadir. Tiim bu sebepler, karmagsik polisakkaritlerden olan glikozaminoglikanlarin elde
edilmesi i¢in alternatif kaynak arayisini meydana getirmistir. Denizel canlilar,
glikozaminoglikanlar bakimindan zengin bir kaynaktir (Valcarcel ve dig., 2017) ve denizel
canlilardan elde edilen glikozaminoglikanlar, antioksidan, noroprotektif, antikoagulan,
antiviral, antiproliferatif ve antienflematuar gibi farmakolojik aktivitelere sahiptir (Krichen ve
dig., 2017).

Glikozaminoglikanlarin anjiyogenez, metastaz ve invazyon i¢in gereken kanser sinyal
basamaklarinda yer aldigi1 ortaya konulmustur. Ayrica glikozaminoglikanlarin bir tiirii olan
heparan siilfatin ve proteinlere baglanarak olusturduklar1 heparan siilfat proteoglikanlarinin
onkogenik sinyallesme, apoptoz, hiicre farklilagsmasi, doku invazyonu ve migrasyon gibi 6nemli

kanser hiicre fonksiyonlarini regiile ettigi bulunmustur (Onyeisive dig., 2020).
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Bu nedenle, yaygin infiltrasyon ve beyin icinde lokal invazyon ile tanimlanan bir hastalik olan

malign glioblastomanin hedef alinmasi igin yeni terapétik firsatlar olusturabilirler.

Kanser kemoterapisinde kullanilan sitotoksik ilaglarin ¢ogu, normal saglikli dokularda bulunan
hicreler igin de toksik etkiye sahiptir. Bu  sebeple, son yillarda kanser tedavisinde
kullanilabilecek denizel canlilardan elde edilen glikozaminoglikanlar gibi dogal antitiimor

aktiviteye sahip bilesikler arastirmalar i¢in ilgi ¢ekici olmustur.

Bu tez caligmasi kapsaminda, denizel canli kaynaklarindan biri olan levrek baligi
(Dicentrarchus labrax) pullarindan izole edilen glikozaminoglikanlarin (GAG) U-87MG insan
glioblastoma hiicreleri Uzerinde apoptoz ve endoplazmik retikulum stresi bakimindan etkisi
arastirilmistir. Literatlir arastirmast yapildiginda, gri tetik baligi tiirii olan cotira (Balistes
capriscus) ve bir kopek baligi cinsi olan mustelus baliklarinin derilerinden elde edilen
kondroitin siilfat/ dermatan siilfat glikozaminoglikanlarinin insan kolon kanseri HCT116 hiicre
hatt1 lizerindeki anti-proliferatif aktivitesi arastirilmis ve arastirma sonucunda MTT analizine
gore belirlenen sitotoksik dozlarinin kolon kanseri hiicrelerinin cogalmalarinit %70.6 ve %72.65
oraninda inhibe ettigi ortaya konulmustur (Krichenve dig., 2017). Bir baska arastirmada, Styela
plicata’ dan izole edilen heparin nanopartikiller icinde kapstllenerek metastatik meme kanseri
hiicreleri kullanilarak in vitro olarak test edilmis ve kapsiillenmis domuz heparini ile
karsilastirlldiginda hiicrelerin ¢gogalmasi, invazyonu ve oksidatif stresin artmasina neden olan
proteazom aktivitesini daha yiiksek oranda inhibe ettigi saptanmistir (Valcarcelve dig., 2017).
Buna ek olarak, kara deniz hiyarindan (Holothuria leucospilota) elde edilen
glikozaminoglikanlarin meme kanseri ve trombositler arasindaki adezyonu inhibe ederek in
vitro hiicre migrasyonunu azaltmasi (Qian ve dig., 2016) denizel canli kaynaklardan elde edilen
glikozaminoglikanlarin kanser hiicrelerindeki etkisi lizerine yapilan ¢alismalara 6rnek olarak
verilebilir. Calismanin ilk basamaginda, levrek baligindan elde edilen GAG’1n glioblastoma
hiicre hatt1 U-87MG hiicrelerindeki sitotoksik etkilerini belirlemek icin MTT testi yapilmistir.
GAG’m belirli (1, 5, 10, 25, 50, 100, 500, 750 ve 1000 pg/mL) konsantrasyonlarinin hiicreler
uzerindeki sitotoksik etkileri 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalar sonucunda elde edilmistir. Doz
ve slire artisina bagli olarak maddenin hiicrelerin {izerindeki sitotoksik etkisinin de arttig1
saptanmistir. Bu sebeple, MTT sonuglarina gore 72 saatlik uygulamanin daha etkili oldugu

