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OZET

HepG2 HUCRE KULTURLERINDE OUABAININ ANTIKANSER ETKiSi VE
ENDOPLAZMIK RETIKULUM STRES CEVABI ILE ILISKiSi

Glukoz voksunlugu solid timdrlerin merkezinde olusan bir durumdur ve hiicrelerde
katlanmamus protein yamutim (UPR) aktive eder. 2-deoksiglukoz (2-DG}, glikolizi inhibe eden
ve hiicre biiylimesini bloklayan sentetik bir glukoz analogudur. 2-DG, protein glikozilasyon
inhibisyonu yolu ile Endoplazmik Retikulum (ER) stresini uyarir.

Kardiyotonik bir steroit olan ouabain spesifik Na'/K'-ATPaz inhibitériidiir. Onceki
caligmalarda insan karacifer kanser hiicrelerinde apoptoz tizerinde ouabainin bazi rolleri
olabilecegi gdsterilmigti. Ancak ouabain ve UPR arasindaki iliski tam olarak
bilinmemektedir. Bu nedenle, HepG2 hiicrelerinde UPR, proliferasyon ve apoptoz lizerinde
ouabainin olast etkilerini arastirmay: planladik. Bu g¢alismada, HepG2 hiicre hattinda
ouabainin 2-DG varh@inda‘yoklugunda UPR wve apoptoz iizerine farmakolojik etkisini
incelemeyi amagladik.

HepG2 hiicreleri (5x10°/kuyucuk) 96-kuyucuklu pleytte bir gece kiiltire edildi ve
ardindan 10 mM 2-DG varlifinda veya voklugunda .75 nM., 7.5 nM, 75 nM ve 750 nM
ouabain ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edildi. Aym zamanda kantitatif olarak RT-PCR
ile Grp78, Grp94, CHOP. XBP-1, MTJ-1, Cav-1, HKIl, MDR-1, MRP-1, HO-1, Par-4
ekspresyon diizevlerini 6letiik. IREla etkinligini belirlemek i¢cin PCR-RFLP yapildi. Hep(G2
hiicrelerinin  sayisi, canhiligi we cogalmasi gergek zamanli hiicre analiz sistemi ile

degerlendirildi.

Elektriksel impedans sinyaline dayal olarak gercek zamanh hiicre analizi ile
gosterildigi gibi 2-DG ile beraber stres kosullarinda daha fazla etkili olan ouabain 0.75, 7.5 ve
75 nM dozlarinda sitotoksik etki gostermedi. 0.75 ve 7.5 nM ouabain kontrol grubu ile
karsilastinldiginda MDR-1 ekspresyonunu downregiile ederek ilag direncini azaltt, Tek
basina 75 nM ouabain Grp78 ekspresyonunu uyarirken 2-DG'nin uyardifn Grp78 artisim ise
baskiladi, boylece HepG2 hiicrelerini sitotoksisiteye duyarli kilabilmektedir. Tek basina 2-
DG, HO-1 ve HKII ekspresyonunu arttinrken 2-DG ile birlikte ouabain hem HO-1 hem de
HKII ekspresyonunu azaltti. Tek bagina ouabain ile doza bagh olarak Par-4 ekspresyonu
upregiile oldu ve 2-DG ile kombine edildiginde bu etki daha belirgin gériildi, béylece
muhtemelen apoptozu uyarabilmektedir. 75 nM ouabain ile XBP-1 mRNA splicing aktive
edildi.
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Bulgularimiza gore, ouabain tipik bir UPR indiikleyicisi degildir fakat glukoz ach@
durumunda HepG2 hiicrelerini sitotoksisiteye veya apoptoza yatkin hale getirebilir. 2-DG
varlifinda ouabain tarafindan UPR yamtimin bozulmasi, kanser hiicresini segici olarak
6ldiirmek i¢in cazip bir yaklasim olabilir ve ouabain uygulamasi solid tiimérlere karsi UPR
hedefli ilag gelistirmek icin kimyasal bir temel saglayabilir. Ouabainin konvansiyonel kanser

tedavisine yardimei olarak kullanimm da giincel bir arastirma konusudur.

Anahtar Kelimeler: Endoplazmik Retikulum Stresi; Katlanmamis Protein Yaniti; Ouabain;

2-deoksiglukoz; Apoptoz
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SUMMARY

ANTICANCER EFFECT OF OUABAIN IN HepG2 CELL CULTURES AND THE
RELATIONSHIP BETWEEN OUABAIN AND ENDOPLASMIC RETICULUM
STRESS RESPONSE

Glucose deprivation is a condition that occurs in interior of solid tumors and activates
the unfolded protein response (UPR) in cells. 2-deoxyglucose (2-DG) is a synthetic glucose
analogue that inhibits glycolysis and blocks cell growth. 2-DG can induce Endoplasmic
Reticulum (ER) stres through inhibition of protein glycosylation.

Ouabain, a cardiotonic steroid, is a specific inhibitor of the Na /K -ATPase. Previous
reports have shown that there might have been some roles of ouabain on apoptosis in human
liver carcinoma cells. In addition to this, the relationship between ouabain and UPR is not
known well. Therefore, we have planned to invastigate the possible effects of ouabain on
UPR, proliferation and apoptosis in HepG2 cells. In this study, we aimed to examine the
pharmacological effect of ouabain with/without 2-DG on UPR and apoptosis in HepG2 cell
line.

HepG2 cells were cultured overnight in 96-well plates (5x10°/well) and then treated
with 0.75 nM, 7.5 nM, 75 nM and 750 nM ouabain, in the absence or presence of 10 mM 2-
DG during 24 and 48 hours. We also measured quantitatively expression levels of Grp78,
Grp94, CHOP, XBP-1, MTI-1, Cav-1, HKI, MDR-1, MRP-1, HO-1, Par-4 by RT-PCR.
PCR-RFLP was also performed to determine IREla activity. Cell number, viability and
proliferation of HepG2 cells were evaluated by real time cell analyzer system.

0.75, 7.5 and 75 nM ouabain did not cause cytotoxicity whereas they were very
effective under 2-DG stress conditions, as evidenced by real time cell analysis based on
electrical impedance signal. 075 and 7,5 nM ouabain have the reducing effects on
chemoresistance, as suggested by down-regulated MDR-1 expression compared with control.
75 nM ouabain alone induced Grp78 expression, paradoxically, it effectively suppressed 2-
DG-induced Grp78 induction, thereby sensitizing HepG2 cells to cytotoxicity, When
combined with 2-DG, ouabain decreased both HKII and HO-1 expressions as opposed to 2-
DG alone. Par-4 was up-regulated dose-dependently by ouabain alone and it was more
pronounced when combined with 2-DG, thereby possibly inducing apoptosis. We also showed

that XBP-1 mRNA splicing was activated by 75 nM ouabain.
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As a result of our findings, ouabain is not a typical UPR inducer but it can be
sensitized cytotoxicity or apoptosis to HepG2 cells in glucose deprivation condition. The UPR
disrupted by ouabain in presence 2-DG could be an attractive approach for killing selective
cancer cell, and ouabain treatment could provide a chemical basis for developing UPR-
targeting drugs against solid tumors. Ouabain as an adjunct to conventional cancer therapy

also warrants vigorous investigation.

Keywords: Endoplasmic Reticulum Stress: Unfolded Protein Response; Ouabain; 2-

deoxyglucose; Apoptosis
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1.GIRIS ve AMAC

Hiicre fonksiyonlanm viirliitmek igin proteinler uygun bigimde katlanmis
olmalidir. Katlanmamig veya vanhs katlanmis proteinler hiicre sagkalimina negatif
yonde etki edebilir Endoplazmik Retikulum (ER); hiicre zar1, golgi. lizozomlar ve diger
organellere sekrete edilecek olan proteinlerin sentez edildigi ve katlandi@i organeldir.
ER’de protein katlanmasiin gesitli fizyolojik ve patolojik kosullar altinda bozulmas:
'ER stres' olarak adlandirilir. Hiicre ER stresi yenebilmek i¢in dért farkli yamt verir. Ilk
vanit protein sentezinin durdurulmasidir. Ikinei yamt, immiinglobulin agir zincir
baglayic1 protein/glukoz regiile protein 78 (BiP/Grp78) ve glukoz regiile protein 94
(Grp94) gibi ER saperon proteinlerinin sentezini artrmaktir. Ugiincii yamit ubikitin-
proteozom sistemi tarafindan ER’de yanhs katlanmis proteinleri ortadan kaldirmak igin
ER degradasyon vollarinin aktivasyonudur. Dérdiineti yamt ER iglevlerinde ciddi bir
sekilde zarar olustuunda, hasarl hiicreleri ortadan kaldwrarak organizmay: korumak
icin apoptozdur (93).

Calismamizda kullandigimiz ouabain, kardiyotonik steroitler simfina ait pozitif
inotropik etkileri olan bir ilagtwr. Ouabain, membran Na'/K'-ATPaz pompasini
dogrudan inhibe ederek hiicre i¢i Na' konsantrasyonunu yiikseltip plazma membraninda
verlesik olan Na /Ca’" degistirici pompay1 aktive ederek hiicre igi Ca’" artigma neden
olur (45). Etki mekanizmasi hiicre tipine ve doza bagh olarak degismektedir. (65) Tiim
hiicreler ouabain igin afinitesi farkli gesitli Na'/K™-ATPaz formlan igerir. Bu yiizden,
ouabain kontraktiliteyi, biiylime ve farkhilagmay1 dokuya Ozgii olarak etkiler (109).
Farkli hiicre kiiltiirlerinde vapilan galigmalarda ouabanin proliferatif ve apoptotik
ozellikleri arastinilmistir (109, 45). Yapilan ¢aligmalarda farkl hiicre tiplerinde kanser
hiicrelerinin ouabainle muamele edilmesinin apoptotik hiicre &liimlerine yol agtif
gosterilmigtir (131, 51, 45, 115, 62). Ancak ouabainin bu etkilerinde katlanmamig
protein cevabi (UPR) sinyal yolunun rolii olup olmadif: bilinmemektedir. Yaptigimiz
literatiir taramasinda boyle bir ¢alismaya rastlamadik. Uygulanan ouabain protokolii ve
dozlan literatiirdeki diger kanser hiicre kiiltiirli ¢alismalan esas alinarak tespit edildi
(70, 86, 115, 131).

Kimyasal bir glukoz analogu olan 2-deoksiglukoz (2-DG) ¢ahsmamizda
UPR "nin aktive oldugu hipoksi-hipoglisemi modeli olusturmak amaci ile kullamild. (55,



107). Ouabain ile 2-DG kombine iken UPR cevabinin nasil etkilendigi arastinldi. 2-DG
doz tespiti literatiirdeki hiicre kiiltiir caligmalan g6z 6niine alinarak yapild (42, 107).

Calismamizin diger bir amaci da hepatoseliiler karsinom (HepG2) hiicre
kiiltiiriinde adi gegen kimyasal maddeleri farklh doz ve kombinasyonlarda kullanarak
antiproliferatif etkileri belirlemektir. UPR aktivasyonu ile tlimér progresyonu, ilag
direnci ve invazyon arasinda iligki oldugu bir¢ok yayinda rapor edilmistir. (94, 125, 67).
Ouabainin doza bagh olarak kanser hiicrelerinde hem proliferasyvonu hem de apoptozu
uvardigi bildirilmistir (25).

Hiicre kiiltiiri birgok hiicre i¢i mekanizmalarin arastinlabildigi uygun ve
giivenilir galisma kosullarim saglamaktadir. Ayni zamanda hiicreler farkl: kimyasallarla
muamele edilerek hiicrenin  vermis oldugu organel bazindaki cevaplar da
aragtirilabilmektedir. Calismamizda hiicre modeli olarak glukoz aghg ile apoptoza
direncli hale gelen HepG2 hiicre hatti sec¢ildi (66). HepG2 hiicrelerinde apoptotik
oldugu daha dnce gdsterilmis olan ouabain farkh siire ve dozlarda uygulanarak UPR
gen ekspresyonlan degerlendirildi (131).

Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR), gen ekspresyon analizleri
i¢in sik kullanilmaktadir. Primer ve problar Universal Probe Library (UPL) prob dizayn
programm kullamlarak belirlendi ve spesifiklikleri farklh biyoinformatik analizler ile
(BLAT, Blast) degerlendirildi. Gen analizi ise kantitatif RT-PCR metodu kullanilarak
tespit edildi. Sonuglarin yorumlanmasi komperatif Ct (Threshold Siklus) metodunu
kullanan bir software aracilifi ile yapildi.

Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP}, polimorfizm analizlerinde
yvaygin olarak kullamlmaktadir. UPR sinval yollarindan biri olan Inositol requiring
kinase la (IREla) aktivitesini belirlemek i¢in esas alinan X-Box Binding Protein 1
(XBP-1) mRNA splicing (XBP-1s) diizeyi PCR-RFLP metodu ile analiz edildi.
Sonuglar dansitometrik jel analizi y6ntemi ile degerlendirildi.

Bu ¢alismada 2-DG modeli olusturmak suretiyle HepG2 hiicrelerinde normoksik
sartlarda hipoksi-hipoglisemi sartlar olusturuldu. 2-DG modeli aym zamanda UPR’nin
aktif oldugu bir siiregtir. 2-DG modeli kullanilarak UPR modiilasyonu yapan ajanlar
belirlenmeye ¢alisiimaktadir. 2-DG ile kombine iken UPR modiilasyonu yapan bir ajan
tespit edilebilirse antiproliferetif, antikanser ve apoptotik etki dne gikivor demektir. Bu



dogrultuda ouabainin 2-DG ile kombine iken antitiimoral etkisinin olup clmadifi ve

varsa bu etkinin ER stres ile iliskisi aragtirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1 Na'/K"-ATPaz POMPASI

Na /K -ATPaz ¢ogu memeli hiicrelerinde bulunan bir integral membran
proteinidir. Bir adenozin trifosfat (ATP) molekiiliiniin hidrolizi ile hiicreden 3 Na™ gikisi
ve 2 K girisi yapan bir ivon pompasidir, Bu pompalama siireci hiicre hacminin
diizenlenmesi kadar. kas ve sinir dokusunun faaliveti i¢in gerekli olan kimyasal ve
elektriksel gradiventi iiretir ve Ozellikle aminoasitler, sekerler ve fosfat tasinmasi igin
itici bir gii¢ saglar (131, 72). Son 10 yildir biriken kanitlar Na'/K -ATPaz’1n bir sinyal
reseptorii olarak gorev vaptifim gostermektedir. Na /K -ATPaz'in bu kural disi
fonksiyonu protein kinazlar, membran tasiyicilan, kanallar ve hilcresel reseptrleri
igeren gesitli proteinlerle etkilesimlerine baghdir; ouabain gibi endojen veya eksojen
kardiyotonik steroitlerin, bu reseptér/protein kompleksine baglanmas:1 protein kinaz
kaskadlarni1 harekete gegirerek cok sayida ikincil haberciler olusturur. Na'/K -
ATPaz'in birden fazla domain iizerinden Src ile etkilesebilecegi in vitro olarak
gsterilmigtir. Bu etkilesim Src’yi inaktif durumda tutar; ouabainin Na'/K'-ATPaz
kompleksine baglanmasi etkilesimi degistirip aktivasyon saglar. Kiiltiir hiicrelerinde
kaveola iginde Na'/K -ATPaz reseptorii Src ile beraber bulunur. Na'/K'-ATPaz/Src
kompleksi ouabain ile aktive edilince protein kinaz kaskadlan aktive edilir ve ikineil
haberciler olusur (72). Normal istirahat membran potansiveli ve gesitli hiicresel
faalivetler icin sitoplazmada vitksek K~ ve diisiik Na' gereklidir. Bunun olusturulmasi
ve korunmasindan sorumlu elan pompa tarafindan ivonik homeostazin saflanmasi hiicre
biiyiimesi, farklilagmasi, hiicre sagkalimi, hiicre migrasyonunun meodiilasyonu ve
hiicre-hiicre etkilesimleri igin Snemlidir. Hayvan ve insan kardivositlerinde ve niral
doku plazma zannda Na'/K'-ATPaz altbirimlerinin kompleksleri fazlaca bulunur.
Aynca insan meme kanseri hiicrelerinde bulunur. Pompanin meme kanserinde tedavi
edici ilaglarin gelisimi igin potansiyel olarak ©Gnemli bir hedef olabilecegi

onerilmektedir (21).

2.1.1 Na'/K'-ATPaz altiiniteleri

Na /K -ATPaz iki majér polipeptidin farkli molekiiler formlar: ile olusan bir
oligomerdir. Memelilerde bu majér polipeptitler dort vapisal varyanti olan alfa
polipeptit («l, a2, a3, ad) ve li¢ yapisal varyant: olan beta polipeptit (B1, B2, p3) olarak
tamimlanmaktadir, Farkli oligomerlerde alfa ve beta polipeptit beraberligi Na'/K -



ATPaz"in benzersiz fonksivonel dzellikleri ve doku spesifik ekspresyon paterni olan
gesitli izozimlerini olusturur. ¢l ve Bl izoformlan dokularda yaygin olarak eksprese
olan Na'/K'-ATPaz izozimi olup bdbrekte vaygin izozimdir. al ve Bl altbirimine
ilaveten bitbrekte liclincli bir gama (gama a ve gama b) polipeptit bulunur (86). N
terminal kuyruktaki 2 lizin ve bir 18sin igeren LKK motifi sayesinde Inozitol 1,4,5-
Trifosfat Reseptor (IP3R) ile baglamr. Bu motif tiim izoformlarda bulunur ve pompanin

sinyalizasyon fonksiyonu igin énemlidir (8).
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Sekill. Na™/K"-ATPaz pompasi altiiniteleri (13)

110 kDa a altiinite enzimin katalitik {initesidir. 31.5 kDa 3 altiinite glikoziledir.
«l; bobrek, karaciger, kalp, beyin, akciger ve tiim dokularda, o2; beyin, damar diiz kas,
kalp. adiposit, kartilaj doku ve kemikte. a3; beyin. a4; testiste exprese edilir. o altiinite
10 transmembran (TM) segmente sahiptir, sodyum ve kardiyotonik steroit (KTS) igin
ekstraseliiler segmentte baglanma bélgesi. potasyum ve ATP igin intraseliiler luplarda
baglanma bolgesi igerir. Diizenleyici B altiinitesi tek bir TM segmente sahiptir ve
glikozilasyon bélgesi igerir ve Na'/K'-ATPaz pompa aktivitesini kontrol eder. of
kompleksleri fonksivonel dimerik iiniteyi olusturur. Gama altiinite olarak bilinen FXYD
motifi off kompleksinin spesifik domainleri ile iligkili olup katalitik Gzellikleri modiile
eder. 4u ve 3P izoformu dokular arasinda KTS sensiviteleri farkli olan gesitli of

komplekslerinin olusumuna izin verir. Rodent bdbregindeki a1 izoformunun ouabaine



sensivitesinin beyindeki o3 izoformuna gére daha az oldugu bulunmustur. B1; tim
dokularda, B2 ve B3; beyin, kartilaj doku ve eritrositte eksprese edilir {13).

KTS, ol ekstraseliiler segmentindeki spesifik baglanma bdlgesi (TM1-TM2,
TM5-TM6 ve TM7-TMS8) ile etkilesir. Ayrica TM bdlgesindeki (M4, M6, M10) bazi
aminoasitler ouabain ile etkilesir. Ekstraseltiler TM1-TM2’deki 111-122 sekanslardaki
aminoasitler KTS baglanmasinda énemlidir. izoformlardaki aminoasit sekans farkhilig
sensitiviteyi farkli kilar. a subiinit protein kinaz A (PKA) ve protein kinaz C (PKC) ile
fosforillenir (13). Pulmoner arter diiz kas plazma membranindaki kaveol vezikiillerinde
al, a2 ve Bl izoformlar, membranda ise sadece al ve Pl izoformlar belirlenmistir. 40
nM ouabain ile kaveoldeki Na/K'-ATPaz enziminin % 40’1 inhibe olurken
membrandaki etkilenmedigi i¢in inhibisyonda kaveoldeki a2B1 izoziminin etkili oldugu
anlasiimistir. Kaveol vezikiiliinde Kaveolin-1 (Cav-1) ile Na'/K -ATPaz’m kolokalize
oldugu bulunmustur (34).

