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OZET

Bu calisma kapsaminda, ovaryum kanseri hiicrelerinde (SKOV-3) fibronektine bagl
integrin aktivasyonunun ardindan, hiicre i¢i kalsiyum artis1 ile ER stresi olusturulmus ve
sonrasinda muhtemel apoptotik etkiler arastirilmigtir. SKOV-3 hiicrelerinde Tunikamisin
(TN) konsantrasyonlar1 ile hiicre i¢i kalsiyum degisimleri Fluo-3 AM ve Rhod-2 AM
boyalar1 kullanilarak akim sitometrisiyle Sl¢iilmiistiir. Hiicrelerin 18 uM TN uygulamasi
sonrasinda olusturulan ER stresine bagli apoptotik hiicre 6liimii Anneksin V / PI yontemi
ile sitokrom ¢ ve Endo G proteinlerinin lokalizasyonu ise floresan mikroskobu ile
goriintlilenmistir. Ayrica hiicrelerdeki morfolojik degisimler gecirimli elektron mikroskobu
(TEM) ile tespit edilmistir.

Fluo-3 AM ve Rhod-2 AM ile boyanan SKOV-3 hiicrelerinin 18 uM TN inkiibasyonu
sonrasinda sirastyla sitoplazmik ve mitokondriyal Ca*? artisimin oldugu gozlenmistir. Bu
artisa bagl olarak, SKOV-3 hiicrelerinde % 11.38 oraninda erken apoptoz ve % 10.24
oraninda ge¢ apoptoz belirlenmistir. Mitokondriyal kaynakli apoptotik proteinler olan
sitokrom ¢ ve Endo G’nin 2 saat TN inkiibasyonlarinda floresan i1simalarin kaplamasiz
hiicrelere oranla daha yogun oldugu goriilmiistiir. Fibronektine bagli SKOV-3 hiicrelerinde
ER stresine bagli olarak gelisen apoptotik degisimler plazma ve c¢ekirdek zarinda
bozulmalar, ¢ekirdek kondensasyonu ve niikleusta fragmentasyona bagli yogun
heterokromatin yapilar olarak belirmistir.

Sonug olarak, metastatik asamadaki (fibronektine bagli) ovaryum kanseri hiicrelerinde,
kalsiyuma bagimli apoptotik siirecin varligi kismen gosterilmistir. Sonuglar apoptotik
slirecin izlenmesi ve integrin aktivasyonu ile etkilerin karsilastirilmasi agisindan literatiire
katki saglayabilir, ayrica ileri asamada, ovaryum kanseri hiicrelerinde apoptozu uyarici ya
da hiicre dongiisiinli baskilayici inhibitér ve/veya ilaglarin gelistirilmesi i¢in de faydali
olabilir.

Anahtar Kelimeler: Ovaryum kanseri, Integrin, Kalsiyum, Elektron Mikroskobu,
Apoptoz
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SUMMARY

In this thesis, following the fibronectin-coated integrin activation in ovarian cancer cells
(SKOV-3), endoplasmic reticulum stress was generated by intracellular calcium increase
and then possible apoptotic effects were investigated. Tunicamycin (TN) concentrations
and intracellular calcium alterations in SKOV-3 cells were analyzed by flow cytometry
using Fluo-3 AM ve Rhod-2 AM flourescent dyes. Apoptotic cell death dependent to ER
stress that generated after the treatment with 18 uM TN were investigated by Anneksin V /
Pl protocol and the localisations of cytocrome ¢ and EndoG proteins were also imaged by
fluorescent microscope. In addition, morphological alterations were determined by
transmission electron microscope (TEM).

Following the treatment with 18 uM TN of SKOV-3 cells staining with Fluo-3 AM ve
Rhod-2 AM, cytoplasmic and mitochondrial Ca*® increases were observed, respectively.
Correspondingly, early apoptosis percentage was 11.38 % and late apoptosis percentage
was 10.24% in SKOV-3 cells. After 2 hours TN incubations of mitochodrial apoptotic
proteins cytocrome ¢ and Endo G, flourescent radiations were found as more intense than
non-coating cells. Apoptotic changes depending on ER stress in fibronectin coated SKOV-
3 cells were determined as plasma and nucleus membrane damages, nucleus condensation
and intense heterochromatin structures in nucleus by fragmentation.

As a result, calcium dependent apoptotic process in ovarian cancer cells in metastatic stage
were partially shown. The results obtained from this study may contribute to the literature
in respect to integrin activation and comparison of effects, moreover, in an advanced stage,
it would be useful for apoptosis induced or cell cycle supressed inhibitors and/or drugs
development.

Key Words: Ovarian cancer, Integrin, Calcium, Electron Microscope, Apoptosis
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1. GIRIS ve AMAC

Kanser, gen mutasyonu sonucu hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi,
apoptotik ve anti-apoptotik mekanizmalarin diizensiz isleyisi ve bulunduklar1 bolgeden
baska bolgelere yayillmasiyla (metastaz) karakterize bir hastalik olup, bircok cesidi
bulunmaktadir (Hanahan ve ark., 2000). Giiniimiizde kanser, diinyada kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra 6liime en ¢ok neden olan ikinci hastalik ¢esidi olarak bilinmekte ve
tim toplumlan etkileyen Onemli bir saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
nedenle tan1 yontemleri ve molekiiler mekanizmalarinin ¢ok iyi anlasilmasi gerekmektedir

(Oliveira ve ark., 2007).

Karsinom olarak da isimlendirilen kanser, koken aldigi dokuya gore
siiflandirilmakta ve yaklasik % 85’ i epitelyal hiicrelerde baglamaktadir (Hanahan ve ark.,
2000). Ovaryum dokusu bir¢ok farkli hiicreyi barindirir. Bu yilizden ovaryum kanserleri;
epitelyal, stromal ve germ hiicreler olmak {izere {i¢ farkli hiicre tipinden kdken alirlar.
Epitelyal hiicreden meydana gelen ovaryum kanserleri tiim ovaryum kanserlerinin %
90’nindan fazlasini olusturur ve histolojik 6zelliklerine gore serdz, miisindz, endometrioid,
berrak hiicreli, degisici epitel hiicreli, farklilasmamis ve az farklilasmig gibi alt gruplara

ayrilirlar. Bunlar icerisinde de en sik goriilen tip ise serdz tiptir (Martin ve ark., 2005).

Son yillarda hiicre yasami, migrasyonu ve invazyonunu diizenleyen
mekanizmalarin agiga kavusmaya baslamasiyla kanser tedavisinde hiicre baglanma
molekiilleri (6zellikle integrinlerle) ilgili yeni terapdtikler gelistirilmeye baslanmistir (Jin,
2004). Hiicre dis1 matriks (ESM) proteolitik olarak bozuldugunda ya da mekanik olarak
deforme oldugunda, hiicreler fizyolojik ve patolojik olaylar etkileyen ¢esitli degisikliklere
ugrarlar (Seguin ve ark., 2014). Integrinler, bu degisiklikleri algilar ve hiicre adezyonunu,
gociinil, hiicrenin hayatta kalmasi ve farklilasmasimni etkilerler. Hiicresel tepkileri, ¢ift
yonllii entegrasyonu saglamak i¢in hiicre ici ve dis1 arasinda fiziksel bir baglanti
olusturulmasiyla bir dizi integrin sinyali ile sonug¢lanmaktadir. (Seguin ve ark., 2014,
Anderson,2014). a ve B alt birimlerden olusan ve non-kovalent baglanan integrinler
heterodimer transmembran proteinlerdir. Integrin-ESM baglantisi ile bircok hiicrede sinyal

iletim mekanizmasini da uyarirlar (Smith ve ark., 1994).



Integrin ligasyonu ile iliskili olarak hiicre i¢i sinyal yolaklarindaki kalsiyum akist
ve mobilizasyonu etkili bilesenlerden biridir. Serbest hiicre i¢i kalsiyum ([Ca*?]i)
konsantrasyonundaki degisiklikler, integrinlerin hiicre adezyonunu ve migrasyonunu
kismen diizenler (Kwon ve ark., 2000). Kalsiyum (Ca*?) ve az miktarda magnezyum
(Mg+2), integrinlerin ESM'lere baglanma ligand1 i¢in katyon gerekliligini saglarlar. Bu
durumda, Ca™ ve Mg™ o ve p-integrin baglanma kompleksini dengede tutan, ESM
ligasyonu ile integrin aracili hiicre adezyonunun potansiyel fizyolojik diizenleyicileridir.
Yani bu iyonlar, kompleks integrinin hem ESM’e baglanma aktivitesini hem de proteolitik

duyarliligini etkilemektedir (Mizejewski, 1999).

Ayrica, plazma membraninda bulunan Ca*? kanallari aracilifiyla olusan Ca*? akus1,
protein kinazlar, kalsiyum / kalmodulin bagimli protein kinaz II, fosfolipaz, kalsinérin ve
calreticulini igeren islemler, sarkoplazmik retikulum / endoplazmik retikulum (SR / ER)
depolarinda hiicre iginden Ca*? salmimm aracili-inositol trifosfat (IPs) kombinasyonundan
kaynaklanan [Ca*?]i’nin yiikseldigi kabul edilmisti. Bununla birlikte, integrin
aktivasyonun, IP3 bagimli Ca*? salimmi ya da Ca*? kanali aktivasyon iligkisi tam olarak

karakterize edilememistir (Kwon ve ark. 2000).

Hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonu ayrica apoptoz da ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir.
Hiicre 6liimii ile iligkili kalsiyum bagimli molekiiller hakkinda yapisal bilginin siirl
olmasi, Ca™ ve apoptoz arasindaki iliskinin detayli olarak bilinmemesine neden
olmaktadir. Hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunun gegici olarak yiikselmesi kasilma,
sekresyon, fertilizasyon, proliferasyon, metabolizma, kalp atist ve hafiza gibi birg¢ok
durumda sinyal rolii istlenmektedir. Ancak Ca*? konsantrasyonunun uzun siireli
yiikselmesi (10uM’1n iizerine ¢ikmasi) apoptozu uyarir ve hiicre i¢in tehlikelidir. Kalsiyum
baglayici proteinlerin tamponlama etkisi ile hiicrede yliksek kalsiyuma bagli olarak ortaya

c¢ikacak zararl etkiler ortadan kaldirilir (MacLennan, 2000; Tandogan, 2006).

Integrin inaktivasyonun tersinir formlar1 bir takim kimyasal faktorleri tesvik eder,
bu da kanser tedavisi icin antiproliferatif ajanlara potansiyel kaynak saglayacaktir
(Mizejewski, 1999).



Bu tez ¢alismasi kapsaminda, metastatik ovaryum kanseri hiicrelerinde (SKOV-3)
integrin aktivasyonu sonrasinda ER stresine bagli olarak sitoplazmik ve mitokondriyal
kalsiyum dagilimmin OSlgiilmesi, kalsiyum artisina bagli olarak ER stresi sonrasinda
apoptoz evrelerinin belirlenmesi, hiicre-fibronektin etkilesimine bagli olarak ER stresi
sonrasinda apoptotik proteinlerin floresan mikroskobu ve apoptozun elektron mikroskobu

ile gorlintiilenmesi amaglanmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Hiicre I¢i Kalsiyum Sinyali

Canlida gerceklesen bircok olayda kalsiyum iyonlar1 [Ca*?] belirleyici rol
oynamaktadir. Hiicre i¢i kalsiyum [Ca+2]i, gen transkripsiyonu, kas kasilmasi ve ¢ok sayida
hiicre tiirlerinde (6rnegin, T lenfositler ve oositler) mitoz boliinmeyi tetikleyerek (Pinton ve
ark., 2008) hiicre ¢ogalmasi gibi ¢ok cesitli hiicresel siirecleri kontrol eden dnemli bir
hiicre i¢i ikincil habercidir (Bootman ve ark. 2001). Kalsiyum baglayici proteinler sinyal
iletiminde araci bir rol iistlenerek, hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde énemli bir rol

oynarlar (Tandogan ve Ulusu, 2006).

