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OZET

Malign mezotelyoma (MM), gogsii, karin boslugunu ve igerisindeki organlarin
cogunu kaplayan, mezotelyum adi verilen ince doku tabakasini etkileyen, asbest
maruziyeti ile iligkili nadir ve 6ldiiriicti bir kanser tiiriidiir. Heniiz MM igin etkin bir
tedavi bulunmamaktadir. Giincel kanser tedavilerinde dogal kaynakli ajanlar One
¢ikmaktadir. Bu kapsamda, arastirmamizda potansiyel antikarsinojen olabilecek
bitkisel kokenli olan sinnamik (CINN) ve kafeik asitin (CA), MM hiicreleri lizerindeki
anti-kanser etkilerini analiz etmeyi amagladik. Calismamizda bu maddelerin, hiicre
canliligi, hiicre gogii, hiicre dongiisli, hiicre 6liimii ve bu siireclerle baglantili
proteinlere etkileri sirasiyla; MTT, yara iyilesmesi, akim sitometrisi, floresan boyama
ve western blot analizleriyle antikarsinojen etkinlikleri in vitro sistemde
degerlendirilmistir.  Sonuglarimiz  her iki fenolik asitin hiicre canliligim
konsantrasyona bagli bir sekilde azalttigin1 géstermektedir. Analizler hiicre canliligin
disiirirken CA’nin CINN’a gore daha diisiik konsantrasyonlarda etkin oldugunu ve
normal hiicrelerle karsilastirildiginda kanser hiicrelerine seciciliginin CINN’a gore
daha yiiksek oldugunu isaret etmistir. Bu nedenle daha detayli analizlere CA ile devam
edilmistir. 1Cso degerleri baz alimarak yapilan yara iyilesmesi deneyleri,
konsantrasyona ve zaman bagli olarak CA uygulamalarinin yara iyilesmesini
geciktirdigini gostermektedir. CA uygulamalar1 kanser hiicresi proliferasyonunda
etkin olan ERK1/2 ve AKT proteinlerinin aktivasyonunu diigiiriirken, STAT3
fosforilasyonlarim1  etkilememistir.  Ayni zamanda CA, MM hiicrelerinde
konsantrasyona bagli olarak hiicre dongiisiinii G2/M fazinda tutuklarken, p21 ve p27
proteinlerinin ifadesinin konsantrasyona bagli olarak artmasina neden olmustur.
Ilaveten, CA hiicreleri apoptoza yonlendirirken Bax seviyesini arttirmis ve PARP

seviyesinde azalisa neden olmustur.

Anahtar Kelimeler: Malignant Mezotelyoma, Sinnamik Asit, Kafeik Asit, Hiicre

Oliimii.



SUMMARY

Malignant mesothelioma (MM) is a rare and lethal cancer that has no effective
treatment, associated with asbestos exposure, affecting the thin layer of tissue called
the mesothelium, covering the chest, abdominal cavity and most of the organs within.
We aimed to analyze the anti-cancer effects of cinnamic (CINN) and caffeic acid (CA),
which may be potential anticarcinogens on MM cells since natural agents are at the
forefront in current cancer treatments. In our study, the effects of these substances on
cell viability, cell migration, cell cycle, cell death and proteins associated with these
processes were evaluated in vitro by MTT, wound healing, flow cytometry, fluorescent
staining and western blot analysis, respectively. Our results demonstrate that both
phenolic acids reduce cell viability in a concentration-dependent manner. Analyzes
indicated that while reducing cell viability, CA was effective at lower concentrations
than CINN, and had a higher selectivity for cancer cells compared to normal cells.
Therefore, detailed analyzes were continued with CA. Wound healing experiments
based on ICso values indicate that CA delays wound closure depending on
concentration and time. While CA decreased activation of ERK1/2 and AKT proteins,
which are active in cancer cell proliferation, it did not affect STAT3 phosphorylation.
Furthermore, CA arrested cell cycle at the G2/M phase depending on the concentration
in MM cells, it caused the expression of p21 and p27 proteins to increase depending
on the concentration. In addition, CA increased the level of Bax and decreased the

level of PARP while directing the cells to apoptosis.

Key Words: Malignant Mesothelioma, Cinnamic Acid, Caffeic Acid, Cell Death.
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi, ¢ogalmasi ve bu hiicrelerin metastaz
yapma veya ikincil timorler olusturma yetenegine sahip oldugu hastaliklar grubudur
[Baykara, 2016; Hausman, 2019]. Genetik ve ¢evresel olmak tizere olusumunda gesitli
faktorlerin mevcut oldugu Kanser, diinya c¢apinda en sik karsilasilan Olim
nedenlerinden biridir [Wang et al., 2018]. Yakin zamanda yapilan arastirmalara gore,
Amerika Birlesik Devletleri’nde kanserden 6liim oranlarinin hem erkeklerde hem de
kadinlarda diismeye devam ettigi ve kanser insidansinin erkeklerde sabit iken
kadinlarda biraz arttigi belirlenmistir [Henley et al., 2020]. Avrupa'da ise kanser
insidans1 ve kanserden Oliim oranlar1 zamanla artmaktadir, bu artisin Onemli
faktorlerinden biri niifusun yaslanmasi olarak goriilmektedir [Hofmarcher et al.,
2020]. Turkiye’deki kanser insidansinin da artis egiliminde oldugu bildirilmistir.
Tiirkiye’de en c¢ok goriilen kanser tiirleri sirasi ile; erkeklerde akciger, prostat,
kolorektal, mesane ve mide iken kadinlarda meme, tiroit, kolorektal, akciger ve uterus
korpusu seklindedir [Web 1, 2021].

Biz bu ¢alismada Tiirkiye i¢in 6zellikle cografi olarak 6nem tasiyan bir kanser
tirli olan malignant mezotelyoma (MM) iizerine yogunlastik. Bu kapsamda
calisgmamizda kullandigimiz fenolik asitlerin MM hiicrelerindeki sitotoksisitesine,
hiicre dongiisiine, hiicre gogiine, hiicre 6liimiine ve bu olaylarda rol alan proteinlere

etkisinin belirlenmesi amag¢lanmistir.
1.1. Tezin Amaci, Katkis: ve I¢erigi

Son yillarda, kanser tedavisine yonelik olarak, o6zellikle bitkisel kaynakli
tedavilere ve ilaglarin iiretimine énem verilmektedir. Bunun nedeni, bu molekiillerin
dogal olarak anti-kanserojen 6zellikler gostermesidir. Sinnamik asit (CINN) ve kafeik
asit (CA), giinliik insan diyetinde de bulunan fenolik asitlerdir. Yapilan ¢aligmalarda
bu fenolik asitlerin bazi kanser hiicrelerinde hiicre dongiisiinii durdurdugu,
proliferasyonu azalttig1 ve apoptoza yol actigi bildirilmistir. Bilindigi gibi, hiicre
sinyal ileti sistemlerindeki bozukluklar, kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve proliferasyon
ile baskilanmis apoptoza neden olmaktadir. Bunun sonucunda da hiicreler kanserlesme

egilimi gostermektedir. Bu nedenlerle, kanserli hiicrelerdeki sinyallerinin
1



aragtirtlmasinin  gerekli ve onemli oldugu kabul edilmektedir. CINN ve CA
kullanilarak bir¢ok kanser ¢alismasi yapilsa da bu fenolik asitlerin sinyal yolaklarina
etkisiyle ilgili bilgiler sinirl1 sayidadir. Ilaveten, bu molekiillerin MM hiicrelerindeki
etkisine dair bir caligmaya rastlanilmamistir. Calismamizda mezotelyal hiicreler (Met-
5A) ile iki farkli MM hiicre modeli (SPC212 ve SPC111) kullanilmistir. Bu ¢alisma
ile literatiire 6nemli katkilarin saglamasi hedeflenmektedir.

Bu kapsamda, ¢alismamizdaki amaclarimiz;

e CINN ve CA’nin kanser hiicresi ve normal hiicre canliligina, hiicre gogiine ve
hiicre dongtisiine etkilerinin belirlenmesi,

¢ Kanserin olusumunda ve gelisiminde, hiicre proliferasyonu ve hayatta kaliminda
oneme sahip olan ve kanser hiicrelerinde diizenleri bozulmus olan MAPK/ERK,
PI3K/AKT ve JAK/STAT gibi sinyal yollarindaki anahtar proteinlere etkisinin
acikliga kavusturulmasi,

e Kanser hiicrelerinde, uygulanan maddelerin programlanmis hiicre 6liimii olan

apoptoza etkisinin belirlenmesi

seklinde siralanabilir.

Arastirmamiz sonucunda alinan sonuglar ile her iki fenolik asitin, MM tedavisi
icin kullanilabilirligi konusuna 6n veri saglanmistir. Bunu izleyen dénemde yapilmasi
planlanan daha detayl analiz ve projelerin baslangi¢c adimi olarak goriilmektedir. MM
igin etkin bir tedavi bulunmamaktadir. Bu nedenle alternatif ilaglarin gelistirilmesine

ithtiya¢ duyulmaktadir.



2. MALIGNANT MEZOTELYOMA

Malignant Mezotelyoma veya Malign Mezotelyoma (MM), go6gsii, karin
boslugunu ve igerisindeki organlarin ¢ogunu kaplayan, mezotelyum adi verilen ince
doku tabakasii etkileyen nadir ve saldirgan bir kanserdir [Web 2, 2021]. MM
etkiledigi mezotel dokuya gore plevral, peritoneal ve perikardiyal olarak
siniflandirilabilir ve aralarinda en yaygin olani plevral mezotelyomadir [Cosan vd.,
2016]. Plevral mezotelyomalarin yaklasik %70 ila %901 kanserojen mineral liflere,
Ozellikle asbeste maruz kalma ile iliskilendirilmistir; peritoneal mezotelyoma igin bu
oran daha diisiiktiir. Insan mezotelyal hiicreleri asbest sitotoksisitesine ¢ok duyarlidir
ve kronik enflamasyon ile genetik ve epigenetik degisiklikler dahil bir¢cok patojenik
mekanizma ile karsinogeneze katkida bulunabilir. MM'nin diger nedenleri arasinda
erionit (Tiirkiye'de de goriilen ve kayalarda bulunan bir mineral), gogiis duvari
radyasyonu ve Simian Viriisii 40 (SV40) yer alir. Asbest gibi lifli bir silikat olan
erionitin yiiksek oranda kanserojen oldugu bilinmekte ve MM riskinin artti1 rapor
edilen koylerde ev insasi igin kullanilan bazi taglarda tespit edilmistir. SV 40 ise timor
baskilayici genleri bloke eden onkojenik bir viriistiir, nedensellik kanit1 zayif olmasina
ragmen MM gelisiminde bir kofaktor olarak islev gorebilir [Bibby et al., 2016; Galani
etal., 2019].