tespit edilmis ve 72 saatlik uygulama icin ICsg degeri saptanmustir.
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ICsodegeri 993.10+£10.57 pg/mL olarak belirlenmistir. GAG uygulanmis U-87MG hiicrelerinin
MTT testi sonucu elde edilen canlilik verilerine gore ileriki deneyler icin 72 saatlik sire
sonunda hiicre canliligini sirasiyla %19.60 ve %52.35 azalttigi tespit edilen 600 pg/mL ve 1000
pHg/mL GAG dozlar se¢ilmistir.

Hiicre canliligina olan etkisini sitotoksisite testi olan MTT testi ile belirledikten sonra, Levrek
baliginin pulundan izole edilen GAG’1n, glioma progresyonunda énemli bir yere sahip olan
migrasyon Uzerindeki etkileri in vitro ¢izik deneyi ile degerlendirilmistir. 72 saat boyunca
gozlemlenen ¢izik alaninda 48 saatte kontrol grubunun neredeyse tamamen kapanmasi
nedeniyle GAG’m dozlarinin ve kontrol grubunun migrasyon tizerindeki etkileri 48 saat
sonunda analiz edilmistir. Hiicrelerin migrasyon yapmasinin inhibe edilmesi, kanser
hicrelerinin en buytk 6zelliklerinden olan metastaz ve invazyon yapabilme yeteneklerinin
engellenmesi agisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Tez ¢alismasi kapsaminda yapilan in vitro
¢izik deneyi degerlendirmesi sonucunda, her iki dozunda kontrol grubuna kiyasla glioblastoma

hiicre hatt1 U-87MG hiicrelerinde 6nemli 6l¢iide migrasyonu azalttig1 saptanmigtir.

GAG’m, 600 pg/mL ve 1000 pg/mL’lik dozlarmin U-87MG hicrelerinde apoptoz indiiksiyonu
uzerindeki etkisini gortntulemek igin Hoechst ve propidium iyodir (HO/PI) ikili boyamasi
yapilmig ve 72 saatlik uygulama sonrasinda 1000 pg/mL’lik GAG dozunda 600 pg/mL ve
kontrole gore daha fazla apoptotik hicre saptanmistir. Bu verilere dayanarak,
glikozaminoglikanlarin %50 oraninda sitotoksik etkiye sahip olan dozunun glioblastoma
hicrelerinin apoptoza gitmesinde daha etkili oldugu sdylenebilmektedir.

Apoptoz programlanmis hiicre 6liimiidiir ve kanser hiicrelerinin en 6nemli 6zelliklerinden biri
apoptoza gitmekten kac¢inmalaridir. Apoptoza gitmeyen hiicrelerin biiylime, ¢ogalma ve
Oliimleri arasindaki homeostazinin bozulmasiyla kanser gelisir. Apoptoz hedeflenerek kanser
hiicrelerinin etkili sekilde eliminasyonu kanser tedavisi i¢in uzun zamandir hedef haline
gelmektedir (Carneiro ve El-Deiry, 2020). Bu sebeple U-87MG insan glioblastoma
hiicrelerinde 72 saatlik GAG uygulamasi sonrasinda apoptoz durumunu daha kapsamli
incelemek igin bu mekanizmanin farkli basamaklarinda gorev alan BAX, Bcl-2, kesilmis
kaspaz-3 ve PARP1 protein fragmentlerinin ekspresyon seviyeleri western blot yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Uygulama sonrast GAG’mn her iki dozunun apoptozu indikleyen
pro-apoptotik proteinlerden olan BAX’in ekspresyonunu artirirken, apoptozu inhibe ederek

hicre 6lumund duzenleyen anti-apoptotik proteinlerden olan Bcl-2’in anlatimini ise dnemli
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Ol¢iide azalttig1 tespit edilmistir. Apoptozun 6nemli bir 6l¢utl olan BAX/Bcl-2 orani her iki
GAG dozunda artig gosterirken 1000 pg/mL dozunda bu artisin ¢ok daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Kaspazlar apoptozda rol oynayan proteolitik aktiviteye sahip enzimlerdir ve
apoptozun uyarilmasindan sonra kesilerek inaktif formdan aktif forma doniisiirler. GAG
uygulamasi sonrasi kaspaz-3 aktif formunda oldukga yiiksek bir artis oldugu goriilmiistiir.
Ayrica, DNA’ ya baglanarak onariminda gorevli olan PARP1’1n kesilmis formu olan p89°daki
artis, DNA onariminda azalmay1 ve apoptoz indiiksiyonundaki artis1 gostermistir. Elde edilen

bu veriler GAG’1n dozuna bagl olarak artan apoptozu gosterdi.