Kalsiyumun hiicre i¢inde sinyal molekiilii gorevi goérebilmesinin nedeni,
[Ca*?]i’nin, hem hiicre dis1 ortama, hem de hiicre i¢inde kalsiyum depolayan yapilara gore
ok diisik olmasidir. Hiicre disinda kalsiyum yaklasik olarak 102 M iken, kalsiyum
depolarinda, 6rnegin; endoplazmik retikulumda (ER) 5x10* M civarlarindadir. [Ca*?]i ise
daha diisiik (10'7 M) seviyelerindedir. Bu nedenle, hem hiicre i¢i ile dis1 arasinda, hem de
ER ile sitoplazma arasinda, ¢ok yiiksek bir kalsiyum derisim farki olusmaktadir. Bu fark,
kalsiyum i¢in ¢ok biiyiik bir siirdiiriicii kuvvet olugsmasina sebep olur. Hem hiicre zar1, hem
de ER zarindan kalsiyum gecisi, bu kuvvetin etkisi ile protein yapidaki kanallardan
gerceklesir. Bu kanallarda, ¢ogunlukla kapali durumda olup; voltaj, mekanik uyar1 ya da

ligand baglanmas: ile etkinlesir ve bu sayede Ca*? gecirgenligi saglanmis olur (Albert ve
ark., 2002).

Cogu hiicrede, temel sinyal gorevi goren kalsiyum, sitozolik bolgeden artmaktadir.
Oradan da mitokondri ve ¢ekirdek gibi organellere niifuz ettigi bilinmektedir.(Bootman ve
ark. 2001). Hiicre icindeki kalsiyum konsantrasyonu, sitozolik kalsiyum artis veya
azalisina bagh olarak, birgok es zamanh etkilesim ile birlikte diizenlenmektedir. Plazma
membraninda bulunan kanallardaki "agik" kalsiyum mekanizmalari, ekstraseliiler alanda
tikenmeyen kalsiyum kaynagi ve sirayla endoplazmik retikulum ve sarkoplazmik

retikulum tizerinde bulunan hiicre i¢i sinirli kalsiyum kanallariyla diizenlenmektedir.



Cesitli bir takim "kapali" mekanizmalar ise kalsiyumun sitoplazmadan uzaklastirilmasinda
kullanilmaktadir. ER ve SR disindaki organeller de kalsiyum homeostazinda 6nemli rol
oynayabilir. Ornegin, mitokondrinin, hizla ayrilan kalsiyumu tutarak sitozolik kalsiyumu
smirlandirdigr ve sitoplazmaya daha yavas geri gonderdigi gosterilmistir (Bootman ve ark.
2001). [Ca+2]i artig1, ekstraseliiler alandan girig ve intraseliiler kaynaklardan (temel olarak
ER’dan) ¢ikis yoluyla meydana gelmektedir. Bu islemler hiicre i¢i kalsiyum sinyalini
destekleyen ¢ok sayida diizenleyici sistem tarafindan kontrol edilmektedir. (Prevarskaya ve
ark., 2011). Normal sartlarda, kalsiyum devamli olarak endoplazmik retikulum (ER) ile
mitokondri arasinda yer degistirir. Kalsiyum ATPaz (SERCA) pompalart vasitasiyla
kalsiyum ER igine pompalanir ve IP3-kapili kanallar (IP3R) araciligi ile de salinimi
meydana gelir. Kalsiyum mitokondriye ise Ca*® uniport (MCaU) ile girer ve sonrasinda

Na‘/Ca*? degisim kanallariyla salinir (Demaurex, 2003; Szalai,1999).
2.2.Hiicre ici Kalsiyum Sinyalinin Apoptozdaki Rolii

Hiicresel Ca'® miktarindaki asir1 artign  proteaz ve fosfolipazlarin yogun
aktivasyonuna sebep olarak toksik etki gdsterdigi uzun yillardir bilinmektedir (Pinton ve
ark., 2008). Yani kalsiyum hiicre canliliginin 6nemli diizenleyicilerinden biri olmasinin
yant sira, ¢esitli hiicresel sinyallere tepki olarak hiicre 6liimiine de katkida bulunmaktadir.
Sitoplazma, ER ve mitokondri basta olmak iizere hiicre i¢i organellerde bulunan Ca*” a
duyarh faktorler, Ca*®un pro-apoptotik etkilerine aracilik ederler (Sekil 2.1) (Jeong ve
ark., 2008).

Apoptoz terimi ilk kez 1972°de Avusturalyal1 bir patolog olan J.F.K. Kerr
tarafindan tanimlanmistir. Apoptoz genetik olarak diizenlenmis ve ¢ok hiicreli
organizmalarin embriyogenez, gelisim ve doku homeostazisi agamalarinda biiyiik 6neme
sahip olan bir hiicre eliminasyon prosesidir. Apoptozdaki bozulma ya da diizensizlik
istenmeyen sonuglara yol acar. Insanlardaki norodejeneratif ve otoimmiin hastaliklar,
kanser ya da AIDS gibi patolojik durumlarda apoptozun patogenetik yolunda hatalar olur.
Apoptoz yoluyla hiicre dliimiine kromatin kondensasyonu, membran bleblerinin olusumu,
hiicre yikimlar1 ve DNA degradasyonu eslik etmektedir (Pinton ve ark. 2010). Apoptoz

uyarisi ile hiicre bulundugu ortamdan uzaklasir, komsu hiicrelerle baglantisin1 koparir ve



biiziisiir, kromatini yogunlasir, piknotik bir goriiniim alir. Ancak hiicre organelleri yapisal
biitiinliiklerini korur (Bellamy ve Wyllie,1995).

Apoptoz fenotipik olarak baslatma ve yiiriitme denilen iki evreyi kapsar. Baglatma
faz1 ekstrinsik yolaklarla hiicre zar1 itizerindeki 6lim reseptorlerinin aktivasyonu ile
tetiklenebilir ve instrinsik yolaklar ise mitokondri ve lizozomlar veya ER gibi diger
organelleri igerir. Mitokondriyal hasar apoptozu aktive eder veya reseptdr aracili apoptotik
yolaklar1 arttirabilir (Apostolva, 2008). Apoptotik kaskadin belirleyici adimlarindan biri,
mitokondriden sitozole zarlar arast ¢Oziinlir proteinlerin salimimi ile sonuglanan
mitokondriyal dis zarin gecirgenligidir. Mitokondri kaspaz kofaktorlerin, prokaspaz 2-3 ve
9, sitokrom ¢ ve SMAC/Diablo, Endoniikleaz G (Endo G) ve AIF (apoptoz indiikleyici
faktor) salinimi, apoptozom olusumu ve apoptoz icin hiicrenin garantilenmesi ile

sonuglanan intrinsik apoptozun kontrol noktasidir (Lenza ve ark., 2013).

Genel olarak apoptozun diizenlenmesinde kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi
molekiiller, p53, kaspazlar, sitokromc gibi proteinler ve mitokondriler rol oynar. Apoptotik
siire¢ boyunca hiicre i¢ine siirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlari; endoniikleaz,
proteaz ve transglutaminaz aktivasyonunda, gen diizenlenmesinde ve hiicre iskeleti

organizasyonunda rol oynamaktadir (Orrenius ve ark., 2003).

Mitokondri, saglikli hiicrelerde sayis1 ve morfolojisi degisebilen dinamik
organellerdendir. Mitokondrinin temel ve esas rolii, enerji tiretimi, kalsiyum tamponlama
ve apoptozun diizenlenmesi dahil, hiicreye sayisiz hizmet saglamaktir. Bu kritik roliine
ragmen, bir hiicrede bu farkli fonksiyonlar1 tam olarak nasil koordine ettigi hala tam olarak
bilinmemektedir (Jeong ve ark., 2008). Gegirgen olmayan (gegirimsiz) mitokondriyal i¢
membran, aerobik ATP sentezinin yiriitiildiigii elektrokimyasal protein bir yapiya sahiptir.
Yar1 gecirgen dis membran ise, yeterli pro-apoptotik sinyaller ulasana dek hiicre 6liimiinde
gorevli proteinlerin depo edildigi periplazmik bir alan1 kapsar. Bu membranlar intraseliiler
kalsiyum dengesinin kontroliinde énemlidir (Lenza ve ark., 2013). Belirli kosullar altinda,
memeli hiicrelerindeki mitokondriler birbiriyle baglanti halindedir. Bu mitokondriyal ag
sayesinde bir hiicrenin farkli alanlar1 arasinda kalsiyum kanali ya da enerji saglanabilir

(Jeong ve ark., 2008).



Mitokondri, kaspaz aktivasyonu ve kromozom fragmentasyonun indiiklemesine
neden olan apoptotik yolagin temelinde yer almaktadir. (Jeong ve ark., 2008). Mitokondri
ve ER, hem fiziksel hem de fizyolojik olarak mitokondriyal metabolizma ve karmagik
hiicresel siirecleri etkileyen bir baglanti halindedirler. Mitokondri ve ER iliskisinin 6nemli
bir yan1 da Ca*? sinyalizasyonu ve modiilasyonudur (Deniaud, 2008). ER stresine yol agan
katlanmamis proteinlerin birikimi veya ER-Golgi transportunun inhibisiyonu, ER’nin
apoptoz baslatict bir organel olmasina neden olabilir. Ca+2-baglmh uyaranlar,
mitokondriyal disfonksiyonu, sitokrom ¢ salimmin ve kaspaz aktivasyonu dabhil
mitokondriyal bir yolak aracilifiyla ER indiiklii apoptoz da Bak ve Bax’1 gerektirir. Bcl-
2’nin de ER’da lokalize oldugu ortaya ¢ikmustir ve hiicre dliimii sirasinda Ca*? akisini
ayarlamaktadir. Asir1  salgilanan Bcl-2, dinlenme durumundaki ER’deki Ca*?
konsantrasyonu azaltir ve kapasitif Ca*? girisinin boyutu ER kaynakli hiicre 6liimiiniin
kontroliinde Bcl-2'nin spesifik bir rolii olduguna isaret eder (Sekil 2.1) (Jeong ve ark.,
2008).

Calismalar gostermistir ki, sitozolik Ca* artis1 hem erken hem de gec¢ apoptotik
yolak evrelerini olusturmaktadir ve kalsiyum salimimina bagh aktiflesen Ca™® kanallari
araciligtyla hem ER’den Ca™ salmimi hem de kapasitif Ca™ akisini etkileyerek

apoptojenik bir etki gosterir (Pinton ve ark., 2008).
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Sekil 2.1. Apoptozda kalsiyum iyonunun rolii (Altunkaynak ve ark. 2008).



D1s uyaranlarin olusturdugu kontrolsiiz Ca™ akis1 asiri mitokondriyal Ca*
yiiklenmesine yol ag¢tig1 i¢in hiicrede canlilik kaybina meydana gelebilir. Sitozolik
Ca*®daki artis mitokondriyal kalsiyumda ikincil bir artisa, mitokondriyal gecirgenlikte
bozulmaya, sitokrom c salinimima ve ATP’de diislise yol acar (Tang ve ark., 2004). Bu
kontrol; hiicre i¢i enerji seviyelerinin siirdiiriilmesi ile (mitokondri islevsizlesir ve ATP
sentezi bozulursa, hiicresel Ca* dengesi hizla etkilenir) ve Ca*®un yiiksek
konsantrasyonda birikiminin aktif olmas1 ile (mitokondriyal matrikste ImM), esasen bir

secici uniport faaliyeti ile iki farkli diizeyde gerceklesir (Apostolva, 2008).