MM’den etkilenmeler dalgalanmalar seklinde ifade edilmistir; bunlardan ilki
ham asbest ve asbestli iirlinlerin iiretiminde yer alirken, ikinci dalgada sanayide
asbestli malzeme {ireten isciler etkilenmistir. Ugiincii dalga ise hastaliktaki
epidemiyolojik kaymadan kaynaklanan risk gruplarinda gériilmiistiir. Bu gruplar, daha
belirsiz bir maruz kalma ge¢misi olan kisa siireli veya diisiik seviyeli asbeste maruz
kalmis kisilerden olusur. Bu maruz kalma sekli, ev icinde asbeste maruz kalma
(asbeste maruz kalmis isgilerinin aileleri), yakinda bulunan asbest endiistrisinden
kaynaklanan kirlilik veya asbest igeren malzemelere (asbest igeren binalar, yasanan
evler) maruz kalma yoluyla ortaya ¢ikabilir. Asbestle kontamine toprak karigimlarinin
kullanim1 yoluyla ve c¢evresel kosullar araciligiyla asbeste maruz kalmanin,
Tirkiye'nin kirsal bolgelerinde yiiksek bir MM riskine neden oldugu gosterilmistir.
Biiyiik bir ogunlugun tarim ile ugrastig1 bu bolgelerdeki koyliiler, bu topragi zeminde,
duvarlarda ve catilarda olmak iizere 1s1 ve su yaliiminda badana ve siva malzemesi

olarak, ¢comlek yapimi ve ¢omlekgilik gibi faaliyetlerde kullandiklari gosterilmistir ve

3



buna ek olarak bebek pudrasinda kullanildigi bilinmektedir [Metintas et al., 2017,
Metintas et al., 2020].

2.1. Patogenez ve Sinyal Yollar:

MM, altta yatan karmasik molekiiler degisikliklere sahip heterojen bir kanserdir.
Mezotelyal hiicreler, asbest sitotoksisitesine karsi oldukca hassastir. Mezotelyal
hiicrelerin deoksiriboniikleik asit (DNA) hasari, hiicre dongiisii inhibisyonu ve
apoptoz gibi asbestin neden oldugu cesitli hiicresel degisikliklerden etkilendigi
literatiirde belirtilmistir [Hajj et al., 2021]. Ayn1 zamanda bu hiicrelerde onkojenik
transformasyonu, hiicresel proliferasyonu ve invazyonu kolaylastiran genetik
anormalliklerin siirekli edinimi, tiimorogenez siirecinde merkezi mekanizma oldugu
belirtilmektedir [Guo et al., 2015].

BRCALI ile iliskili protein 1 (BAP1), geninin MM'de en stk mutasyona ugramis
genlerden biri oldugu ve tiimorlerin yarisindan fazlasini etkiledigi bildirilmistir [Li et
al., 2018]. Genel olarak, diger kanser tiirlerinde de fonksiyonel olarak siklikla kayb1
goriilen BAP1, bir kromozomal bolge olan 3p21'de lokalizedir. Bu fonksiyonel kayip
anlamsiz somatik mutasyonlar, ug birlestirme degisiklikleri (splice alterations), gen
fiizyonlar1 ve kopya sayisi degisikliklerinden kaynaklanmaktadir [Sayan et al., 2019].
BAPI, hiicre dongiisii ilerlemesini, hiicresel proliferasyonu ve farklilasmayi, Ca?*
sinyali aracilt apoptozu, ferroptozu ve enerji metabolizmasii kontrol eden hedef
genlerin ekspresyonlarin1 diizenleyerek onemli hiicresel siirecleri yonetmektedir.
Ayrica BAP1, Meme Kanseri Tip 1 (BRCA1) ve BRCAL iligkili RING bdlgesi
proteini 1 (BARD1) gibi bir dizi niikleer protein ile etkilesime girer ve homolog
rekombinasyonu ve ¢ift zincir kirilmasi onarimini destekleyen aktif bir multiprotein
kompleksi olusturmakta, boylece genomik stabiliteyi koruyarak bir tiimdr baskilayici
olarak islev gormektedir [Hmeljak et al., 2018; Cakiroglu and Senturk, 2020].

Farkli orijinli bir¢ok primer tiimor tipinde sikline bagimli kinaz inhibitorii 2A
(CDKN2A) lokusunun, ozellikle 9p21'de homozigot delesyonlarin siklikla oldugu
gosterilmigtir [Spugnini et al., 2006]. Benzer sekilde, CDKN2A, MM vakalarinin
yaklasik yarisinda silinen en sik inaktive edilmis tiimor baskilayici genlerden biridir
[Aggarwal and Albelda, 2018]. Daha az siklikta olmakla birlikte, tipik olarak
CDKN2A ve onun sintenik geni sikline bagimli kinaz inhibit6rii 2B'nin (CDKN2B)
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birlikte delesyonu ile karakterize edilen INK4 lokusunun tam genetik kaybi1 da MM'de
gozlemlenmektedir. Insan CDKN2A geni, alternatif okuma gergevelerinde (ARF'ler)
ortak ikinci eksonun translasyonu ile alfa ve beta olmak ftizere iki farkli timor
baskilayict proteini kodlamaktadir. Spesifik olarak, alfa transkripti pl16INK4A'y1
kodlarken, beta transkripti pl4ARF'dir. Ayrica CDKN2B geni, p15INK4B proteinini
kodlamaktadir [Xio et al., 1995; Jha et al., 2012]. Bu kodlanan proteinlerden p14ARF,
p53’in degrede olmasindan sorumlu E3 ubikitin-protein ligaz1 olan Mouse Double
Minute 2'nin (MDMZ2) fonksiyonlarini antagonize ederek hiicre dongiisii ilerlemesi ve
apoptozun diizenlenmesinde rol oynamaktadir [Vivo et al., 2015]. Ayrica pl6INK4A
ve p15INK4B, yapisal ve iglevsel olarak, sikline bagimli kinaz inhibitorlerine benzer
homolog proteinlerdir. Bu islev benzerlikleri ile CDK4/6 aktivitesini inhibe ederek,
retinoblastoma tiimor baskilayici proteinin hipofosforilasyonuna ve fonksiyonel
aktivasyonuna neden olmaktadir, bdylece hiicre dongiisli ilerlemesini ve hiicre
proliferasyonunu 6nlemektedirler [Sawai et al., 2012].

MM'deki bir diger degisiklik ise tiimorlerin neredeyse yarisinda da meydana
gelen Norofibromatoz Tip 2 (NF2) geninin inaktivasyonunu igermektedir. NF2
geninin inaktivasyonu, 22q12 lokusunun homozigot kromozomal kaybi1 ve fokal
delesyonlar ile iligkili bir sekilde ger¢eklesmektedir [Schroeder et al., 2014]. Yiiksek
oranli gen flizyonlari, ekleme kusurlari ve ¢ergeve kaymasi, yanlis anlamli ve anlamsiz
mutasyonlar sebebi ile NF2 geni tarafindan kodlanan tiimor baskilayict moesin-ezrin-
radiksin benzeri protein’in (Merlin), diisik ekspresyonlart ya da eksikligi de
bildirilmistir [Cooper and Giancotti, 2014]. Bu kapsamda, yapilan ¢alismalarda
Merlin'in; epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR), fosfoinositid 3 kinaz (PI3K),
rapamisinin memeli hedefi kompleksi 1/2 (mTORC1/2), Hippo (Salvador-Warts-
Hippo), Rac ve Ras GTPaz efektor yollari gibi gesitli molekiiler yollarin sinyal iletim
aktivitelerini sinirlayarak hiicre ¢ogalmasini engelledigi ortaya koyulmustur [Petrilli

and Fernandez-Valle, 2016; Sayan et al., 2020].

2.1.1. PI3BK/AKT

PI3BK/AKT yolunun, MM'de asir1 aktive oldugu bildirilmistir. MM hiicre
hatlarinin %62'sinde AKT aktivasyonu rapor edilmistir [de Assis and Isoldi, 2014].

PI3K/AKT yolag: hiicre dongiisiiniin aktiviteleri, hiicresel proliferasyonu, biiyiime,
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hayatta kalma, protein sentezi ve glikoz metabolizmasi gibi siireglerde rol alan (Sekil.
2.1) bir yolaktir [Mabuchi et al., 2015]. Biiyiime faktorleri, sitokinler veya kemokinler
reseptOr tirozin kinazlarin (RTK) aktivasyonunu uyarir ve PI3K molekiillerini aktive
edebilen 6nemli ikincil sinyal molekiillerinin asag1 akis aktivasyonuna izin verir [Chen
et al., 2016]. Bu kinazlar fosfatidilinositol-4,5-bifosfatin (PIP2) fosfatidilinositol-
3,4,5-trisfostata (PIP3) doniisiimiinii katalize eder. Bu lipit tirtinleri, AKT, mTORC2
ve fosfoinositite bagimli kinaz 1 (PDKI1) gibi pleckstrin homolojisi alani igeren
proteinleri ¢agirabilir [O’Donnell et al., 2018]. Son olarak AKT, hiicre biiylimesini ve
protein sentezini destekleyen mTORC1’1 aktive eder [Xie et al., 2019]. Fizyolojik rolii
ile tutarl1 olarak, PI3K/AKT/mTOR yolunun bir¢ok kanser tiiriinde hiperaktive oldugu

bulunmustur [Boussios et al., 2018].
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Sekil. 2.1: PIBK/AKT/mTOR sinyal yolu ve baz1 diizenleyicilerini gosteren
model.

Bu sinyal iletiminin negatif diizenleyicisi olan fosfataz ve tensin homologu
(PTEN) molekiiliiniin islevsiz hale gelmesi, PI3K sinyal iletim sistemini hiicrede

stirekli aktif hale getirir. PI3K/AKT yolaginin bloke edilmesi, tiimdr hiicrelerinin



cogalmasimni ve biliylimesini inhibe ederek onlar1 apoptoza duyarli hale
getirebilmektedir [Costa et al., 2018; Lien et al., 2017].

MM’de asbest liflerinin, mitoz sirasindaki kromozom ayrilmasina mekanik
miidahale yoluyla veya daha biiyiik olasilikla, mutajenik reaktif oksijen (ROS) ve
nitrojen (iNOS) tiirleri olusturmak icin asbeste bagli mezotelyal hiicrelerin ve
makrofajlarin indiiksiyonu yoluyla dolayli olarak DNA hasarina neden olabilecegi in
vitro kosullarda gosterilmistir [Carbone and Yang., 2012]. Ortamdaki oksidan
seviyeleri siirekli olarak yiiksek ise, gesitli patofizyolojik kosullarda, 6zellikle tiimor
mikro cevresinde oksidatif stresin hakim olmasi muhtemeldir. Bunun sonucunda,
mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) ve / veya PI3K/AKT sinyali gibi ¢oklu
onkojenik sinyallesme kaskadlari aktive olabilmektedir [Gandhi and Nair., 2020].

2.1.2. MAPK/ERK

MAPK kaskadi, insan kanser hiicresinin hayatta kalmasi, yayilmasi ve ilag
tedavisine direng i¢in kritik bir yoldur [Sekido., 2008]. Bu yol, ¢ogalma, biiyiime ve
yaslanma gibi ¢cok sayida kritik hiicresel fonksiyonu diizenlemektedir [Santarpia et al.,
2012].

MAPK kinaz kinaz (MKKK/MAP3K), MAPK kinaz (MKK/MAP2K) ve
MAPK olmak iizere {i¢ ana bilesen igeren bu yolak genellikle reseptor aktivasyonun
GTPaz proteini olan Ras’in aktivasyonu ile baslar. Ras MAP3K’yi, MAP3K’de
MAP2K'yi fosforilasyon yolu ile aktive eder ve daha sonra da aktiflesen MAP2K,
MAPK'yi aktive etmektedir [Dhillon et al., 2007]. Membran reseptorii
aktivasyonundan sonra adaptor proteinler, hiicre disi sinyalle diizenlenen kinazlarin
(ERK) aktivasyonu ile sonuglanan adimlari aktive etmek i¢in RAS proteinlerini
cagirir. Ardisik fosforilasyon adimlari, ERK sitoplazmik ve / veya niikleer hedeflerini
aktive edene kadar Raf — MEK — ERK sinyalini yiikseltir (Sekil. 2.2). Diizenleyici
fosfatazlar, Sprouty ve Spred, sinyalin yogunlugunu modiile eder. PI3K-AKT yolag,
normal kosullar altinda ve kanser hiicresinde MAPK/ERK yolag: ile etkilesime girer.
Ribozomal S6 kinazlar (RSK), glikojen sentaz kinaz 3 ve adezyon molekiilii L1 hedef
sitoplazmik proteinler olarak gosterilebilirken, ¢ekirdekteki hedef proteinler olarak ise
CPS2, p90Rsk, c-Myc ve c-Fos gosterilebilmektedir [Burotto et al., 2014; Kim and
Choi., 2010]. ERK'nin ¢ekirdekteki hedefleri, biiyiik 6l¢iide hiicre proliferasyonunda
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yer alan transkripsiyon faktorlerinden olugmakta ve onkojenik transformasyonda

oldukga 6nemli olduklari belirtilmektedir [Liu et al., 2018].
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Sekil. 2.2: MAPK/ERK sinyal yolu ve bu yolun PI3K/AKT yolu ile iligkisini
gbsteren model.