Zhong-Wei ve ark. tarafindan Na'/K'-ATPaz al altbirim ekspresyonunun HCC
dokusunda normal karaciger dokusundan daha yiiksek oldugu gosterilmigtir. Ouabain ve
Na /K -ATPaz al igin kiigiik interferans riboniikleik asit {(siRNA) kullanilarak HepG2
hiicre ¢ogalmasi inhibe edilmistir (131). Normal insan b&brek hiicrelerine (NHK)
benzer sekilde otozomal dominant polikistik bébrek hastalifinda (ADPKD) al ve Bl
izoformlar varken ADPKD’de y izoform varyantlarmmn arttign bulunmustur. QOuabain
doz-cevap egrisi ADPKD hiicrelerinin NHK ya gore % 20 daha fazla ouabain afinitesi
oldugunu gostermigtir. Ancak bu afinite farkhilifinin izoform ekspresyon farklilig:

nedenivle olmadif: diistiniilmiistiir (86).

2.2 KARDIYOTONIK STEROITLER (KTS)

Endojen dijitaller, kardenolidler ve bufadienolidler olarak iki grupta
siniflandirtlir. Ouabain bir Afrika ok zehiri olan Quabaio agacindan ve Strophanthus
gratus bitkisinden elde edilir. Ouabain, digoksin ve bufalin gibi KTS’ler Na'/K'-
ATPaz in dogal inhibitérleridir (131). Kardiyak glikozitlerin intraseliiler Ca®" artigi ile
olusan inotropik etkisi, mivokard kasilma giiciinii arttirir (45).

KTSler, William Withering tarafindan 200 w1l dnce konjestif kalp yetmezligi
tedavisi i¢in ilag olarak tammlanmustir (110). 1953’de Albert Szent-Gyorgyi,
memelilerde endojen bir dijital varlijim ortaya atmistir (111). 1953°de Schatzmann,

K TS nin sodyum pompasim inhibe ettigini ve plazma zarinda Na /K -ATPaz'm dijital



reseptorii oldugunu kesfetmistir. 1957 vilinda Skou tarafindan, sodyum pompasimin
biyokimyasal esdegeri olarak Na /K -ATPaz tammlanmistir (110). 1960’larda NCX
memeli kalp kasinda kesfedilmistir. 1991°de Hamlyn wve ark. ilk olarak insan
plazmasinda endojen ouabaini tespit etmislerdir. Schneider ve ark. ise ilk olarak adrenal
bezlerden sentezlendigini géstermiglerdir (111).

Kardiyak aritmiler ve g¢esitli néronal irritasyonlar gibi toksik etkileri, kardivak
Na /K™-ATPaz pompasim inhibe ederek kalp kas: kasilmasim uyaric: (pozitif inotropik)
etkilerini gblgelemektedir. Terapiitik ve toksik KTS konsantrasyonlar arasinda dar bir
terapitik pencere bulunmaktadir ve doz agimi sonucu ciddi toksisite sik gariiliir (110).

KTS maruziyeti malign meme kanser hiicrelerinin, prostat kanser hiicrelerinin,
insan l&semi hiicreleri veya néronal hiicrelerin liimiine yol acar. Béylece konjestif kalp
yetmezligi tedavisi i¢in iyi bilinen KTS malignite tedavisi i¢in olanak sunabilir (62).
2.2.1 KTS sinyal etki mekanizmas hipotezleri

Simdiye kadar hiicresel sinyal olusturmada KTS etkisini agiklayan iki farkhi
hipotez vardir. Ilki, diiz kas hiicreleri, hipokampal néronlar veya kemirgenlerin
astrositlerinde, sarkoplazmik/endoplazmik retikulum (SR/ER) membranina vakin olan
plazma membranimn belirli bir alaninda yerlesik a2 ve a3 pompa izoformlanmmn
(plasmERosome) inhibisyonunun KTS ile indiiklendigini varsayar. a2 veya a3 pompa
izoformunun inhibisyonu NCX aktivasyonu ile plasmERosome’da Ca®™ artigina ol
agar. Bu, SR/ER den sitoplazmaya daha fazla Ca®' salinmasim uyarir ve hiicre i¢i sinyal
kaskadi tetiklenir. Arter diiz kas hiicrelerinde arterioler kasilma bu volla esansiyel
hipertansiyona neden olabilir (110).

Alternatif bir model olarak sodyum pompasi, ligandla etkilestiginde diizenlenen
ve birbirivle iletisim kurabilen kaveola proteinlerinin bir iiyesidir. Bu vyapiva
signalosome denir. Signalosome iginde lokalize olan sodyum pompalan ile KTS
etkilesimleri sodyum pompasimin konformasyon defisikligine neden olabilir. Bu
degisimle olusan sinyal, SR/ER IP3R’ii ile pompa o altbiriminin amino terminal
etkilesimi sonucu iletilir. Bu iletim ve Src bagimh fosforilasyon ve fosfolipaz C al
(PL.Cul) aktivasyonu, inozitol trifosfat (IP3) olusumunu ve ER’den Ca’’ salinimim
artirir, Ca®' viiksekligi ve PLC ol tizerinden diacilgliserol olusumu PKC’yi uyarir. Sre
kinaz aktivasyonu, difer taraftan epidermal biiyiime faktdrii reseptér (EGFR)

fosforilasyonu ve Rat sarcoma/Rapidly Accelerated Fibrosarcoma/Mitogen-activated



protein kinases/extracellular-signal-regulated kinases (Ras/RaffMEK/ERK1/2) yolunun
aktivasyonuna vol acar. Bu sinyal kaskadlarimin aktivasyonu sadece gen aktivasyonunu
ve hiicre gogalmasim uyarmakla kalmaz, aym zamanda Ca™* bagimlh KTS etkileri (PKC
aktivasyonu gibi) ve sodyum pompasi etkilesimi ile olusan Ca’ -bagimsiz sinyalizasyon

olaylar arasinda da bir baglanti saglar (110).

PlasmERosome model Signalosome model
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Sekil 2. KTS etki mekanizmasi (110)

Ras/RaffMEK/ERK1/2 sinyalizasyon kaskadi, sodyum pompalamasi olmayan
mutant pompa ile KTS etkilestifi zaman da aktive edilir, bu da yerel Na' artisim
izleyen Ca®" vilksekliinin sinyalizasyon siirecinin indiiksivonu igin mutlaka gerekli
olmadigim  gostermektedir. Na /K -ATPaz o altbirimindeki PI3K baglayic
aminoterminal motif, yaygin gézlenen KTS bagh PI3K/Akt kaskad stimiilasyonu igin
molekiiler temel olugturur, PI3K/Akt kaskad: bobrek proksimal tiibiil hiicre goZalmasim
saglar, insan umbilikal ven endotel hiicrelerini apoptozdan korur ve aym hiicrelerde
endotel nitrik oksit sentaz (eNOS) fosforilasvonunu uyvarnp nitrik oksit (NO) iiriin
olusumunu uyarir. Bu son etki KTS ye bagh sodyum pompa inhibisyonu ile iligkili
degildir, aksine KTS nanomolar konsantrasyonlarda % 15-20 sodyum pompasi

aktivasyonunu uyarir (110).



2.3 OUABAIN

Yapisal olarak KTSler; bir steroit gekirdek, buraya baglanan 5 veva 6 iiveli
lakton halkas: (kardenolidler veya bufadienolidler) ve seker bileseni olmak iizere ii¢ ana
bilesenden olusmaktadir. Ouabain igin geker bileseni ramnozdur. Bazi KTS’lerin

(geninler) seker bileseni eksiktir (26).

Quabain

(F°
)

)

Sekil 3. Ouabain kimyasal yapisi (26)

2.3.1 Endojen ouabain

{1k olarak 1991°de John Hamlyn ve ark. tarafindan insan plazmasinda nanomolar
diizeyinde endojen ouabain oldugu bulunmustur (44, 45). Hamlyn, eksojen ouabain ve
endojen ouabainin (EQ) molekiil agirh@nin aym oldugunu ve EQ’nun 0,3-0,6 nmol/L
fizyolojik konsantrasyonu ile aym dozda eksojen ouabainin bivolojik &zelliklerinin
tamamen benzer oldugunu dogrulamistir (131). Hem primer hem de immortal kiiltiir
hiicrelerinde nanomolar konsantrasyonlan gok savida sinyal iletimini uyarabilir. Na* ve
K" ge¢isini  etkilemeden Na'/K'-ATPaz yolu ile hiicre sinyval yollarni
etkileyebilmektedir (45).

Ouabain, adrenal glandlarda ve hipotalamusta tiretilen bir memeli hormonudur
(111, 109). ilk olarak Schneider ve ark. tarafindan adrenallerden sentezlendigi
gosterilmistir, Biyosentezi adrenal =zona fasikiilata hiicrelerinde olur. Sigir
adrenokortikal hiicre kiiltiiriinde ouabainin adrenokortikotropin, alfal adrenerjik
reseptér agonistleri ve anjiyotensin I ile salindif1 gosterilmigtir. Kdpeklerde kosu band:
egzersizi ile kanda hizla 50-500 kat arttify, istirahatte 5-8 dakikada yarlandig
bildirilmistir. Sodyum imbalansi, kronik renal yetmezlik, hiperaldosteronizm, konjestif

kalp yetmezligi, preeklampsi endojen ouabain konsantrasyonlannmn arttigi durumlardir



(111). Memelilerde dolasimdaki ouabain diizeyinin hiicre biiyiime ve diferansivasyon
artigini gerektiren gebelik, erken postnatal yagam ve tek tarafli nefrektomi sonrasi gibi
durumlarda artmasimn dnemli oldugu bildirilmistir. Bobrek biiviimesi ve gelismesinde
diizenleyici bir rolil olabilir (70).

In witro olarak proliferasyonu saglamak ig¢in gereken eksojen ouabain
konsantrasyonu (100 pmol/L) goniillii saghkh insan plazmasmda in vivo bulunan ile
aym diizeydedir. Diger endojen kardivak glikozitler de memeli plazmasinda tespit
edilmigtir. Bunlar ouabain iliskili digoksin benzeri bilesik (DLS) gibi kardenolidler ve
marinobufagenin ve proscillaridin A gibi bufadienolidlerdir (45).

Kalp ve diz kas
kontraktilite artigi

Sekil 4. Ouabain sinyal iletim yollari (109)

Aizman ve ark. diisiik dozlarda ouabainin Na'/K™-ATPaz'i kismen inhibe
ettifini ve bir hormon gibi davranan ouabainin bir sinyal doniigtiirlicii ve niiklear faktor
kapa beta (NF-kB) aktivatorii olarak etki ettifini gostermislerdir (4). Ouabain ile
karmagik hiicre sinyalizasyon kaskadlan uyanlmaktadir. Sican kalp kasi hiicrelerinde
ouabaine bagh hiicre i¢ci Ca™ artis1, sirayla PKC ve Raf-ERK1/2 kinaz aktivasyonuna
yol agar ve aktivatir protein 1 (AP-1)"i olugturan transkripsivon faktérleri c-fos ve c-jun

aktivasyonu/ekspresyonuna neden olur. Bu da anormal kas hiicre biiyiimesine yol agar.
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PKC aktivasyonu Ca™ bagimsiz yol ile de olabilir. Fizyolojik &nemi belli olmamasina
ragmen, Na'/K'-ATPaz bir PKC substrati olarak bilinir. Béylece Aizman tarafindan
tanimlanan, ouabaine bagh hiicre igi Ca'™" artigt bir Ca™~ dongiisii ile kontrol ediliyor
olabilir. Kardiyoaktif steroitler tizerindeki bu yeni bakis agis1 hipertansivon tedavisine
venilik¢i vaklasimlar getirebilir. Ouabaine bagh ve genetik hipertansivonda PST 2238,
bir ouabain antagonisti ila¢ olarak etki gosteren ilk tedavidir (109).

Son yaymlanan makaleler ouabainin nanomolar konsantrasyonlarimin ¢ok sayida
sinyal iletim olaylarm baslatabilecegini géstermektedir. Endojen ouabainin fizyolojik
ve patofizyolojik rolii kesin iken mekanizmasi tam olarak g¢dzillememistir ve insan

biyolojisinde siradig: steroit fonksiyonu olabilir (45).

2.3.2 Ouabainin nanomolar konsantrasyonlari ile uyarilan sinyal iletimi olaylar::

2.3.2.1 Hiicre cogalmasi

Son zamanlarda ouabainin miyokart, diiz kas, renal proksimal tiibiil hiicreleri ve
astrositleri igeren cesitli hiicre tiplerinde proliferasyonu uyardifi gésterilmistir.
Mitojenik etki mekanizmas: tam olarak anlasilamamistir. Miyokart, NHK ve ADPKD
hiicresinde oubaninin Src/EGFR/MEK/ERK yolunu aktive etmesi hiicre biiyiimesinde

gerekli olan genlerin ekspresyonu ile sonuglanir ve proliferasyon uyarilabilir (86).

Damar tonlsindn Oualbkain
diizenlenmesi EGER ‘
Ekstraseliler Ca™
J('\_ ' Nz*/K' ATPaz
1 1 | [
n/R i
IS Rat

Diferansiasyon
Apoptotik/hibrid Hixcrese! yasam
hiicre alimi

Sekil 5. Ouabain etki mekanizmalan (45)



Sigan renal proksimal tiibill hiicrelerinin primer kiiltiirlinde ve bobrek hiicre
hattinda diisiik doz ouabainin intraseliiler depolardan IP3R araciligiyla yavas kalsivum
salinimina ve transkripsivon fakt6rii niiklear faktér kapa beta (NF-kB) aktivasyonuna
neden oldugu ve bu yolla antiapoptotik ve proliferatif etkileri oldugu goésterilmistir.
Serum ach@ olusturulan sigan proksimal tiibiil hiicrelerinde 1 ve 10 nM ouabain
apoptotik etkivi 6nlemis ancak Staurosporin’in tetikledigi apoptoza etkisi olmamigtir
(70).

Kometiani ve ark., Haas ve ark., Liu ve ark. ouabainin diisiik konsantrasyonlarda
sigan kalp miyosit hipertrofisini ve ERKI1/2 fosforilasyonunu aktifledigini ve bu
etkilerin intraseliiler Na' ve Ca®" konsantrasyon degisikliklerinden tamamen bagimsiz
oldugunu gostermislerdir (1).

Chibalin ve ark. ouabainin diiz kas hiicrelerinde Src sinyal volunu aktive ederek
glikojen sentezini ve insilini uyardigimi géstermislerdir. Bu sinyal volu dijital ilaglarin
iskelet kasinda insiilin cevabim gelistirmek icin yararl bir yan etkisi olabilir (8)

Diiz kas, insan serviks epitelval karsinom (Hela) ve niroblastom hiicrelerinde,
ouabainin apoptozu uyardifi buna karsihk, LLC-PK1 wve bobrek hiicrelerinde
antiapoptotik etkisi oldugu ve sigcan bobrek proksimal tiibiiler hiicrelerinde serum
voksunlugu ile uyarilan apoptozu 8nledigi gosterildi. Ouabainin bu etkileri muhtemelen
hiicre tipi, dozu, maruz kalma siiresi ya da diger faktorlere bagh olabilmektedir (65).
2.3.2.2 Kalsiyam mobilizasyonu

Kalsiyum, ¢ok sayida hiicresel fonksiyonlan diizenleven ¢ok yonlii hilere igi
sinyal olusturur. Kalsiyum sinyali hiicre i¢i depolardan veya ekstraseliiler ortamdan
retilir. Kalsiyum homeostaz: bir dizi reseptorler, sinval doniistiiriiciiler, ivon kanallari,
tamponlar, effekttrler, iyon pompalar ve degistiricilerle diizenlenir. Quabainin hiicre
ici Na"*u yikselterck plazma membramndaki NCX’i aktive etmesi ile intraseliiler Ca®"
artigini etkilevebilecegi disiniilmekte idi ancak, hicre igi Na  artisi olmadan da
ouabaine vamt olarak hiicre ici Ca’'da artis oldugu bilinmektedir. Hiicre igi Ca®
diizeylerindeki artig sadece pompa inhibisyonunun sonucu degildir aym zamanda sinyal
iletimi olaylarina da bagh olabilir. Insan prostat kanseri hiicrelerinde (PC-3) hiicre dis1
ortamdan hiicreye kalsivum giriginde belirgin bir artis sonucu hiicre igi Ca™ yiikselmesi
oldugu gdsterilmigtir. Fare timositlerinde diisiik doz ouabainin uyardigi CD69

ekspresyonunu ekstraseliiler Ca** selasyonunun engelleyebilmesi, diigiik doz ouabainle



Ca’" artisimin uyanldigm desteklemigtir. Ayrica, primer b&brek proksimal tiibiil
hiicrelerinde ouabainin uyardigi Ca®* salmmlarimin Ca®* igermeyen tampon ile inkiibe
edilerek durdurulabilecegi gosterilmistir. Benzer olarak 1 nmol/L ouabain ile diisiik
frekansh Ca™ saliumlan insan gébek kordonu arter endotel hiicrelerinde (HUAEC)
hiicrelerinde de bulunmustur. Mitokondriyal membran potansiyel kaybi, reaktif oksijen
lirlinleri (ROS) {iretimi, proteaz aktivasyonu, apoptoz, NF-kB aktivasyonu, endotelin
salimmi ve MAPK aktivasyonu gibi nanomolar ouabain uygulamasinin gdzlenen
etkilerinin gogunun ya dogrudan ya da dolayh clarak hiicre i¢i Ca**“da bir artig sonucu
oldugu goriilmiistiir (45).

Kalsiyum normalde depolandifi ER’den tetramerik bir kalsivum kanali olan
[P3R yolu ile salinabilir. IP3R kalsivum konsantrasyon degisimlerine ¢cok duyarlidir ve
hiicre igi kalsiyvum arttifinda kanal kapanir. Bu yiizden kalsiyvum salinimlar ritmiktir.
IP3R inhibisyonu ile ouabainin kalsivum salinimina olan etkisi énlenebilmektedir.
Na /K -ATPaz @ altiinitesinin N terminal bélgesi ile IP3R etkilesir ve periyodik
kalsiyum salimmlann tetikler (8).
2.3.2.3 Hiicre sitotoksisitesi ve proteaz aktivasyonu

Ouabainin mikromolar diizeylerdeki viiksek konsantrasyonlarda toksik etkisi iki
yolla olusur. Ik olarak. plazma membran potansivelinin elektrokimyasal kaybma neden
olan hiicre i¢i Na® birikimine eslik eden inorganik iyon birikimi, hiicre sismesi ve
nekrotik dliime neden olur. Ikinci olarak, hiicre i¢i Na” artis1, bunun da sonunda hiicre
hasari/gliimiine aracilik eden hiicre igi Ca’“da siirekli bir yiikselmeye vol acan
Na“/Ca® degisimini etkinlegtirerek sinyal iletim yollarim baslatabilir. Ayrica, pompa
fonksiyonunu Gnemli élgiide inhibe eden ouabain konsantrasyonlan ROS olusumuna
neden olan non-ivonik olaylar ile zarara yol agabilir ve gok savida protein kinaz
kaskadini baglatabilir (45).

Ik 1888 yilinda kristalize edildiginden bu yana ouabain aragtirmalarda yaygin
olarak kullanilmasina ragmen nanomolar konsantrasyonlanimn sitotoksik olabilecegi
ancak son zamanlarda anlasilmistir. Insan prostat diiz kas hiicrelerinde, 10 nmol/L
ouabain hem laktat dehidrogenaz (LDH) salinmasinda hem de sistein proteaz kaspaz-3
aktivitesinde Onemli bir artisa yol agmustir. Insan prostat adenokarsinom PC-3
hiicrelerinde, 3 nmol/L. ouabain mitokondrival membran potansivelinde azalmaya neden

olmugtur. Aym hiicrede oleandrin ve digoksin gibi kardiyak glikozitler apoptozu



uyarmistir. Ayrica, daha yilkksek konsantrasyonlarda ouabain (100 nmol/L) kaspaz-3
inhibisyonu ile azaltilmig olan apoptozu uyarabilmektedir (45).