Ca*? mitokondride, mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesini ve dolayisiyla ATP
iretimini diizenler. ER ve/veya sitozolden Ca*? 6ncelikle VDAC boyunca MOM
(mitokondriyal dis membran)’a hareket eder. Mitokondriye Ca*® alim sitozolik Ca*?
sinyali ve bircok Ca*?-bagimh hiicresel siireclerinin mekansal-zamansal (spatiotemporal)

modelini diizenler (Jeong ve ark., 2008).
2.3. Ovaryum Kanseri ve Metastaz

Ovaryum kanseri, jinekolojik kanserler arasinda 6liime en ¢ok neden olan kanser
tiridiir (Sawada ve ark., 2011). Yine Oliime neden olma agisindan genel kanserler
igerisinde meme, bagirsak ve akciger kanserinden sonra dordiincii siray1r almaktadir. Ayrica
endometrium ve serviks kanserinin toplamindan daha fazla oliime sebep olur. Ciinkii
hastalik ileri evrelere ulasana kadar herhangi bir belirti vermemektedir. Ovaryum kanseri
tim genital kanserlerin %20-25’ini olusturur. Ovaryum kanserlerinin % 90’1 epitelyal
kokenlidir. Hastalik uzun bir donem belirti vermeden veya spesifik olmayan semptomlarla
seyrettiginden, hastalarin %70-80’1 ii¢lincli ve dordiincii evrede hekime bagvurmaktadir.
Hastay1 hekime gotiiren sikayet genellikle karin agrist ve karin sisligidir. Ovaryum kanser
hiicrelerinin viicudun diger bdlgelerine metastaz yapabilme yetene§i ovaryum kanser

hastalar1 arasinda morbidite ve mortilitenin baslica nedenidir.

Epitelyal ovaryum tiimérleri lenf ve kan yoluyla uzak bolgelere metastaz yapabilse
de en sik peritoneal bosluga bazen de yakin bolgedeki lenf diiiimlerine metastaz

yapmaktadir (Lengyel,2010). Olgularin sadece % 2-3 kadarinda akciger ve karaciger gibi



uzak bolge metastazlar1 goriilmektedir. Evre I’ de tan1 alanlarda 5 yillik sag kalim oran1 %
90’dan fazla iken, evre III ve IV’ de tan1 alanlarda ise bu oran % 25’dir (Bilgen, 2008).
Genetik ve etnik farkliliklara ek olarak pek cok iireme ve diyet faktorleri, alkol tiiketimi,
ovaryum kanseri i¢in risk faktorleri arasinda yer almaktadir. Hastalarin %70’1, FIGO
(Uluslararas1 Jinekolojik ve Obstetrik Federasyonu) siniflandirmasina gore ilerlemis evre
olan III ve IV. evrede teshis edilmektedir. Cilinkii uzun siire belirti gdstermeyen gizli bir

baslangici vardir (Mastanabad, 2009).

Metastaz, adezyon reseptOrlerinin ve proteazlarin kontrollii etkilesimleri ile
diizenlenmektedir ve ge¢ metastaz, onkogen odakli mezoteliyal kapli ylizeylerde tiimor

nodiillerinin hizla biiyiimesi ile karakterize edilmektedir (Lengyel,2010).

Ovaryum kanseri, diger pek ¢ok kanser tipinde bulunan hemat6jen6z metastazdan
farkli olarak essiz bir biyolojik davrams gosterir. Ornegin; meme ve kolon kanseri
hiicreleri farkli birka¢ asamadan sonra diger organlara metastaz yaparlar. Ovaryum kanser
metastazi biraz daha kolaydir ve kanser hiicreleri primer timérden ayrildiktan sonra pasif
bir mekanizma ile metastaz olurlar. Yani peritoneal sivinin peritona ya da omentuma dogru

fizyolojik hareketiyle taginirlar.

Tliimor invazyonunun ve metastazinin {i¢ temel asamasi: 1) vaskiiler endotel ve
ekstraselliiler matrikse tutunma, 2) lokal proteoliz ve 3) hareketlilik kazanma olarak
siralanmaktadir. Son iki basamakta bir¢ok proteolitik enzim rol oynamaktadir. Bu enzimler
normal organizmada da mevcut olup malignitelerde yliksek plazma seviyelerinin artmis

metastaz yetenegi ile birlikteligi gosterilmistir (Sekil 2.2.) (Curan, 2004).
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Sekil 2.2. Metastatik siirecin olusumu (Wirtz ve ark., 2011).

Ovaryum kanserinin metastatik asamasinda ve daha ileri asamalarinda spesifik

integrinlerin etkili oldugu bilinmektedir (Sawada ve ark., 2011).
2.4. integrinler

Hiicreleraras1 bosluk ve bazal membranlarda bulunan ESM proteinlerinin hiicre
adezyonuna aracilik etmesinin yani sira, integrinler aynit zamanda hiicre gocii ve yasamini
tesvik etmek icin de sinyal gdndermektedirler (Jin ve ark., 2004). Integrinler, kalsiyuma
bagl hiicre dist matriks proteinlerinin hiicreye baglanmasi i¢in 6nemli bir metazoan
reseptoriidiir (Hynes ve ark., 2002) ve omurgalilarda hiicre-hiicre ve hiicre-ESM
etkilesmesi saglayan heterodimerik ylizey membran reseptorleridir. Yani, ESM ile
intraselliiler ortam arasinda integrasyonu saglayan hiicre yilizey glikoproteinleridir. Bu

sebeple ‘‘integrin ailesi’’ olarak adlandirilmaktadir.

Integrinler, a ve B alt birimden olusan evrimsel bir heterodimerik hiicre yiizeyi
reseptorleri ile korunmaktadirlar. Memelilerde 18 a- ve 8 B-alt birimlerinden birlestirilerek
olusturulan toplamda 24 farkli reseptor oldugu bilinmektedir (Sekil 2.3.) (Anderson, 2014).
Molekiiliin fonksiyonel aktivitesi i¢in her iki alt iinite de gereklidir ancak baglanma

ozgilliigliniin B alt tinitesi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (Y1lmaz, 2012).
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Sekil 2.3. integrin ailesi. Integrinler, bir a altbirim ve bir B altbirim bulunduran
heterodimerlerdir (Cox ve ark., 2010).

Dogal integrin ligandlar1  fibronektin, laminin, vitronektin, kolajenler,
thrombospondin, entaktin, fibrinojen gibi ekstraselliilar matriks komponentlerini igerir ve
hiicreleraras1 adezyon molekiilii (ICAM) ve vaskiiler hiicre adezyon molekiilii (VCAM) ile
baglant1 kurarak hiicre zar1 reseptorleri olarak goérev yaparlar (Mizejewski, 1999). Bazi
integrinler tek bir ESM protein ligandini segici olarak tanirken (6rnegin, (15011 Oncelikle
fibronektini tanimaktadir), digerleri birkag¢ liganda (6rnegin, integrin [Jv[13 vitronektin,
fibronektin, fibrinojen, denatiire veya proteolize kolajen ve diger matriks proteinleri)
baglanabilmektedir (Jin, 2004). o581, a4pl, a3Bl ve avpl iceren bir dizi 1
integrinlerinin, ESM'nin 6nemli bir bileseni olan fibronektin (FN) ile etkilesim halinde
oldugu gosterilmistir. FN embriyojenez i¢in gereklidir ve diger bir¢cok biyolojik siireclere
katilmaktadir (Wu ve Fields, 1995).

Integrinlerin ¢ogu, ligandlarin1 Arg-Gly-Asp (RGD) (05B1) ya da Arg-Glu-Asp-Val
(REDV) (04p1) gibi kisa aminoasit dizilerini taniyarak baglarlar. ESM’ye ligasyon
sirasinda integrinler kompleks sinyalleri tek basina ya da biiyiime faktorii reseptorleriyle
birlikte diizenlerler (Mizejewski, 1999). Integrinler hiicrelerarasi bosluk ve bazal

membranlarda bulunan ESM proteinlerinin hiicre adezyonuna aracilik etmelerinin yani



12

sira, migrasyon, invazyon, proliferasyon ya da sagkalimini tesvik etmek i¢in de sinyal

gondermektedirler (Jin ve ark., 2004).

Temel adezyon reseptorleri olarak integrinlerin rolii, plazma zarini her iki yonde de
uyarmaktir. Integrin-bagimli adezyonlarda, hiicre-hiicre ve hiicre-ESM etkilesimleri
araciligiyla dis c¢evrenin i¢ iskelete baglamasi gibi yapisal islevleri bulunmaktadir.
(Anderson, 2014). Bununla beraber, hiicre baglanmasina ek olarak, integrinler hiicre
iskeletinin transmembran baglantilarin1 kurmakta (Hynes, 2002) ve biiyiime faktori
reseptorlerinden farkli olarak, bir i¢c enzimatik aktiviteye sahip olmamasina ragmen, fokal
adezyon komplekslerinden kinazlarla ve adaptdr proteinleri ile birlikte calisarak ¢ok sayida
hiicre i¢i sinyal yolaklarini1 aktive etmektedirler (Jin ve ark., 2004). Aktif hale gegen bir
hiicre sitoplazmasindan sinyal iletildiginde, integrinlerin hiicre disinda kalan kismi sekil
degistirerek kendi ligandina olan afinitesini artirir. Bu isleme igeriden disa sinyal iletimi
denir. Bu islem adezyon molekiilleri arasinda bir tek integrinlerde goriiliir. Integrinlerin
ligandina baglanmasi ile bu kez disaridan iceriye sinyal mekanizmasi calisir, bu da hiicre
icerisinde apoptozdan hiicre proliferasyonuna kadar bir¢ok islevde etkili olmasin1 saglar

(Giig, 2004).

Submikromolar seviyelerde sitozolik Ca™®a duyulan gereksinim, hiicre igi
sistemdeki depolama ve tagima yolaklarinin Ca tamponlama proteinleri ile
sirdiiriilmektedir. Bu tamponlama proteinleri kalmodulin, calsequestrin, calponin,
kalbindin ve kalretikulini igerebilir. Kalretikiilin, hem integrin aracili kalsiyum adezyon
fonksiyonlarmin hem de integrin-baslatici sinyalizasyonun onemli bir modiilatorii

oldugunu onceki caligsmalar gostermistir (Sekil 2.4.) (Mizejewski, 1999).

Integrinler, B alt biriminin sitoplazmik domaini araciiiyla hiicre iskeletiyle
yakindan iligkilidir. Sitoskeletal proteinler ile birlikte, fokal adezyon boélgeleri olarak
bilinen supramolekiiler sinyal platformlari, plazma zarina kars1 ¢ift yonli sinyaller yaymak
icin integrinler ve fokal adezyon kinaz (FAK), a-aktin, vinkiilin, integrin bagimli kinaz
(ILK), Talin, Paksilin, MAP kinaz, ¢esitli GTPazlar (RAS, Rho), lipid kinazlar (PI-3 kinaz)
ve fosfolipid (fosfolipaz C, A2) ve kalretikulin gibi iki degerlikli katyon bagimli proteinler
gibi sinyal komplekslerini igermektedir (Mizejewski, 1999; Ahmed, 2005; Anderson,
2014).
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Sekil 2.4. Fokal adezyon komplekslerinin molekiiler organizasyonu ve Ca*? ile
diizenlenmesi (Prevarskaya 2011).