Siirekli ERK  aktivasyonu, bu kararsiz transkripsiyon faktorlerinin
fosforilasyonunu kolaylastirabilmekte ve bununla birlikte stabilizasyonuna ve
birikimine yol agarak hiicre proliferasyonunu tesvik edebilmektedir. Siirdiiriilen ERK
aktivasyonu, hiicre dongiisii ilerlemesine izin vererek, anti-proliferatif Tob ve gatal
bash kutu O3 (FOXO3a) proteinlerinin inhibisyonunu da kolaylastirabilmektedir
[Maik-Rachline et al., 2019]. ERK sinyali, farkli sinyal yollari ile apoptozu hem tesvik
edebilir hem de inhibe edebilirken, siirekli veya asir1 aktif ERK sinyali genellikle anti-
apoptotik sonuglarla iliskilendirilmektedir [Barbosa et al., 2021].

2.1.3. JAK/STAT

Kanser sinyal yollar1 arasinda bulunan bir diger 6nemli yol ise Janus kinaz/sinyal
dontstiiriicii ve transkripsiyon aktivatori 3 (JAK/STAT3) yoludur (Sekil. 2.3). Gegici
8



STAT3 aktivasyonu, kritik biyolojik fonksiyonlar1 goéz Oniine alindiginda, doku
biitiinligli ve restorasyonu, yara iyilesmesi ve ayni zamanda bagisiklik yanitinin
onemli bir belirleyicisidir [Gu et al., 2020]. STAT3, standart kosullar altinda gegici
aktivasyon saglamak i¢in yogun bir sekilde diizenlenmistir. Bu siirece aracilik etmek
icin, sinyal yolunda STAT3'in yukarisinda yer alan {i¢ protein smifi; tirozin
fosfatazlar, aktiflestirilmis STAT'larin protein inhibitorleri (PIAS) ve sitokin
sinyalinin baskilayicilar1 (SOCS) dahil aktivasyonunun negatif regiilasyonunu etkiler

[Pencik et al., 2016].
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Sekil. 2.3: JAK/STAT3 sinyal yolu ve bu sinyal yolunun inhibitorlerini
gbsteren model.

Hiicre yiizeyi reseptoriiniin sitokin aracili stimiilasyonu {izerine reseptor
tizerindeki JAK proteini fosforile edilir ve STAT3 monomerlerini ¢agirir. STATS3,
JAK'a baglanir ve fosforile edilir. Fosforile STAT3 daha sonra JAK'tan ayrilir ve bir
dimer olusturmak i¢in sitozolik fosforile edilmis STAT3'e baglanir. STAT3 dimeri
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cekirdege yonelir ve akis asagi genlerin transkripsiyonunu saglar [Groner and von
Manstein., 2017]. STAT'larin anormal aktivasyonu bir¢ok tiimdrde goriilmiistiir. Bu
anormal aktivasyonun nedenlerinin arastirilmasi ve stirekli aktif STAT molekiillerinin
hedeflenmesi kanser arastirmalarinda 6nemli bir yer tutmaktadir [O'Shea et al., 2015].
Arsivlenmis MM vakalarinin %61,4'tinde, STAT3’lin aktive edilmis oldugu tespit
edilmesine ragmen STAT3'iin MM'deki kesin rolii iyi tanimlanmamustir, ancak tirozin
kinazlarin MM’de nadiren mutasyonel olarak aktive edildigi belirtilmistir [Lapidot et
al., 2020].

2.2. Apoptoz ve Kanser

Programlanmis hiicre 6liimii veya apoptoz yoluyla kanser hiicrelerinin etkin bir
sekilde ortadan kaldirilmasi, otuz yili agkin bir siiredir klinik kanser tedavisinin temel
dayanagi ve hedefi olmustur [Kiraz et al., 2016]. Apoptotik kontroliin kaybi, kanser
hiicrelerinin daha uzun siire hayatta kalmasma sebep olmaktadir ve bu kontrol
mekanizmasinin kaybi ile tiimor gelisimi sirasinda istilacilig artirabilen, anjiyogenezi
uyarabilen, hiicre proliferasyonunu diizensizlestiren ve farklilasmaya miidahale
edebilen mutasyonlarin birikmesi i¢in daha fazla zaman verir [Pfeffer and Singh,
2018]. Apoptoz, bir¢ok karmasik mekanizma ve sinyal yollari ile yukarida anlatilan
sinyal yollari ile direkt veya dolayli olarak baglantilidir [Carneiro and El-Deiry, 2020].
Apoptoz, cesitli sebeplerden stres sonucu hasarlanan, DNA hasar1 olan veya gelisim
sirasinda meydana gelen hasarli hiicrelerin diizenli ve verimli bir sekilde sindirilmesini
saglar. Apoptoz gen seviyesinde hassas bir sekilde diizenlenir. Apoptoz mekanizmasi
karmasiktir ve bir¢ok sinyal yolunu igerir. Apoptoz, bir hiicrede kaspaz aracili i¢ veya
dis (mitokondriyal) yollardan tetiklenebilir. Her iki yol da sonugta morfolojik ve
biyokimyasal hiicresel degisiklikler meydana getirerek, apoptozun oOzellikleri ile
sonuglanan efektor apoptotik kaspazlari aktive etmek igin birlesir [EImore, 2007;
Kaczanowski, 2016]. I¢sel apoptoz yolu, hasara yanit olarak hiicrenin kendisi
tarafindan baglatilir. Digsal yol, bagisiklik sisteminin hiicreleri tarafindan uyarilan
oliim reseptorleri yoluyla baslatilir. Her iki yol da kaspaz 3 aktive edildiginde (Sekil.
2.4) birleserek hiicre 6liimiine neden olur [D’Arcy, 2019].
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bilesenlerini gésteren model.

Genellikle, pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein diizenleyicileri arasindaki
denge, bir hiicrenin apoptoza girip girmedigini belirlemek i¢in kritik bir anahtar
noktadir [Wong, 2011]. Ayn1 zamanda DNA hasarinin onariminda gérevli proteinler
(0rnek olarak PARP), PI3K/AKT gibi hiicresel proliferasyonu ilgilendiren yollar
tizerinden apoptozu indiikleyebilir [Brown et al., 2017]. Prekanserdz lezyonlarda DNA
hasar1 sonucu apoptozun indiiksiyonu potansiyel olarak zararli hiicreleri ¢ikarabilir ve
bdylece tlimor biiylimesini engelleyebilir. Bu 6liim siirecinin diizensizligi, kontrolsiiz
hiicre cogalmasi, kanserin gelisimi ve ilerlemesi ve ila¢ tedavilerine karsi kanser
direnci ile iligkilidir. Bu nedenle, apoptozun diizensizlesmesi kanserin ayirt edici

ozelliklerinden biri olarak kabul edilir [Pistritto et al., 2016].

2.3. Sinnamik ve Kafeik Asit

Polifenoller, antikanser ilaclarinin kesfi i¢in potansiyel bilesenlerdir.
Giliniimiizde bir¢cok laboratuvar dogal polifenoller ve bunlarin insan tizerindeki
antikanser etkileri tizerinde ¢aligmaktadir [Selvakumar et al., 2020]. Bu bilesikler
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farkli meyvelerden (gilek, iiziim, elma, portakal vb.), sebzelerden (6rnegin kirmizi
biber, sogan, maydanoz vb.), igeceklerden (¢ay, kahve, kirmizi sarap vb.) ve yenilebilir
bitkilerden izole edilirler [Hazafa et al., 2020]. Diyetimizde de bulunan dogal polifenol
bilesikleri, hiicre dongiisii sinyallesmesinin modiilasyonu, kanser 6nleyici maddelerin
uzaklastirilmasi, antioksidan enzim aktivitesi, apoptoz ve hiicre dongiisiiniin
durdurulmast dahil olmak {iizere ¢esitli mekanizmalar yoluyla antikanser etkiler
gostermektedirler [Kopustinskiene et al., 2020]. Polifenollerin ve flavonoidlerin
kanser hiicrelerinin proliferasyonunda anahtar gérevleri olan MAPK ve PI3K yollarini
onemli Olciide etkileyebilecegi [Maleki et al., 2019] ve ayn1 zamanda polifenollerin
HCT-116 kolon kanseri ve H1299 kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri gibi farkli
kanser ¢esitlerinde apoptozu indiikleyebilecekleri belirtilmistir [Musial et al., 2020].
Sinnamik asit (CINN) ya da [(E)-3-fenilprop-2-enoik asit], (Sekil. 2.5) ve bir
CINN tiirevi olan kafeik asit (CA) ya da [(E)-3-(3,4-dihidroksifenil) prop-2-enoik
asit], (Sekil. 2.6) bitki kaynakl fenolik asitlerdir [Web 3, 2022; Web 4, 2022]. Fenolik
asitler, insan diyetinde bulunan baslica temel besin olmayan maddelerdir. CINN ve
tiirevleri meyveler, sebzeler ve kepekli tahillar gibi bitki temelli gidalarda bol miktarda
bulunur. Bunlara 6rnek olarak CINN targin, turunggiller, {iziim, ¢ay, kakao, 1spanak
ve kerevizde bulunurken; CA kahve, kekik, tatli patates, enginar ve adagayinda

bulunur [Anantharaju et al., 2016; Adisakwattana, 2017].

Sekil. 2.5: CINN molekiiliiniin iki boyutlu yapisi.
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CINN ve CA kanser aragtirmalar1 kapsaminda birgok ¢alismada kullanilmgtir.
CINN; HT-44 melanoma hiicre hattinda S fazindaki hiicrelerinin sayisini azaltarak
hiicre canliligini azaltmistir [Niero and Machado-Santelli, 2013], HT-29 hiicrelerinin
bliylimesini engellemekle kalmayip ayni zamanda kok hiicre benzeri kolon kanseri
hiicrelerinin popiilasyonunda dramatik bir azalmaya yol actigi gozlemlenmistir

[Soltanian et al., 2018].

Sekil. 2.6: CA molekiiliiniin iki boyutlu yapist.