Dért ayn hiicre kiltiiriinde Girardi (insan kaynakl mivoblastik hiicreler), LLC-
PK1, HK-2 (insan bd&brek proksimal tiiblil) ve sigan primer wvaskiiler diiz kas
hiicrelerinde (VSMC) yapilan ¢aligmalarda ouabainin nanomolar konsantrasyonlari ile 3
saat iginde kalpainin anlamlh olarak aktive edildigi bulunmustur. Diisiik doz ouabainin
(10 nmel/L) Girardi hiicrelerinde kalsiyuma bagiml sistein proteaz olan kalpaini aktive
ettigi bilinmektedir. Ouabaine cevapta kalpain yiikselmesi Ca’" influksuna ve hiicre
olimiine aracilik eder. Kopek VSMC hiicrelerinde 1 nmol/L. ouabainin EGFR
transaktivasyonu yaptifi gosterilmistir, Bu kalpain 2 (m-kalpain) aktivasyonu igin
onkosul olan ERK fosforilasyonu ile sonuglanmigtir. Kisacasi bu veriler, ouabainin
diisiik dozlarda (nanomolar) sitotoksik olabilecegini ve kaspaz-3 ve kalpain gibi 6liim
effektdrlerini etkinlestirebilecegini gostermektedir. Kalpain aktivasyonu, endojen
kalsinorin inhibitdrii caincabinl béliinmesi yolu ile apoptoz, nekroz ve kalsiyumla
harekete gegirilen hiicre éliimiine yol agabilmektedir. Ouabaine bagh hiicre liimiiniin
(distik veya viiksek konsantrasyonlarda) hem nekrotik hem de apoptotik yollarin
kombinasyonu volu ile oldugu diistintilmektedir (45).
2.3.2.4 MAPK sinyal yolu

MAPK siiper-ailesi ii¢ sinval yolunu icerir: ERK’lar, ¢-Jun N-terminal kinaz
veya stres aktive kinazlar (INK/SAPK) ve p38 ailesi kinazlar. Quabainin nanomolar
konsantrasyonlarninin p42/44 MAPK fosforilasyonuna vol agan biiyiime ile hiicre
canlilig ile ilgili ERK1 ve ERK2 olarak da bilinen yollan aktive ettifi g&sterilmistir.
Ayrica, ouabain uygulanan sicanlarda uygulanmamis olanlara gére daha yiiksek
seviyede kalp ERKI1 ve ERK2 fosforilasyonu oldugu tespit edilmistir. Sican kalp
miyositlerinde yiiksek ouabain konsantrasyonlar: (10-100 mmol/L) kullamlarak sinval
kaskadindaki ilerleme tanimlanmigtir. Ouabain ile tirozin kinaz Sre volu ve Ras protein
(15 dk i¢inde) luzla aktive olduktan sonra RaffMEK/ERK 1/2 aktive olur, Ayrica, kopek
VSMC’de 1 nmol/L ouabainin ERK fosforilasyonuna neden olan EGFR’yi transaktive
ettigi bulunmustur. Quabainin uyardif sinyal kaskadlan bazen hipertrofi ve apoptoz
gelisiminde rol oynadig diistiniilen ROS tiretimi ile iligkilidir (45).

Hiicre igi ivon degisikliklerinden bagimsiz olarak da Na /K -ATPaz ile ouabain

etkilesimi sonucu Src/EGFR sinyal yollarnimin transaktivasyonu olur (131, 124). Farkh
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hiicre i¢i bdlmelere ouabain sinyali iletmek igin sinyal komplekslerinin sitozolik
kaskadlan organize ettifi ve vakindaki membran proteinleri ile etkilesim i¢inde oldugu
gosterilmistir. Aktive Na'/K -ATPaz /Src kompleksi birgok proteinle bir araya gelip
onlan fosforile edebilmektedir. Bu da farkh sinyalizasyon kaskadlarimin etkilesmesi ile
sonuglanmaktadir. Aktive kaskadlardan biri Src aracili EGFR1 transaktivasyonunu
icermektedir wve farkli hiicre hatlarinda Src/Ras/RaffERK’larla etkilesir. Na /K-
ATPaz"in ouabain sinyalini iletmek igin Src, EGFR ve diger proteinler ile etkilestigi
gergegi, Na /K -ATPaz'in kaveolada iligki kurdupu diger proteinler ile bir araya
gelmesinden daha 6nce pompa sinyalizasyonu oldugunu gostermektedir (124).
2.3.2.5 NF-kB

NF-kB, bagisiklik vamti, proliferasyon ve apoptoz sirasinda gen aktivitesini
modiile eden bir transkripsivon faktoriidiir. NF-kB aktivasyonu, kaspaz aktivitesini
kisitlayan apoptoz inhibitéirlerini upregiile ederek apoptozu azaltabilir (45) . Normalde
NF-kB sitoplazmada inaktif formda tutulur, aktive edilince nilkleusa geger. Bobrek ve
endotel hiicrelerinde diisiik doz ouabain NF-kB'y1 aktive ederek aglikla uyarilan
apoptozdan hiicreleri korur (8). Primer sigan kardivak mivosit ve bdbrek proksimal
tiibiil hiicre kiiltiirlerinde Na'/K'-ATPaz'mn inhibe edilmedigi ve hiicre i¢i Ca™ ’un
viikselmedigi bir proses olarak ekstraseliller K diisiisii ile ouabain tarafindan NF-kB
aktivasyonu saglanabilmektedir. Ouabain ile NF-kB aktivasyonu muhtemelen L-tipi
voltaj kanallari aracilikli Ca™ bagimh bir olaydir. Na'/K'-ATPaz ile IP3R fiziksel
iliskisi Ca™" salimmlanmn olugsmasi igin ¢ok dnemlidir ve bu NF-kB aktivasyonunu
baslatabilmektedir (45).
2.3.2.6 Endotelin-1 salmim

Gugli bir vazokonstriktor ve VSMC hiicrelerinde biiylimeyi diizenleyen
Endotelin-17in (ET-1) Na'/K -ATPaz aktivitesini inhibe ettigi bilinmektedir. ET-1'in
perfiize sigan kalplerinde ERK1 ve ERK2'yi aktive ettifi ve ouabain ile tedavi dncesi
ERK fosforilasyonunda biiylik bir artis oldugu gosterilmisti.r HUAEC primer hiicre
kiiltlirlinde sodyum pompasim inhibe etmeden 1 nmol/L. ouabainin 5 dakika iginde ET-1
salimmim uyarabildifi gosterilmistir. Endojen ouabainin wvaskiiler etkilerinin ve
esansiyel hipertansivon patogenezinin muhtemel mekanizmasimn bu olabilecedi
diisiintilmektedir (45, 108). Diisiik doz ouabainin, endotel hiicrelerinden Ca*” ve ET-1
salimimini uyardig gosterilmistir (108).
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2.3.3 Ouabain-HT

Kardiyak glikozitler LLC-PK1 hiicrelerinde Na'/H" degistirici izoform 3‘iin
(NHE3) aktivitesini ve ekspresyonunu azaltir. Diisiik doz ouabain (50 vel00 nM), Na
diizeyini etkilemez iken NHE3 aktivitesini 6nemli 6lgiide azaltir. Kaveolin-1 icermeyen
LLC-PK1  hiicrelerinde  ouabainin NHE3  {izerindeki  baskilayier  etkisi
gergeklesmemektedir. LLC-PK1 hiicrelerinde, ouabainle uyarilan Na'/K'-ATPaz-Src
yolu, tiroid hormon reseptdrii (TR) deoksiriboniikleik asit (DNA) baglanma
aktivitesinde ve transkripsiyon faktor site | proteaz (S1P)’da azalma ile sonuglanir. Bu
veni bulgular, KTS araciifinda gelisen bu woliim artigi tablolarina bobrek
kompensatuar yamitimin vefveya hipertansivonun altinda yatan mekanizma olarak
diisiiniilmektedir (92).

Uremide dolagimdaki ouabain diizeyinin artti1 ve esansiyel hipertansiyonda sol
ventrikiil hipertrofi (LVH) remodelingi ile giiclii iliskisi bilinmektedir. Hiicre &liim
aracist olarak bilinen kalpain Ca®" bagimh sistein proteazdir. Deneysel iiremide
miyokart hasarimn bir medyatrii olarak kalpainin endojen ouabain tarafindan aktive
edilebilecedi giisterilmistir (46).

2.3.4 Ouabain-hiicre adezyonu

Tumdr hiicrelerinde genellikle hiicre-hiicre kontag: zayiftr. Larre ve ark. pompa
inhibisyonu yapmayan dozlarda ouabainin hiicre adezyon molekiillerinin ekspresyonunu
uyararak hiicreler arasi baglantiy1 artirdifim gostermislerdir. Na'/K'-ATPaz hiicre
adezyon prosesinde yer almaktadir ve ouabain hiicre-hiicre kontagim konneksin 32
ekspresyonunu uyararak artirabilmektedir (8).

Ouabainin yikksek dozda (1 pM) hiicre dekolmanm tetikledigi gésterilmistir ve
daha diigiik dozlarda tight junction (TJ) fonksiyonunu diizenleyen ERK1/2 sinyal yolu
ile hiicre-hiicre etkilesimini diizenlemede etkili olabilecegi hipotezi kurulmustur. Hiicre
dekolman, apoptotik &liime neden olabilir ve bununla birlikte, genellikle apoptoz hiicre
dekolman ile sonuglanir (65).

Anoikis metastaz i¢in fizyolojik bir bariyer olarak hizmet eder. Anoikise direng
kanser hiicrelerinin dolasimda hayatta kalmasim ve uzak organlara metastazini
kolaylagtirir. Hipotonik medyumda kiiltiire edilen hiicreler anoikise duyarli hale gelir.
Ouabain tarafindan Na'/K'-ATPaz pompasinin inhibibisyonu sonucu hiicre icinde artan

sodyum ozmoz yolu ile hiicreye su girigine neden olur ve hiicre boyutu artar. Quabanin
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olusturdugu ozmotik stres anoikis igin dnemlidir. Ouabainin gesitli hiicre hatlarinda
hiicreleri anoikise duyarli hale getirdigi gdsterilmigtir. Ouabainin mitokondrival
membran potansiyelini bozarak mitokondriyal kaspaz 8 ve 9 yolunu aktive etmesi ile
hiicreleri anoikise duyarh hale getirdigi gosterilmistir (115).

Barwe ve ark. renal epitel hiicrelerde Na'/K'-ATPaz pompasinin a ile p altiinite
arasindaki baglantinin  hiicre motilitesinin  diizenlenmesinde rol oynadigim
godstermiglerdir. Bu etki ouabain gerektirmeksizin 3.4,5-trifosfat kinaz aktivasvonu ile
olabilmektedir (8).

2.3.5 Ouabain-apoptoz

Apoptoz diizenlenmesinde intraseliiler iyvon akimlann &nemlidir. Birgok
arastirmaci tarafindan hiicre i¢i Ca® degisikliklerinin genellikle hiicre dliimii &ncesinde
oldugu ve bu degisiklikleri tnlemek igin antiapoptotik Bcl-2 proteininin etkili (en
azindan kismen) oldugu gdsterilmistir. Bir ¢aligmada kaspaz aktivasyonu ve DNA
fragmantasyonunun hiicre i¢i K' sevivelerindeki diisme oncesine geldigi ve bu
azalmamn inhibisyonu ile kaspaz aktivasyonunun ve hiicre &liimiiniin bloklandig:
gosterilmigtir. Onemli olan, kardiyak glikozitlerin hem Ca®" artigina hem de K'
azalmasina yol agmasidir (83).

KTS’lerin Na /K" -ATPaz subunitinin ilk 4 ila 6 TM bdlgesini hedefleyerek anti-
proliferatif etki gosterdigi iddia edilmektedir. Insan kanser hiicre hatlarinda yapilan in
vitro ¢alismalar ile ouabainin kanser hiicrelerini inhibe edebildigi ve diigiikk dozlarda
normal hiicre gogalmasim saglayabildigi gésterilmistir. Bunun ana nedeni kanser
hiicrelerinde Na'/K -ATPaz ekspresyonunun normal hiicrelere gére daha fazla olmasi
ve KTS igin baglayici bdlge saglamasidir. Onceki arastirmalarda Na'/K'-ATPaz al
altbiriminin PC-3, insan prostat kanseri hiicresi (DU 145), insan kii¢iik hiicreli olmayan
akciger kanseri hiicreleri (A549), glioblastoma hiicreleri (Hs683, U87-MG, U373-MG,
T98G) ve meme kanseri hiicreleri (MCF-7) gibi malign hiicrelerde g¢okca eksprese
oldugu gosterilmigtir. Na'/K™-ATPaz’in potansivel bir antikanser hedef olabilecegi
iddia edilmektedir (131).

Ouabainin inotropik etkileri ile ilgili dar bir terapitik indeksi olmas: bir anti-
kanser ajan olarak gelisimini engellemigtir. Ouabain glioma gibi kanser tiirlerinde NF-
kB aktivasyonunu baskilamakta, apoptozu uyarmakta wve sitotoksik ilaglann

proapoptotik etkilerini artirmaktadir. Son ¢alismalarda spesifik siRNA kullamlarak
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ger¢eklestirilen al altbirim ekspresyon azalmasimin, hiicre i¢i ATP azalmas: aracili
aktin iskeleti dagimkh@: ve sitotoksik prootofajik etkileri oldugu gosterilmistir. Ayrica
al altbirim ekspresyon azalmasimn, hiicre i¢i Ca® ve ROS konsantrasyonunu artuma
voluyla akcifer kanseri A549 KHDAK wve glioblastom U373-MG GBM hiicre
morfolojisini belirgin degistirdigi, proliferasyonun ve migrasyonun bozulmasinda
etkileri oldugu gosterilmistir (131).

Insan androjene duyarsiz prostat adenokarsinomunda kardiyak glikozitlerin,
oleandrin, ouabain ve digoksinin in vitro olarak mitokondriden sitokrom ¢ (sit-c)
salinimi ve sonrasinda kaspaz-8 ve kaspaz-3 prosesi ile apoptozu uyardify gosterilmistir.
Oleandrinin kaspaz aktivasyonu sagladign poly (ADP-riboz) polimerazin (PARP)
kirpilmas: ile belirlenmistir. DNA tamiri ve diferansiyasyon siirecinde kromatin yapisini
diizenleyen bir enzim olan PARP, bir kaspaz substratidir, Proapoptotik etkiler siirekli
Ca™ artigt ile iligkili bulunmustur (83). Fitohemagliitinin (PHA) kullamlarak
protoonkogen c-myc mRNA ekspresyon artisi volu ile aktive edilen lenfositlerde
ouabain apoptozu uyarmistir (89). Ouabainin dstrojen reseptér antagonisti gibi etki
gisterebilecegi ve meme kanserinde tedavi edici rolii olabilecegi iddia edilmektedir
(21). Klinik ¢ahigmalarda digital kullanan meme kanserli hastalarda almayanlara gire
daha az rekiirrens ve daha iyi hayatta kalm oldugu gosterilmistir (13).

Ouabainin pompa aktivitesini inhibe etmesi sonucu hiicre i¢i Na™ konsantrasyon
artigl, sitomembran depolarizasyonu, voltaj bagimh Ca® kanal aktivasyonu ve hiicre
igine bir Ca** akim olusur. Yiiksek hiicre igi Ca®™ ve ROS konsantrasyon artisi ile
ouabainin ¢ift iplikgik DNA kiriklarim artirabilecegi ve buna bagh hiicre apoptozunu
uyarabilecegi iddia edilmektedir. Hiicre ici serbest Ca* konsantrasyon artig1, Ca* /Mg”*
bagl g¢ekirdek endoniikleaz aktive azalmasma, topoizomeraz I, IT (TOP1, 2) aktivite
inhibisyonuna ve kromozomal yapr degisikliklerine katki saglayabilecegi

diistintilmektedir (131).

2.4 WARBURG ETKIisSi

Otto Warburg H. ve ark. 1924°de ilk olarak oksijen varhginda karaciger kanser
hiicrelerinde normal karaciger dokusuna gore glikolitik aktivitede artig goriildiigiini
bildirmislerdir. Sonraki ¢alismalarinda bol oksijen varlifinda glikoliz artis1 sadece solid
timdr hiicrelerinde degil kiiltiire 15semi hiicrelerinde de gosterilmistir. Warburg bu

glikolitik aktivite artiginin erken embriyonik hiicrelerde gdzlenene benzer oldugunu



gostermigtir. Simdi kanser hiicrelerinin hiicre tipi ve hiicre bliviime durumuna gore
cesitli derecelerde glikoliz artisi oldugu bilinmektedir. Aerobik kosullar altinda, bazi
tiimdr hiicreleri glikoliz yoluyla ATP lerinin % 60 kadarm iiretmektedir, oysa normal
hiicreler ATP’lerinin ¢ofunu enerji kaynafi olarak glukoz, yag asitleri ve diger
metabolik araiirinleri kullanarak mitokondrival oksidatif fosforilasyon yoluyla elde
etmektedirler (23).

Son yillarda Warburg etkisi altinda vatan molekiiler mekanizmalan anlamak ve
potansiyel klinik uygulamalar saglamak i¢in vogun ¢alismalar yapilmistir. Neden tiimér
hiicrelerinde glikolizin viikseldigi ve ATP {iretmek i¢in daha az enerji verimliligi olan
bu yolun kullamldig: hala agik degildir. Onerilen muhtemel mekanizmalar sunlardir; (1)
mitokondrial DNA (mtDNA) mutasyonlan ve delesyonlar, (2) nitkklear DNA (nDNA)
mutasyonlarnt veya anormal gen ekspresyonu, (3) onkojenik transformasyon, ve (4)
timér mikrogevresinin etkisi (23). ROS olusum bdlgelerine mitokondrinin fiziksel
verlegim yakinlig, DNA tamir kapasitesinin zayifli1, intron igermeyen gen sekansi gibi
nedenler mtDNA mutasyon sikligim artinr. Mutasyonlar sonucu solunum zincir
fonksiyonu bozulur ve glikoliz tercihi artar. Hipoksi ile uyarilan hipoksi inducible
transkripsivon faktor-1 (HIF-1), glikoliz ve glukoz alimi gibi hedeflerin gen
ekspresyonunu aktive eder. Insiilin reseptor sinyalizasyonu ile aktive olan PI3K ve Akt
sinyal yolu glikolizi ve glukoz alimim artirir. Yine Ras sinyal yolu glikolizi uyarir.
Ayrica Ber-Abl onkogeni glikolizde rol oynar. Transketolaz benzeri enzim 1 (TKTL1),
ksiliiloz-5-fosfat1 gliseraldehit-3-fosfata gevirir. Insan kanser dokularinda ekspresyonu
viiksektir. Trikarboksilik asit dongiisii (TCA) siklusunun iki enzimi fumarat hidrataz
(FH) ve siiksinat dehidrogenaz (SDH) mutasyonlar: bazi herediter tiimorlerle iliskilidir
(100).

Solid tiimdrler yvavas boliinen hiicrelerin oldugu merkezi bélgeler igerir ve

bunlar glikolitik inhibitdrlere duyarlidir (80).

2.5 2-DEOKSIGLUKOZ

2-DG, glukoz analogu ve glikolizin yarismal inhibitériidiir (3). 2-DG nin gegithi
zarfll viriislere karsi antiviral etkileri gosterilmistir. 2-DG, hiicre iginde hekzokinaz
(HK) tarafindan fosforillenerek 2-deoksiglukoz-fosfata ¢evrilir. 2-deoksiglukoz-fosfat
hiicrelerin i¢inde birikir ve f{irlin inhibisyonu ile heksokinazi engeller. Hayvan

calismalaninda. 2-DG farelerde tek basma 500-2,000 mg/kg doz aralifinda énemli bir



terapiitik aktiviteve sahip degilken, doksorubisin veya taksol ile birlikte tedavi edici
etkinligi artmistir. 2-DG artik kanser tedavisi igin diger ajanlarla birlikte kombine
edilerek klinik kullamimi denenmektedir. Bir klinik ¢alismada beyin tiimérii olan
hastalarda radyasyon tedavisi ile birlikte 250 mg/kg 2-DG kullamminin giivenli oldugu

dnerilmistir. Sitotoksisite tiretmek igin viiksek doz 2-DG gereklidir ve in vivo olarak

varigh@ glukozun yikksek sevivede wvarli@n bu bilesifin  terapétik etkinligini
degistirebilmektedir (23).
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Aerobik glikeliz kullanan hiicrelere DNA alkilleyici ajan uyvgulanmasi, PARP
aktivitesini uyarr. Bu enzim glikolitik yolun bir reaksivonunda gereken kofaktér
nikotinamid adenin diniikleotidin (NAD") hizli tiiketimine vol agar ve dolayli olarak
glikolizi inhibe eder. Béylece glikoliz inhibitérii 2-DG ile DNA alkilleyici ajan
kombinasyonu cazip bir tedavi stratejisi olusturur (100).