Hiicre ylizeyi iizerinde bulunan bir integrin, liganda (igten disa—distan ice
sinyalizasyon ile) olan affinitenin azalmasi veya artmasina bagli olarak hiicredeki
degisikliklere tepki verebilmektedir. Alternatif olarak, ligandina veya ESM’e baglanabilen
bir integrin, sinyal transdiiksiyon yollarinin aktivasyonu yol agan konformasyonel bir

degisiklige neden olabilir (Sekil 2.5.) (Ahmed ve ark., 2005).
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Sekil 2.5. Integrin aktivasyonunda meydana gelen degisiklikler (Cox ve ark., 2010).
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2.4. Metastatik Ovaryum Kanserinde Integrinlerin Rolii

Ovaryum kanser hiicrelerinin ¢ogu yumurtalik yiizeyini orten epitelyal hiicrelerden
tiirevlenir. Ovaryum kanseri hiicreleri bazal membrandan ayrilmadan oOnce genellikle
kanser hiicreleri arasindaki intraseliilar adezyonlarin azaldigi epitelyal-mezensimal bir
gecise (EMT) maruz kalirlar. EMT siklikla komsu epitelyal hiicreler arasindaki adezyonlar
icin temel molekiillerden biri olan E-cadherin’in kaybiyla baslar. EMT prosesi siiresince
kanser hiicreleri daha invaziv bir fenotip kazanarak ¢ogalir ve abdominal kavite boyunca
yayilir. Yapilan ¢aligmalarda, E-cadherin’in bozulmasinin bir fibronektin reseptorii olan
a5B1 integrinin upregiilasyonunu indiikledigi belirtilmistir. aSp1 integrin ise ovaryum
kanser hiicrelerinin adezyonunu periton gibi ikincil metastaz alanlarina dogru uyarir.
Kanser hiicreleri primer tiimorden bir kere ayrildiktan sonra serum/asit aloumin gradienti
icinde tek hiicreler ya da g¢ok hiicreli sferoidler seklinde yiizerler. Ovaryum kanser
metastazindaki en 6nemli adim, ovaryum kanser hiicrelerinin peritoneal kaviteyi Orten
mezotelyal hiicre tabakasi iizerine yapismasidir. Integrinler ayn1 zamanda ovaryum kanseri

ve mezotelyum arasindaki 6nemli aracilardir (Sawada ve ark., 2012).

Integrinlerle polivalan ve capraz baglanti kuran ESM proteinleri, integrinler ve
baglantili kofaktorler ile ortaklik i¢inde ¢aligarak integrin diizenleyici sinyal yolaklarinin
aktiflesmesini saglamaktadirlar. Ornegin, integrin ligasyonu apoptoz baskilayicilarini
aktiflestirerek ve kaspaz aktivasyonunu inhibe ederek apoptozu baskilamaktadir.
Integrinler ayrica membrana aktin filamentleri tarafindan tutulan Rho ve Rac GTPazlarim
aktive ederek hiicre gociinii tesvik etmektedir. Bu adezyon proteinleri siklin
ekspresyonlarini uyararak hiicre dongiisiine katilimini tesvik etmektedirler (Jin, 2004). Bu
sebeple integrin ligasyonu, hiicre proliferasyonunu, hiicrenin hayatta kalmasini ve hiicre
gociinii tesvik ederek sinyal transdiiksiyon kaskadlarini desteklemektedir. Bunun aksine,
hiicrede integrin-ligand etkilesiminin inhibisyonu, hiicre go¢iinii ve proliferasyonunu

inhibe eder ve apoptoza neden olur (Calderwood, 2004).

Ovaryum kanser hiicrelerinde farkli a alt {initeleri ile (al, a2, a3, a4, a5 ve a6) Bl
alt linitesinin olusturdugu integrin reseptorlerinin aktif oldugu gosterilmistir (Cannistra ve
ark., 1995), ancak bu tiimor tipinde ovaryum kanser hiicrelerinde metastaz olusturma

asamasinda o4f1 integrininin asir1 ekspres edildigi ve ileri metastatik ovaryum


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/serum/asit%20albumin%20gradienti
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hiicrelerinde ise avp6 integrin ekspresyonunun yiiksek oldugu gosterilmistir (Desgrosellier,
2010). Bl integrinlerinin ESM’e dogru yonelerek ovaryum kanserinin migrasyonuna
aracilik ettigi gosterilmistir. Ayni integrin ailesinin, ovaryum kanser olusumunu ve
adezyonunu diizenlendigi de gosterilmistir (Ahmed ve ark., 2005). Fibronektine spesifik
olarak baglanan a5fB1 integrinin hedef alindig1 bir ¢alismada, rekombinant viral proteinin,
ovaryum kanserinde GSK-3p (Glikojen sentaz kinaz 3), PTEN (Fosfataz ve tensin
homolog), kaspaz-3 ve PARP'!n pargalanmasini aktive ettigi, FAK, Akt ve MMP-2
(matriks metalloproteinaz-2)'nin downregiilasyonu ile iliskili olarak integrine bagimli bir
sekilde DNA fragmentasyonunu ve apoptozu indiikledigi ve hiicre metastazini inhibe ettigi
gosterilmistir (Peng ve ark., 2011). Bir baska ¢alismada ise, osteoprotegerin muamelesinin,
FAK/integrin'e bagiml bir bicimde Akt'yi aktive ederek ve PI3K/Akt (fosfotidilinositol 3-
kinaz)' in kimyasal inhibitorlerini énemli derecede inhibe ederek TRAIL (TNF-iliskili
apoptoz indikleyici ligand) indiiklii apoptozun ovaryum kanser hiicrelerinde azalmasina

neden oldugu bulunmustur (Lane ve ark., 2013).

Cesitli kanser hiicrelerinde kollajen baglayici integrinlerin bir araya gelmesiyle
(02B1- ve a3pl-integrin ), E-kadherin dig-alandan kopar, hiicre-hiicre adezyonunun kaybi
olusur ve tek olan hiicrelerin veya sferoidlerin asit i¢ine dokiilmesine izin vererek matriks
metaloproteinaz  (MMP) -9 indiiklendigi bilinmektedir. Ovaryum kanser hiicreleri,
mezotelyale baglandiklar1 zaman kanser hiicreleri, MMP-2’yi upregiile ederken, ardindan
hiicre dis1 matriks proteinleri fibronektin ve vitronektini kii¢iik fragmentlere ayirmaktadir.
Daha sonra kanser hiicreleri fibronektin (a5B1-integrini) ve vitronektin (avp3-integrin)
reseptorlerini kullanarak daha kii¢lik bu parcalara ¢cok daha giiglii bir sekilde baglanir ve bu
nedenle integrinlerin, mezotelyoma ovaryum karsinom metastazinin 6nemli aracilari

oldugu tespit edilmistir (Lengyel, 2010).

Bloke olmus integrin baglantist ESM’in hiicre baglantisin1 engelleyebilir ve
bdylece gogli Onler, ancak son zamanlarda yapilan caligmalar, antagonize integrinlerin
hiicre migrasyonuna yol agan sinyal transdiiksiyonunu etkin sekilde inhibe ettigini
gdstermistir. Integrin antagonistleri primer ve transforme edilmis hiicrelerin hiicre gdgiinii
ve yayillmasini baskilamakta ve ayni1 zamanda primer hiicrelerin apoptozunu uyarmaktadir,

ayni zamanda timor anjiyogenezini ve timor metastazini da bloke etmektedirler (Jin,

2004).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Hiicre hatti

Insan ovaryum hiicre dizisi (SKOV-3) Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Kimya

Miihendisligi 6gretim iiyesi Prof. Dr. Volga Bulmus’un laboratuvarindan temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Fibronektin (Sigma, Aldrich-ABD), Tunikamisin (Sigma, Aldrich-ABD), EGTA (Sigma,
Aldrich-ABD); dimetilsiilfoksit (DMSO) (Applichem-Almanya); Etil alkol (Sigma,
Aldrich-ABD), Fetal Bovine Serum (FBS) (Biochrom-Germany); penisilin-streptomisin
soliisyonu (Gibco-ABD), MEM non EAA (Gibco-ABD), sodyum hidroksit (NaOH)
(Merck- Almanya), Tripsin (Biochrom-Almanya); Fluo-3 AM (Sigma, Aldrich-ABD);
Rhod-2 AM (Santa Cruz-ABD), Ru360 (Santa Cruz-ABD); Bovine Serum Albiimin
(Sigma, Aldrich-ABD); Pluronic F127 (Sigma, Aldrich-ABD); HEPES (Sigma, Aldrich-
ABD); Dulbecco’ Modified Eagle Medium (DMEM) (Life Tech., Gibco-ABD); Sodyum
dihidrojen fosfat (NaH,PO,) (Merck-ABD); Potasyum kloriir (KCI) (Santa Cruz-ABD);
Magnezyum kloriir (MgCl,) (Sigma-ABD); Kalsiyum kloriir (CaCly) (Bereket
Kimya,Tiirkiye); Glukoz (Doga ilag Tirkiye); Bovine Albumin Serum (Sigma-ABD);
Glutaraldehit (EMS-ABD ); Osmium Tetroksit (EMS-ABD); Uranil asetat (EMS-ABD);
Propilen oksit (Merck-A.B.D.); AralditCY212 (Agar Scientific-Ingiltere); Sodyum sitrat
(Merck-ABD); Kursun nitrat (Merck-ABD); Etanol (Sigma, Aldrich-ABD); Glass knife
strip (EMS-ABD); Agar (Sigma, Aldrich-ABD).

3.1.3. Kullanilan cihazlar
Azot Tanki (Taylor Wharton-Almanya); buzdolabi1 (Argelik- Tiirkiye); karbondioksitli

(CO27li) etiiv (Hera Cell 240 Thermo Scientific-Almanya); derin dondurucu (-20°C)
(Argelik No Frost-Tiirkiye); distile su cihaz1 (Niive- Tiirkiye); etiiv (Niive- Tiirkiye);
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hassas terazi (Ohaus-isvicre); floresan mikroskop (Leica-Almanya); laminar kabin (Steril
Kabin) (Heal Force-Cin); otoklav (ALP-Japonya); santrifiij (Hettich- Almanya); sterilizator
(Niive FN 500-Tiirkiye); su banyosu (Niive BM 302- Tiirkiye); vorteks (Yellowline-
Belgika); Glass Knife Boat (TedPella, ABD); Rotator (TedPella, ABD); Ultramikrotom
(Leica-Almanya); Trim cihaz1 (Leica-Almanya); Knifemaker (Leica-Almanya).

3.2. Yontemler

3.2.1. Hiicre kiiltiri

Insan ovaryum hiicre dizisi (SKOV-3) (HPA culture collections-10032308) ve % 90 1:1
oraninda DMEM, % 20 fetal bovine serum (FBS), % 1 penisilin-streptomisin ve 2 mM
Glutamine, 2 mM sodyum piruvat besi yeri icerisinde % 5 CO; i¢ atmosfere sahip 37°C
inkiibatorde tutulur ve her 3 giinde bir hiicreler tripsin / EDTA soliisyonu ile muamele

edilerek 1:3 ile 1:6 oranlar1 arasinda alt kiiltiirlere ayrilir.

3.2.2. Hiicre ici kalsiyum analizi

Hiicre i¢i kalsiyum analizi i¢in akim sitometrisi yontemi gergeklestirilmistir. Tripsin
enzimi ile siispanse edilen hiicreler soguk PBS ile iki kez yikandiktan sonra 1x10°
hiicre/ml sayilarak Krebs-Ringer tamponu (145 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.3 mM MgCl,, 1.2
mM NaH,PO, 1 mM CaCl, 20 mM Hepes, 10 mM glukoz ve 0.01 BSA) igerisine
alinmistir. Final konsantrasyonu 4 uM olan Fluo-3 AM, % 1’lik Pluoronic F127 ve %
0,1’lik BSA boya karisimi ile hiicreler 37°C’de, % 5 CO; igeren etiivde 30 dakika inkiibe
edilmislerdir (Kumar, 2014). Inkiibasyon sonrasinda 1 kez PBS ile yikama yapilmistir ve
her biri 1’er ml olan hiicre c¢ozeltileri farkli eppendorf tiiplere aktarildiktan sonra BD
Accuri Flow Cytometer cihaziyla analiz edilmistir. 1 veya 2 dakikalik kontrol dl¢limler
alindiktan sonra, Tunikamisinin 3-6-12-18 ve 24 uM konsantrasyonlari tiiplere eklenmis ve
Olctim yapilmstir.