CA; MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 [Rezaei-Seresht et al., 2019], SK-Mel-28
insan melanoma hiicre hatt1 [Pelinson et al., 2019], HT-29 kolorektal karsinoma hiicre
hatt1 ve HT-1080 fibrosarkoma hiicrelerinin hiicre canliligini, apoptoz mekanizmasini
indiikleyerek azaltmistir [Rajendra Prasad et al.,, 2011; Murad et al., 2015],
hepatokarsinoma hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerini azalttigi ve anjiyogenezi
baskiladig1 gosterilmistir [Espindola et al., 2019]. CA’nin PI3K/AKT ve MAPK/ERK
yolaklar1 gibi hayatta kalma ve proliferasyon kaskadlarin1 asagi modiile ettigi
bilinmektedir. Bununla birlikte, CA’nin bu sinyal yollarini nasil etkiledigi tam olarak
bilinmemektedir [Anantharaju vd., 2016].
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2.4. Tedavi Yontemleri

Kanser ¢aligmalarinin temel dayanagi, tiimdre 6zgli molekiiler anormalliklerin
dogru, etkili ve potansiyel olarak daha az toksik tedaviler ile hedeflenebilmesidir.
Kapsamli klinik oncesi ¢alisma ve farmakolojik olarak hedeflenebilecek yapilarin
tespiti olduk¢a dnemlidir [Zugazagoitia et al., 2016].

MM i¢in heniiz tam anlamiyla iyilestirici bir tedavi bulunmamaktadir. Cerrahi
seceneginin tartismali oldugu belirtilmekle birlikte, erken evre hastaligi olan ve
fonksiyonel durumu iyi olan hastalarla sinirlhidir. Sistemik tedavi segenekleri arasinda
kemoterapi, radyoterapi ve hedefe yonelik tedavi bulunur. Bu tedavi yontemleri ayri
ayr1 veya kombinasyon tedavisi olarak uygulanmaktadir. Bu baglamda, yeni terapotik
ajanlar arastirilmaktadir ve gelecekte MM i¢in daha fazla tedavi segenegi

saglanabilecegi hedeflenmektedir [Bibby et al., 2016].

2.4.1. Kemoterapi

Kemoterapi, MM'nin tedavisi yolunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Standart
sistemik tedavi, sisplatin ve pemetreksed veya sisplatin ve raltitreksed
kombinasyonundan olusur [de Gooijer et al., 2018]. Bazi1 6zel durumlarda 6rnegin
yaslh  hastalarda  karboplatin, sisplatine gecerli bir alternatif olarak
kullanilabilmektedir. Sisplatin, DNA replikasyonuna miidahale ederken, pemetreksed,
niikleik asit sentezine miidahale ederek ¢alisan bir folat antimetabolittir. Sisplatin ve
pemetreksed kombinasyonu klinik ¢aligmalarin ¢ogunda kullanilmakta olup, ayrica
ticlii kombine tedavi olarak cerrahi ve radyoterapi ile de kombine edilebilmektedir
[Berzenji and Van Schil, 2018].

2.4.2. Radyoterapi

Radyoterapi, MM'de iki amag ile kullanilir; bunlardan biri semptomlar1 tedavi
etmek icin palyatif bir onlem olarak, bir digeri ise {i¢lii kombinasyon tedavisi
baglaminda cerrahi ve kemoterapiye bir adjuvan olmasi amaci ile kullanilabilmektedir.
Radyoterapinin hedefi ¢evredeki normal dokuya minimum hasar vererek timori
kontrol altinda tutabilmektir [Abdel-Rahman, 2017]. Palyatif amag ile uygulanan
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radyoterapinin tiimor hacmini azaltabilecegi ve 6zellikle gogiis duvari invazyonu, sinir
kokii  tutulumu veya agrili kutandz metastazlar baglaminda semptomlari

hafifletebilecegi gosterilmistir [MacLeod et al., 2015].
2.4.3. Cerrahi

MM'de cerrahi konusunda iki yaklasim bulunmaktadir, tiim goriiniir hastaligin
radikal olarak ¢ikarilmasi veya daha konservatif, doku koruyucu, hacim giderme
prosediirii uygulanmaktadir. Radikal olan secenek, 1976 yilinda Butchard ve
arkadaslarinin onciiliigiinde baslamis olup bu yontemde akciger, plevra, perikard ve
diyaframin ¢ikarilmasi yoluyla tiim makroskobik tiimoriin ¢ikarilarak yok edilmesini
amaglayan bir operasyon olan ekstraplevral pndmonektomidir. Bu yol ile sagkalimin
arttirtldigini bildirilirken, mortalite ve komplikasyon oranlarinin yiiksek olmasina
dikkat ¢ekilmektedir [Butchard et al., 1976]. Giiniimiizde, gelisen cerrahi teknikler ile
bu yontem hala kullanilmaktadir ve dolayisiyla gecmise oranla daha yiiksek basartya
sahiptir. Cerrahi i¢in uygun hastalarin se¢imi olduk¢a sikidir ve her hasta cerrahi

yontem ile tedavi edilemez [Opitz and Furrer, 2020].
2.4.4. Immiinoterapi

Immiinoterapi, malign tiiméorlerin tedavisinde giderek daha 6nemli bir rol
oynamaktadir. Sitotoksik T-lenfosit antijeni 4 (CTLA-4) veya programlanmis hiicre
6liim proteini-1 (PD-1) ve ligand1 (PD-L1) gibi bagisiklik kontrol noktalarini inhibe
ederek etki eder. Gegmisten giiniimiize immiinoterapinin gelismesi ve yapilan
aragtirmalar sayesinde MM’de sag kalimin arttig1 gozlemlenmistir [Menis et al., 2021].
Simdiye kadar tamamlanan erken klinik ¢alismalardan umut verici verilerin oldugu ve
Checkmate 743'iin olumlu sonuglarinin artmasi1 beklenmektedir. Ekim 2020'de FDA,
daha once tedavi gormemis rezektabl olmayan MM vakalarinin birinci basamak
tedavisi i¢in Nivolumab ve ipilimumab kombinasyonunu (Checkmate 743) onaylamis

bulunmaktadir [Liao et al., 2021].
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2.4.5. Uclii Kombinasyon (Modalite) Tedavisi

MM i¢in Uglii kombinasyon tedavisi, indiiksiyon kemoterapisini takiben
ekstraplevral pnomonektomi ve ardindan hemitoraks radyoterapisinden olusur. Bu
kombinasyon tedavisinin uygulandig1 hastalar ile kombinasyon tedavisi almamis
hastalar arasinda yapilan degerlendirmede, tedavi uygulanan hastalarin sag kalim
oranlariin 6nemli bir sekilde ylikseldigi gosterilmistir [Kapeles et al., 2018]. MM'nin
ticlii kombinasyon tedavisinin agresif bir tedavi stratejisi oldugunu, cerrahinin biiyiik
capta olmasina ve hemitoraks radyoterapisinin karmagiklifina ragmen olumlu
sonuclar elde edildigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda MM tedavisinde radyoterapinin
kesin rolii hala tanimlanmasa da artan kanitlar ile MM’ nin radyoterapi tedavisine

duyarli oldugu diisiiniilmektedir [Mummudi et al., 2020].
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Hiicre Kiiltiir Uygulamalar:

Bu ¢aligmada kullanilan kanser olmayan mezotelyal hiicreler (MeT-5A, CRL-
9444) ATCC’den temin edilmistir. MM hiicreleri (SPC212 ve SPC111) Fribourg
Universitesi, Histoloji ve Genel Embriyoloji Enstitiisii, Isvicre’den temin edilmistir.
MeT-5A hiicre hatt1, kanser olmayan bireylerden alinan plevral sividan elde edilmistir.
pPRSV-T plazmidi transfekte edilerek klonlanan bu hiicrelerin morfolojileri epitelyal
olarak tanimlanmigstir. SPC212 hiicre hatti, asbeste maruz kaldigi bilinen 47 yasinda
bir kadin MM hastasinin, tedavi uygulanmadan 6nce gogiis boslugundan elde edilen
bifazik tiimor hiicreleridir. Hiicre morfolojisi epiteloid/mezenkimal olarak
belirtilmistir. SPC111 hiicre hatt1 ise asbeste maruz kaldig: bilinen 55 yasinda erkek
bir MM hastasinin, tedavi uygulanmadan Once plevral eflizyonundan elde edilen
hiicrelerdir. Hiicre morfolojisi epiteloid/mezenkimal olarak belirtilmistir. Hiicrelerin
biiytimeleri i¢in kullanilan besi yerinde, MeT-5A hiicreleri M199 (M5017, Sigma
Aldrich), %10 FBS (Fetal Sigir Serumu), (10270106, Gibco), %1 penisilin-
streptomisin (15140122, Gibco), sodyum bikarbonat (S8875, Sigma Aldrich), %0,4 L-
Glutamin (G7513, Sigma Aldrich), 400 nM hidrokortizon (H0888, Sigma Aldrich), 20
mM HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit), (H0891, Sigma
Aldrich), 3,3 nM EGF (E9644, Sigma Aldrich) ve 870 nM insiilin (16634, Sigma
Aldrich) ilavesi ile biyiitiilmiistiir. Besi yerinde SPC212 ve SPCI111 hiicreleri
RPMI1640 (R6504, Sigma Aldrich), %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin, sodyum
bikarbonat ilavesiyle biiyiitilmiislerdir. Kullanilan tiim hiicreler 37°C’de ve %5 CO2

iceren ortamda inkiibe edilerek biiyiitiilmiislerdir.

3.1.1. CINN ve CA Uygulamalari

Toz halindeki CINN (800235, Sigma Aldrich) ve CA (C0625, Sigma Aldrich)
etanolde (070616185001, TEKKIM) c¢oziilerek, sirasiyla 600 mM ve 200 mM

konsantrasyonlarinda ana stoklar hazirlanmistir. Deneylerin tiimiinde maddeler taze

hazirlanmistir. CINN ve CA maddelerinin farkli konsantrasyonlari en az tiglii tekrarlar
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seklinde uygulanirken, kontrol grubu hiicrelerine herhangi bir madde uygulanmadan
ayni sekilde diger islemler gerceklestirilmistir. Deneylerde pozitif kontrol olarak 50
nM konsantrasyonda kullanilan doksorubisin (L0O1DB01), Saba ila¢’tan temin

edilmistir.

3.2. Hiicre Canhihiginin Degerlendirilmesi

Deneylerde kullanilan tiim hiicreler 96 kuyulu petrilere, her kuyuya esit hiicre
sayist (5x10° hiicre/kuyu) olacak sekilde ekilmistir. Madde eklenmeden 6nce besi yeri
yenilenerek maddeler eklenmistir, bu islem hiicre ekiminden 24 saat sonra
gerceklestirilmistir. Hiicre canliliginin dlgtilebilmesi i¢in madde eklemelerinden 72
saat sonra eski besi yeri uzaklastirilmistir. Tozdan 5 mg/ml konsantrasyonda
hazirlanan MTT’den (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum bromiir),
(M2128, Sigma Aldrich) besi yeri ile %20 seyreltilerek bir ara ¢ozelti hazirlanmustir.
Kuyulara hazirlanan ara ¢6zelti eklenmistir ve 2 saat inkiibe edilmistir. Bu islem kiiltiir
ortaminda ve karanlikta gergeklestirilmistir. 2 saatin sonunda MTT ¢0Ozeltisi
uzaklastirilarak her kuyuya dimetil siilfoksit (DMSO), (116743.1000, MERCK)
eklendikten sonra karanlikta 10 dakika bekletilmistir. Kolorimetrik 6l¢iim Varioskan
Flash (Thermo-Fisher Scientific) cihaz1 kullanilarak 570 nm dalga boyunda
yapilmustir. Ortalamalar ve standart sapmalar Microsoft Excel programi kullanilarak,
grafikler ve istatistiksel hesaplamalar ise ANOVA ve Bonferroni testleri ile GraphPad

Prism 8.3.0 programinda yapilmistir.