[nsan meme kanserinde 2-DG kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptoza ve apoptoz
siirecinde PARP ile DNA kopmasina vol agar. Bu hiicrelerde glukoz tagiyic1 1 (GLUT1)
artist 2-DG’nin hiicreve alimmu artirir. 2-DG’nin kanser hiicrelerinde birikme nedeni:
artmug GLUT]1 ile glukoz alimimn artigi, artmig hiicre i¢i HK diizeyi veya fosforillenme
aktivitesi, diislik hiicre igi fosfataz diizeyidir (2). Sigan fibroblastlarninda ve miirin
karacigerinde c-myc overekspresyonunun GLUT1 geninde transaktivasyona vol agtifi
gosterilmistir (90). Baz: insan kanserlerinde GLUTI1 ekspresyon artisi oldugu tespit
edilmigtir (132). HCC hiicre kiiltiiriinde diigiik ghikozlu ortamda 24 saat sonra Grp78
ekspresyonu Gnemli dlglide artmistir ve UPR aktivasyonu olmustur. HCC’de Warburg
etkisi ile glikolizin arthig1, GLUT1 ve fosfogliserat kinaz1 (PGK-1) diizeylerinin yiiksek
oldugu belirlenmistir. Bu tiimdrlerde glukoz deprivasyonundan dolay1 UPR aktivasyon

artisinim nedeni olarak glikolitik tercih orammin artiyn diistinitlmektedir (7).
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2.5.1 2-DG ve UPR

2-DG protein glikozilasyonu i¢in gerekli olan ATP nin deplesyonuna vol acarak,
UPR’yi uyaran N-glikozilasyonu degistirir (29, 100). 2-DG’li hiicrelerde lipitlere bagl
oligosakkaritler olusur ve bu oligosakkaritler proteinlere transfer edilmezler. Boylece
hatali katlanan protein birikimi olur ve UPR uyarlir (85). 2-DG, belirli viriislerde
asparajin N-glikozilasyonunu bozar. ER tarafindan iiretilen dkaryotik proteinlerin ortak
oligosakkarit modifikasyonu N-glikozilasyondur. Kotranslasyonel siire¢ olarak glikan
glukoz3mannoz9 N-asetilglukozamin? (G3M9Gn2), bir lipit bagl oligosakkarit (LLO)
olan G3M9Gn2-PP-dolikolden, ER polipeptitlerinin uygun asparajinil kalintilarma
aktarilir. Bdylece, LLO sentezinin zayiflifn anormal N-bagh glikozilasyonla sonuglanir
ve glikan bagimli katlama wve ER’nmin kalite kontrol siiregleri bozulur., Viral
glikoproteinlerde LLO sentezi iizerine 2-DG etkileri eksojen mannoz eklenmesi ile geri
cevrilir. Ayrica, bir glukoz analogu olan 2-florodeoksi-D-glukoz (2-FDG), 2-DG’den
daha gli¢lii bir glikoliz inhibitdrii olmasma ragmen nispeten LLO sentezini dnlemede
etkisiz ve bdylece N-bagh glikozilasyonu engellemede daha az etkilidir (63).
Fibrosarkom hiicreleri (HT1080), insan kolon kanser (HT-29) ve HeLa hiicrelerinde 2-
DG ile UPR cevabimin uyanldigi, biguanidlerin 2-DG varhifinda sitotoksik etkilerini
UPR’yi inhibe ederek sagladiklan gésterilmistir (10°7).
2.5.2 2-DG’nin etkileri

Sitotoksisite: 2-DG in vitro olarak memeli tiim6r hiicrelerinde sitotoksiktir, in
vivo olarak tiimér biiyiimesini inhibe etmektedir. Siganlarda fibrosarkoma bilyiimesini
inhibe ettigi gosterilmigtir (3). Hipoksik kosullarda artan HIF1 diizeyi ile hiicreler 2-
DG’ye daha duyarh hale gelir ve 2-DG’nin sitotoksik etkileri artar. 2-DG ile hiicre
tipine ve gevresel faktdrlere bagh olarak nekroz veya apoptoz uyarilabilmektedir. Mye
ekspresyon artist olan hiicrede 2-DG apoptozu uyarmaktadir (29). Meme kanser
hiicrelerinde (T47D) 2-DG/doksorubisin kombinasyonunun oksidatif stres ve tivol
metabolizmasini bozma yolu ile sitotoksisite yaptigi ve bunun N asetil sistein (NAC) ile
geri gevrilebildigi gosterilmigtir (3). Farkli hiicrelerde prokaspaz-8 prosesini uyararak
TNFw ile uyarilan apoptozu artirdigl, insan prostat kanser hiicre hattinda TRAIL ile
birlikte Akt defosforilasyomu ve inaktivasyonuna wyol acgarak apoptozu uyardif

gisterilmigtir (85).
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Radyosensitizasyon: 2-DG  insan kanser hiicrelerinde radyosensitiviteyi
artrmaktadir (3). 2-DG enerji agh@mmda DNA onanimimi inhibe etmektedir. Glukoz
yoklugunda nikotinamid adenin diniikleotit fosfat rediikte form (NADPH) iiretimi azalir
ve redoks durumu degisip tivol metabolizmasi bozulur, artan ROS ve oksidatif stres
apoptoza duyarhligi artirir (85, 57). Beyin tiimérlerinde 2-DG, radyasyonun uyardif
sitogenetik hasar1 artirmistir (29). Transforme insan hiicrelerinde 2-DG'nin tiyol
metabolizmasim bozmasi, total hiicre igi glutatyonu azaltmasi, NADPH"1 azaltmas: ve
oksidatif stresi uyarmas: ile hiicreleri iyonize radyasyonun sitotoksik etkilerine duyarl
hale getirdigi ve NAC eklenerek bunun azaltildig: iddia edilmistir (74).

Kemosensitizasyon: Ilaglann hiicre disina atilmum  saglayan pompanin
aktivitesi ig¢in ATP gerekir, 2-DG ile ATP azalmas: ilag¢ pompasimn fonksiyonunu
bozarak hiicrede ilag birikimine ve hiicre 8liimiine neden olmaktadir (80). 2-DG’nin
insan glioma ve skuamoz kanser hatlarinda kamptotesin ve etoposid sitotoksisitesini,
ayrica prostat ve pankreas hiicre hattinda paklitaksel, adriamisin, cisplatin
sitotoksisitesini artirdifn gosterilmistir (29). A549 insan akciger kanser hiicresinde 2-
DG’nin UPR’yi uyararak cisplatine (CIS) duyarhlik artigi ve apoptoz yaptifi
belirlenmigtir. 2-DG ve CIS’in birlikte Grp78 diizeyinde énemli artisa neden oldugu ve
kaspaz-2 aktivasyonu ile proapoptotik BAX mn mitokondriyve transloke olmasi sonucu
sit-c salimmi, Apoptotik proteaz active edici faktdr 1 (Apafl), kaspaz-9, kaspaz-3
aktivasyonu ve apoptoz gelistigi bildirilmistir (33).

2-DG hiicrede gesitli hayatta kalim yollarim aktive etmektedir. Glikoliz veya
mTOR sinyal yolunun inhibisyonundan bagimsiz olarak onkoprotein PI3K/Akt yolunu
aktive eder. Insiilin benzeri biiylime faktérii 1/IGF baglayicr protein 3 (IGF1/1GFBP3)
kompleksini bozarak IGF1°i serbestlestirir ve IGFIR sinyali {izerinden MEK-ERK
yolunu uyanr. Kigilik hiicreli disi akciger kanser (NSCLC) hiicresinde Akt
fosforilasyonunu uyarir. Raf-MEK-ERK kinaz ve bu volun hedef proteinlerinin
fosforilasyonunu saglar. 2-DG’nin Akt fosforilasyonu yapmasi icin Sr¢ ve EGFR
gerekmemektedir. Hem glikoliz hem de insiilin benzeri biiylime faktorii 1 reseptor
(IGF1R) beraber inhibe edilirse hiicre §liimiinde sinerjik artig olur (139). Proapoptotik
BAX. BAK eksikligi olan embriyonik fare fibroblastlannda (MEF) glukoz

deprivasyonu kaspaz-8 aktivasyonu yolu ile apoptozu uyarmistir, Insan Hela
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hiicrelerinde kaspaz-8 fizerinden apoptozu uyarmistir. Kaspaz-8 eksikligi olan

tiimdrlerde glukoz deprivasyonuna direng olabilecegi diisiiniilmiistiir (19).

2.6 ENDOPLAZMIK RETIKULUM

ER, hiicre proteinlerinin vaklasik iigte birini olusturan salgi ve membran
proteinlerinin sentezi ve katlanmasi i¢in gerekli olan periniiklear bir organeldir (67).
Okaryotik hiicrelerde bulunan ER, tiibiil, kanal ve keseciklerin birbirlerine baglantilar:
ile membrandz ag yapisindan olusur, ayrica ribozom ve niikleusla yakin etkilesimi
vardir. Protein sentezinin kalite kontrol merkezi olarak bilinir (56).
2.6.1 Endoplazmik Retikulum Tipleri
2.6.1.1 Diiz Endoplazmik Retikulum

Diiz ER yiizey alanim1 genisleten tiibiil ve vezikiil dallanmalarina sahiptir. Cizgili
ve diiz kaslarda bulunan diiz ER, sarkoplazmik retikulum adimi alir. Lipit-steroit sentezi,
karbonhidrat metabolizmasi, hiicre igi kalsiyum konsantrasyonunun diizenlenmesi, ilag
detoksifikasyonu, reseptorlerin hiicre membran proteinleri ile temasimin saglanmasi,
glukoz-6-fosfataz  enzimi ile glukoneogenezde glukoz-6 fosfatin  glukoza
doniigtiiriilmesi gibi gorevlere sahiptir (49, 56).
2.6.1.2 Graniillii Endoplazmik Retikulum

Protein sentezi siirecinde ribozom ile graniilli ER yakin etkilesim halindedir,
sentez sona erdikten sonra ribozom ER’den aynlmaktadir. Hiicre digina génderilecek ve
membran yapisinda yer alacak proteinler burada sentezlenerek transport edilmektedir

(49, 56).

2.7 ER STRES

Hiicre fonksivonlarim yiriitmek i¢in proteinler uygun bigimlerde katlanmis
olmahdir, katlanmamis veya hatali katlanmuig proteinler hiicre sagkalimina zararl
olabilir. ER, hiicre zan, golgi, lizozomlar ve digerlerine sekrete edilecek olan
proteinlerin sentez ve katlanma bdlgesidir. Ancak ER’de protein katlanmasimin cesitli
fizyolojik ve patolojik kogullar altinda bozulmasi topluca 'ER stres' olarak adlandirihr.
ER stresinin iistesinden gelmek i¢in, bu organel en az dért cevabi igeren ER stres yamit
volu olarak adlandinlan, spesifik bir sinyal yoluna sahiptir. 1k yanit, yeni protein sentez
yiikiinii azaltmay1 ve daha fazla katlanmamig protein birikimini &nlemeyi hedefleyen

translasyon durdurulmasidir. Ikinci yamit. BiP/Grp78 ve Grp94 gibi ER saperon
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proteinleri, peptidil disiilfit izomeraz (PDI} ve peptidil-prolil izomeraz dahil olmak
iizere enzimleri ve sarkoplazmik ER Ca®  ATPaz 2 (SERCA2) dahil ER protein katlama
kapasitesini arttirmak i¢in gereken yapisal bilesenleri kodlayan genlerdeki
upregiilasyondur. Ayrnica, son yillarda yapilan ¢ahsmalar bu genlerin translasyon
durmas: ile hiicreyi kurtarma, aminoasit importu, glutatyon bivosentezi ve oksidatif
strese karsi koruma durumlarinda upregiile oldufunu gdstermistir. Sonraki asamada
ubikitin-proteazom sistemi tarafindan ER’de hatali katlanan proteinleri ortadan
kaldirmak i¢in, ER degradasyon arttirici mannozidaz-protein (Edem) dahil ER iliskili
degradasyon bilesenleri (ERAD) transkripsiyonel olarak aktive edilir. Ayrica, immiin
ve antiapoptotik cevaplarin bir medyatorii olarak bilinen transkripsiyon faktorii NF-kB
aktive edilir. ER"de membran proteinlerinin birikimi ile tetiklendigi i¢in bu vol ER asin
tepki (EOR) yolu olarak belirtilir. Bu stresin ER’den Ca** salimmina ve bunu izleyen
inhibitér kappa beta (IKB) degradasvonu tarafindan NF-kB’v1 etkinlegtiren reaktif
oksijen ara iirlin iiretimine yol agtifi samilmaktadir, Ancak, EOR sinyalizasyonunda
Ca™ gegirgenliginin nasil arttimldi bilinmemektedir. NF-kB indiiksiyonu igin
dkaryotik translasyon inisiyasyon faktorii 2o (elF2e) fosforilasyonu gerekli oldufuna
dair bulgular, EOR igin stres iletici molekiiliin diger ER stres uyarici transkripsiyonal
program ile ortak olabilecegini gostermektedir. Dordiineii agama, ER islevlerinde ciddi

bir sekilde zarar olustugunda, hasarli hiicreleri ortadan kaldirarak organizmay1 korumak

i¢in apoptozdur (93).
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En az ii¢ apoptoz yvolunun bu apoptotik olaylarla ilgili oldugu bilinmektedir. ki,
CCAAT/enhance binding protein (C/EBP) homolog protein (CHOP) i¢in gen
transkripsiyonel aktivasyonu, ikincisi “lrel-Tiimdr nekroz faktdr (TNF) reseptirii
iligkili faktér 2 (TRAF2)-apoptozis sinyal-regulating kinasel (ASKI1)” kompleks
olusumunda aracilik eden JNK yolu aktivasyonu, ligiinciisii ER-iliskili kaspaz-12
aktivasyonudur. Kaspaz-12"nin ER stres ile aktive edildigi ancak 6liim reseptorii aracih
veya mitokondri hedefli apoptotik sinyallerle aktive edilmedigi diisiiniilmektedir.
Sonunda her ii¢ apoptoz yolu, ER stres sinyallerini mitokondriye ilettigi diigiiniilen
kaspaz-3'iin aktivasyonuna neden olur. Ayrica, ER stres aracili apoptozda BAX ve
BAK o&ldiiriicii rol oynar, Bel-2'nin agm ekspresyvonu CHOP’a bagh apoptozu bloklar.
Bu nedenle mitokondri, bir entegratér ve dliim yolunun amplifikatérii olarak fonksivon
goriir (93).

2.7.1 UPR sinyal yollar

Son 20 yilda UPR yaniti ile kinaz sinyalizasyonu gelistigi ve transkripsivon
faktdr kaskadlarinin aktive oldugu belirlenmistir. Cogu ¢alismada bu stres cevabinin
adaptif oldugu ancak CHOP ekspresyonu ile yiiriitiilen hiicre-otonom apoptozdan dolay:
adaptasyona uyumsuz programlar da ig¢erdigi sonucuna varilmistir. UPR nin genetik
analizleri, molekiiler saperonlarla entegre sinyal kaskadlan kiimesi olarak bu metabolik
stres yamtinin ERAD ile uyanldifii ve global translasyonun gegici bastinldifim
kamtlamistir (38).

Ug tane ER transmembran proteini, ER strese duyarlidir ve limenden
sitoplazmaya ve nikleusa sinyal iletir: Protein Kinase RNA (PKR) like ER kinase
(PERK), IRE1 wve activating transcription factor 6 (ATF6). Bu ii¢ protein homolog
lumenal domainleri sayesinde ER verlesik saperon BiP'e baglanarak inaktif halde
tutulur. UPR aktivasyonu BiP"in lumenal domainlerden aynimasina neden olur (79).
2.7.1.1 PERK yolag::

Grp78, hiicre ER stresi altinda iken Irel, PERK, ATF6 sinval
dbniistiiriiciilerinden ayrilir. UPR bu sinyal vollanim aktive eder, Grp78 aynldiktan
sonra, serinftreonin transmembran kinaz olan PERK otofosforilasyonunu wve
aktivasyonunu saglamak ic¢in dimerize olur (126). Aktive PERK genel translasyvon
baglama oramim azaltmak ve daha fazla protein sentezini engellemek icin elF2a’vi

fosforiller (126, 112, 113, 130). Ancak, fosforile elF2¢, 5’untranslated bélgede



inhibitdr upstream agik okuma gergeveleri (WORFs) iceren mRNA'lanin translasyon
artis1 igin segici olabilir (126). elF2u-bagimh translasyonel blok, 5 untranslated bélgede
(UTR) belirli regiilatdr sekanslan tasiyan genler tarafindan bypas edilebilir. Ornegin
internal ribozomal giris bolgesi (IRES) bulunan genler bu bloktan kacabilir (119).

Yine PERK ftarafindan nuclear factor-erytroid 2-related factor 2'nin (Nrf-2)
fosforillenmesi, niikleusa Nrf-2 translokasyonunu ve antioksidan protein
transkripsiyonunu saglar (112, 113). PERK aktivasyonu, CHOP ve growth arrest and
DNA damage inducible gene (GADD34) gibi hedeflerin aktivasyonu ve siklin DI
downregiilasyonu igin gereklidir (79).
2.7.1.2 ATF6 yolag

Basic Leucine Zipper Domain (bZIP) motifi tasiyan ATF6 Grp78°den ayrilinca
ER’den golgive yer degistirip golgide S1 ve 82 proteazlarla kirpilir, ATF6 nin aktif
kirpilmig formu nitkleusa go¢ eder ve gesitli UPR hedeflerinin promoterindeki ER stres
response elemente (ERSE I ve ERSE II) baglanip ER katlama kapasitesini ¢ogaltica
Grp78, Grp94 gibi ER saperon proteinleri, PDI gibi katlayici enzimleri, XBP-1, CHOP
ve Homocysteine-induced ER protein (Herp) sentezini upregiile etmek igin aktif bir
transkripsiyon faktorii gibi davramr (126, 112, 113). XBP-1s UPR elementler (UPRE)
i¢in daha spesifiktir (79).
2,7.1.3 IRE1 yolag

IREla; 977 aminoasitten olusur, pankreas ve plasentada daha fazla olmak {izere
tiim dokularda eksprese edilirken, IRE1B: 925 aminoasit olup intestinal epitelyum
hiicrelerinde eksprese edilir (12). Transmembran IRE1 proteini, N-terminal ucu ER
limeninde, C-terminal ucu sitoplazmada verlesik olup Grp78 ile kompleks halindedir.
Grp78°den aynldifinda aktive olarak endoriboniikleaz aktivitesi ile XBP-1'in
messenger RNAsindan (mRNA) 26 niikleotiti uzaklagtirir, Bir transkripsiyon faktorii
olan kirpilmig XBP-1 mRNA proteini, ER saperonlarinin ve protein degradasyonunda
gorevli faktdrlerin sentezinde artiga yol agar (112, 113, 126). Dnal, p58, ERdj4, EDEM
ve PDI, protein katlanmasi ve ERAD'da rol alan biitiin proteinlerin genleri hedef
genleridir. ER saperonlan, katlama enzimleri ve ERAD’da yer alan proteinler ile
uyarilan translasyonel ve transkripsiyonel siireglerin gegici inhibisyonu ER’de protein

agregasyonunu hafifletmek igin UPR tarafindan gerceklestirilmektedir (126).
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2.7.2 UPR ve apoptoz

Ciddi ve uzun siireli ER stres altinda, UPR apoptoz yolu ile hiicre éliimiine dzgii
yollan aktive eder. ER stres altinda, proapoptotik BH3 proteinlerden BAX ve BAK, ER
membramnda konformasyonel degisime ugrar ve m-kalpain aktivasyonu yapan Ca*"'un
sitozole ¢ikigina izin verir ve sonradan m-kalpain prokaspaz-12’yi kirpip aktive eder ve
kaspaz-3 ve kaspaz-9'u igine alan kaspaz kaskadi aktivasyonuna neden olur (126). Bu
yol Apaf-1 ve mitokondriyal sit-c saliverilmesinden bagimsizdir. ER’den salinan Ca'*
mitokondri tarafindan alinir ve i¢ membran potansiveli bozulur. Sonug olarak apoptoz
baslatilmis olur (64).