EGTA (etilen glikol bis (B-aminoetil eter)- N,N,N’ N’-tetraasetik asit)), 1,5 ve 10 mM

konsantrasyonlarda ayn1 sekilde 6l¢iim yapilmistir.
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3.2.3. Mitokondriyal kalsiyum analizi

Mitokondriyal kalsiyum analizi i¢in akim sitometrisi yontemi gerceklestirilmistir. Tripsin
enzimi ile siispanse edilen hiicreler soguk PBS ile iki kez yikandiktan sonra 1x10°
hiicre/ml sayilarak PBS igerisine alinmistir. Final konsantrasyonu 5 uM Rhod-2 AM, %
0.02’lik Pluoronic F127 ve % 0,1’lik BSA boya karigimi ile hiicreler 37°C’de, % 5 CO;
iceren 30 dakika etiivde inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonrasinda 1 kez PBS ile yikama
yapilmistir ve Krebs-Ringer tamponu (145 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.3 mM MgCl,, 1 mM
CaCl, 1.2 mM NaH,PO,; 20 mM Hepes, 10 mM glukoz ve % 0.01 BSA) igerisine
almmustir (Kumar, 2014). Inkiibasyon sonrasinda 1 kez PBS ile yikama yapilmistir ve her
biri 1’er ml olan hiicre ¢ozeltileri farkli eppendorf tliplere aktarildiktan sonra BD Accuri
Flow Cytometer cihaziyla analiz edilmistir. 1 veya 2 dakikalik kontrol 6l¢iimler alindiktan
sonra Tunikamisinin 3-6-12-18 ve 24 uM konsantrasyonlari tiiplere eklenmis ve Ol¢liim
yapilmustir.

EGTA (etilen glikol bis (B-aminoetil eter)- N,N,N’,N’-tetraasetik asit)), 1,5 ve 10 mM
konsantrasyonlari ayni sekilde 6l¢tim yapilmstir.

10 uM Ru360 hiicrelerle 1saat inkiibe edildikten sonra tunikamisin 18 puM ile hiicreler
muamele edilerek dl¢tim yapilmistir.

ImM CaCl; icermeyen Krebs- Ringer tamponu hazirlanarak ayni konsantrasyonlardaki

Olctimler kalsiyumsuz tampon igerisinde de gergeklestirilmistir.

3.2.4. Anneksin V-FITC / PI (propidyum iyodiir) ile apoptoz belirleme

yontemi

Kaplamasiz plakalara 1x 10° hiicre/ml ekilmistir. Hiicrelerin ylizeye tutunmalari i¢in 2 saat
% 5 CO; 37° C'de etiivde inkiibe edilmistir. Hiicreler serumsuz besiyeri igerisinde 2 saat 18
uM TN ile muamele edildikten sonra tripsin ile ortamdan kaldirilarak 1000 rpm de 5
dakika santrifiij edilmistir. FITC Anneksin V Apoptoz Tanima Kiti II (BD Pharmingen
556570) prosediirii uygulanmigtir. 1% soguk PBS ile 2 kez yikanmiglardir ve 1 X 10°
hiicre/ml de olacak sekilde 1x Anneksin-V baglanma c¢ozeltisinde siispanse edildikten
sonra hiicre soliisyonundan 100 pl alinarak tiiplere aktarilmistir. Daha sonra her bir tiipe, 5
ul Anneksin-V/FITC ve 5 pl propidyum iyodiir ¢dzeltisi eklenmistir. Oda sicakliginda 15
dakika inkiibe edildikten sonra her bir tiipe 400 pl 1% Anneksin-V baglanma ¢ozeltisi ilave



20

edilmis ve hiicreler 1 saatlik boyama siiresi igerisinde akim sitometrisi (BD C6 Accuri) ile

analiz edilmistir.

3.2.5. Sitokrom ¢ ve Endo G’nin immiinofloresan boyama ile

goriintiilemesi

24 kuyucuklu plaka 6rnek sayisina gore konsantrasyonu 50 pg/ml fibronektin ve 10 pg/ml
Poli-L-lizin proteinlerle kaplanmistir. Plaka 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonras1 3 kez PBS ile yikamalar yapilmistir. Yikamalarin ardindan kaplamasiz
ve protein kapli plakalara 1x10° hiicre/ml her bir kuyucuga ekilmistir. Hiicrelerin yiizeye
tutunmalari igin 2 saat % 5 CO, 37° C'de etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan
hiicrelere 2 kez PBS ile yikamalar yapilmistir. Yikamalarin hemen sonras: hiicreler % 3.7
’lik paraformaldehit ile 15 dakika oda sicakliginda fikse edilmistir. PBS ile 3 kez yikama
yapilmistir. Buz tizerinde % 0,1 PBS icerisinde Tween 20 ile 15 dakika permeabilizasyon
islemi gerceklestirilmistir. 3 kez soguk PBS ile yikama yapilmustir. Ornekler % 1°lik BSA
ile 1 saat oda sicaklifinda tutulmustur. 1 saatin sonunda birincil antikorlar belirlenen
oranlarda hazirlanmis ve bir gece boyunca +4° C'de bekletilmislerdir. inkiibasyonun
ardindan hiicrelere 2 kez PBS ile yikamalar yapilmistir. Yikamalarin ardindan ikincil
antikorlar 1 saat +4° C' de inkiibe edilmislerdir. Sonrasinda Leica DMI 4000B floresan

mikroskobunda 40X objektif ile goriintiileme yapilmustir.

3.2.6. Geg¢irimli elektron mikroskobu (TEM)

Hiicre kiiltliri uygulamasina tabi tutulmamis petri kaplari, 50 pg/ml fibronektin ile 4°C'de
bir gece inkiibasyona birakilarak protein kaplama islemi gerceklestirilmistir. Inkiibasyon
stiresinin bitiminde fibronektin kapl petriler, % 0.1 BSA ile 1 saat 37° C'de inkiibe
edilerek spesifik olmayan baglanma Onlenmistir. 1x10° hiicre/ml tripsin ile kiiltiir
ortamindan toplanarak fibronektin-kapli petrilere aktarilmig ve integrin aktivasyonu igin, %
5 CO, 37° C'de tunikamisin ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi tripsinle ortamdan
kaldirtlan 5x10° hiicre/ml ilk énce 3 kez tampon ile yikanmis ve 0.1 M fosfat tamponlu %
2.5'lik glutaraldehitte biitiin gece boyunca 4 °C bekletilmislerdir ( 0.1 M, pH 7.2). Tespit
stiresi bitiminde tampon ile 3 kez PBS ile yikanan hiicreler 1 saat %1 lik osmiyum

tetraokside ile etkin birakilarak ikincil fiksasyonlar1 yapilmistir ve % 5'lik agara
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gomiilmiistiir. % 1’°lik uranil asetat ile 15 dakika blok boyama yapildiktan sonra dereceli
alkol olarak;

% 30 etil alkol 10 dakika

% 50 etil alkol 10 dakika

% 70 etil alkol 10 dakika

% 90 etil alkol 10 dakika

% 90 etil alkol 10 dakika
alkol serilerinden geg¢irilmistir ve dehidre edilmeleri saglanmustir.
Son olarak propilen oksite alinan dokular Araldit CY212 kit ile hazirlanan gémme
materyaline gomiilerek bloklar hazirlanmistir. 60° C’lik etlivde 48 saat siire ile polimerize
edildikten sonra trimlenen bloklardan 60 nm kalinliginda tam ince kesitler alinmistir (Leica
Ultracut R). Gidler uranil asetat-kursun sitrat boyasi ile tekrar boyandiktan sonra TEM
(Jeol JEM 1220) altinda incelemeleri yapilmistir (Harhaji,2009).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Hiicre I¢i Kalsiyum Degisimlerinin Akim Sitometrisi le Belirlenmesi

Ca*? indikatérleri arasinda en yaygin kullanilanlar kimyasal floresan problardir, ¢iinkii
diger Ca*? indikatorleri ile karsilastirildiginda bu indikatorlerin [Ca*4i sinyal (151k)
degisimi oldukea biiyliktiir. Fluo-3 boyasi, Konfokal Lazer Tarama Mikroskobu (CLSM)
ve akim sitometri yontemleri i¢in en uygun Ca*? indikatorlerinden biridir (Takahashi ve
Camacho, 1999).

Hiicre iginde esterazlar, hiicre gecirgenligi olmayan indikatoriin kapali probunun AM
(asetoksimetil) grubunu parcgalayarak indikatorin AM formunun hiicre membranlarina
pasif olarak yayilmasimi saglar (Takahashi ve Camacho, 1999). Kalsiyum o6l¢iimii i¢in
gerekli boya karisiminda bulunan, Pluronic F-127, fizyolojik ortamda biiyiikk boya
molekiillerinin ¢dziinmesine yardimci olan ve iyonik olmayan dagitici bir maddedir. Uzun
yiikleme siirelerinin gerekli olmasindan dolayr uygun osmolaliteyi korumasi i¢in BSA

(Takahashi1 ve Camacho, 1999) tampona ilave edilmistir.

SKOV-3 hiicrelerinin, Ca*? indikatorii Fluo-3 AM boyasiyla inkiibasyonun ardindan,
tunikamisinin 3-6-12-18 ve 24 puM konsantrasyonlarina bagli hiicre i¢i kalsiyumdaki
degisimleri akim sitometrisi yontemiyle analiz edilmistir (Sekil 4.1.). Tunikamisin (TN),
protein glikozilasyonunun bir inhibitori olup, UDP-N-asetilglukozamin dolikol
fosfatlanmasini inhibe ederek N-bagli protein glikozilasyonunu bloke etmektedir. Hiicre i¢i
Ca*? depolarimi harekete gecirerek plazma membranindan Ca*? akismi artirmaktadir

(Buckley ve ark.,1997).

Cesitli ovaryum kanseri hiicre hatlarinda (COLO316, PEO14 ve OAW42) yapilan bir
calismada, Fluo-3 AM boyas1 kullanilarak 2 uM TN ile 48 saat muameleye bagl hiicre ici
kalsiyum degisimi akim sitometrisi yontemiyle goriintiilenmis ve kalsiyum degisimlerinde
(artiglar) hiicreler arasinda farkliliklar gézlenmistir (Lei ve Henderson, 2014). Bir diger

caligmada ise, aortik diiz kas hiicrelerinde 10 pg/ml TN’e bagli ER/SR stresi olusturularak
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Fluo- 4 AM boyasiyla sitozolik kalsiyumun floresan yogunlugunda saniyeler igerisinde
hizli bir yiikselis oldugu gosterilmistir (Ziomek, 2014).
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Sekil 4.1. 1mM Ca* iceren Krebs-Ringer tamponu igerisindeki SKOV-3 hiicrelerine
sirastyla 3-6-12-18 ve 24 uM TN konsantrasyonlarinin uygulanmasinin ardindan sitozolik
kalsiyum dagiliminin akim sitometri cihazi ile goriintiilenmesi

Elde ettigimiz sonuglarda, yaklasik 2 dakikalik kontrol Ol¢limlerinin ardindan,
Tunikamisinin 3 ve 6 pM konsantrasyonlarina bagh floresan yogunlugunda herhangi bir
degisim gozlenmemisken, 12, 18 ve 24 uM konsantrasyonlarinin floresan yogunlugu
diizeylerinde zamana bagli artis goriilmiistiir. 18 ve 24 uM konsantrasyonlari, 12 uM’e
gore daha etkili ve kisa siire igerisinde floresan yogunluk degisimleri 6l¢iilmiistiir. 18 uM
TN Kkonsantrasyonunun ise diizenli bir sitozolik kalsiyum artisina sebep oldugu

gorilmektedir (Sekil 4.1.).
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Ca*? selatorii olan EGTA hiicre i¢i kalsiyum sinyalini zayiflatmaya neden olmaktadir.
EGTA, asit formunu serbest birakarak hiicre i¢i esterazlar tarafindan parcalanan
asetoksimetil esterler ile hiicrelere girerler ve serbest halde bulunan kalsiyuma baglanirlar

(Hajnoczky, 2006).