3.3. Hiicre Gociiniin Analizi

Deneylerde kullanilan SPC111 ve SPC212 hiicreleri 96 kuyulu petrilere, her
kuyuya esit hiicre sayis1 (25x10% hiicre/kuyu) olacak sekilde ekilmistir. Hiicre
ekiminden 24 saat sonra, besi yeri uzaklastirilmis ve yaranin olusturulmasi igin
10uL’lik pipet ucu ile kuyu boyunca bir diiz bir ¢izgi seklinde yara agilmigtir. Daha
sonra kuyular 1X fosfat tamponlu salin (PBS), (pH:7,4), (NaCl (S3014, Sigma
Aldrich), KCI (P5405, Sigma Aldrich), Na2HPO4 (S3264, Sigma Aldrich), KH2PO4
(P9791, Sigma Aldrich)) ile yikanmistir. Kuyulara 25, 50, 100 uM
konsantrasyonlarinda CA ve %1 FBS igeren besi yeri eklenmistir. Pozitif kontrol
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olarak 50 nM doksorubisin kullanilmistir. Madde uygulamasindan sonra, yara alani
5X biiytitmede 0, 12, 24 ve 48. saatlerde ters (inverted) mikroskop (Leica DM IL LED)
ve LAS V4.6 program ile goriintiilenmistir. Her 6rnek i¢in elde edilen goriintiiler,
ImagelJ yazilimi ve bu yazilimin “MRI_Wound Healing Tool.ijm” eklentisi ile nicel
olarak analiz edilmis ve alinan gorintilerdeki yara alani (hiicresiz alan)
hesaplanmistir. Hiicrelerin go¢ orani veya Yyaranin kapanma ylizdesi Formiil 3.1

[Grada et al., 2017] ile hesaplanmustir.

Yara lyilesmesi % = [M] X 100% (3.1)

At=0h

At=0n yara olusturulduktan hemen sonra 6lgiilen yara alanidir (t=on),

A=, yara olusturulduktan h saat sonra 6l¢iilen yaranin alanidir.
3.4. Hiicre Dongiisii Analizi

Her iki MM hiicre hatti hiicreleri 12 kuyulu petrilere, esit hiicre (2x10°
hiicre/kuyu) olacak sekilde ekildikten sonra 24 saat inkiibe edilmis, sonrasinda serum
icermeyen besi yerinde 24 saat birakilarak hiicre senkronizasyonu saglanmuistir.
Takibinde serumlu besi yeri ile 25, 50, 100 uM konsantrasyonlarinda CA uygulanarak
bir giin boyunca inkiibe edilmistir. Fiksasyon asamasi i¢in Oncelikle, kuyulardaki
besiyeri ependorflara toplanarak 1X PBS ile kuyular yikanmistir. Kuyulara tripsin
(25200056, Thermo-Fisher Scientific) eklenerek 2-3 dakika hiicrelerin petriden
ayrilmasi beklenmistir. Tripsini inhibe etmek amaciyla iizerine besi yeri eklenmistir
ve kuyu igeriginin tamami ependorflara toplanmistir. Ependorflar 3000 rpm’de 5
dakika santrifiij (MiniSpin, Eppendorf) edilmis ve {ist faz uzaklastirilmistir. Pellet, 1X
PBS ile yavasca ¢0zlilmiis ve ayni1 ayarlar kullanilarak tekrar santrifiij edilmis ve iist
faz uzaklastirllmistir. Buzdaki %70’lik soguk etanol ile pellet yavasca ¢oziilmistiir.
Daha sonra Ornekler +4 °C’de 30 dakika inkiibe edilmis ve sonrasinda -20 °C’de
muhafaza edilmistir. Alkoliin uzaklastirilabilmesi i¢in 6rnekler +4 °C’de 1000 g’de 5
dakika santrifiij edilir ve iist faz uzaklastirilmistir. Ornekler 1X PBS ile ¢oziilerek ayni
ayarlar kullanilarak santrifiij edilmis, sonrasinda PBS uzaklastirilmistir ve bu islem bir

kez daha tekrarlanmistir. Orneklere boya iceren ¢alisma soliisyonu (1X PBS igerisinde
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Pl ve %10 Triton X-100 (T8787, Sigma Aldrich), ile hazirlanan ana stoga, RNaz
(10109134001, Roche) eklenerek c¢alisma soliisyonu hazirlanmistir) eklenmis ve
karanlik bir ortam saglanmasi i¢in Orneklerin tizeri folyo ile sarilmistir. Daha sonra
ornekler 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda &rnekler oda
sicakliginda 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek boya uzaklastirilmistir. Ornekler
oda sicakligindaki 1X PBS’de ¢oziilerek Accuri C6 (BD Bioscience) akim sitometrisi
cihazinda yapilacak 6l¢lim i¢in hazir hale getirilmistir. Cihazda alinan 6l¢timler BD

Accuri C6 Software (BD Bioscience) ile hesaplanmistir.
3.5. Hiicre Oliimiiniin Degerlendirilmesi

Hiicre 6liimiiniin analizi i¢in iki tip floresan boyama teknigi kullanilarak, madde
uygulamasi sonrasinda canli ve o6lii hiicreler morfolojik olarak ve nicel olarak
belirlenmistir. Bu deneylerde, hiicreler floresan boyalar olan akridin turuncusu (AO),
(235474, Sigma Aldrich), etidyum bromiir (EtBr), (E7637, Sigma Aldrich), 2-(4-
amidinofenil)-1H-indol-6-karboksamidin (DAPI), (4083, Cell Signaling Technology),
propidyum iyodiir (PI), (P4170, Sigma Aldrich) kullanilarak ve ikili boyama yontemi
(AO/EtBr; DAPI/PI) uygulanarak goriintilenmistir. Bu boyamalar ile boyanan

hiicrelerin morfolojileri ve hiicre 6liim oranlari sayisal olarak hesaplanmistir.
3.5.1. AO/EtBr

Bu deneyde 96 kuyulu petrilere ekilen tiim hiicreler (1x10* hiicre/kuyu) 24 saat
37°C’de inkiibe edilmistir. Ekim isleminden bir giin sonra eski besi yeri uzaklastirilip
25, 50, 100 uM konsantrasyonlarinda CA uygulanarak, 24 saat inkiibe edilmistir.
Pozitif kontrol olarak 50 nM doksorubisin kullanilmistir. Toz AO ve EtBr’den 1:1
oranda 1X PBS igerisinde hazirlanan AO/EtBr boaysi, karanlik ortamda, her kuyuya
besi yeri igerisine eklenmistir. Orneklere eklenen boya, 15 saniye bekletildikten sonra
uzaklastirilarak, ZOE Fluorescent Cell Imager (Bio-Rad) cihazinda yesil ve kirmizi
floresan kanallar1 kullanilarak 20x biiyiitme (6l¢ek ¢ubugu, 100 um) ile goriintiileme
islemi gergeklestirilmistir. Alinan goriintiilerde hiicrelerin morfolojileri ve sayisi

ImageJ [Schneider et al., 2012] programu ile belirlenmistir. Olii / Toplam hiicre orani
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Microsoft Excel programi; grafikler ve istatistiksel analizler GraphPad Prism 8.3.0

programiyla yapilmistir.

3.5.2. DAPI/PI

Bu deneyler i¢in kullanilan MM hiicre sayilar1 ve madde uygulamalar1 AO/EtBr
deneylerinde belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir. Madde uygulamasindan sonra,
kuyulardaki besi yeri ¢ekilerek {ireticinin tarif ettigi sekilde hazirlanan ve 1X PBS
icerisinde seyreltilen, son konsantrasyonu 25 pg/ml olan PI kuyulara eklenmistir. PI,
10 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra uzaklastiritlmis ve kuyular 1X PBS ile
yikanmistir. Daha sonra fiksasyon i¢in %4’liik formaldehit (7041, JT Baker) kuyulara
eklenmis ve 5 dakika karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra formaldehit
uzaklastirilmig ve kuyular 1X PBS ile yikanmistir. Daha sonra iireticinin tarif ettigi
sekilde hazirlanan ve 1X PBS icerisinde seyreltilen, son konsantrasyonu 1 pg/ml olan
DAPI kuyulara eklenmistir. DAPI, 10 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra
uzaklastirllmig ve kuyular 1X PBS ile yikanmistir. Bu asamadan sonra d&rnekleri
goriintiilemek i¢in ZOE Fluorescent Cell Imager (Bio-Rad) cihazinda mavi ve kirmizi
floresan kanallar1 kullanilmigtir. DAPI/PI goriintiileri, AO/EtBr goriintiileri ile ayni
sekilde 20x biiyiitme ile goriintiilenmis fakat farkli olarak, goriintiiler cihazda bulunan
maksimum dijital yakinlagtirma ayar ile yakinlastirilarak (6lgek ¢ubugu, 25 pum)
alimmustir. Elde edilen goriintiilerin diizenlenmesi ve hiicrelerin morfolojilerinin

belirlenmesi i¢in ImageJ programi kullanilmigtir.

3.6. Protein Analizleri

Bu analizlerde, hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii ve hiicre 6liimiinde rol
oynayan anahtar proteinlerin analizleri yapilmistir. Uygulanan islemler protein
izolasyonlari, SDS/PAGE, western blot ve immiin tespit adimlar ile ilerleyerek

yapilmis ve sonuglar alinarak degerlendirilmistir.
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3.6.1. Protein Izolasyonlar

Deneyler icin petrilere ekilen hiicreler (12x10° hiicre/petri) 24 saat 37°C’de
inkiibe edilmistir. Ektikten 24 saat sonra eski besi yeri uzaklastirilip 25, 50, 100 uM
konsantrasyonlarinda CA uygulanmistir ve 24 saat sonra izolasyonlari
gerceklestirilmistir. izleyen islemler buzda uygulanmustir. Petrilerdeki hiicreler soguk
1X PBS ile yikanarak ve hiicre kaziyic1 yardimi ile kazinarak toplanmis, santrifiij ile
coktiiriilmiis, list faz atilarak pellet, taze hazirlanmig %1 proteaz-fosfataz inhibitorii
(1862495, Thermo-Fisher Scientific) iceren liziz tamponu (150 mM NaCl, 1 mM
MgCl> (M4880, Sigma Aldrich), %10 gliserol (G5516, Sigma Aldrich), 20 mM Tris
Base (pH:8), (T1503, Sigma Aldrich), %1 Triton X-100 (T8787, Sigma Aldrich), %10
SDS (194831, MP)) kullanilarak ¢6ziilmiistiir ve pipet ucu veya siringa yardimi ile
pipetaj yapilarak hiicreler patlatilmistir. Elde edilen hiicre karisimi ependorflara
alinarak +4°C’de 14000 g/rcf’te 10 dakika santrifiij (Micro Star 17R, VWR) edilmistir.
Ust fazin tamami yeni ependorflara almmis ve protein konsantrasyonlarmin
belirlenebilmesi icin lizatlarindan bikinkoninik asit testi (BCA) i¢in ayrilarak kalan
proteinler -20 °C’de muhafaza edilmistir. Protein konsantrasyonlari Pierce BCA
Protein Assay Kit (23227, Thermo-Fisher Scientific) ile Varioskan Flash (Thermo-
Fisher Scientific) cihaz1 kullanilarak 562 nm’de alinan absorbans degerleri dl¢iilerek
belirlenmistir. Standartlarin absorbans degeri kullanilarak standart grafik cizilmis ve
dogrusal grafigin formiilii ile de R? degeri hesaplanmistir. Denklemde ilgili yere
absorbans degerleri yazilarak protein lizatlarinin konsantrasyonlar1 pg/ml cinsinden

hesaplanmuistir.
3.6.2. SDS-PAGE ve Western Blotlama

Hiicrelere uygulanan maddelerin, sinyal yolaklari ve apoptotik yolaklarda rol
alan anahtar proteinlere etkilerini analiz etmek amaciyla, total protein lizat1 5X 6rnek
yiikleme boyas1 (0,2 M Tris-HCI (pH: 6,8), (HCI, 07102, Sigma Aldrich), %8 SDS,
%0,4 bromofenol mavisi (B0126, Sigma Aldrich), %40 gliserol, %20 -
merkaptoetanol, (A1108, Applichem)) ile karistirilip, 1s1 blogu (Digital Heat Block,
VWR) yardimi ile 6rnekler 100°C’de 5 dakika kaynatilmistir. Tank (Mini Protean,