Glikozaminoglikanlarin U-87MG glioblastoma hicreleri (izerindeki apoptoz ve hiicre
dongusunde gorevli olan p53 ve p21 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri western blot metodu
ile belirlenmistir. 72 saatlik uygulamasi sonrasi, hiicre déngusu inhibitérl ve anti-proliferatif
efektor olarak islev goren p53 ve p21 proteinlerinin ekspresyonlarinda her iki dozda da kontrole

gore artis tespit edilmistir.

Bu sonuglar, GAG’1n doz bagl olarak p21 ve p53 proteinlerinin anlatim seviyelerinde artig
sagladigini1 gostermis ve GAG’1n anti-kanser etki mekanizmasina p21 ve p53 proteinlerinin de

dahil olduguna dair kanitlar saglamistir.

Literatiir incelendiginde bazi aragtirmalar sonucunda, siilfatlanmis polisakkaritlerin in vitro
kanser hiicre hatlarinda antiproliferatif aktiviteye ve ayrica farelerde yapilan c¢aligmalarda
blylyen timorlerde inhibe edici aktiviteye sahip oldugu ortaya konulmustur (Krichenve dig.,
2017). Buna ek olarak, bu dogal polisakkaritlerin birka¢ kanser hatti iizerinde yapilan
caligmalarda apoptozu indiikledigi ve tiimor hiicresi oliimiinii aktive etmek icin bagisiklik
sistemi hiicrelerini uyardig1 ortaya konulmustur (Aisa ve dig., 2005). Elde edilen veriler ile

literatiirde bulunan sonuglar arasinda bir uyum gézlemlenmektedir.

Endoplazmik retikulum (ER) Okaryotik hticrelerde bulunan lipid, steroid ve proteinlerin
sentezlenmesinden, protein katlanmasindan, post-translasyonel modifikasyonlardan sorumlu
organeldir (Ergin ve Gokmen, 2015; Yadav ve dig., 2014). Hipoksi, Ca*?
konsantrasyonlarindaki degisiklik ve besin yoksunlugu gibi kosullar endoplazmik retikulumda
homeostazinin bozulmasina neden olur (Kim ve Kim, 2018). Bunun sonucunda endoplazmik
retikulumun sahip oldugu iki membran arasindaki bosluk olan liimende katlanmamis proteinler

birikir ve ER stres meydana gelir.
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ER stresin ¢oziilmemesi durumunda hiicrelerde apoptoz uyarilir. Hiicreler ER stresi ortadan
kaldirmak i¢in katlanmamis protein yanitini (UPR) aktive eder. Bu mekanizmada PERK,
IREla ve ATF6 proteinleri yer alirken Grp78 de bu yanitin aktive olmasinda rol alir. Grp78,
78 kDa glukoz ile regiile edilen ER saperon proteinlerindendir ve ER’nin normal fonksiyonlar1
icin gereklidir. UPR sinyalini aktive etme yetenegine ek olarak antiapoptotik 6zelliklere sahip
bir ER saperonu olmasi sebebiyle Grp78, ER stresi i¢in asil dizenleyicilerdir (Wang ve dig.,
2009). IRElo, IREla ve IRE1p olarak iki izoformu bulunan bir transmembran kinazdir (Chen
ve Brandizzi, 2013). UPR yaniti1 uyarildiktan sonra, IRE1a dimerlesir ve otofosforile olup aktif
hale gelir. IREla, ER iliskili bozunmanin (ERAD) yukari regiilasyonundan sorumlu olan X-
box baglayict protein 1'in (XBP1) eklenmesine aracilik eder. PERK, IREla’ya benzer bagka
bir tip 1 ER transmembran kinazdir. Bir ER stres durumunda, PERK kendini dimerize edip,
otofosforile olur ve aktif hale gelir. PERK, okaryotik baslatma faktorii olan elF2a 'y1 fosforile
eder ve ER homeostazini geri kazandiran aktive edici transkripsiyon faktori 4'U (ATF4)
indikler(Kim ve Kim, 2018).