1, 5 ve 10 mM konsantrasyonlarindaki EGTA ile yaptigimiz 6l¢iimler sonucunda, Fluo-3
AM ile boyanan hiicrelerde, 1 mM’da kalsiyuma bagh floresan yogunlugunda ilk basta
etkili bir diislis olmasina ragmen belli bir zaman sonrasinda konsantrasyona bagli olarak
sitozolik kalsiyumda tekrar bir artis goriilmiistiir. 5 mM EGTA konsantrasyonunda ise
diizenli sitozolik kalsiyumda azalis uzun siireli devam etmistir. Ancak diger
konsantrasyonlara gére 10 mM EGTA’da etki ¢ok daha kisa siirmiistiir ve yaklasik 6-7

dakika igerisinde hiicrelerde 1stmanin olmadig1 analiz ile gosterilmistir (Sekil 4.2.).

1 mM CaCl; igeren tampon soliisyonundaki SKOV-3 hiicrelerinde kontrol olgiimiiniin
ardindan 18 pM TN ilave edilmistir ve yaklasik 5 dakika boyunca sitozolik kalsiyum artis1
Ol¢tilmiistiir. 5 dakikanin sonunda 5 mM EGTA eklenmistir ve kalsiyum sinyalinin inhibe

edildigi goriilmistiir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.2. 1 mM Ca™ igeren Krebs-Ringer tamponu igerisindeki SKOV-3 hiicrelerine
sirasiyla 1, 5 ve 10 mM EGTA konsantrasyonlarinin uygulanmasinin ardindan sitozolik
kalsiyum dagiliminin akim sitometri cihazi ile goriintiilenmesi
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Sekil 4.3. 1 mM Ca*? igeren Krebs-Ringer tamponu igerisindeki SKOV-3 hiicrelerine 18
uM TN ve 5 mM EGTA konsantrasyonlarinin uygulanmasinin ardindan sitozolik kalsiyum
dagiliminin akim sitometri cihazi ile gortintiilenmesi

Hiicre disi1 kalsiyumun hiicre i¢i kalsiyum {izerindeki etkisi, bovin aortik endotel
hiicrelerinde sitozolik kalsiyum indikatorii Fura-2 ile spektroflorometre yontemi
kullanilarak kalsiyum igeren tamponda oOlgiilmiis ve 12 pg/ml TN ve 1 mM EGTA
konsantrasyonlari kullanilmigtir. Kalsiyumlu tamponda TN etkisinin uzun siire devam
ettigi ve EGTA ilavesinin ardindan yogunlukta hizli bir diislisiin gergeklestigi grafikle
gosterilmistir (Buckley, 1997).
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4.2. Mitokondriyal Kalsiyum Degisimlerinin Akim Sitometrisi ile Belirlenmesi

Mitokondrideki metabolik siireclerin etkisi mitokondriyal matriksteki serbest kalsiyum
konsantrasyonunu etkilemektedir. Mitokondriyal kalsiyumun giris-¢ikisi, elektroforetik bir
mekanizma ile kontrol edilmektedir (Molina ve ark., 1990). Ca™ mitokondride,
mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesini ve dolayisiyla ATP {iretimini diizenler. ER
ve/veya sitozolden Ca*™ éncelikle VDAC boyunca MOM’ a hareket eder. Mitokondriye
Ca*? girisi, sitozolik Ca™ sinyalini ve bircok Ca**-bagimli hiicresel siirecleri diizenler
(Jeong ve ark., 2008).

Mitokondriyal  kalsiyumdaki  degisimler, SKOV-3 hiicrelerinde tunikamisinin
konsantrasyonlarina bagli Fluo-3 AM ile benzer calisma prensibine sahip floresan
membran gegirgen florokromu olan Rhod-2 AM boyasi kullanilarak akim sitometrisi

yontemi ile analiz edilmistir.

Deniaud ve ark. (2008), yaptiklart ¢aligmada serviks (HeLa) ve kolon (HCT116) kanseri
hiicrelerinde ER stresi ajanlari ile floresan mikroskopta Rhod-2 AM boyasi kullanarak 6.25
pg/ml TN konsantrasyonuna bagli mitokondriyal kalsiyum artisinin kisa siirede ( ~10

dakikadan once) gerceklestigi gosterilmistir.

1 mM CacCl, igeren tampon ile yapilan 6lgiimlerde, 3 ve 6 pM TN konsantrasyonlarinin
mitokondriyal kalsiyuma bagli floresan yogunlugunda degisim goriilmemistir. 12, 18 ve 24
uM TN konsantrasyonlarindaki mitokondriyal kalsiyum degisimindeki floresan yogunlugu
sitozolik kalsiyumdaki degisimlere oranla daha yiiksek olctilmiistiir. 18 ve 24 uM TN’de
cok kisa siirede ve etkili bir artis goriilmiistiir (Sekil 4.4.).



27

Ea
0.0s

ag+

T 1
10m 0.0s 20m 0.0s

Time

=& EH

T
10m 0.0s
Time

20m 0.0s

agiE =ax

TN 3 upM TN 6 pM TN 12 pM
Plot 4: 801 3um TN I Plot 4: A02 um TN I Plot 2: A2 12um TN
= ~ (BATE [N‘;mGating] « (BATE  [No Gating] XJ 4 (BATE  [No Gating] X‘
g i "% g ¥
5 5 q
o 3 o
$udl % 3™
£94 £ d ﬁ £%
Er 4 |
23 : T % e T 1 7 T
0.0s 8m 53.9s 17m 47 9s 0.0s 8m §3.9s 17m 47 9s 0.0s 10m 0.0s 20m 0.0s
Time Time Time
Qo =aE ool =E&E Qo =EaE
TN 18 pM TN 24 uyM
= Plot 7: A02 18um TN G Plot 12: 01 24um TN 2&
o BGATE [No Gating] o~  BATE [No Gating]
[ ~
%
%
f:‘"s
=%
i

Sekil 4.4. 1 mM Ca* iceren Kreb- Ringer tamponu igerisindeki SKOV-3 hiicrelerine
sirasiyla 3-6-12-18 ve 24 uM TN konsantrasyonlarinin uygulanmasinin ardindan kalsiyum
dagiliminin akim sitometri cihazi ile gortintiilenmesi
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Mitokondriyal kalsiyum 1, 5 ve 10 mM konsantrasyonlarindaki EGTA ile 1 mM CaCl;

iceren tampon icerisinde Ol¢lilmiis, Rhod-2 AM ile boyanan hiicrelerde, mitokondriyal

kalsiyum sinyalindeki floresan yogunlugundaki diisiis, sitozolik kalsiyum kadar etkili

olmamistir. 5 mM yaklasik 12. dakikadan sonra 1s1ma kalmamisken, 10 mM

konsantrasyonu ile muamelenin sonrasinda 5 ila 10 dakika arasinda 1is1mada diizensizlikler

goriilmustiir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. 1 mM Ca* iceren Krebs Ringer tamponu igerisindeki SKOV-3 hiicrelerine
sirastyla 1, 5 ve 10 mM EGTA konsantrasyonlarinin uygulanmasiin ardindan
mitokondriyal kalsiyum dagiliminin akim sitometri cihazi ile goriintiilenmesi
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1 mM CaCl; igeren tampon soliisyonundaki SKOV-3 hiicrelerinde kontrol dl¢limiiniin
ardindan 18 uM TN ilave edilmistir ve yaklagik 5 dakika boyunca mitokondriyal
kalsiyumda hizli ve etkili artig dl¢iilmiistiir. 5 dakikanin sonunda 5 mM EGTA eklendi ve

EGTA’nin TN ile indiiklenmis kalsiyum akisindaki artig1 bloke ettigi goriilmistir (Sekil
4.6.).
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Sekil 4.6. 1 mM Ca*? igeren Krebs-Ringer tamponu icerisindeki SKOV-3 hiicrelerine 18
uM TN ve 5 mM EGTA konsantrasyonlarinin uygulanmasinin ardindan sitozolik kalsiyum
dagilimimin akim sitometri cihazi ile gortintiillenmesi



30

Kalsiyum icermeyen tampon ile yapilan Slglimlerde, konsantrasyonlarin hepsinde 20
dakikadan once floresan 1simanin kayboldugu goriilmistir 3, 6 ve 12 uM’ de
mitokondriyal kalsiyuma bagli floresan yogunlugunda herhangi bir artis olmazken, 18 ve
24 uM TN konsantrasyonlarindaki mitokondriyal kalsiyumun floresan yogunluk artisi
kalsiyum igerikli tampondakine goére daha az olarak Olg¢lilmiistir. Ortamda kalsiyum

bulunmamasinin mitokondrideki kalsiyum artigini etkilendigi goriilmistiir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Kalsiyumsuz Krebs-Ringer tamponu igerisindeki SKOV-3 hiicrelerine sirasiyla
3-6-12-18 ve 24 uM TN konsantrasyonlarinin uygulanmasinin ardindan kalsiyum
dagiliminin akim sitometri cihazi ile gorlintiilenmesi
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Mitokondriyal kalsiyumdaki degisim 1, 5 ve 10 mM EGTA konsantrasyonlar1 kalsiyum

igermeyen tampon igerisinde bulunan hiicrelerde analiz edilmistir. Rhod-2 AM ile boyanan

hiicrelerde, mitokondriyal kalsiyum sinyalindeki floresan yogunlugundaki diisiis ¢ok

belirgin olmamakla beraber ortamdaki kalsiyum olmamasindan kaynakli etkinin 5 ve 10

mM’da kisa siirdiigii ve hiicrelerde 1stmanin kayboldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Kalsiyumsuz Krebs-Ringer tamponu igerisindeki SKOV-3 hiicrelerine sirasiyla
I, 5 ve 10 mM EGTA konsantrasyonlarinin uygulanmasinin ardindan mitokondriyal

kalsiyum dagiliminin akim sitometri cihazi ile goriintiilenmesi
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Sekil 4.9. 1 mm CaCl, ve kalsiyumsuz Krebs-Ringer tamponu igerisindeki SKOV-3
hiicrelerinin 10 uM Ru360 ile 1 saat inkiibasyon sonrast TN 18 uM konsantrasyonu
muamelesi ile mitokondriyal kalsiyum dagiliminin akim sitometri cihaz1 ile
goriintiilenmesi

Rutenyum kirmizisi tiirevi olan Ru360, mitokondriyal kalsiyum uniporter (MCal)
inhibitorii olarak goérev yapan spesifik ve gii¢lii bir polikatyonik boyadir (Vanderluit ve
ark., 2003; Garcia-Rivas ve ark., 2005).