Bio-Rad) igerisine yeterli seviyeye kadar 1X elektroforez tamponu (5X stok
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tampondan seyreltilerek elde edilmistir, 25 mM Tris Base, 0,19 M glisin (808822,
MP), %0,1 (w/v) SDS) eklenmistir ve jel tankin igerisine yerlestirilmistir. Ornekler
daha 6nceden hazirlanan %10-12 yogunluktaki iki fazli dikey jelin (Y18ilma jeli; %4,5
Bis-akrilamid (%40 w/v), (A4989, Applichem), 0,375 M Tris-HCI (0,5 M, pH: 6.8),
%0,10 SDS (%10 w/v), %0,05 APS (%10 w/v), (A2941, Applichem), %0,10 TEMED,
(T7024 Sigma Aldrich) ve Ayrilma jeli; %10 Bis-akrilamid (%40 w/v), 0,375 M Tris-
HCI (1,5 M, pH: 8.8), %0,10 SDS (%10 w/v), %0,05 APS (%10 w/v), %0,10 TEMED)
kuyularina yiiklenmistir buna ek olarak, jelde bantlar halinde ayrilacak proteinlerin
molekiiler agirliklarinin belirlenebilmesi igin jele marker (26619, Thermo-Fisher
Scientific) yiiklenmistir. Elektroforez islemi baslatilmis ve proteinlerin hizalanmasi
icin &rnekler yigilma jelinin sonuna kadar yiiriitiilmiistiir. Ornekler aym hizaya
geldiklerinde gii¢ arttirilarak bantlarin tam olarak ayrilmasi saglanmistir. Dikey jel
elektroforezi sonunda, jelde bantlar seklinde ayrilan proteinler Amersham Hybond P
0.45 PVDF membrana (GE10600023, GE Healthcare) aktarilmak {izere transfer islemi
gerceklestirilmistir. Transfer islemi tankta uygun aparatlar kullanilarak ve 1X transfer
tamponu (10X stok tampondan seyreltilerek ve daha sonra %20 metanol (32213,
Sigma Aldrich) eklenerek hazirlanmistir, 250 mM Tris Base, 0,19 M glisin) igerisinde
gerceklestirilmistir. Daha sonra membran %5 (w/v) yagsiz siit tozu (A0830,
Applichem) iceren 1X Tris tamponlu salin (10X stok tampondan seyreltilerek
hazirlanmistir, 200 mM Tris-HCI (pH:7.4), 1,5 M NaCl) ve %0,1’lik Tween 20
(A4979, Applichem) karisimi (TBS-T) igerisinde, 1 saat ¢alkalanarak bloklama islemi
gerceklestirilmistir.

3.6.3. immiin Belirleme

Membran, 1X TBS-T ile ii¢ kez 10’ar dakika calkalanarak yikandiktan sonra
%351k yagsiz siit tozu icerisinde belirlenen oranlarda seyreltilerek hazirlanan birincil
antikor ile soguk odada gece boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 1X
TBS-T ile 3 kez yikama islemi tekrarlanmistir. Membran, %5°lik yagsiz siit tozu
icerisinde belirlenen oranlarda seyreltilerek hazirlanan yaban turpu peroksidaz (HRP)-
konjuge ikincil antikor ile 2 saat inkiibe edilmistir. Ikincil antikor ile inkiibasyonun
ardindan 1X TBS-T ile 3 kez yikanan membran, goriintiileme isleminden 6nce Pierce

ECL Plus Western Blotting Substrate kiti (32132, Thermo-Fisher Scientific)
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kullanilarak {iretici firmanin Onerdigi sekilde muamele edilmistir. Membran,
ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) cihazi ile goriintiilenmis ve elde edilen protein bantlarinin
yogunlugu ve protein miktarlar1 Image Lab 6.0 (Bio-Rad) programu ile analiz edilerek
protein  seviyelerindeki  degisimler  Kkarsilastirilmistir.  Deneylerde  hiicre
proliferasyonunu, sag kalimini ve stresini belirlemek i¢in; p-ERK1/2 (8544, Cell
Signaling Technology), t-ERK1/2 (9107, Cell Signaling Technology), p-AKT (4060,
Cell Signaling Technology), t-AKT (4691, Cell Signaling Technology), p-STAT3
(9145, Cell Signaling Technology), t-STAT3 (12640, Cell Signaling Technology), p21
(2947, Cell Signaling Technology), p27 (3686, Cell Signaling Technology), p-p53
(9286, Cell Signaling Technology), t-p53 (9282, Cell Signaling Technology), PARP
(9532, Cell Signaling Technology), Bax (5023, Cell Signaling Technology)
proteinlerinin birincil antikorlar1 ve ilgili ikincil antikorlar olan anti-rabbit (7074, Cell
Signaling Technology), anti-mouse (7076, Cell Signaling Technology) ve yiiriitme
kontrol olarak siklofilin B (PA1-027A, Thermo-Fisher Scientific) kullanilmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. CINN ve CA’nin Hiicre Canlihgina EtkKisi

CINN ve CA’nin hiicre canliligina etkisinin belirlenmesi i¢in 0-5000 uM CINN
ve 0-3000 uM CA uygulamalari kanser olmayan mezotelyal ve iki farkli MM kanser
hiicre modelinde gergeklestirilmistir. Absorbansa gore belirlenen MTT degerlerinin
ortalamalari alinarak standart sapmalari GraphPad Prism 8.3.0 programinda, hiicreleri
%50 inhibe eden konsantrasyon (ICso) degerleri belirlenmistir. Bu degerler sirasiyla
MeT-5A, SPC111 ve SPC212 hiicrelerinde CINN i¢in 567 uM, 395,3 uM, 488,1 uM
ve CAigin 392,7 uM, 143,3 uM, 148,5 uM olarak belirlenmistir (Sekil 4.1 (A) ve 4.2
(A)). Segicilik indeksi (SI), sirastyla SPC111 ve SPC212 hiicrelerinde CINN igin 1,43
ve 1,16 iken CA igin 2,74 ve 2,64 olarak hesaplanmistir. Sekil 4.1 (B) ve 4.2 (B)’de
CINN ve CA uygulamasi yapilan tiim hiicrelerin lineer grafikleri gosterilmektedir. Bu
sonuglar, CINN ve CA’nin, SPC111 ve SPC212 hiicrelerine karsi Met-5A'ya oranla
daha ¢ok toksik oldugunu isaret etmektedir. Bu bulgular kapsaminda 1Cso ve Sl
degerleri (SI1>2) esas alinarak, sonraki detayli analizlerimize sadece CA ile devam

edilmesine karar verilmistir.
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Sekil. 4.1: CINN uygulamalarindan sonra hiicre canliliginin konsantrasyona
bagli inhibisyonu. MeT-5A, SPC111 ve SPC212 hiicrelerine 0-600 uM CINN
konsantrasyonlar1 uygulanarak 72 saat incelenmistir. ICso degerleri MeT-5A,

SPC111 ve SPC212 hiicreleri i¢in sirastyla 567 uM, 395,3 uM, 488,1 uM olarak
hesaplanmistir (A). CINN uygulanan MeT-5A hiicre sayisinda azalis 400 uM
tizerinde gergeklesirken kanser hiicrelerinde 100 uM konsantrasyondan itibaren
gozlenmistir (n=3, **p<0,01), (B).

26



CA

- MeT-5A

__ oo — SPCI11
9
g ¥ SPC212
ey
=
©
(@] 50 =
o
[&]
B}
T

0 T

0 1 2 3 4

logKonsantrasyon (uM)

A

CA

Kontrol
EtOH-Kontrol
50 uM

100 uM

s 200 M

. 250 M

500 uM

Hicre Canlilig

Sekil. 4.2: CA uygulamalarindan sonra hiicre canliliginin konsantrasyona bagl
inhibisyonu. MeT-5A, SPC111 ve SPC212 hiicrelerine 0-500 uM CA
konsantrasyonlar1 uygulanarak 72 saat incelenmistir. ICso degerleri MeT-5A,
SPCI111 ve SPC212 hiicreleri i¢in sirasiyla 392,7 uM, 143,3 uM, 148,5 uM olarak
hesaplanmistir (A). CA uygulanan MeT-5A hiicre sayisinda azalis 200 pM {izerinde
gergeklesirken kanser hiicrelerinde 50 uM konsantrasyondan itibaren gozlenmistir
(n=3, **p<0,01), (B).
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4.2. CA’mn Yara lyilesmesine Etkisi

ICs0 konsantrasyonu baz alinarak yara iyilesmesi deneyleri yapilmistir. 0-100
uM konsantrasyon araliginda CA her iki kanser hiicresine uygulanarak hiicrelerin yara
alanim1 kapanma oranlar1 0, 12, 24 ve 48. saatlerde inverted mikroskopta
fotograflanarak ImageJ yazilimiyla nicel olarak analiz edilmistir.

Sekil 4.3 (A) ve 4.4 (A)’da gosterildigi gibi, CA uygulanmayan hiicrelerde yara
iyilesmesi zamana bagli olarak dinamik bir sekilde gozlenirken, 50 ve 100 uM CA
uygulanan hiicrelerde yara kapanmasi 48 saatin lizerinde ger¢eklesmektedir. CA
uygulanan  kanser hiicreleri, uygulanmayan hiicrelerle karsilastirildiginda
konsantrasyona ve zamana bagli olarak yara kapanmasini geciktirdigi belirlenmistir.
Sekil 4.3 (B) ve 4.4 (B)’de tek bir deney ornek olarak gosterilirken, grafiklerin
istatistiksel hesaplamalar1 en az ii¢ farkli deneyin ortalamalar1 alinarak GraphPad

Prism 8.3.0 programinda yapilmaistir.
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Sekil. 4.3: CA’nin SPC111 hiicrelerinde 0-48 saat araliginda hiicresel yara

kapanmasina etkisi. CA uygulamasi (25, 50, 100 uM) sonucu hiicresel yara

kapanmasinin konsantrasyona ve zamana bagimli gosterimi (5X biiyiitme), (A). Yara

kapanma degerleri istatistiksel olarak hesaplanmistir (n=3, **p<0,01), (B).
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Sekil. 4.4: CA’nin SPC212 hiicrelerinde 0-48 saat araliginda hiicresel yara
kapanmasina etkisi. CA uygulamasi (25, 50, 100 uM) sonucu hiicresel yara
kapanmasinin konsantrasyona ve zamana bagimli gosterimi (5X biiyiitme), (A). Yara
kapanma degerleri istatistiksel olarak hesaplanmigtir (n=3, **p<0,01), (B).