UPR'nin Gglincu bir diizenleyicisi, bir tip Il ER transmembran proteini olan ATF6'dir. ATF6’nin
ATF6a ve ATF6P olmak tzere iki izoformu vardir. ER stresi tizerine ATF6a, Golgi'ye geger

ve proteolitik boliinmeye maruz kaldiktan sonra aktive olur.

Daha sonra, aktive edilmis ATF6 cekirdege yer degistirir ve asag1 akis (“downstream”) UPR
yanit genlerini aktive eder. Bu 3 ER-membran iligkili protein yoluyla UPR sinyalizasyonu
gerceklesir ve yeni proteinlerin sentezine engel olarak katlanmamis proteinlerin stresiyle
savagmak icin hiicreye yardim ederler. UPR bilesenlerinin beyin, meme, akciger ve kolon

kanseri gibi bir ¢ok kanser tiirlinde asir1 ifade edildigi ortaya konulmustur (Yadavve dig., 2014).

U-87MG glioma hiicreleri tizerinde GAG’1n ER stresi markerlar1 olan Grp78, PERK, IREla
ve ATF6 p50 proteinlerinin anlatimlarindaki seviye degisimleri belirlenmistir. Hiicre canligini
%20 azaltan GAG’m 600 pg/mL dozu ve hicreye oldukca toksik olan 1000 pg/mL dozunun
Grp78, PERK ve IREla proteinlerinin ekspresyon seviyelerini kontrole gore anlamli sekilde
artirdig1 tespit edilmistir. Ayrica ATF6’nin kesilmis aktif formu p50 fragmentinin GAG
uygulamasi sonrasi istatiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 goriilmiistiir. Bu veriler GAG’1n
U-87MG hiicrelerinde doz bagli olarak ER stresini arttigini, bununda hiicre 6liimiine katki

saglamis olabilecegini gosterdi.
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Sonu¢ olarak, bu tez caligmasi kapsaminda glikozaminoglikanlarin belirlenen dozlarinin
U87MG insan glioblastoma hiicreleri tizerine sitotoksik etki gdsterdigi belirlenmistir. ilaveten
hiicre dis1 matrisin 6nemli bir bileseni olarak bu maddenin belirlenen siire zarfinda kanser hiicre
fonksiyonlar1 arasinda 6nemli yer tutan hicre migrasyonunda belirli oranda azalmaya sebep
olduklar1 bulunmustur. Deney ¢alismalarinin son asamasinda madde uygulanan hicrelerin

apoptotik yanitlari incelenmis ve ER stres iizerine etkisi arastirilmistir.

Elde edilen bulgular 15181nda, glikozaminoglikanlarin sitotoksik dozlarinin en agresif ve hizli
Oliim oranlarina sahip beyin tiimorii olan glioblastoma hiicrelerinin apoptoza gitmesini
indiikledigi, ER stresini arttirarak hiicre 6liimiine katki saglayabilecegi ortaya konulmustur.
Kanser tedavisinde kullanilan terapétikler ve farmasétiklerin normal hiicrelere olan toksik yan
etkilerine karsin, glikozaminoglikanlarin zaten hiicrelerimizde bulunan ve diizenleyici rol
oynayan bir dogal polisakkarit olmasi ileride kanser tedavisinde kullanilabilecegini

diistindiirmektedir.

Tez ¢alismasi sonucunda toplanan verilere gore, GAG’larin sitotoksik dozlarnin glioblastoma
hiicrelerinde migrasyonu azaltip, hiicreler ilizerinde ER stresi arttirarak ve apoptozdan
kagmalarina engel oldugu bulunmustur. Bu sonuglar, glikozaminoglikanlarin kanser ig¢in
gelistirilebilecek yeni bir tedavi olabilme ihtimalini arttirmaktadir. Bunlara ek olarak,
glikozaminoglikanlarin genel olarak metastaz ve invazyon ile iligkisi aragtirilmis, ER stres ile
ilgili arastirmalar sonucu ortaya konulmus yayin pek bulunmamaktadir. Bu sebeple ¢alismanin

literatiire yeni bir katk: saglamasi1 beklenmektedir.
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