Bir downstream UPR efektori olan CHOP, Bel-2’yi inhibe eder, biiyiime
arrestini uyarnr, GADD34 ve ER oxidoreductin 1'i (ERQO1) aktive eder ve bdylece
apoptozu uyarir. GADD34 upregiilasyonu elF 2o fosforilasyonunda feedback inhibisyon
sagladigindan CHOP'un hiicre &liimii ve hayatta kalmadaki roli sartlara bagh
olabilmektedir. Aktif IRE1, c-Jun-N-terminal inhibitér kinaz (JIK)’a baglamir ve ASK1
ile INK’y1 aktive eden TRAF2 ile etkilesir ve prokaspaz-12 ER’den serbestlesir. ER
stres, BAX ve BAK in aktivasyonuna ve apoptoza yol agan proapoptotik apoptoz p33-
upregiile modiilatdér (PUMA) ve NOXA y1 aktive eder (126).

Bir yikim ve sitozolik geri doniigiim siireci olan otofaji, , kiimelenmis proteinler
ile fazla ya da anzal organeller i¢in bir katabolik siirectir ve hiicre yasamini siirdiirmeyi
amaglar. ER stresi otofajiyi indiikler ve aghk sartlarinda hiicre igi kavnaklarn

kullanmimin: saglayarak hiicre canlilifim tesvik eder. ER nin énemli bir bileseni olarak



Grp78, ER biitlinliigii ve ER stresin uyardifi otofaji i¢in gereklidir. siRNA kullanilarak
Grp78 baskilanmus hiicrelerde ER yapis1 bozulmakta ve otofagozom olusumu hem ER
stres hem de besin aglig1 kosullar: altinda baskilanmaktadir (126).

Apoptozda kaspaz aktivasyonu iki genel vol aracilii ile olusur (83).
2.7.2.1 intrensek {mitokondriyal) apoptoz yolu

Apoptotik uyaranlarin mitokondrival homeostazi bozmasi sonucu sit-c’nin
sitozole salimmina cevap olarak Apafl proteini ile olusturdufu kompleks
apoptozomdur. Kaspaz-9, apoptozomla bir araya geldikten sonra dimerizasyonla aktive
edilir ve sonrasinda kaspaz-3 ve kaspaz-7 sirayla devreye sokulur. Mitokondrival yol
Bel-2 ailesi proteinleri tarafindan diizenlenir. Kaspaz-8 aktivasyonu BID'in kirpilmas:
yolu ile mitokondriyal sit-c salimmina yol agabilmektedir (83). Kanser hiicrelerinde
siklikla antiapoptotik Bel-2, Bel-XL, Mel-1%in ekspresyonu artmistir veya proapoptotik
BAX ve BAK 1n fonksiyonu azalmistir (19).
2.7.2.2 Ekstrensek apoptoz yolu

Fas/CD95, TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL), TNF gibi
ekstraseliiler ligandlara cevap olarak multimerik death-inducing signaling complex
(DISC) ile kaspaz-8 biraraya gelerek kaspaz-8 ve kaspaz-10 aktive edilir (19, 83).
Béylece ligand bagh multimerizasyon dogrudan kaspaz aktivasyonuna vol agar (83), 2-
DG, TNF ve TRAIL ile uyanlan apoptozu artirmaktadir. Prostat kanserinde glukoz
agh@ TRAIL ile uyanlan apoptozu Akt inhibisyonu ile artrmstir (85). Glukoz ach@
fibrosarkoma hiicrelerinde TNF'nin uyardigi apoptoza ROS artis: ile katki saglamistir
(57).
2.7.3 Kanser hiicrelerinde Endoplazmik Retikulum Stresi ve UPR

Kanser hiicreleri hem i¢ hem de dig faktérler nedeniyle ER strese maruz kalir.
Kanser hiicrelerinde artmis glikolitik aktiviteli yitksek glukoz metabolizmasi vardir ve
siklikla solid tlimérlerin bliyiime hizi, kan akimi desteginden daha fazladir (67, 126,
71}, Glukoz yoksunlugu, asidoz ve ciddi hipoksi ile karakterize ikinci bir tiimor
mikrogevresi olusur (67, 126). Bu kombine faktdrler ER icinde hatali katlanan
proteinlerin birikimine yol agar (67, 126, 71). Protein yiikii oldugu zaman ER’nin
katlama kapasitesini agar, UPR tetiklenir. Koruyucu nlemler olarak PERK, IRE1/XBP-
1 ve ATF6 sinyal yollan aktive olur, genel translasyon durdurulmasi, saperonlarin ve

katlama enzimlerinin upregiilasyonu ve hatali katlanan proteinlerin yikiminda artisla
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sonuglamr. ER stres siddetine bagh olarak, UPR’ye mitokondrival yollarin eslik
etmesiyle ER aracilikli apoptotik yollarin aktivasyonu sonucu hiicre éliimii olusabilir.
ER stres, hem hiicre 6liim{i hem de sagkaliminin bir arada bulundugu hiicresel bozulma
siireci olan otofajivi uyarmaktadir (67).

Xenograft modellerinde XBP-1, hipoksik kosullar altinda hiicrenin hayatta
kalmi ve tiimor gelisimi i¢in gereklidir, PERK tiimor bilyiimesi i¢in avantaj saglar.
Timdr mikrogevresinde diger bir major UPR adaptif sagkalm yamiti Grp78
indiiksivonudur (67).

Grp78’in asin1 ekspresyonu iiriner ve solunum sistem tiimérlerinde, meme,
beyin, prostat, bébrek, mide ve HCC’de mevcuttur. Yiizey Grp78 artis1 prostat, over,
mide kanseri ve melanomada mevcuttur. Grp78 artisi tiimér progresyonu ile ilgili
olmasina ragmen tersine bir durum olarak akciger, tsefagus ve néroblastomda daha ivi
hasta yasam ile korele bulunmustur (135).

2.7.4 ER"de yerlesik proteinlerin ER’den kagis1

ER ve Golgi arasindaki dinamik ara kompartmandan saperonlar: tekrar ER'ye
yonlendiren reseptorleri sayesinde saperonlar ER’de tutulur. ER reseptorleri, saperon
proteinlerin temel aminoasit dizilimlerinde kodlanmig motifleri (lumenal saperonlar igin
KDEL tetrapeptit dizisi ve membrana bagh saperonlar i¢in onlarm C terminalindeki
dilizin motifler gibi) tamyarak proteinleri ER de tutarlar. KDEL motifleri iceren ER’de
verlesik saperonlar Grp78, Grp94, kalretikiilin ve PDI'dir. Bu ER saperonlarinin
bazilarinin belirli hiicrelerin viizeyinde bulunduguna dair kamtlar artmaktadir ve
hiicresel fizyolojide islevlere sahiptirler. Insan fibroblastlarinda viizey kalretikiilin
fibrinojen i¢in bir reseptér olarak fonksiyon goriir ve mitojenik etkiler igin sarttir.
Melanom  hiicrelerinin  yiizeyinde bulunan kalretikiilin  hiicre  yayilmasinin
baslatilmasindan sorumludur. PDI trombosit plazma membraminda mevcuttur ve
patolojik fonksiyonlarda gerekir. Immatiir CD4/CD8 timositlerde molekiiler saperon
kalneksinin hiicre ylizey ekspresyonu goriilmektedir. Calismalarda hiicre ylizeyinde
Grp78 ekspresyonu bildirilmistir, Grp78 mitogenez ve hiicresel proliferasyon ile ilgili
bir hiicre yiizey reseptoriidiir. Sinyal reseptorii islevine ek olarak yiizey Grp78, sif |
major histocompatibility complex (MHC I) antijenler ile iligkilidir ve hem Dengue
viriisii hem de Koksaki virusu igin bir reseptor olarak tespit edilmistir. ER de yerlesik

Grp78 ER"den kagarak hiicre yiizeyine transloke olmaktadir (84).



ER’de verlesik proteinin ER’den kagisi tim hiicre ve proteinlerin &zelligi
olmayip daha zivade segicidir. Ayrica, ER den proteinlerin kagis: devam eden protein
sentezini gerektirir. Sekillendirilmis ER proteinleri olduk¢a verimli korunurken bu yeni
sentezlenen proteinler kagabilmektedir. Saperonlarin kogaperonlar gibi diger proteinler
ile hiicre viizeyinde birlikteligi, katlanma ve olgunlagma siirecinde onlarin ER’den
kagis1 ile saglanabilir. Boylece saperon-protein kompleksleri ER tutulumu igin kritik
olan domainleri engellevebilir. ER kacagi olan hatali katlanmis veya yerlegik proteinler,
sitoplazmik dibazik geri alma motifleri ile etkilegim yoluyla protein 1 kaph vezikiiller
icine geri alimr. Sitoplazmik protein olan 14-3-3, dibazik bolge ile kaph protein 1'in
iligkisini inhibe etmek ve proteinin ER’den ileriye tasinmasina izin vermek i¢in PKA

fosforilasyonuna bagiml bir sekilde etki vapmaktadir (84).

2.8 GLUKOZ REGULE PROTEIN 78 (Grp78)

ER saperon proteini olan Grp78 ilk olarak 1977'de tammlanmistir. Grp78,
Grp94 ve Grp58 ile birlikte kegfedilmistir ve her ii¢ protein de glukoz a¢lig ile uyarilan
hiicresel proteinler olarak bilinmektedir. (67, 126, 94). Glukoz agligindaki hiicre
kiiltiirlerinde ve diger stresle uyarilmis durumlarda Grp’ler aile olarak upregiiledir. ER
protein katlama makinesinin bir pargasi olarak Grp78. UPR’de kritik bir role sahiptir.
Hiicre ig¢i protein trafiinin diizenlenmesinde, apoptozda, vyiizey reseptdr aracili
endositozda ve bir reseptor gibi fonksiyon géren hiicre yiizey proteini olarak dnemli
gorevleri wvardir (94). Yeni sentezlenmis polipeptitlerin ER membranindan
translokasyonu, katlanmasi, olgunlasmasi, transportu ve retrotranslokasyonu dahil
birgok hiicresel stireglere dahildir (84). Bir hiicre ylizey proteini olarak Grp78 farkh
ligandlarn baglar. Fonksivonlarindan biri aktive a2-makroglobulin (a2-MG) igin bir
sinval reseptorii olarak hizmet etmektir. Hiicre viizey Grp78 cesitli kanserlerde Gnemli
bir otcantijendir. Protein sentez inhibisyonu ve apoptozdaki ER bazl roliiniin aksine, bir
hiicre yiizey reseptril olarak Grp78 sinyalizasyonu DNA sentezi, protein sentezi ve
hiicresel proliferasyon artigi ile sonuglamr (94).

BiP (immiinglobulin agir zincir baglayici protein) veya HSPAS olarak da
isimlendirilen insan Grp78 proteini 78 kDa olup 654 aminoasitten olusur. N-terminal
ucunda ER sinyal peptit, 44 kDa ATPase domain, 20 kDa peptit-binding domain ve C-
terminal ucunda KDEL motif icermektedir. Aynca, fonksivonu bilinmeyen yiiksek
helikal ve degisken 10 kDa agirhginda C terminal kuyruk icerir (84). Grp78. ER"de yeni
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sentezlenen proteinlere gegici olarak baglanir ve yiiksek afinite ile ER’den tasmacak
olan hatali katlanan proteinlerin ¢ikisi 8nlenir (84).

Memelilerde oligomerik ve monomerik formlarda bulunur. Monomerik form
biyolojik olarak aktiftir. Oligomerik form ise ATP baglamnca aktif monomerik forma
cevrilir (31).

Grp78, ER stresin olmadh@ hiicrelerde PERK, IRE1 ve ATF6'va baglanarak
onlar inaktif formda tutar. Katlanmams proteinler biriktigi zaman, Grp78’in onlardan
uzaklagmasi UPR’yi aktive etmek tizere niikleusa sinyaller géndermek igin bu yollar
tetikler (67). ATF6 ve ATF4 gibi transkripsiyon faktorleri tarafindan Grp78
indiiksiyonu ERSE sayesinde olur. 2-DG ile Grp78 ekspresyonu artmaktadir (135).

Is1 gok protein 70 (HSP70) ailesinin iiyesi olan Grp78’in ATP bagh durumu
katlanmamig proteinler ile iliskisine izin veren agik konfigiirasyonunu saglar.
Komplekste Dnal kofaktdriiniin varlifinda ATP hizla ADP’ve kataliz olur ve
katlanmams proteinin iizerine HSP70 proteini kilitlenir. Bir sonraki adimda HSP70
ATPaz, niikleotit baglayict yangm igine ATP'nin geri dénmesini saglar ve HSP70
proteini tekrar agilip katlanmamug proteini agiga birakir. Nikleotit degisimini saglayan
faktorler (NEF) ve Dnal proteinler, baglanmay1 ve HSP70 proteinlerinin salinimini
saglamak igin siirekli HSP70 ATPaz déngiisiinii tekrarlar (47).

AS549 insan akciger kanser hiicresinde Grp78 artin DNA TOP2o down-
regiilasyonuna yol agmigtir. Bir hipotez olarak UPR siirecinde Grp78’in niikleusa
transloke oldugu ve oradaki DNA tamir enzimlerinin aktivitesini dogrudan veya dolayl
etkilesimle azalttig iddia edilmektedir (33).

Etoposid gibi TOP inhibitérleri dahil olmak iizere birgok sitotoksik ilag,
programlanmig hiicre Sliimiinii baglatabilir. Etoposid gibi DNA hasarlayic1 maddeler
p33 aracih kaspaz hiicre 6lim sinyalizasyon kaskad: volu ile hiicre &liimiini
tetikleyebilmekte ve sonugta sit-c serbestlesmesi ve kaspaz-3 aktivasyonuna neden
olmaktadir. Kaspaz-3 sitozolde bulunurken aktif kaspaz-7 mitokondri ve ER zarlan ile
iligkilidir. Cin hamster over (CHO), insan lésemi ve mesane kanseri hiicre hatlarinda,
Grp78 overekspresyonunun dogrudan sitotoksik ilaca bagh apoptoza direng ile korele
oldugu gosterilmistir. Etoposid ile aktive edilen kaspaz-7’vi Grp78’in asir1 ekspresyonu
baskilamaktadir. ‘Grp78 gibi ER liimeninde bulunan bir protein sitoplazmadaki kaspaz

aktivasyonuna nasil miidahale edebilir’ sorusuna cevap olarak Grp78’in bir ER



transmembran protein subpopiilasyonu tahmin edilmektedir. Grp78’in prokaspaz-7 ile
fiziksel ve fonksivonel etkilesimi ATP baglayici domaine bagimhidir. Grp78’in artmig
ekspresyonunun hem CHO hem de insan mesane tiimor hatti (T24/83) hiicrelerinde
etoposide, doksorubisine ve kamptotesine daha fazla direng sagladign gésterilmistir.
Aym gahismada Grp78°in artmis ekspresyonu, TOP2 protein diizeylerini ve hiicre siklus
dagilimim degistirmemistir, Grp94 ekspresyonunu etkilememisti. PARP ve ER
transmembran protein sterol diizenlevici element baglayic1 protein-1, kaspaz-7’nin
substratlaridhr. Fare meme tiimér hiicrelerinde (EMT6) TOP2 dizenleyici ajan olan
teniposide karsi dirence vol agan birincil yol NF-kB aktivasyonu olabilecegi
disiiniilmiistiir ve glikozidaz [ ve II'yi inhibe ederek oligoniikleotit modifikasyon
reaksiyonlarini bloklayan kastanospermin tarafindan Grp78 mRNA indiksiyonu,
teniposide kars1 sagkahm avantaji saglamamigtir (105).
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Sekil 9. Grp78 fonksiyonlan (67)

Insan embrivonik bébrek hiicrelerinde (293T) Grp78’in sitozolik, niiklear ve ER
transmembran fraksivonlan bulunmustur. Grp78°in kaspaz-7 ve kaspaz-12 ile kompleks
olusturarak 6liimii 6nledigi gosterilmistir (104).
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ER fonksivonu ve homeostazim bozan fizyolojik stres ile norotoksisite, miyokart
infarktiisii ve damar sertlifi gibi patolojik durumlarda, doku va da organ hasarim
onlemek igin Grp78 indiklenir. Fare gelisimi swasinda, homozigot Grp78 alel
bozulmas1 erken embrivonik dliimle sonuglanir (67, 126). Grp78 ekspresyonu beyin,
akciger ve kalp gibi yetigkinlerin major organlarinda diigiik bazal seviyede tutulmasina
ragmen tiimdrlerde giiglil bir artis vardir. Metastatik kanser hiicre hatlarinda yiiksek
oldugundan tiiméir metastaz1 igin Onemli olabilecegi disliniilmektedir. Grp78
baskilanmasi xenograft modellerinde biiylime ve metastazi ve invitro tiimdr hiicre
invazyonunu inhibe etmektedir (67).

Grp78 baghca ER saperonu olmasimn yam sira bir ana UPR reglilatdr proteindir.
Son willarda vapilan ¢alismalarda ozellikle Grp78°in erken embriyonik gelisimde,
yaslanma siirecinde ve vaslanma ile ilgili hastaliklarda 6nemli bir rol oynadig: ortaya
¢ikarilmistir. Diger bir Snemli kesif hiicre ¢ogalmasi ve yasamim etkileyen insulin/IGF-
Isinyal yollan tarafindan Grp78 diizenlenmesidir. Fare kanser modelleri, hiicre kiiltiir
galismalar ile birlikte Grp78’in timdrogenez ve timor anjivogenezinde kritik roliinii
dogrulamaktadir. Yine bu ¢aligmalar Grp787in onkojenik PI3K/Akt sinyalini baskilama
vetene@ini géstermektedir. Yiizey Grp78’in kesfi kanser hiicrelerinde ve ER stres
altindaki hiicrelerde veni bir tedavi stratejisi sunmaktadir (101).

2.8.1 Nirolojik Hastahklarda Grp78

Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklarda ER stres ile ortaya
¢ikan hatahh katlanmis proteinlerin birikimi s6z konusudur (125). Norodejeneratif
hastaliklar siklikla protein kalite kontroliinde fonksiyon bozuklugu ile iligkilidir. Fare
modelinde Grp78 azalmasi ile serebellar dejenerasyon artist arasindaki iliski
gdsterilmistir. ER protein kalite kontroliiniin serebellar purkinje hiicre yagsami i¢in kritik
oldufu goésterilmistir {126).

Grp78/BiP eksitotoksisite ve apoptoza karsi noronlann korumaktadir. Grp78
ekspresvonunun iskemik hasara kars: astrositleri korudugu gosterilmistir. Grp78 ERden
mitokondri igine net Ca’ akigini azaltmaktadir, serbest radikal {iretimini azaltip stres
sonrasi mitokondrival membran potansiyelini ve solunum aktivitesini korumaktadir

(91).

i3



2.8.2 Grp78 varyant (Grp78va)

Niikleus ve mitokondride de bulundugu bildirilen Grp78°in son zamanlarda
alternatif splicing (intron 1 kalic1) ve alternatif translasyon ile olusturulan sitoplazmik
Grp78 izoformu oldugu belirlenmistir (136, 87). Biyoinformatik ve bivokimyasal
analizler Grp78va ekspresyonunun ER stres tarafindan arttinldigim ve dzellikle insan
l6semi hiicrelerinde ve lsemi hastalarinda artmis oldugunu ortaya ¢ikarmigtir. Lumenal
bir ER proteini olan Grp78’in aksine, ER sinyalizasyon peptidinden yoksun olan
Grp78va sitozoliktir. Grp78 etkilenmeden siRNA tarafindan endojen Grp78va’nin
spesifik baskilanmas: sayesinde Grp78va’mn ER stres altinda hiicre canlihgim sagladig
ve ayrica PERK sinyalizasyonunu diizenleme yetenegine sahip oldugu gosterilmigtir
(87).