Bu c¢alismada sonucunda Ru360, kalsiyumun mitokondriye gegisini bloke ederek
mitokondriyal Ca*? artigini inhibe etmistir. SKOV-3 hiicreleri, Ru360 ile inkiibasyonun
ardindan Rhod-2 AM ile boyanarak analiz edilmistir. Ru360 ile muamele edilmemis
hiicrelerle kontrol 6l¢iim yapilmistir. Kontrol 6l¢lim sonrasi mitokondriyal kalsiyum
kanallarin1 inhibisyonuna bagli olarak floresan yogunlugundaki diisiis gerceklesmistir ve
yaklasik 5 dakika sonra 18 uM TN ilavesi edilen hiicrelerde Ru360 ile 6n muamelesinden
kaynakli floresan yogunlugunun 18 uM TN tek basina uygulanmasina gore daha az oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.9.).
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4.3. SKOV-3 Hiicrelerinde Integrin Aktivasyonunun Isik Mikroskobu 1le

Goriintiillenmesi

Ovaryum kanseri hiicre hatlari, ESM proteinleri olan fibronektin, kollajen, laminin ve
vitronektine baglanarak ¢ok sayida integrinlerin ekspresyonuna izin vermektedir (Ahmed
ve ark., 2005). SKOV-3 hiicrelerinin, kaplanmamis ve protein kapli plakalardaki baglanma
ve yayillma yetenekleri 1s1tk mikroskobu altinda gézlenmistir. Kaplamasiz, Fibronektin ve
integrin uyarilmasi i¢in negatif kontrol olarak etkisiz ligand olan Poli-L-lizin’in (Imanishi,
2007) belirlenen konsantrasyon araliginda hiicreler 2-24-48 saatlik inkiibasyon sonrasinda
goriintiilenmistir.  Hiicrelerin baglanma ve yayilma yeteneklerini mikroskobik olarak
inceledigimizde, fibronektin 50 pg/ml ve poli-L-lizin 10 pg/ml konsantrasyonlart bir

sonraki deneysel asamalarda kullanilmak iizere uygun goriilmiistiir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. A) Kaplamasiz B) Fibronektin ve C) Poli-L-Lizin proteinlerinin belirlenen
konsantrasyonlar ile kaplanmis plakalarda, SKOV-3 hiicrelerinin 2, 24 ve 48 saat
inkiibasyonlar1 sonrasinda integrin aktivasyonuna bagli baglanma ve yayilimlarinin 11k

mikroskobu ile gosterilmesi.
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4.4. Tunikamisine Bagh Apoptozun Anneksin V-FITC/PI Yéntemi ile Belirlenmesi

Propidium iyodiir (PI), plazma zan biitiinliigli ve gecirgenlik farkliliklar1 yoluyla hiicrelerin
apoptotik ya da nekrotik olup olmadigini belirlemek i¢in yaygin olarak Anneksin V ile
baglantili olarak kullanilir (Rieger, 2011). Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik
yiizeyinde bulunan fosfatidil-serin (PS) hiicre apoptoza gittiginde, normalde i¢ yiizeyde
yerlesmis olan bu molekiiller hiicre zarinin dis yiizeyine transloke olurlar. Dis yiizeyde
transloke olan PS’ler, floresan bir madde ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir

hale getirilirler ve boylece apoptotik hiicreler saptanmis olur.

PI’un bir hiicreye girmesi zarin gecirgenligine baglidir; bu ylizden saglam bir plazma
zarmin varhigida PI canli ya da erken apoptotik hiicreleri boyamaz (Rieger, 2011) (Sekil
4.11).
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Sekil 4.11. Hiicrede Anneksin V ve PI’'nin ¢alisma mekanizmasi

Tunikamisin diigiik dozda N-glikolazasyonunu etkilerken, daha yiliksek dozlarda ise hem
N-glikoilazasyonunu hem de kalsiyum homeostazini etkilemektedir. Bu nedenle, TN, ER
stresine sebep olarak kanser hiicrelerinde 6liimciil etkisi olan giiglii bir pro-apoptotik
madde olabilmektedir (Deniaud ve ark. 2008).

Kaplamasiz plakalarda ekim sonrast SKOV-3 hiicre hatlarinda ER-stresine bagli TN-
indiiklii apoptotik etkinin incelenmesi ile kontrol grubu hiicrelerinin canlilik oraninin %
95.36, erken apoptozun % 0.28 gec apoptozun % 1.60 ve nekrotik 6liimiin % 2.75 oldugu
gosterilmistir (Sekil 4.12).
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18 uM TN ile 2 saat inkiibasyonun sonrasinda ise hiicrelerin canlilik oraninin % 75.26’ya
distiigii, erken apoptozun % 11.38, ge¢ apoptozun % 10.24 ve nekrotik Sliimiin % 3.12
oldugu Sekil 4.12. b’de sunulmustur.

Zhang (2013), H9c2 fare kardiyak hiicrelerinin Annexin V / PI sonuglarinda, kontrolde
erken apoptoz orani % 3.75 iken, 24 saat Sug/ml TN ile inkiibasyonu sonrasi bu orani %

34.0’ yiikselmistir.

a | "G i X
J05-UL
J2.8%
EE
‘5 P
%3
€78 [ |Plot 9: A01 kontroltn 2h | Count| Volume (pL)| % of This Plot
3% s Gated on (P1 in all)
gig o This Plot| 6,320 7 100.00%
S oy e A Qsul 174 7 2.75%
wl wd w wd Wb T2 Dead 101 7 1.60%
FL1 Annexin W FITC-A
- Live| 6,027 7 95.36%
| PLOT )
o fm w= @ Apoptotic 18 7 0.28%
b | Tgeitma” X|
J05-UL
33.1%
EE
=
2%
E s % _l:l Plot 9: A02 18um tn 2h Count| Volume (pL)| % of This Plot
’g’r"& E Gated on (P1 in all)
oy ] This Plot| 5,263 9 100.00%
Q live Apgoptotic] o
—S : ?6[ TIT T TT TTTImr I1Il‘I II‘XIC\;)IIIII QS-UL 164 9 3. 12 /°
S I Dead 539 9 10.24%
nnexin -,
) Live| 3,961 9 75.26%
(o o= 0 (X Apoptatic 599 9 11.38%

Sekil 4.12. Kaplamasiz plakalarda TN ile 2 saat inkiibe edilmis SKOV-3 hiicrelerindeki
apoptozun AnneksinV-PI yontemiyle gosterilmesi. a) Kontrol grubu b) TN 18 uM
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4.5. Tunikamisin Uygulamasi1 Sonrasinda Sitokrom ¢ ve Endo G Proteinlerinin

Floresan Mikroskobu ile Goriintiilenmesi

Mitokondriden sitokrom c¢ salinimi, apoptotik siiregte Onemli bir adim olarak kabul
edilmektedir. Sitokrom ¢ salinimi, Ca+2-bag1mh ve Ca+2-baglm51z olan ayr1 mekanizmalar
tarafindan gergeklestirilir. Ilk durumda, mitokondriyal Ca’un asir1 olmasi ile gecirgenlik
por aciklig1 tesvik edilir. I¢ mitokondriyal zarin bu artan gegirgenligi, matriksin sismesine,
dis mitokondriyal zarin bozulmasma ve sitokrom c’nin salinmasina yol agar. Ca*-
bagimsiz sitokrom c salimimi ise Bcl-2 proteinleri ailesinin farkli iyeleri tarafindan

yonetildigi diisiiniilmektedir (Ott ve Robertson, 2001).

Kaplamasiz, fibronektin (50 pg/ml) ve poli-L-lizin (10 pg/ml) ile kapli plakalarda SKOV-3
hiicreleri 30- 60 ve 120 dakika 18 uM TN ile muamele edildikten sonra sitokrom c
antikoru / mouse-FITC ile isaretlenerek floresan mikroskobu altinda incelenmistir.
Incelemelerde kontrol grubunda maksimum inkiibasyon siiresi (120 dakika) goz oniinde
bulundurulmustur. Sitozole, sitokrom c¢ salinimi ger¢eklesmemesinden dolay1 kaplamasiz,

fibronektin ve poli-L-lizine ait kontrol grubu hiicrelerinde floresan 1s1ma goériilmemistir

(Sekil 4.13.).

30. dakikada sitokrom c’nin sitozoldeki lokalizasyona bagl floresan 1s1ma fibronektin ve
poli-L-lizinde hemen hemen ayni1 iken, kaplamasiz grubun hiicrelerinde 1s1manin daha az

oldugu goriilmiistiir.

60. dakikada tiim hiicre gruplarinda floresan 1s1ma ¢ok daha yogunlasmis ve 120. dakikada
fibronektin grubunda diger gruplara gore sitozolde sitokrom ¢ salimiminin asiri

gerceklestigi goriilmiistiir (Sekil 4.13).

Yapilan bir caligmada, 24 saat tunikamisin (1 pg/ml) ile inkiibasyonuna bagli olarak ER
stresi olusturulan fare embriyonik fibroblast hiicrelerinde sitokrom c’nin sitozolik
lokalizasyona bagli floresan yogunlugundaki artis immiino-histokimyasal yoOntemle

gosterilmistir (Shiraishi, 2006).
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A. Kaplamasiz

B. Fibronektin

C. Poli-L-Lizin

_OWHJOX

o w

L X =X D O

o o

QX — X Q2 O

o N

QX — X QD O

Sekil 4.13. A) Kaplamasiz B) 50 pg/ml Fibronektin ve C) 10 pg/ml Poli-L-Lizin
proteinleri ile kaplanmis plakalarda SKOV-3 hiicrelerinin kontrol ve 18 uM TN ile 30-60-
120 dakika inkiibasyonlar1 sonrasi, sitokrom c antikorunun floresan mikroskobu ile
gosterilmesi. 40X’lik objektifle ¢cekilmis genel goriiniimii verilmektedir
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DNA’nin niikleozomal pargalanmasi, apoptozun ayirici bir 6zelligidir ve apoptoza giden
hiicrelerde bu durum niikleazlarin aktivasyonundan kaynaklanmaktadir. Endo G,
mitokondriye 6zgii bir niikleaz olup, apoptoz sirasinda ¢ekirdege dogru yer degistirir. Endo
G mitokondriden salindiktan sonra (Li ve Luo, 2001) kromozomal DNA'nin

fragmentasyonuna neden olarak kaspaz bagimli ya da bagimsiz hiicre oliimiine yol agar
(Shiraishi, 2006).
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A. Kaplamasiz

B. Fibronektin

C. Poli-L-Lizin

—o -~ ~+35 o0 x

o

QX T X D O

o

QX T X 9 O

o N

QX T X QO

Sekil 4.14. A) Kaplamasiz B) 50 pg/ml Fibronektin ve C) 10 pg/ml Poli-L-Lizin
proteinleri ile kaplanmis plakalarda SKOV-3 hiicrelerinin kontrol ve 18 uM TN ile 30-60-
120 dakika inkiibasyonlar1 sonrasi, Endo G antikorunun floresan mikroskobu ile
gosterilmesi. 40X’lik objektifle ¢cekilmis genel goriiniimii verilmektedir.
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Endo G’nin sitoplazmaya gegtikten sonra nokta seklinde kiimeler olusturarak isima
vermistir. 30. dakikada Endo G’nin sitozoldeki lokalizasyona bagli varliginda her ii¢

grupta da belirgin bir fark goriilmemistir (Sekil 4.14).

60. ve 120. dakikada tiim hiicre gruplarinda floresan 1s1manin daha yogun oldugu ve Endo

G’ nin zamana bagli olarak gecisinde artig goriilmiistiir.

4.6.Tunikamisin Uygulamasi Sonrasinda SKOV-3 hiicrelerinde hiicre o6liimiiniin

gecirimli elektron mikroskobu ile goriintiillenmesi

Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) apoptozun belirlenmesinde altin standart bir metod
olarak disiiniilmektedir (Morse ve ark., 2005). TEM ile hiicre i¢inden 2 ve 3 boyutlu
goriintliler alinmas1 hiicrelerin, morfolojik ve molekiiler diizeyde isleyis ve iligkilerini
anlamaya imkan saglar (Elmore, 2007). Eger hiicre ultrastriiktiirel morfolojik 6zelliklere
sahipse onun apoptotik karakterizasyonunun belirlenmesi kaginilmazdir. Bu 6zellikler
arasinda: (1) erken fazda ¢ekirdek yogunlasmasi; (2) niikleer fragmentasyon; (3) ge¢ fazda
hiicre membran biitlinliigliniin bozulmasi; (4) sitoplazmik organellerin dagilmast; (5)
belirgin biiylik vakuollerin ve; (6) hiicre yiizeyinde kabarciklarin olugmasi bulunmaktadir
(Krysko ve Berghe, 2008). Bu 6zelliklere bagli olarak TEM goriintiileri ile apoptotik hiicre
ayirt edilebilmektedir.