4.3. CA’nin Hiicre Dongiisiine Etkisi

Belirlenen etkin konsantrasyonlar kapsaminda bir sonraki adimda CA’nin hiicre
dongiisiine etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. 0-100 pM konsantrasyon araliginda

CA uygulanarak hiicreler 24 saat inkiibe edildikten sonra materyal ve metot kisminda
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bahsedildigi gibi (Kisim 3.4) Pl boyasi ile boyanarak akim sitometrisinden elde edilen
veriler degerlendirilmis, hiicre dongiisiiniin fazlar yiizde olarak hesaplanmistir. Sekil
4.5 (A) ve 4.6 (A)’da gosterildigi tizere; her iki hiicrenin de 50 uM konsantrasyondan
itibaren G2/M fazinda belirgin olarak tutuklandig: belirlenmistir. Sekil 4.5 (B) ve 4.6
(B)’de ii¢ farkli deneyin ortalamalari alinarak istatistiksel degerler GraphPad Prism

8.3.0 programinda hesaplanmastir.
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Sekil 4.5: CA’nin SPC111 hiicre dongiisii lizerine etkisi. Hiicre dongiisii
profilinin konsantrasyona bagli degisimi, PI boyama ve akis sitometrisi ile
incelenmistir (A). SPC111 hiicrelerinde, hiicre dongiisii asamalarinin yiizde olarak

gosterimi (n=3, *p<0,05), (B).
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Sekil 4.6: CA’nin SPC212 hiicre dongiisii lizerine etkisi. Hiicre dongiisii
profilinin konsantrasyona bagli degisimi, PI boyama ve akis sitometrisi ile

incelenmistir (A). SPC212 hiicrelerinde, hiicre dongiisti asamalarinin yiizde olarak
gosterimi (n=3, *p<0,05), (B).
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4.4. CA’nin Hiicre Oliimiine EtKisi

Hiicre dongiisti analizlerinin takibinde, CA’nin hiicre O6liimiine etkisinin
belirlenmesi amaciyla 0-100 uM konsantrasyonlarinda CA uygulanan hiicreler, 24
saatlik inkiibasyon sonrasinda AO/EtBr ve DAPI/P1 boyamalariyla morfolojik olarak
incelenmistir. AO/EtBr boyamasiyla canli ve 6li hiicre oranlari Imagel] programi
kullanilarak sayisal olarak hesaplanmistir. DAPI/PI boyamasi ise sadece kalitatif
analizler yapilmistir.

AO/EtBr boyamasinda, canli ve 6lii hiicreler AO ile boyanirken EtBr sadece
membran biitiinliigli bozulmus olan hiicreleri boyamaktadir. Bu ikili boyama yontemi
ile 6lii ve canli hiicrelerin zar biitiinliigii 6zelligine dayanarak apoptotik olmayan,
apoptotik ve nekrotik hiicreler ayirt edilebilmektedir [Kasibhatla et al., 2006]. Sekil
4.7, 4.8 ve 4.9’un A bolimlerinde goriildiigii lizere, canli ve apoptotik olmayan
hiicrelerin (1) g¢ekirdekleri yesil boyanirken; erken apoptotik hiicrelerde kromatin
yogunlasmasi ve parcalanmis ¢ekirdek yapist gozlemlenmektedir, bu nedenle
cekirdeklerde parlak yesil noktalar goriinmektedir. Geg apoptotik hiicrelerde zar
biitiinliigli bozulmus durumdadir, bu nedenle EtBr biitiinliigli bozulan kisimlardan
hiicre igerisine sizabilmektedir ve bu hiicrelerde par¢alanmis ¢ekirdek ve yogunlasmis
kromatin yapilart da gbzlemlenmektedir, bu nedenle ¢ekirdekte turuncu noktalar veya
tamamen turuncu goriiniirken (3); nekrotik hiicreler de turuncuya boyanmakla birlikte
yogunlasmis kromatin icermeyen ve canli hiicrelere benzeyen bir ¢ekirdek
morfolojisine sahip olmaktadirlar (2).

Uygulama yapilan iki kanser hiicresinde canli hiicre sayis1 azalirken 6lii hiicre
say1sinin arttigi belirlenmistir. Apoptotik hiicre morfolojisi 50 uM iizerinde goriilmeye
baglasa da 100 puM iizerindeki konsantrasyonlarda daha belirgindir. Buna karsin
Kontrol hiicrelerinde (MeT-5A) ise apoptotik hiicre orant 100 uM konsantrasyona
kadar gozlemlenmemistir. Sekil. 4.7, 4.8 ve 4.9'un B boliimlerinde gosterilen bar
grafiklerinde Olii/toplam hiicre orani, SPC111 ve SPC212 hiicreleri i¢in 100 pM
konsantrasyonunda belirgin 0Olgiide artarken MeT-5A hiicrelerinde, uygulanan
konsantrasyon araliginda bir degisim belirlenmemis, sadece hiicre sayisinda azalma
gbzlenmistir. Alinan apoptotik sonuglar, canlilik analizi sonuglarini desteklemekte ve

CA’nin kanser hiicrelerine segici etkinligine isaret etmektedir.
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Sekil. 4.7: Met-5A hiicrelerinde hiicre 6liimiiniin ve morfolojisinin gosterimi.
24 saatlik CA uygulamasi (25, 50, 100 uM) sonucu AO/EtBr boyamasi ile hiicre
6limii belirlenmistir (20X biiyiitme, 6l¢ek cubugu 100 um), (A). Farkh
konsantrasyonlarda CA uygulamasi sonucu 6lii/toplam hiicre sayisi orant
hesaplanarak gdsterilmistir (n=3), (B).
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Sekil. 4.8: SPC111 hiicrelerinde hiicre dliimiiniin ve morfolojisinin gosterimi.

24 saatlik CA uygulamasi (25, 50, 100 uM) sonucu AO/EtBr boyamast ile hiicre

oliimii belirlenmistir (20X biiyiitme, 6lgek ¢ubugu 100 um); canli hiicre morfolojisi
(1), nekrotik morfolojisi (2) ve erken veya gec apoptotik hiicre morfolojisi (3) ile

gosterilmistir (A). Farkli konsantrasyonlarda CA uygulamasi sonucu 6lii/toplam
hiicre sayis1 oran1 hesaplanarak gosterilmistir (n=3, **p<0,01), (B).
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Sekil. 4.9: SPC212 hiicrelerinde hiicre 6liimiiniin ve morfolojisinin gosterimi.
24 saatlik CA uygulamasi (25, 50, 100 uM) sonucu AO/EtBr boyamast ile hiicre
olimii belirlenmistir (20X biiylitme, 6l¢ek cubugu 100 um); canli hiicre morfolojisi
(1), nekrotik morfolojisi (2) ve erken veya gec apoptotik hiicre morfolojisi (3) ile
gosterilmistir (A). Farkli konsantrasyonlarda CA uygulamasi sonucu 6lii/toplam

hiicre sayis1 oran1 hesaplanarak gosterilmistir (n=3, **p<0,01), (B).

AO/EtBr odlglimlerine ilaveten analizler farkli set deneylerle bir kez daha, benzer

metodolojiyle ¢alisan DAPI/PI boyamasi ile tekrarlanmigtir. Canli ve 6li hiicreler

DAPI ile boyanirken PI sadece membran biitiinliigli bozulmus olan hiicreleri
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boyamaktadir. Hiicre 6liimiiniin tipi ne olursa olsun, zar biitiinliigiiniin kaybinin ayni
hiicredeki ¢ekirdek morfolojisi ile iligkili oldugu belirtilmistir. Buna gére morfolojik
analizler Cummings ve arkadaslarinin galismasina gore yapilmistir [Cummings et al.,
2012]. Sekil 4.10°da gosterildigi tizere, PI boyamasi olmadan normal c¢ekirdek
morfolojisi gosteren hiicreler canli hiicreler; PI boyamasi olmadan ¢ekirdek
parg¢alanmasi, kromatin yogunlagmasi veya g¢ekirdek yogunlasmasi gosteren hiicreler
apoptotik hiicreler; Pl varliginda ¢ekirdek pargalanmasi veya kromatin yogunlasmasi
gozlemlenen hiicreler tipik olarak gec¢ apoptoz gecirmekte olan hiicrelerdir. PI i¢in
pozitif olan ve normal ¢ekirdek morfolojisi veya ¢ekirdek yogunlasmasi gosteren
hiicreler ise nekrotik hiicreleri tanimlamaktadir.

DAPI/PI boyamasiyla elde edilen morfolojik goriintiilerde, 100 uM CA
uygulamasi sonucu apoptotik ve nekrotik hiicreler belirgin olarak gdzlemlenmektedir.
Her iki boyama sonucu da CA’nin konsantrasyon bagimli olarak SPC111 ve SPC212

hiicrelerinde apoptozu tetikledigini isaret etmektedir.
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Sekil. 4.10: SPC111 ve SPC212 hiicrelerinde 100 uM CA uygulamas1 sonucu
hiicre 6liimiiniin ve morfolojisinin DAPI/PI boyamasi ile gosterimi. Normal
(hasarsiz) ¢ekirdekler beyaz, kromatin yogunlasmasi sari, niikleer yogunlagma ise
kirmizi ok ile gosterilmektedir (20X biiyiitme; 6lgek gubugu, 25 um).
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4.5. CA’nin Proliferasyon, Hiicre Dongiisi ve Hiicre
Oliimiinde Yer Alan Anahtar Proteinlere Etkisi

MM hiicrelerinde CA uygulamasinin (0-100 uM) hiicre proliferasyonu, dongiisii
ve 6liimiinde rol alan anahtar protein seviyelerine etkisinin belirlenmesi amaciyla ilgili
anahtar proteinlerin fosforilasyon, ifade ve kesim analizleri yapilmstir (Sekil 4.11).

Her iki MM hiicre hattinda, hiicre proliferasyonunu diizenleyen ERK1/2 ve
AKT’nin fosforilasyon seviyelerinde konsantrasyon bagimli disiis gozlenirken,
anlamli azalmanin 100 uM konsantrasyondan itibaren oldugu belirlenmistir (p<0,05
ve p<0,01). Her iki proteinin total ifade seviyelerinde ise onemli bir degisiklik
belirlenmemistir. Hiicre proliferasyonunda etkin bir yolak olan STAT yolaginda rol
alan STAT3 proteininin, CA uygulamalar1 sonrasi, proteinin fosforilasyon ve ifade
seviyelerinde anlamli bir degisim belirlenmemistir. Hiicre dongiisii tutuklamasinda rol
alan p21 ve p27 proteinlerinin ifadelerinde her iki hiicre hattinda, 50 pM
konsantrasyondan itibaren anlamli artis oldugu belirlenmistir (p<0,05 ve p<0,01). p53
fosforilasyon seviyelerinde de benzer artis gozlenirken (p<0,05), total p53
seviyelerinde anlamli bir degisim belirlenmemistir. Bunlara ilaveten, apoptozun
basladigin1 gosteren Bax seviyesinde konsantrasyon bagimli artis belirlenmistir. Her
iki hiicrede 100 uM konsantrasyonda, apoptozda kaspaz 3 tarafindan kesilen PARP
seviyesinde azalma belirlense de istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Deneylerin tekrar edilmesi diisiiniilmektedir.
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Sekil. 4.11: CA’nin hiicresel protein seviyelerine etkisi. SPC111 ve SPC212 hiicre
hatlarinda CA’nin anahtar proteinlere 0-100 uM konsantrasyon araliginda
uygulanmasi ile hiicresel protein seviyelerindeki degisim (n=3, *p<0,05, **p<0,01).
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5. TARTISMA

Tanis1 ve tedavisi olduk¢a zor olan MM, artan sayida arastirmalara ragmen
heniiz etkin bir tedavisi bulunmayan bir kanserdir. Kanser tedavilerinde son yillarda
fenolik asitler gibi dogal bilesenler siklikla tercih edilmektedirler. Bu dogal
bilesenlerden CINN ve CA c¢esitli kanser arastirmalarinda kullanilmistir. CINN’in
melanoma [Niero and Machado-Santelli, 2013], kolon kanseri [Soltanian et al., 2018]
ve CA’nin meme kanseri [Rezaei-Seresht et al., 2019], melanoma [Pelinson et al.,
2019], kolon kanseri [Murad et al., 2015], fibrosarkoma [Rajendra Prasad et al., 2011]
ve hepatokarsinoma [Espindola et al., 2019] hiicreleri lizerinde arastirmalari
bulunmaktadir.