2.8.3 Yiizey Grp78

Son zamanlarda, Grp78 hiicre membram iizerinde karakterize edilmigtir.
Tapsigargin uygulanan rabdomiyosarkom hiicrelerinin flow sitometrik incelenmesi 151
sok proteininin hiicre yiizey ekspresyonunu gostermistir. Membran ile iliskili Grp78’in
fonksiyonu iginde gesitli sinyal iletim kaskadlarma katilimim géstermigtir, bu yollar
biiyiimeyi tetikleyici ve antiapoptotiktir (94).

Yiizey Grp78 ekspresyonu ER stresi ile wveya ER stresinden bagimsiz
olabilmektedir. C-terminal KDEL motif delesyonu yiizey Grp78 prezentasyonunu
etkilemektedir. Sekrete Grp78’in tekrar hiicre yiizeyine baglanabilecegi iddia
edilmektedir. Son zamanlarda PC-3 hiicrelerinde yiizey Grp78 lokalizasyonu igin tiimér
supresor Par-4’iin gerektigi bildirilmigtir (136).

Hiicre viizey Grp78, prostat, over ve mide kanseri olgularinda Snemli bir
otoantijendir ve doku faktdriiniin (TF) prokoagiilan aktivitesinin inhibisyonu ve endotel
hiicrelerinde anjivogenez dahil ¢esitli fizyolojik stireglere katilmaktadir. MHC-1
antijenler ile iligkili bulunmustur ve Coxsackie A9 viriis ve Dang virils serotip 2 igin
hiicre ylizeyinde bir reseptérdiir. Plazminojen kringle 5 (K5) ve mikroplazminojen igin
bir reseptordiir ve hiicre yiizey voltaj bagimh anyon kanali (VDAC) ile iligkili
bulunmustur. N ve C terminal bilgeleri membramn disinda bulunmaktadir (36).

Vaskiller endotelyum gibi birkag hiicre tipinde Grp78’in disiik yiizey
ekspresyonu bildirilmistir. Grp78 hiicre yiizeyinde diger proteinler ile bir kompleks

olusturabilmekte ve sinyal iletiminde 6nemli bir rol oynayabilmektedir. Son zamanlarda
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birkag Grp78 baglayier protein tammlanmigtir. Diigilk dansiteli lipoprotein reseptér
iliskili protein (LRP) ile a2-MG’nin baglanmasiyla uyanlan sinyal iletimi i¢in yiizey
Grp78 esansiyeldir. Yiizey Grp78 bir reseptér gibi 02-MG aktivasyonu ile prostat
kanserinin metastazinda ve hiicre hayatta kalminin saglanmasinda gerekli
olabilmektedir. Cripto gibi diger wyiizey proteinleri yiizey Grp78’e baglamir. Bu
kompleks Transforming growth factor beta (TGF-P) sinyalizasyonunu inhibe ederek
tiim&r biiyiimesini artirabilir. Son zamanlarda vaskiiler endotelyal hiicrelerin yilizeyinde
glikozilfosfatidilinositol (GPI) bagh T-kaderin ile Grp78 iliskisi kesfedildi, bu da
endotelyal hiicre hayatta kalimimi etkileyebilmektedir. Aynca kanser hastalarinin
serumunda veni kesfedilen 82 kDa’luk bir tiimdr spesifik Grp78 varyantimin antikor
bazh tedaviler i¢in hedef olabilecegi disiiniilmektedir (125).

2.8.4 Grp78 ve tiimor progresyonu

Birgok malignanside giiglii Grp78 indiiksivonu olusur, Ayrica, Grp787in timér
biiviimesi ve survival anahtari olan bir dizi fizyolojik olayda gerekli oldugn
ghsterilmistir. Wang ve ark. kotii diferansiye ve ileri evre akciger adenokarsinomlarinda
yiiksek Grp78 ekspresyonu oldugunu gistermiglerdir ve benzer gdzlemler Gzofagus
adenokarsinomunda da elde edilmistir. Insan fibrosarkom hiicre kiiltiiriinde hipoksik
stres, Grp78 ekspresyon artigina yol agmaktadir. Melanoma hiicrelerinde Grp78
ekspresyon artisinin apoptoza rezistans sagladig: gosterilmigtir (94).

Tiimoér  biiylimesinde  Grp78’e  bagimhi  mekanizmalar {i¢  yOnde
degerlendirilmektedir. ilki, Grp78 etkinliginin baskin olamadigi Grp78 gen
heterozigotlugu durumunda tiiméral hiicre ¢ogalmasimin inhibe olmas1 Grp78°in hiicre
bilyiimesi i¢in kritik tneme sahip oldugunu desteklemektedir. Bu Grp78’in biiylime
faktdr sekresyonu ve/veya biiyiime faktoril reseptdrlerinin olgunlagmasindaki gaperon
islevleri nedenivle olabilir. Grp78 son zamanlarda hiicre yasama ve gofalmasina yol
acan Akt sinyalini artirmak igin ligandlarla etkilestigi yer olan tiimdr hiicrelerinin
yiizeyinde kesfedilmigtir. Ikincisi, in vitro hiicre kiltiirinde de gozlendigi gibi,
heterozigot farelerden alinan tiimér hiicrelerinde baskin etkinin clugamadign CHOP
upregiilasyonu, tiimor hiicrelerini apoptozdan korumaktadir. Uglinciisii, anjivogenez
solid tiimérlerin biiviime ve hayatta kalmas: i¢in gereklidir. Grp78 heterozigositesinin
normal organ ve dokularda anjivogenezi etkilemeyip tiimorlerde belirgin olarak

azaltmasi tiimér anjiyogenezinin Grp78’e bagh oldugunu diisiindiirmektedir. Bunun



avin mekanizmalarla olup olmadigim belirlemek igin difer kanser modelleri de
kullanilmaktadir (126).

Grp78, kaspaz aktivasyonunu bloklamak ve apoptoz inhibisyonu saglayip hiicre
hayatta kalimim artirmak i¢in dogrudan apoptotik yolun aracilan ile etkilesebilmektedir.
Tiimdr progresyonunda tiimdr hiicre &liimiiniin inhibisyonu kadar proliferasyon da
gereklidir, Grp78°in antiapoptotik ¢zellikleri kanser progresyonunda énemli bir rol
oynamaktadir. Grp78 kanser hiicre hayatta kalimi i¢in 6nemli olan stres ile uyarilmig
otofaji ve ER biitiinhigii igin gereklidir. Grp78 diizeylerinin kemoterapiye duyarlilik i¢in
diagnostik bir marker oldugu kadar prognostik bir marker olabilecegi iddia
edilmektedir. Meme kanserinde Grp78 ekspresyon diizeylerinin doksorubisin
(adriamicin) bazh kemoterapiye duyarhlifin yeni bir gostergesi oldugu bildirilmigtir.
Prostat kanserinde antiapoptotik ve timér yasamim saglayic1 &zellikleri incelenmigtir;
Grp78 ekspresyonu hem kastrasyona direngli prostat kanserinden (LNCaP) tiiremis
C42B hiicre hattinda hem de androjenden yoksun LNCaP hiicrelerinde artmistir. Artmig
Grp78 diizeyi daha fazla rélatif timor riski veya rekiirrensi ve uzamig tiimdr yasam ile
iligkili bulunmugtur, Grp78 protein ekspresyonu malign prostat kanser dokularninda
benign prostat dokuya gore onemli derecede yilksektir. Ekspresyon yogunlugu hasta
hayatta kalim ile ters ve klinik rekiirrens ile dogru iligkilidir. Grp78 ekspresyon
diizeylerinin prognostik bilgi saglayabilecegi ve molekiiler tedavi igin Grp78’in
potansiyel bir hedef olabilecegi iddia edilmektedir. Grp787in artms ekspresyonunun
meme, prostat, akciger kanseri ve glioma dahil gegitli kanserlerde kanser malignansisi,
metastaz ve ilag direnci ile korele oldugu bulunmustur. Insan meme kanser modelinde
yilksek Grp78 diizeylerinin etoposit ile uyarilan apoptozu baskiladifi, Grp78
baskilandiginda hiicrelerin apoptoza duyarh hale geldigi gdsterilmistir, bu durum
mesane kanser hiicrelerinde de gozlenmistir. Grp78’in asir1 ekspresyonu glioma hiicre
modelinde kemoterapotik ajan olan temozolomide yiiksek direng saglamistir. Grp78
geninin baskilanmasi glioma hiicrelerini temozolomid, 5-florourasil ve apoptozu uyarici
CPT-11e duyarh hale getirmistir. ER ile iliskili BIK ve kaspaz-7 gibi proapoptotik
faktdrlerin aktivasyonunu bloklama ve stres ile uyarilan otofaji igin Grp78 gerekliligi

sitoprotektif etkilerdendir ve hiicrenin sagkalimini artirmaktadir (125).
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2.9 GLUKOZ REGULE PROTEIN 94 (GRPY4)

Grp94 1977°de Ira Pastan tarafindan glukozsuz medyumda kiiltiire edilmis olan
tavuk embriyo fibroblastlarida kesfedilmigtir. Grp94 ER’de en fazla miktarda bulunan
glikoproteindir, sadece vertebralilarda tamimlanmistir. Embriyonik geligim siireci,
proteinlerde  hatali katlanma, indirgeyici ajanlar (homosistein, ditiyotreitol),
glikozilasyon antagonistleri (tunikamisin, 2-DG), solid timdr mikrogevresi (hipoksi,
glukoz achig), ER kalsiyum azalmasi, tiimdr gibi ER stres uyancilan Grp94 artisina yol
acmaktadir, Grp promoter bélgesinde bulunan ERSE, ER stres ile aktive olan IREI,
ATF6, tirozin kinazlar ile etkilesebilmekte ve sonucta Grp gen aktivasyonu olmaktadir
(68). Grp94°iin protein katlayici saperon, kalsiyum baglama, apoptoz diizenlenmesi,
immiinite (MHC simif 1 molekiillere antijenik peptit sunumu). proteolitik yikim igin
proteozoma protein sunumu, protein katlanmasinin kalite kontrolii ve sitoproteksivon
gibi fonksiyonlar vardir (68, 9, 138).

HSP90 ailesinden olan 782 aminoasitten olusan ve 94 kDa dimerik bir
glikoprotein olan Grp94, Endoplazmin, CaBP4 ve gp96 olarak da isimlendirilmektedir.
N terminal ATPaz domain, kosaperona baglanan middle domain ve C-terminal
dimerizasyon domaininden meydana gelir. Grp94 tek kopya gendir ve kromozom 12’de
(q24.2-q24.3) bulunmaktadir. Vertebralilarda korunmugtur ve tiim hiicrelerde eksprese
edilir. Grp78 gibi KDEL motifi sayesinde ER’de kalmas: saglanmaktadir. Hepatositler
tarafindan sekrete edilmekte, tiimérlerde yiizey proteini olarak da bulunmaktadir. Viriis
ile enfekte hiicrelerden elde edilen Grp94’iin viral epitoplar tasidig1 rapor edilmigtir.
Diigiik pH ve viral enfeksiyon durumlarinda ekspresyonu uyarilmaktadir ( 9).

T hiicre immiinizasyonu igin MHC sumf 1 antijenlere peptit tagiyicidir.
Hepatositler tarafindan sekrete edilen fraksiyonu, tiimér hiicre hattinda yiizey protein
olarak bulunmaktadir ve timositlere spesifik erken gelisim evresinde plazma
membraninda yer almaktadir, Bu lokalizasyonlarin énemi heniiz bilinmemektedir (9).

Farelerde vapilan bir ¢ahsmada diisik konsantrasyonda Grp94-peptit
preparatlarmm kullamm ile olugan immiinizasyon sonucu tiimér biiyimesinin inhibe
edilebilecedi iddia edilmektedir. Ileride hasta spesifik kanser tedavisinin bir pargasi olan

immiinoterapide saperon bazl as1 kullanimi giindeme gelebilecektir (34).



Hipokside, glukoz aghginda ve kanserlerde (oral, akcifer, Osefagus, kolon
kanseri) Grp94 asin eksprese edilmektedir. Sigan mide karsinomunda progresyon ve

metastazla iliskili oldugu gosterilmigtir (138, 22).

2.10 MURINE TUMOR CELL DNAJ-Like PROTEIN-1 (MTJ-1)

Dnal/Hsp40 ailesinin tiim {iyeleri Hsp70 proteinleri ile baglanabilen | domainine
sahiptir. Bu korunmug domain ko-gaperon fonksiyonlar: i¢in gereklidir (102).

DnaK ve Dnal E. Coli’de saperon proteinlerdir, tkaryotlarda DnaK homologu
bir aile (HSP70 ailesi) ve birkag Dnal benzeri protein tarif edilmistir. Mayada protein
yapisinin ve oligomerizasyonunun yonlendirilmesinde Dnal benzeri proteinlerin HSP70
aile iiveleri ile isbirligi yapufi gosterilmistir. Genel olarak Dnal benzeri proteinlerin
aminoasit dizisi HSP70 ailesi kadar iyi derecede korunmus degildir. Ancak, tiim Dnal
benzeri proteinler genellikle N terminalde veya yakminda lokalize J alam olarak
adlandirilan iyi korunmus 70 aminoasit dizisi igerir. J domaininin, Dnal benzeri
proteinler ve HSP70 homologlan arasinda fonksiyonel etkilesimin bir alam oldugu
diigiiniilmektedir {16).

Fare hiicrelerinin niiklear ve mikrozomal fraksivonlaninda zenginlestirilmis olan
fare MTI-1 proteini, varsayilan bir membran Dnal benzeri protein olarak tespit
edilmistir. Tiim dokularda yaygin olarak eksprese edilir. Fare transmembran protein
MTJ-1%in lumenal ] domaini (J-MTJ-1) fare BiP/Grp78 ile etkilesime girmektedir. J-
MTJ-1 BiP/Grp78’in ATPaz aktivitesini uyanp polipeptide baglanarak protein
katlanmasma yardimer olmaktadir. J domaini MTI-1 ile BiP/Grp78 etkilesimi igin
yeterlidir (24).

MTI-1 bir lumenal ] domain, bir membran domain ve mikrozomlarda
ribozomlarin protein translasyonu ile yakin temas kuran bir sitozolik domain
icermektedir. MTJ-1 DnaK benzeri saperonlarn ribozomlarla bir araya gelmesine ve
ribozomlar ile DnaK gibi saperonlar arasindaki transmembran sinyalizasyona aracilik
etmektedir. Kosaperonlar da saperon gibi faaliyet gosterebilmekte ve kismen katlanmig
ya da katlanmamig  polipeptitlere  baglanarak  onlann  agregasyonunu
engelleyebilmektedirler (84).

Dnal proteinlerinin bir simifi olarak MTJ-1, genellikle protein katlama ve tagima
trafigine yardimcidir. Neoplazide MTJ-1"in rolii tam olarak karakterize edilmemigtir.

Giiniimiizde bu DnaJ benzeri proteinin hiicre yiizey Grp78 sinyalizasyonunu degigtirme
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vetenegi bulunabilecegi éngériilmektedir. Kanserde hiicre yiizey Grp78’in MTJ-1 gibi
diger proteinlerle iliskisi hiicre cogalmasim uyarmaktadir (94).

Hiicre yiizey Grp78’in ER’de verlesik MTJ-1 ile kompleks olusturdugu
varsayilmaktadir (84, 94). Primer kutandz malign melanomda Grp78 ekspresyonunun,
MTJ-1 ekspresyonuyla wve gesitli klinikopatolojik parametrelerle korele oldugu
bulunmustur. Grp78 ekspresyonu tiimoriin invazyon derinlifi ve tiimér hiicrelerinin
hayatta kalimi ile dogru orantiidir. Orta diizeyde MTIJ-1 ekspresyonunun azalmig
sapkalim ile iligkili oldugu saptanmigtir. MTJ-1'in  Grp78 {zerinde timdr
saldirganhiginin artirilmasinda degisiklik yapict etkisi cldugu iddia edilmektedir (94).

Uma Kant Misra ve ark. tarafindan MTJ-1 ko-saperonunun, Grp78’in hiicre
yiizeyine translokasyonu ve membrana iligtirilmesi sirasinda da fonksiyon gordigi
iddia edilmistir. Fare makrofajlan kullanilan ¢alismada Cell ELISA yontemi ile yiizey
Grp78, immiinopresipitasyon ile plazma membramindaki Grp78 ve MTIJ-1 arastinlmig
ve MTI-1 mRNA ve protein diizeylerine de bakilmigtir. Caligma sonucunda murin
perioteonal makrofaj hiicrelerinde Grp78 ile MTJ-1'in membranda ko-lokalize oldugu
tespit edilmistir. Ayrica MTJ-1 gen ekspresyonu engellendiginde ylizey Grp78 yiizey
lokalizasyonunun inhibe oldugu rapor edilmigtir (84).

Yiizey Grp78’in ligandlarindan biri de u2-MG’dir ve aym c¢aligmada MTJ-1
ekspresyon inhibisyonunun  Grp78-02-MG  kompleks olusumunu engelledigi
gosterilmistir. Ancak Grp78 mRNA ekspresyonu etkilenmemektedir. Caligma ile
Grp78’in yiizeye translokalizasyonunda ve membranda lokalize kalmasinda MTI1%in

dnemli rol oynadig: gdsterilmistir (84).

2.11 CCAAT/ENHANCER PROTEIN (C/EBP) HOMOLOG PROTEIN (CHOP)

C/EBP transkripsivon faktdrleri ailesinin tyveleri ile dimerize olan CHOP
(GADD153) bir memeli niiklear proteinidir. CHOP normal biiyiime kosullarinin
voklugu, besin yoksunlugu, akut faz yamti ve hiicrelerin baz1 toksinler ile kargilagmasi
sirasindaki stres tarafindan indiiklenmektedir (123).

insan CHOP proteini 29 kDa agirhfinda olup 169 aminoasit rezidiisii igerir ve
C/EBP ailesinin ilk belirlenen {iyesidir. GADD genleri (GADD34, GADD45 ve
GADD133) genotoksik stres we biiyiimeyi inhibe eden sinyaller ile indiiklenen genler
grubudur. C/EBP hiicre farklilagmas: ve ¢ogalmasi gibi fizyolojik stireglerle ilgili gesitli

genleri diizenleyen transkripsiyon faktdrlerinin olusturdugu bir ailedir. CHOP proteini,
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N-terminal transkripsivon aktivasyon domaini ve C-terminal bZIP olarak bilinen iki
fonksiyonel alan ve ayrica p38 MAPK ailesinin substratlari olan iki komsu serin
kahntist (79 ve 82) igermektedir. bZIP domaini CHOP ile indiiklenen apoptoz igin
snemlidir, yitksek oranda korunmus olan bu domain C/EBP liyelerinin homodimer ve
heterodimerler olusturmasim saglamaktadir. Ayrnica CHOP, AP-1 kompleksine
baglanarak AP-1'in transkripsivon aktivasyonunu artirabilmektedir. Boylece, CHOP un
hem bir C/EBP fonksiyon inhibitorii olarak hem de diger genlerin bir aktivatéril olarak
cift yénlii bir rol oynayabilecegi iddia edilmektedir (93).