Caligmamiz sonucunda kaplamasiz, fibronektin ve poli-L-lizin kapli plakalarda TN
uygulamasi ile elektron kaplama yapilmamig SKOV-3 hiicrelerinin 18 uM TN uygulamasi
sonrasi elde edilen gecirimli elektron mikroskop goriintiileri Sekil 4.15’te sunulmustur.
Kontrol grubunda hiicre ve ¢ekirdek membran biitiinliigli gozlenmis ve belirgin ¢ekirdekle
birlikte normal homojendz yapida sitoplazma yapisi tespit edilmistir. Cekirdekcik (*)
merkezi yerlesimli ve normal goriiniimdedir. 18 uM TN ile muamele edilen hiicrelerde 15.

dakikadan itibaren ise ultrayapisal bozulmalar saptanmustir.

Insan néroblastoma hiicreleri SHSYS5Y hiicre hatlarinda 10 pug/mL tunikamisin ile 24 saat
inkiibasyon sonrast ER stresine bagli apoptoza bakilmig olup, sonuglarda hiicrelerin
morfolojik degisimleri TEM ile goriintiillenmistir. Goriintiilere bagh erken ve geg evrelerde

apoptotik belirtilerin oldugu gézlenmistir (Wu ve Wang, 2012).
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Sekil 4.15. Kaplama yapilmamis SKOV-3 hiicrelerinin 18 uM TN uygulamasi sonrasi elde
edilen gecirimli elektron mikroskop goriintiileri A) Kontrol, 15, 30 ve 45 dakika B) 60,
120, 240 ve 360 dakika genel goriiniimleri
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30 dakika muamele edilen hiicrelerde ¢ekirdegin kenara itildigi ve sitoplazma membranina
yakin yerlestigi gozlenmis; c¢ekirdek¢igin pargalandig izlenmistir. Sitoplazmada yer yer
erimeler izlenmekle beraber hiicrenin kompakt ve konsantre yapisini kaybetmeye basladigi
saptanmustir. 45 dakika muamele sonrasi c¢ekirdegin parcali bir yapiya doniik oldugu
(beyaz ok) gozlenmis ve mitokondrilerin daha yogun ve sismis oldugu tespit edilmistir.
Sitoplazmik erimelere hiicrenin her yerinde rastlanmaya baslamigtir. 60 dakika muamele
sonucu hiicrelerde Ozellikle ¢ekirdek etrafinda sitoplazmik erimeler (kirmizi ok)
gbzlenmis; ancak hiicre ve ¢ekirdek biitiinliigii korunmustur. Cekirdek merkezi konumda
olmakla birlikte ¢ekirdekcik kenara itilmistir ve 120. dakika muamelelerinde de aymi
hasarli bulgularin gozlendigi tespit edilmistir. 240. dakikada 6zellikle ¢ekirdek parcali bir
goriinlimdedir ve sitoplazmada kofullar (sar1 ok) ve erimeler tespit edilmistir. Organeller
silinmeleri ile beraber sitoplazma membraninda da yapisal bozulmalar izlenmistir. 360.
dakika muamelesinde ise hiicrenin normal saglikli goériiniimiinii tamamen kaybettigi,
sitoplazmanin biiylik bir kisminin eridigi, ¢ekirdegin parcali bir goriiniim alarak hiicrenin

kenarina itildigi ve boyutlarinin kii¢tildiigii belirlenmistir.
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Sekil 4.16. Fibronektin kapli SKOV-3 hiicrelerinin 18 uM TN uygulamast sonrasi elde
edilen gecirimli elektron mikroskop goriintiileri A) Kontrol ve 15 dakika B) 30 ve 60
dakika C) 120 dakika genel ve yakin goriintimleri

Fibronektin kapli SKOV-3 hiicrelerinin integrin aktivasyonu sonrast 18 puM TN
uygulamas: ile elde edilen gecirimli elektron mikroskop goriintiileri Sekil 4.16.’da
verilmistir. Kontrol grubu hiicreleri normal saglikli goriiniimiinde, ¢ekirdek merkezi
yerlesimli ve 6kromatin yapida; ¢ekirdek¢ik normal, hiicre ve ¢ekirdek membrani ise biitiin
yapisini korumaktadir. Sitoplazmada bol miktarda mitokondri (m) bulunmaktadir. 30
dakika muamele sonrasi elde edilen TEM goriintiilerinde ¢ekirdek aktif ve hiicrenin biiyiik
boliimiinii  kaplamakta ancak c¢ekirdek¢ik kenara itilmis durumda tespit edilmistir.
Cekirdegin pargali bir yap1 olusturmaya basladigi tespit edilmistir. 60 dakika muameleye
ugrayan hiicrelerde ¢ekirdek merkezi konumda olmakla beraber ¢ekirdek¢ik pargalanmas;
hiicrenin tamaminda daha onceki yogun ve kompakt yapinin azaldigi izlenmigtir.
Sitoplazma ve organellerde erimeler, yer yer kofullar tespit edilirken, sitoplazma
membraninin yapisal bozulmasi da dikkat ¢ekici bir bulgu olarak belirmistir. 60. dakikada

cekirdek sitoplazmaya itilmis ve ¢ekirdek¢ik parcalanmustir.
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Cekirdek atipik bir yapiya donlismeye baglamis ve sitoplazmada erimeler izlenmistir.
Mitokondrilerde sigsme, kofullar ve otofagozomlar tespit edilmistir. Sitoplazma membrani
diizgiin yapisim1 kaybetmistir. 120 dakika muamele edilen hiicrelerde ise sitoplazma
membrani biitlinliiglinli tamamen kaybetmis, cekirdek kiigiilmiis ve atipik pargali bir
yapida, ¢ekirdekeik pargalanmis, sitoplazmada bol miktarda koful ve sitoplazmik erimeler

gbzlenmistir. Ayrica bu gruptaki hiicrelerde mitokondriyal yogunlagsma tespit edilmistir.
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Sekil 4.17. Poli L-lizin kapli SKOV-3 hiicrelerinin 18 uM TN uygulamasi sonrasi elde
edilen gegirimli elektron mikroskop goriintiileri A) Kontrol ve 15 ve 30 dakika B) 60 ve
120 dakika genel goriiniimleri

Sekil 4.17.” te Poli L-lizin kapli SKOV-3 hiicrelerinin 18 pM TN uygulamasi sonrasi elde
edilen ge¢irimli elektron mikroskop goriintiilerini  gostermektedir. Kontrol grubu
hiicrelerinde tam hiicre ve ¢ekirdek membran1 gozlenmekte, c¢ekirdek ve ¢ekirdekgik
merkezi konumda ve yogun olarak gézlenmektedir. Mitokondriler normal gériiniimdedir.
15 dakika muamele sonrasi elde edilen hiicrelerde ¢ekirdek ve ¢ekirdekgik kenara itilmis
ve cekirdek membrani bozulmus; c¢ok kompakt, konsantre ve pargalanmis olarak
izlenmistir. Sitoplazmada bol miktarda koful ve erimeler izlenmistir. Sitoplazmik membran
yapisinda da bozulmalar baglamistir. 30. dakikada da ¢ekirdek hasar1 gézlenmekle beraber
sitoplazmik erimeler dnemli derecede artmistir. Organel silinmeleri ile birlikte sitoplazmik

membran hasari iyice artmis sekilde tespit edilmistir.
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60. ve 120. dakika muamele sonuglar1 benzerlik gostermekle birlikte, atipik c¢ekirdek ve
parcalanmis ¢ekirdekcik yapisi ve sitoplazmik erimeler gozlenmistir. Bu erimeler 120

dakika muamele edilen SKOV-3 hiicrelerinde ¢ok daha ileri diizeyde belirmistir.

TEM goriintiileri sonucunda, TN uygulamasi sonrasi ER stresi olusturulan kaplamasiz ve
protein (fibronektin/poli-L-lizin) kapli SKOV-3 hiicrelerinde apoptotik belirtilerin oldugu

gozlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda, fibronektine bagli SKOV-3 hiicrelerinin ER stresi sonrasinda apoptotik
stireci morfolojik degisimler ve mitokondriyal proteinlerin lokalizasyonu esas alinarak
arastirilmistir. SKOV-3 hiicrelerinde ER stresi farkli konsantrasyonlarda TN kullanilarak
olusturulmustur. Hiicrelerin 18 uM TN ile muamelesi sonrasinda sitoplazmik ve
mitokondriyal Ca™ degisimleri sirasiyla, Fluo-3 AM ve Rhod-2 AM floresan boyalari
kullanilarak tespit edilmistir ve hem sitoplazma da hem de mitokondride belirgin kalsiyum
artiglarinin oldugu gosterilmistir. Yine ayni sekilde, sitoplazmik kalsiyum artisinin (ya da
ER stresinin) SKOV-3 hiicrelerinde erken apoptozu tetikledigi belirlenmistir. Bu sonuglar,
TEM goriintiileri ile de desteklenmistir. TN ile muamele edilen SKOV-3 hiicrelerinde,
kromatin kondensasyonu, sitoplazmik degredasyon ve hiicre zarinda bozulmalar gibi
apoptotik degisimler goriilmiistiir. Bununla birlikte hem mitokondri hem de ER yapilarinda
bozulmalar tespit edilmistir. Sitokrom ¢ ve Endo G gibi mitokondriyal proteinlerinin de

lokalizasyonu fibronektine bagli SKOV-3 hiicrelerinde artis gdstermistir.

Sonug olarak, fibronektine bagh yiiksek metastatik aktiviteye sahip SKOV-3 hiicrelerinde
kalsiyum iyon artigina bagli olarak gerceklestirilen ER stresi, mitokondriyal yolaga bagh
apoptotik siirecin tetiklenmesine neden olmustur. Bu apoptotik siiregte, doku tipine bagh
olarak etki gosteren fibronektine spesifik integrin reseptorlerinin (a5B1, a4B1 gibi) rol
oynadig diisiiniilmektedir. Bu integrinlerin hiicre tipine ya da hiicrenin bulundugu ortama
gore metastatik ya da non-metastatik cevap olusturabilme yetenegine sahiptirler. Yapilan
caligmalar, 6zellikle a5B1ve avPB3 integrinlerin ovaryum hiicrelerinde metastatik 6zellige
sahip oldugunu gostermektedir. Bu calismada, TN ile SKOV-3 hiicrelerinde olusturulan
ER stresi sonrasinda metastatik ozellige sahip bu integrinlerin aktivasyonlarini yani
metastatik Ozelliklerini kismen ya da tamamen yitirdiklerini diisiinmekteyiz. ER stresi
olusturulan fibronektine bagli SKOV-3 hiicrelerinde apoptotik siirecin integrin
ekspresyonunun baskilanmasi sonrasinda incelenmesi gerekmektedir. Bu ¢alisma apoptotik
siirecin hangi integrine bagimlhi ¢alistigt ve bu siirecte integrinlerin roliinii ortaya
koyacaktir. Ayrica, TEM goriintiilerinde ER stresine bagli kesin olmasa bile otofajik

olusumlarin oldugu goriintiilenmistir. Tez kapsamina dahil edilmeyen bu bulgularinda
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detayli olarak incelenmesi gerekmektedir. Fibronektine bagimli SKOV-3 hiicrelerinin
Olim seklinin mekanizmasinin tam olarak aydinlatilmasi, hedef molekiillerin
belirlenmesinde ve bu hedef molekiillerine karsi ilag gelistirmede katki saglayacagi

kanisindayiz.
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