Bu kapsamda c¢alismamizda, CINN ve CA’nmin anti-kanser etkilerinin
arastirilmasi i¢in MM hiicreleri olan SPC111 ve SPC212 ve kontrol olarak MeT-5A
hiicreleri kullanilmistir. Literatiirden farkli olarak CINN ve CA’nin etkileri SPCI111,
SPC212 ve MeT-5A iizerinde ilk kez incelenmektedir. Yapilan canlilik analizlerinde,
CINN ve CA uygulamasiyla her iki kanser hiicresi sayisinda konsantrasyona bagli
belirgin bir azalma go6zlenirken, kontrol hiicrelerinde ise sadece yiiksek
konsantrasyonlar uygulandiginda belirgin azalma gézlemlenmistir. Diger bir deyisle
CINN ve CA, SPC111 ve SPC212 hiicrelerine kars1 Met-5A'"ya oranla daha ¢ok toksik
etki gdstermistir. Her iki molekiil karsilastirildiginda daha diisiik konsantrasyonlarda
etkili olan ve kontrol hiicrelerini kanser hiicrelerine gore daha az etkileyen CA maddesi
ile arastirmamiza devam edilmistir.

Bilindigi iizere, MAPK ve PI3K/AKT, STAT3 yolaklari, hiicrelerde ¢esitli
reaksiyonlart modiile etmek i¢in kemokinler, sitokinler ve biiytime faktorleri
tarafindan gonderilen sinyalleri asagi akis transkripsiyon faktorlerine iletmektedir
[Tsai et al., 2013]. Potansiyel kanser ilaglarinin ¢ogu bu sinyal yolaklarini
hedeflemektedir. CA uygulamasi sonrast MAPK ve PI3K sinyal yolaklarinda anahtar
proteinler olan ERK1/2 ve AKT nin fosforilasyonunun baskilanmasi CA’nin hiicrenin
hayatta kalimimi ve proliferasyonunda bu yolaklar {izerinden etkili oldugunu
diistindiirmektedir. Bununla birlikte, STAT3 fosforilasyonunu (en azindan kullanilan
konsantrasyonlarda) etkilemediginden, CA’nin etkinlik mekanizmasinin STAT yolag:
bagimsiz oldugunu disiindiirebilir. Benzer bir ¢alismada, Rosendahl ve arkadaslar

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde, CA'nin anti-Gstrojenlerin
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aktivitelerini taklit ettigini ve ana biiylime diizenleyici sinyali strojen reseptorii/siklin
DI’i ve insiilin benzeri biiyime faktori reseptorii 1/p-AKT'yi degistirerek, hasarli
hiicre dongiisii gelisimine ve hiicresel proliferasyonun azalmasina neden oldugunu
gostermistir [Rosendahl et al., 2015]. Kolon kanseri (HCT116) hiicrelerinin model
olarak kullanildig bir diger calismada, kolorektal kanser kok hiicrelerine CA ve AKT
aktivatOriiniin birlikte uygulanmasiyla, CA’nin kolorektal kanser kok hiicre kiiresi
olusumu iizerindeki oOnleyici etkileri ve CD44* ve CD133" hiicrelerinden olusan
toplam hiicre popiilasyonunun yiizdesinin ve AKT sinyal aktivasyonu ile basarili bir
sekilde hafifletildigini belirtilmistir. CA ve AKT inhibitoriiniin birlikte uygulandigi
kolorektal kanser kok hiicre kiiresi olusumu iizerinde inhibitdr etkilerin
gozlemlenmesiyle CA’nin bu hiicrelerde hiicre yenilenmesinin kok hiicre benzeri
oOzellikleri tizerindeki inhibe edici etkisinin, PI3K/AKT sinyal seviyelerini bozarak
elde edilebilecegini gostermistir [Park et al., 2020]. Bununla birlikte, Yang ve
arkadaglar1 CA'nin, birincil fare epidermal keratinositlerinde ve HaCaT hiicrelerinde
giines kaynakli ultraviyole 1s1mas1 ile uyarilmig ERK fosforilasyonunu ve asagi akis
sinyalini baskiladigini, ayn1 zamanda fare cilt dokusunun protein analizleriyle
ERK'lerin birka¢ asagi akis hedefinin giines kaynakli ultraviyole 1simasi ile uyarilan
fosforilasyonunun RSK2, Elkl ve c-Myc dahil olmak iizere kafeik asit tarafindan
baskilandigin1 gostermistir [Yang et al., 2014].

Hiicre gogii deneylerinden elde edilen sonuglar ile CA maddesinin SPC111 ve
SPC212 hiicrelerinde, konsantrasyon bagimli olarak hiicre gociinii ve bu dogrultuda
kanser hiicrelerinin metastaz yetenegini kisitlayabilecegini diisiindiirmektedir. CA
uygulamasi ile hiicre gogiiniin belirgin sekilde azaldigt MDA-MB-231 [Kabata-Dzik
et al., 2017] ve MCF-7 [Kabata-Dzik et al., 2018] meme kanseri hiicrelerinde de
gosterilmigtir. CA’nin, hiicre invazyonunda da rol oynayan matris metallopeptidaz 9’u
(MMP-9), niikleer faktor kappa B’yi (NF-kB) bloke ederek hiicre gociinii kisitladigi
belirtiimektedir [Alam et al., 2022]. Ilaveten, CA uygulanan malign HaCaT
hiicrelerinde p38, NF-kB'nin snail promotoruna DNA baglama aktivitesini azaltarak
snail’in transkripsiyonel asagi regiilasyonuna sebep oldugu belirtilmistir. Boylece,
malign insan Kkeratinositinde, p38/NF-kB/snail yolu {iizerinden hiicresel goc
kapasitesinin CA ile inhibe edilebilecegi bildirilmistir [Yang et al., 2013].
Mezotelyoma hiicreleri iizerinde yapilan bir diger ¢aligmada ERK 1/2 sinyalinin

azalmasi ile hiicresel invazyonun ve migrasyonun da azaldigi gosterilmistir
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[Tamminen et al., 2015]. Yukarida da bahsedildigi gibi ERK1/2 seviyesi CA
uygulamasiyla baskilanmaktadir. Bu kapsamda, ERK1/2’nin baskilanmasi bizim
hiicrelerimiz i¢in de hem proliferasyonu hem de hiicre gé¢iinii engelleyen mekanizma
dahilinde ¢alisabilecegi diisiincesini akla getirmektedir. Farkli ¢alismalarla bu durum
daha agik hale getirilebilir. ilaveten, MM hiicrelerinde CA uygulamasini takiben E-
Kaderin, metalloproteinazlar vb. proteinlerin [Fares et al., 2020] analizinin yapilmasi
uygun olacaktir.

Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde (H1299) CA’nin sub-G1
fazindaki hiicre popiilasyonunu arttirdigini ve Gl ve G2/M fazlarindaki hiicre
popiilasyonunu azaltarak, bu fazda hiicre dongiisiinii tutukladigi gosterilmistir [Min et
al.,, 2018]. Calismamizda, CA’nin MM hiicrelerini G2/M fazinda tutukladigi
belirlenmis, hiicre dongiisiiniin tutuklanmasinda rol alan p21 ve p27 proteinlerinin
ekspresyon seviyelerinin de konsantrasyona bagli bir sekilde artiginin belirlenmesiyle
desteklenmistir. Aktive p53'in, DNA hasarmin meydana gelmesi ile hiicre dongiisii
ilerlemesinin diizenlenmesinde rol oynadig: bilinmekte ve G2/M fazi hiicre dongiisii
tutuklamasinda p53 mekanizmasi, CDK inhibit6rii p21'in trans aktivasyonu ile
gerceklestigi  bilinmektedir [Song et al.,, 2019]. Diger bir deyisle etkin CA
konsantrasyonlarinda p53 seviyesindeki artis, CA’nin MM hiicrelerini p21 ve p27
Kullanimiyla hiicre dongiisii tutuklamasina gotiirmektedir.

CA uygulamasi: sonrasi elde edilen morfoloji analizleri, CA’nin kanser
hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak hiicre o6liimiine neden oldugunu
gostermektedir. Ilaveten, protein analizlerinde PARP seviyesinin diisiisii ve Bax
seviyesindeki artis ile kanser hiicrelerini 100 pM’dan itibaren apoptoza gonderdigini
desteklemektedir. CA’nin apoptotik etkisini inceleyen diger bir ¢aligmada, K562
kronik miyeloid 16semi hiicrelerinde CA’nin hiicre proliferasyonunu azaltmasi ile
apoptozun ig¢sel yolunu aktive etmesine benzer dogrultuda sonug elde edilmistir
[Feriotto et al., 2021]. Diger bir calismada Pelinson ve arkadaslari SK-Mel-28
melanoma hiicrelerine 200 uM CA uygulayarak, kaspaz 1, 3 ve 8'in gen
ekspresyonunun CA uygulanmayan hiicrelere kiyasla arttifini gostermistir, bu da
kafeik asit kaynakli hiicre Oliimiiniin kaspaz bagimli olabilecegini gdstermektedir
[Pelinson et al., 2019]. Tim bunlara ilaveten, Teng ve arkadaslarmin HeLaS3 insan
servikal epiteloid kanseri, KB/VIN ¢oklu ila¢ direnci bulunan insan servikal kanseri

ve ABCB1/Flp-In™-293 insan P-glikoprotein (P-gp) stabil ekspresyon hiicrelerinde
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yaptiklari calismada, CA’nin insan P-gp'sinin disa akis islevini engelleyerek ¢oklu ilag
direnci sorununu hafifletebilecegini, CA’nin ¢esitli modiile edici mekanizmalar
araciligiyla ¢oklu ilag direnci bulunan kanser hiicrelerinin kemoterapétik ilaglart hiicre
igerisinde tutmasina yardimci olarak daha fazla apoptozu ve hiicre 6liimiinii tesvik
ettigi bulgularina ulasmistir [Teng et al., 2020]. Boylece, CA’nin kendi basina olmasa
bile farkli tedavi yOntemlerine ek olarak uygulanmasinin potansiyelini ortaya
koymaktadir. Bu ¢alisma temel alinarak MM hiicrelerinde de benzer adimlar gelecekte
takip edilebilir.

MM tedavisi ve c¢esitli kanserin tedavisi i¢in yeni potansiyel ilaglar
denenmektedir. Polifenoller gibi dogal kaynakli maddeler antikanser ilaglarinin kesfi
icin potansiyel bilesenlerdir. Giiniimiizde bir¢cok laboratuvar bu maddelerin insan
tizerindeki antikanser etkileri lizerinde ¢alismaktadir. Biz calismamizda CA’nin MM
tedavisinde kullanilabilirligi acisindan hiicresel proliferasyon, migrasyon, hiicre
dongiisii ve oliimii ve hiicresel protein seviyelerine etkisini degerlendirdik. CA'nin
MM hiicreleri tizerindeki anti-kanser potansiyeline dair 6n bulgular elde ettik ve ileri
analizler ile etki mekanizmasinin daha derin bir sekilde arastirilmasini

hedeflemekteyiz.
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