CHOP, DNA baglama ve dimerizasyon domainleri yapisal olarak benzer oldugu
icin bZIP protein ailesinin bir {iyesidir. Bu domainler bazik aminoasit dizisinden
olusmaktadir, bunu protein dimerizasyonu igin bir yiizey olusturan ve 18sin fermuar
denilen vedili 16sin tekrarlan takip etmektedir. bZIP proteinler en az Ug¢ altgruptan
olugur: siklik adenozin monofosfat (c-AMP)-duyarli CREB/ATF faktorler, AP-1
kompleksine katlan erken cevap Jun ve Fos proteinleri ve C/EBPler. bZIP ailesi
icindeki proteinler kolayca homodimer ve heterodimer form olusturmaktadir ve boylece
spesifik DNA kontrol dizileri ile etkilegip transkripsiyonu diizenleyen transkripsiyon
faktorii komplekslerinin gesitliligini saglamaktadir. CHOP’un C/EBP ile kararh
heterodimerler olusturarak gen transkripsiyonunun baskin bir inhibitrii olarak
fonksivon gormesine ve C/EBP’nin DNA’ya baglanmasim engellemesine ragmen,
sonraki ¢alismalar CHOP-C/EBP heterodimerlerinin yeni DNA hedef dizilerini tamma
ve boylece gen transkripsiyonunu aktive etme yetenegine sahip oldugunu gdstermigtir
(122).

CHOP, bu ailenin diger {iveleri ile dimerize olarak onlarin DNA’ya baglanma ve
transaktivasyon ozelliklerini degistirmektedir. DNA hasann veya ER stres sonucu
biiyiimeyi durdurup apoptozu uyardig: i¢in diger bir adi da “growth arrest ve DNA
damage inducible gene’dir (GADD153). CHOP, baz: tiimér dokularinda ve hepatoma,
néroblastoma, miyeloit, kolon gibi kanser hiicre hatlarinda eksprese edilmektedir.
Ekspresvon diizeyi insan kolorektal kanser invazifligi ile koreledir. Aynca prolifere
olan cogu hiicrede ekspresyonu diisitk seviyede iken oksidatif stres, DNA hasan ve ER
strese maruz kalan farkh dokularda ekspresyonu dikkat ¢ekecek sekilde upregiiledir
(48).
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Transkripsivon faktéri CHOP baslangigta genotoksik stres tarafindan
indiiklenebilmesi temeline dayal olarak izole edilmigtir. Sonradan besin yoksunluju,
hipoksi ve ER’de hatal protein katlanmas: gibi hiicresel stresi kigkirtan gesitli ¢evresel
sinyallerin CHOP gen ekspresyonunu tetikledigi gosterilmigtir. CHOP ekspresyonunun
hiicre béliinme dongiisiiniin kontroliinde rol oynadif1 ve asin ekspresyonunun biiylime
arresti ile sonuglandifi gésterilmigtir. Aynica adiposit farklilasmas: inhibisyonuna ve
programlanmis hiicre Sliimiine yol agmaktadir. Farelerden elde edilen embriyonik
fibroblastlarda CHOP geninin bozulmas: ile kismen apoptoz uyaranlarina direng
olustugu gosterilmistir (122).

CHOP belirli genlerin transkripsivonunu etkinlestirmek igin dogrudan AP-1
ailesi transkripsivon faktdrleri c-Jun ve c-Fos ile etkilesmektedir. Boylece C/EBP
ailesinin bir iiyesi olan CHOP ile bZIP protein ailesinden olan AP-1 etkilegmektedir.
Fare embrivonik fibroblast hiicrelerinde (NIH/3T3) stres indiiksivonu CHOP-DNA
baglanmasinda artisa neden olmaktadir, CHOP, C/EBP proteinlerin bazi hedef genleri
aktive edici vetenefini inhibe etmekte bazen de dogrudan aktivatdr olarak gbrev
vapmaktadir (123).

ER stres sirasinda, CHOP esas olarak PERK ve ATF4'iin aktivasyonu yoluyla
uyarilmaktadir. CHOP'un N terminal kismi CHOP fonksiyonlarinin diizenlenmesinde
tnemlidir. N terminal domain sadece protein degradasyonu igin defil aym zamanda
transaktivasyonu ve histon asetilaz olan p300 ile etkilesimi igin gereklidir. CHOP bazik
bolgesi diger C/EBP ailesi proteinlerine gore daha az korunmug oldufundan, DNA
baglanma aktivitesinden yoksundur. Homodimer olusturamayan CHOP diger C/EBP
proteinlerinin de bu vetenegini inhibe etmektedir. Ote yandan, benzersiz bir DNA
sekansina baglanan CHOP-C/EBP heterodimeri bildirilmigtir (88).

Son zamanlarda yapilan bir fare modeli ¢aligmasinda serbest kolesteroliin ER
stresi uyardign ve CHOP'un aterosklerotik plak riiptiiriinde rol aldigi gdsterilmigtir.
Serbest kolesterol peritoneal makrofajlarda ER stres-CHOP-BAX aracili apoptozu
uyarmstir. Bel-2 aile iiyesi bir proapoptotik olan BAX'in, sitozolden mitokondriye

translokasyonu ve aktivasyonu CHOP aracili apoptoz igin dnemlidir (120).

2.12 X-BOX BINDING PROTEIN-1 (XBP-1)
XBP-1, ilk olarak DQwl iligkili antijen (HLA-DRa} promoterindeki bir x-box

dizisine baglanmas: ile tespit edilmigtir. XBP-1 tiim hiicrelerde eksprese edilen
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CREB/ATF transkripsivon faktor ailesine ait 16sin fermuar proteindir. Farelerde XBP-1
geninin bozulmasi dramatik olarak sgiddetli anemi ve erken embriyonik &liimle
sonuglanan hepatosit gelisim bozuklugu vapmaktadir. Fare g¢aligmalarninda B hiicre
gelisiminde XBP-1'in rolii oldugu gosterilmigtir. B hiicrelerinde plazma hiicre
farklilasmasim uyarmak igin kirpilmig XBP-1s salgi yolunundaki protein iiretimini
artirma ve ER zarlarnim ve diger organelleri genisletme yeteneg§ine sahiptir ancak tek
basina veterli degildir (79).

XBP-1, B hiicreleri plazma hiicrelerine farklilasmak igin aktive oldugunda
uyarilmaktadir. IgM salgilama kapasitesi ortadan kaldirilms olan B hiicrelerinde, XBP-
1*in normal olarak farklilasmay1 indiikledigi gosterilmistir, B hiicrelerinde XBP-1'in bu
aktivasyonunun farkhilasmaya bagiml bir olay oldugu, salgilanan Igh’in bol
sentezinden kaynaklanan UPR sonucu olmadig iddia edilmigtir. XBP-1 olmadan, B
hiicreleri B-hiicre reseptir aracili sinyal etkinliginde bagarisiz olmugtur (S0).

Plazma hiicre diferansivasyvonu B lenfosit induced maturation protein-1 (Blimp-
1) ve XBP-1 tarafindan diizenlenmektedir ve bu sitiregte UPR kritik bir rol
ovnamaktadir. B hiicreleri farmakolojik uyaranlarla UPR’nin her ii¢ yolunu da aktive
ederken diferansivasyonda PERK yolu g¢aligmamaktadir. Lipopolisakkaritle (LPS)
uvarilan kiiltiir hiicrelerinde diferansiyvasyona cevapta dnce XBP-1 kirpilmasina yol
acan IRE1 aktive edilmis. ancak kismen gergeklesen PERK fosforilasyonu, elF2a’y1
veya CHOP we GADD34’ii aktive etmede yetersiz kalms wve sonradan ATF6
aktivasyonu oldugu belirlenmistir (79).

Sigan pankreas ada hiicrelerinde yapilan ¢alismada XBP1 agini ekspresyonunun
glukoz ile uyanlan insiilin sekresyonunu bozdugu ve P hiicre apoptozunu artirdif
gbsterilmistir, ancak siklopiazonik asit ile ER stres olusturulan sican fibroblast hatti
208F’de apoptozu uyarmadipi belirlenmistir. IRE1 tarafindan olusturulan XBP-1s,
katlanma saglayan saperonlarin ve hatall katlanan proteinleri yikima ugratan ERAD
bilesenlerinin iiretimini artirir. Intrensek mitokondrival apoptoz yolunun uyarilmasi ile
proapoptotik BAX proteni mitokondriye geger ve BAK ile oligomerize olup mitokondri
dis membramnda gegirgen bir kanal olusumunu saglar ve mitokondriden sitozole sit-
¢’nin salinmasina ve kaspaz kaskadinin aktivasyonuna yol agar. XBP-1s’in karaciger ve
plazma hiicrelerinin gelisimi igin gerekli oldugu, adacik hiicrelerinin normal gelisimi

icin gerekmedigi ve en son olarak néronlarda elzem olmadif iddia edilmektedir (6).
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Memelilerde UPR sinyali voluyla, ER membraninda lokalize olan IREI’in
dimerizasyonu  saglanarak protein kinaz ve endoribonukleaz faaliyetleri
etkinlestirilmektedir (11). Aktive IRE1 tarafindan, XBP-1 mRNA’s: iki bdlgeden
kirpilarak 26-bazlik intron bélgesi ¢ikarildiktan sonra RNA ligaz aktivitesi tarafindan
parcalar birlestirilir (11, 76). Bu splice reaksiyonu fonksiyonel bir XBP-1 transkripsivon
faktéril diretimini saglayarak ER saperonlarimin ve katlanmaya yardimc: olan enzimlerin
(PDI gibi} artisina neden olmaktadir (76). Ancak, hiicresel konum ve XBP1 mRNA
kirpilmas: igin gerekli fizyolojik siiregler tam olarak anlagilamamugtir. UPR sinyali
yoklugunda kimyasal uyan ile saglanan IRE1 dimerizasyonunun aktive XBP-1 mRNA
kirpilmas1 igin  vyeterli oldupu ve XBP-1 mRNA larpilmasimin sitoplazmada

gerceklestigi gosterilmigtir (11).

2.13 MULTI DRUG RESISTANT GENE-1 (MDR-1)

Kromozom 7q21.1°de lokalize olan MDR-1 geni tarafindan kodlanan P-
glikoprotein (P-gp) ilk olarak direngli CHO hiicrelerinde Juliano ve Ling tarafindan
izole edilmistir (118). P-gp 170 kDa agirhginda olup 1280 amincasit igermektedir (118,
75).

ATP binding cassette (ABC) tasiyicilar ailesi., transmembran domainler (TMD)
ve niikleotit binding domainler (NBD) i¢ermektedir ve {ig tiyeden olusmaktadir: P-gp
(ABCB1), MRP-1 (ABCC1) ve ABCG2Z (MXR). Iyon, seker, aminoasit, lipit, toksin ve
antikanser ilag tasimaktadirlar (128). MDR-1 organik katyonlarin spesifik tagiyicisidir
(15).

P-gp her birinde 6 hidrofobik transmembran heliks bulunan 2 tane TMD ve
viiksek oranda korunmus 1 tane NBD igermektedir. Akciger, plasenta, testis, adrenal
bez, karaciger, pankreas, kolon, jejenum, beyin, lenfosit gibi bariyer ve sekretuar
fonksivonu olan normal hiicrelerde eksprese edilir (118). Renal tiibiiller, kan-beyin
bariveri, hepatik safra kanallarinda ve kolon villuslarindaki bazi epitelyal hiicrelerin
apikal membraninda normal olarak bulunmaktadir ancak bu hiicrelerdeki fonksiyonu
tam olarak bilinmemektedir (17, 75). P-gp, antrasiklinler, epipodofillotoksinler ve vinka
alkoloidleri gibi antikanser ilaglar; antibiyotikler; antiretroviral ilaglar; analjezik ve
antiinflamatuar ilaglar; immunosupresif ilaglar; antiaritmik ve kardiyoaktif ilaglar
(digoksin, verapamil) dahil endojen metobolitleri ve ksenobiyotikleri substrat olarak

tanimaktadir (106). P-gp, vinblastin, vinkristin, doksorubisin, daunorubisin, etoposid,
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teniposid, paklitaksel, taksanlar gibi antitimér ilaglara direng olusumunu saglamaktadir
(121, 15). P-gp ile olusan direng. verapamil, pimozid, siklosporin A, kinolon,
eritromisin, rezerpin, tamoksifen gibi inhibitérlerle geri cevrilebilmektedir (118). PKC
inhibisyonu, P-gp artiggm Onlemekte ve NF-kB ile de MDR-1 regiilasyonu
vapilabilmektedir (128).

Bir transmembran proteini olan P-gp, ilaglarin enerjive bagimh olarak hiicreden
disariya pompalanmasimi saglar. Artrmg P-gp diizeyi kolon, bdbrek wve adrenal
kanserlerde ila¢ direnci olusturmaktadir. MDR-1 promoter aktivitesi antikanser ilaglar,
DNA hasarlayici ajanlar, 1s1 soku, serum agh@ ve UV radyasyon ile uyariimaktadir
(121).

Multifonksiyonel bir protein olan P-gp sadece hidrofobik bilesikleri digan atan
bir pompa olarak etki etmeyip ayni zamanda membran kompozisyonunu diizenlemekte
ve hiicre gismesi ile uyanlan CI° kanal aktivasyonunu artirarak iyon transportunu
degistirmektedir (17).

P-gp. fazlaca bulundugu dokularda (baZirsak, karaciger ve bobrek gibi) tedavi
etkinliini degistiren ilag emilimini ve atilimim giiglii bir sekilde etkileyebilmektedir.
Tiimdr hiicrelerindeki asirt P-gp ekspresyonu ¢oklu ilag direncinin mekanizmasidir. P-
gp substratlanimin gogu P-gp indiikleyicisi olarak etki ederek kendi digsan atilimlarim
artirmakta ve hiicre i¢i birikimlerini simirlandirmaktadirlar. Omegin rifampin, digoksin,
ouabain., palitoksin. Digoksin ve ouabainin MDR-1 gen ekspresyonunu artirici
etkilerinin kalsiyum artisina bagl oldugu iddia edilmektedir fakat mekanizma heniiz
tam olarak bilinmemektedir (106). Ouabain g¢esitli antikanser ajanlarin sitotoksisitesini
inhibe etmektedir fakat bu hizh etkinin P-gp aktivitesi ile iliskili olmadig: iddia
edilmigtir. Ouabain tarafindan uyvanlan MDR-1 gen transkripsivonu sitozolik kalsiyum
konsantrasyonunu artiran tapsigargin ile artmis, kalsiyvum selatérii. BAPTA ile
baskilanmigtir. Sonug¢ olarak MDR-1 gen transkripsiyonun uyanlmasinda Na /K-

ATPaz inhibisyonu ile sitozolik kalsiyvum konsantrasyonu artig: rol oynamaktadir (17).

2.14 MULTI DRUG RESISTANT ASSOCIATED PROTEIN-1 (MRP-1)

ABC tasiyicilarinin diger major grubu MRP ailesidir. 190 kDa agirh@inda ve
1531 aminoasit igeren membran proteini MRP, 1992°de Cole ve ark. tarafindan
bulunmustur. 16p13.1 kromozom bélgesinde kodlanan MRP-1 plazma, ER ve golgi
membramnda lokalizedir (75, 15, 118). Akciger, testis, bibrek, diiz kas, epitelyal ve
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hematopoetik hiicreler ve kan-beyin bariyeri endotelinde eksprese edilmektedir ve
hiicresel lokalizasyonu bazolateral membrandir (118, 75, 15). MRP-1 proteini ile P-gp
%15 homoloji gdstermektedir. Epitelyal dokularda ekspresyonu fazla olup
malignensilerde proliferasyon ile ekspresyonu degismektedir. MDR ve MRP proteinleri
normalde karacigerde eksprese edilmekte ve hepatosit kanalikiller membraminda
kolefilik organik ivonlarin (safra asitleri gibi) biliver ekskresyonunu diizenlemektedirler
(15). Jedlitsky ve ark. MRP nin, glutatyon. glukuronid ve siilfath konjuge bilesikleri
tagivabilecegini gistermiglerdir (75).

MRP daha fazla kistik fibroz transmembran regiilatdr gen iiriinii CFTR ile
iligkilidir, MRP ailesinin orijinal iiyesi MRP-1 olup homologlart MRP 2-9°dur, MRP-1
ile diger MRPlerin (MRP 2-6) sekanslar ancak % 34 ve 58 ortaktir. Genel membran
topolojisinin MRP ailesinin biitiin fivelerinde benzer oldugu diisiiniilmektedir (75).
MRP, 17 transmembran heliks igeren 3 TMD ye sahiptir. N terminalde 5 transmembran
heliks iceren ilave bir TMD bulunmaktadir (128). Bu ek domain MRP ailesinin organik
anyon afinitesinde belirgin bir role sahiptir. MRP homologlarinmn higbirinin ilag direnci
ile iliskisi MRP-1 gibi agik olarak bilinmemektedir. MRP, 12 potansiyel glikozilasyon
bélgesi icerir ancak bunlarin islevi i¢in énemli olmadig1 diisiiniilmektedir. Ote yandan,
MRP fosforilasyonunun transport fonksivonunda rol oynayabilecegi diigiiniilmektedir.
Tiim ABC tagiyicilarinin gergek transport mekanizmasi, tam olarak anlagilamamigtir,
substrat 6zgililligiinil tanimlamak zor olmustur. P-gp hidrofobik biiyiik katyonlara daha
fazla afinite gosterirken, MRP organik anyon taginmasinda daha etkili gériinmektedir.
Doksorubisin, vinkristin ve etoposid (VP-16) MRP igin iyi substratlardir ve bu
bilesiklere maruz birakilan hiicre hatlarinda asin MRP ekspresyonu ve P-gp aracih
olmayan ila¢ direng gelisimi ortaya g¢ikanlmigtir. Metotreksat da MRP-1 transport
substratlari listesine eklenmistir (75).

MRP-1, antrasiklin, vinka alkaloid, epipodofillotoksinler, kamptotesinler ve
metotreksata direng olusturmaktadir (118). Okside glutatyon, l6kotrien C4 (LT-C4) gibi
fizyolojik substratlan, antrasiklinleri, mitoksantron, glutatyon konjuge ilaglar, siilfat
veya glukuronat konjuge ilaglar1 transport etmektedir. p-53 tarafindan down-regiile
edildigi ve AP-1 kompleks ile diizenlendigi de rapor edilmistir (128).
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2.15 PROSTATE APOPTOSIS RESPONSE-4 (Par-4)

insan Par-4 geni kromozom 12q21.2°de lokalizedir (137, 114). Gen iiriinii olan
Par-4 proteini 40 kDa agirhifinda olup 342 aminoasit igermekte ve tiim dokularda
eksprese edilmektedir (114). N-terminal bdélgede iki 2 niiklear lokalizasyon sekans:
(NLS), C-terminal bélgede bir 16sin zipper domaini (LZ) ve C-terminalde bir niiklear
eksport sekans1i (NES) ve merkezi konumlu kanser selektif apoptoz (SAC) domaini
icermektedir (41).

PKA ve PKC ile fosforilasyon igin bilgeleri bulunmaktadir. Bu domainler Par-4
proteininin  regiilasyon,  lokalizasyon, dimerizasyon ve  posttranslasyonel
modifikasyonunda dnemlidir (114). Bu domainler %100 korunmustur. Akt ve PKA gibi
kinazlar i¢in korunmus fosforilasyon bélgelerine sahiptir. Néron, lenfosit, meme bezi
epitelyum hiicreleri, retinal hiicreler, prostat duktal hiicreleri ve diiz kas hiicrelerinin
terminal diferansivasyonunda ekspresyonu diisiik olarak bulunmustur (137).

Tiimdr supresdr gen olarak proapoptotik fonksiyonlan vardir. Renal hiicreli
kanser, ndroblastom, ALL, KLL, endometrival kanser gibi g¢esitli kanserlerde Par-4
downregiilasyonu goriilmektedir. Par-4 knockout farelerde endometrivum, karaciger,
akciger gibi cesitli dokularda spontan tiimérler gelismektedir. TRAIL, vinkristin,
doksurubisin ve radyasyon gibi gesitli eksojen sinyaller ile baslatilan hiicre 6liim
programlarimin esansiyvel bir downstream regililatorii oldugu ve hiicre éliimiine katkis:
oldugu bulunmustur. Norodejeneratif hastaliklarda (Alzheimer, Parkinson) endojen Par-
4°iin upregiile oldugu gosterilmistir (137).

Intraseliiler Grp78 genel olarak anti-apoptotik fonksivonlar gdstermektedir.
Hiicre igi Par-4 hiicre yizey Grp78 ekspresyonunu diizenler, hiicre lizatlarinda Par-4
knockoutu, toplam Grp78 seviyelerini degistirmezken, hiicre wiizeyinde Grp78
ekspresyonunu ciddi miktarda azaltmaktadir, bu endojen Par-4iin hiicre yiizey Grp78
ekspresyonu igin gerekli oldugunu gostermektedir (18).

Par-4 sitoplazmada ve niikleusda hiicre igi fonksivonlan ile bir proapoptotik
proteindir. Par-4 proteini normal hiicreler ve kanser hiicreleri tarafindan ve spontan
tiimérlere dayamkh olan transgenik fareler tarafindan kendiliginden salgilanmaktadir.
ER stres uyarici ajanlara kisa siire maruz kalma hiicresel Par-4 salgisini apoptoz ve
kaspaz aktivasyonundan bagimsiz olarak daha fazla arttirmaktadir (18). Ekstraseliiler

Par-4, kanser hiicrelerinin ylizeyinde eksprese olan Grp78’e baglanarak ER stres ve Fas
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associated protein with death domain (FADD)ykaspaz-8/kaspaz-3 yolunun aktivasyonu
ile apoptozu uyarmaktadir (18, 41). PC-3 hiicrelerinde ER stres uyarici TRAIL
tarafindan uyanlan apoptoz, hiicre yiizey Grp78 iizerinden -ekstraseliiler Par-4
sinyalizasyonuna baghdir. Béylece, Par-4 apoptoz indiiksiyonu igin hiicre ylizey Grp78

reseptoriini igeren ekstrinsik bir yolu aktive etmektedir (18).

ekstraseliiler Par-4
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Sekil 10. Par-4"iin apoptotik etkisi (18)

Par-4"{in apoptotik etkisi, hiicresel apoptotik makineyi etkinlegtirme ve hiicresel
hayatta kalma mekanizmalarim engellemeyi i¢ermektedir. Par-4 hormon duyarsiz
kanser hiicrelerinde FADD i¢in adaptér protein olan Fas ve Fas ligandin (Fas/Fasl.)
plazma membramna translokasyonunu saglayarak apoptozu uyarmaktadir, DISC
olusumuna neden olarak kaspaz kaskadimi baslatmaktadir. Paralel olarak, Par-4
niikleusa gegerek NF-kB aracili hiicre sagkalim mekanizmalarini engellemektedir. NF-
kB, Bcl2 ailesi (6rnegin; Bel-xL, AVBfl1 gibi) ve anti-apoptotik genlerden X'e bagh
apoptoz inhibitérii (XIAP) gibi hiicre koruyucu genleri diizenler (114). Kanser
hiicrelerinde PKA tarafindan Par-4 SAC domainindeki treonin 155 (T155) kalintisi
fostorillenir (40). Par-4"{in niiklear translokasyonu ve apoptotik etkisi, ayrica membrana

dogru Fas/FasL trafigi ve NF-kB inhibisyonu igin Par-4 T155 rezidiisiinde PKA aracih
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fosforilasyon gereklidir (114). Kanser hiicresinde siRNA ile PKA aktivite inhibisyonu
Par-4 fosforilasyonunu 6nleyerek apoptoza neden olmaktadir (40).

Endojen Par-4 biiyilk olglide inaktive olmasina ve kendiliginden apoptozu
tetiklememesine ragmen gesitli sitotoksik ajanlarin apoptotik fonksiyonu igin dnemlidir.
Artmig Par-4 ekspresvonu ¢ogu kanser hiicrelerinde apoptotik 6liime neden olurken
normal veya immortal hiicrelerde apoptoza neden olmamaktadir. Par-4tin apoptotik
etkisi igin 16sin fermuar domaini gerekmez. Par-4 efektér etki alani olan SAC domaini,
Par-4 gibi niiklear giris, kaspaz aktivasyonu, NF-kB aktivite inhibisyonu ve apoptoz
indiiksiyonu vetenegine sahiptir. SAC domaini sigan, fare ve insan Par-4’tinde %100
korunmustur. Endometrial kanserde Par-4 baskilanmis veya mutant konumundadir,
renal hiicreli karsinomda downregiiledir, prostat kanserinde Aktl tarafindan
inaktivasyonu nedeniyle islevsizdir. Son yillarda yapilan g¢alismalarda Par-4'iin TOPI
katalitik aktivitesinin bir intraseliiler baskilayicisi olarak goérev vapug ve SAC
domainine bagli bir mekanizma tarafindan hiicresel siklusu baskilamak i¢cin DNA

topolojisini diizenledigi iddia edilmektedir (18).

2.16 HEKSOKINAZ 1T (HKIT)

HKII geni kromozom 2p13°de lokalizedir (99). HKII 100 kDa agirh@gindadir ve
C-terminal katalitik domain ile N-terminal regiilatér domain igermektedir. Mitokondrive
sadece HKI ve HKII baglanmakta ve VDAC ile tetramer olusturarak hiicreyi
apoptozdan korumaktadir, 15 aminoasitden olugan N-terminali VDAC ye baglanma i¢in
gerekli ve veterlidir (99). Insan hiicrelerinde heksokinazin, doku ekspresyonu,
subseliiler lokalizasyonu ve katalitik/dilizenleyici Gzellikleri farkh olan dort izoformu
(I-IV) bulunmaktadir (23 27). HKIV vetiskin hepatositlerde, HKI baskm olarak
bevinde eksprese edilmektedir (27). HKII kas, yag ve akeciger dokusunda disiik
miktarlarda eksprese edilirken diger dokularda eksprese edilmemektedir (27 23).

Heksokinaz, glikoliz yolunda ilk hiz simirlayici basamak olan glukozun glukoz-
6-fosfata doniisiim basamagim katalizler (23). Bu reaksivon sadece hiicre ig¢ine glukoz
girisi igin bir kensantrasyon farki vyaratmayip aym zamanda hiicre i¢i glukoz
metabolizmasim belirlemektedir (27).

Tiim HK’larin yapisal ve iglevsel benzerligi olmasina ragmen farkh kinetikleri
vardir, HKI-III 100 kDa agirhgindadir ve diisikk Km sabitleri (0.02-0.03 mM) sayesinde
cok diistik glukoz konsantrasyonunda bile glukoz ig¢in afiniteleri viiksektir. Aksine
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glukokinaz olarak bilinen HKIV, 50 kDa agirlifinda bir proteindir ve tek bir katalitik
bolge icermektedir. HKII ise iki katalitik bdlge igermektedir. HKIV tek bir katalitik
bilge igerdiginden dolayl, glukoz igin HKI-III'den birka¢ yiiz kat yiiksek Km’e (3-8
mM) sahiptir (27).

Hepatokarsinomda HK gen izoformlarnimn baskilanma/aktivasyon alternatifine
vol agan epigenetik olaylar tammlanmigtir: Normal karaciferde ekspresyonu
goriilmeyen HKII'nin malign hepatomada vyiiksek diizeyde eksprese edilmesi
tiimérogenezde HKII gen promoterinde metilasyvon farkhilifn analiz edilerek
agiklanmistir. Hepatosit HK geninde CpG adalarinda metilasyon fazla iken hepatomada
voktur (81). Hepatositlerde HKII ekspresyonu yoktur veya ¢ok azdir (99).

Dig membrana enzimin hedeflenmesi igin gerekli olan amfipatik N-terminal
helikal domainleri sayesinde HKI ve Il mitokondriye baglanarak dig membran porin
proteini olan VDAC ile etkilesirler. HKII'nin VDAC ile baglanmas: BAX ile uyarilan
sit-¢c salimmini ve apoptozu énlerken HKII'nin ayrilmas: hiicreyi apoptoza duyarh hale
getirmektedir. Bel-2 ailesi BH1-4 olarak adlandirilan homoloji bélgeleri igermektedir.
Ailenin antiapoptotik iiyelerinde BH4 domain bulunurken proapoptotik iivelerden BID
ve BIK sadece BH3 igermektedir. Karboksi terminalinde BH4 domainine benzer bolge
tastvan HKII, VDAC ye baglanmak i¢cin BAX ile vanigmaktadir (97). Mitokondrive
BAX baglanmasimi  &nleme mekanizmas1 tam bilinmemektedir, sterik engel
olusturabilecegi veva VDAC'de  konformasyvonel  degisimi  uyarabilecegi

diigliniilmektedir (99).

sitozol —

Sekil 11. HKII ile VDAC etkilesimi (98)
HKII ekspresyonu ve mitokondrive bagli heksokinaz yiizdesi bazi kanser

hiicrelerinde anlamhi diizeyde artmugtir. HIF-1 ve mutant p53 HKII ekspresyonunu
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uyarmaktadir. Glikoliz ve pentoz fosfat yolu igin glukoz-6-fosfat ortak bir metabolik ara
tiriindiir, HK’nin inhibisyonu her iki volu ve domwn-stream mitokondriyal
metabolizmay1 etkiler. Ek olarak mitokondri ile iliskili HKII'nin enzimatik aktivitesi,
apoptoz diizenlenmesinde énemli bir rol oynar. Boylece, HKII hedefli ajanlarin bu
molekiiliin anti-apoptotik dzelligini ortadan kaldirmas1 miimkiin olabilecektir. HKII'nin,
her iki kanser enerji metabolizmas: (glikoliz ve pentoz fosfat yolu) ve apoptozdaki
dnemli rolit nedenivle bu molekiil gekici bir hedef olarak kabul edilmektedir. Bilinen
heksokinaz  inhibitérleri;  2-deoksiglukoz, 3-bromopiruvat, S-tivoglukoz ve
mannoheptiilozdur (23).

Aktive Akt, Bel-2 ve Bel-xL gibi sit-c saliumum onler. Mitokondriyal HK
glukoz ile aktive edilirken glukoz-6-fosfat ile inhibe edilmektedir (37). Mg gibi
divalant katyonlar mitokondriye HKII baglanmasim artirmaktadir. Baglanma protein
kinazlar ile diizenlenmektedir. Serin/treonin kinaz olan Akt (PKB) tarafindan HKII
treonin 473 fosforillenmesi mitokondrive baglanmay artirmaktadir. GSK-3B tarafindan
VDACI treonin 51 fosforillenmesi HKII ayrilmasina, paklitaksel ve doksorubisin gibi
kemoterapiitik ajanlara kanser hicrelerinin duyarhlagsmasina yol agmaktadir.
Mitokondrive kolesterol alimimn artis1 baglanmayi artirmaktadir (98).

Karacifer ve pankreas hiicre karsinogenezinde erken bir metabolik olay
gosterilmigtir: Bu hiicrelerde viiksek afiniteli HKII'nin ve daha az oranda HKIV iin
baskilandigi ve HKI ekspresyon artisinin oldugu belirlenmistir. Mitokondrive spesifik
VDAC ile HKI ve Il dogrudan etkilesmektedir. VDAC ve adenin niikleotit tasiyicilar
{ANT) mitokondrival matriks ve sitozolik bdlmeler arasinda adenin niikleotitlerin
tasgimmim saglamaktadir,. HKIT ile VDAC etkilegimi iki farkh etki olusturmaktadir; ilk
olarak, VDAC nin zarlar arasi bogluktan sitozole ATP tasmimindaki roliinii inhibe
edebilmektedir ve ikinci olarak, VDAC ile BAX/BAK etkilesimini bozarak apoptozu
inhibe edebilmektedir. Béylece, hepatomalarda ve diger kanserlerde HKII'nin yiiksek
seviyveleri mitokondrival zarlar arasmmda ATP birikimi yaparak apoptotik direncin
artmasina katkida bulunabilmektedir (27).

HKII dig mitokondrial membran proteini VDAC ile baglandifinda ig
mitokondrial membran proteini olan ATP sentaz ATP firetir, adenin niikleotit
translokatér ATP'vi VDAC-HKII kompleksine aktarir. Bu dort protein arasinda igbirligi
hizlidir ve sonug olarak glukoz-6-fosfat tiretimi artar. Glukoz-6-fosfat sadece glikoliz
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onciist degildir, aym zamanda pentozfosfat ve mitokondrival trikarboksilik asit
déngiisii lizerinden kanser hiicrelerinin bilyiime ve g¢ogalmasi igin gereken anahtar
metabolitlerin bivosentezinde grev almaktadir (81).

HKII'nin néroprotektif etkisi oldugu ve metabolizmanin diizenlenmesi, apoptoz,
transkripsivon, sitosikeleton dinamikleri gibi hiicresel proseslerde yer alan glikojen

sentaz kinaz-3"il (GSK-3) inhibe ederek néronal yagam sagladi gosterilmistir (35).

2.17 HEMOKSIJENAZ-1 (HO-1)

HO-1, HO-2 ve HO-3 olarak ii¢ hemoksijenaz izoformu bulunmaktadir. HO-1
tiim dokularda vaygindir (78). Ilk olarak, diiz ER'nin 32-kDa agirliginda bir integral
membran proteini olarak tamimlanmistir Hem grubu, hipoksi, oksidatif stres, agiwr
metaller, UV radyasyon, inflamasyon gibi ¢esitli uyaranlara cevap olarak HO-1 sentezi
artmaktadir (73). Demir ve protoporfirin [X'dan meydana gelen Hem'i katabolize eden
HO-1 stres-responsif bir enzimdir. Homeostaz sirasinda hemoproteinlerde prostetik
grup olarak bulunan Hem, patolojik durumlarda nonkovalen bagh oldugu bu
proteinlerden aynilir ve pro-oksidan serbest Hem agiga ¢ikar. Fenton reaksiyonu ile
serbest Hem, serbest radikal olusumuna neden olabilmektedir. HO-1in T hiicre
fonksivonunu diizenleverek immiinoregiilator etki gosterdigi iddia edilmektedir (116).

Hem’e maruz kalan kiiltiire endotel hiicrelerinde HO sentezi uyarnilmakta ve
endotel hiicrelerinin TNF aracih apoptoza gidigi Snlenmektedir. Hepatositlerde ve
fibroblastlarda hemin ile HO sentezi uyarilmaktadir. Porfirin halkasim agarak Hem
demirini serbestlestiren HO, dokularda oksidan stresle uyanlmaktadir. HO etkileri,
oksidatif strese kars: adaptif hiicre koruyucu cevapla iligkilidir (14).

HO-1 Hem’in biliverdine, demire ve karbonmonoksite yikimim kataliz eden
sitoprotektif bir proteindir. Damar diiz kas hiicrelerinde yapilan ¢alismada gesitli ajanlar
ile uyarilan ER stresinin HO-1 mRNA ve protein diizeyini artirdifs ve HO-1 promoter
aktivitesini antioksidan responsif element (ARE) volu ile uyardifi gosterilmistir.
Oksidatif, nitrozatif, ozmotik ve hemodinamik stres gibi bivokimyasal ve biyomekanik
uyarilar ile HO-1 sentezinin artisi doku hasarina karsi &nemli bir hiicresel savunma
mekanizmas1 saflamaktadir. Prooksidan olan Hem katobolize oldufunda antioksidan
dzellikli biliverdin ve biliriibin olusumunu saglar. Bu antioksidanlar peroksi
radikallerine karsi savunma ve lipit peroksidasyonunu inhibe etme yetenegine sahiptir.

Ayrica serbest demirin selasyonu ile antioksidan etki gosteren ferritinin aktivasyonunu
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arttirmakta ve antienflamatur wve antiapopitotik ozellikleri olan karbonmonoksit
dretimini saglamaktadir. Karbonmonoksitin, proapoptotik transkripsiyon faktérii olan
GADDI153 ekspresyonunu  baskilayarak antiapopitotik etki gdsterdigi iddia
edilmektedir. HO-1/CO’ sistemi ER stres periyodunda hiicre hayatta kalimini saglamak
icin énemli bir adaptif mekanizma saglayabilmektedir. ER Ca~' ATPaz’im inhibe
ederek ER stres olusturan tapsigargin primer niron hiicrelerinde HO-1 mRNA artigim
saglamistir. Ayrica distilfit bag olusumunu bozarak ER'de vanlis protein katlanmasi ile
ER stres olusturabilen homosisteinin arttigi hiperhomosisteinemili bir miirin modelinde
HO-1 ekspresyon artisi g&sterilmistir. Nrf-2 nilklear transkripsivon faktbrii, ARE ye
baglanarak HO-1 gen ekspresyonunda uyaric: bir rol oynamaktadir (78).

Serbest Hem, hepatosit, oligodentrosit, pankreas B-hiicresi gibi hematopoetik
olmayan hiicreleri TNF-aracili apoptoza duyarl kilmaktadir. Serbest Hem, yapidaki Fe
atomunun pro-oksidan etkisi ile sebest radikal iretimi yolu ile TNF'ye cevapta
sitotoksik etki olusturmaktadir. Lipit peroksidasyonu, siirekli JNK aktivasyonu, kaspaz-
8 ve kaspaz-3 aktivasyonu ve apoptoza neden olmaktadir. HO-1 ise, serbest Hem’in
hemoproteinlerden salimimini, hiicrelerde birikimini ve pro-oksidan etkilerini inhibe
etmektedir (39).

Adult T cell 16semi/lenfoma (ATL) tedavisinde kullamlan proteozom inhibitGrii
bortezomib hiicre kiiltiiriinde protein katlayici 1s1 sok protein ekspresyonunu ve HO-1
ekspresvonunu artirmigtir. Oksidatif stresle iliskili bir gen olan HO-1, HIF-1"in hedef
genlerinden biridir ve ROS’a cevap olarak uyanldig: iddia edilmektedir (43).

Proteinin aktif bolgeyi de igeren biiylik kismi sitoplazmada, kisa C terminali ise
diiz ER liimeninde yer almaktadir. Niikleusa transportu i¢in proteaz aracilifa ile C-
terminalinin - kirpilmasi1  gerekmektedir. HO-1"in  niikleusa migrasyonu sonucu
aktivitesinde kayip olusmasina ragmen niiklear lokalizasyonunun, oksidatif strese kars:
sitoproteksivon olugturan genlerin upregiilasyonunu saglayabilecegi iddia edilmektedir.
Bir transkripsivon faktérii degildir, ancak oksidan-responsif transkripsiyon faktdrlerinin
baglanmasim diizenleyerek gen transkripsivonunda indirek etkileri olabilecegi iddia
edilmektedir (73).

Karbonmonoksit gazi sigan hepatositlerinde ve insan HepG2 hiicrelerinde, HO-1

ekspresyonunu Nrf-2 iizerinden PERK sinyalizasyonunu arttirarak yapmaktadir ve
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avrica p38 mitogen-MAPK aktivasyonuyla CHOP supresyonu yaparak apoptozu
dnlemektedir (60).

Endotel hiicrelerindeki HO-1 aktivite artisn, CO agiga ¢ikararak TNF ile
indiiklenen apoptozu Onlemektedir. Artan E-selektin ve wvaskiiler hiicre adezyon
molekiilii (VCAM) ise Fe ve biliriibin yolunu ve HO-1 aktivitesini olumsuz etkiler.
Insan nétrofilleri iizerinde Hem etkisi igin HO aktivitesinin kismen gerekli oldufu
gdsterilmisti: HO’nun yanigmali bir inhibitdrii tarafindan nétrofil apoptozunun
gecikmesi kismen tersine donmiigtiir. Ancak, ne biliverdin ne de onun metaboliti
biliriibin, n&trofil yasam siiresi iizerinde etkili olmamustir. CO vei/veya Fe HO-1
tarafindan olusturulan efektér molekiiller olmasi muhtemeldir. Hem tarafindan
nitrofillerde HO-1 ekspresyonunun uyarilmasi ve HO-1'in inflamatuar cevap sirasinda

nitrofil spontan apoptozunu modiile etmedeki rolii yeni ve ilgi ¢ekici noktalardir (10).

caveolae
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caveolin-1

Sekil 12. Kaveolar HO-1 (59)

2.18 CAVEOLIN-1 (Cav-1)

Kaveolinler kaveolanin yapisal proteinleri olup memeli hiicrelerinde bes farkh
izoformu kodlayan iig farkli genle eksprese edilmektedirler (cav-1, -2 ve -3). Cav-1
primer sekansi, membrana sabitleyici merkezi bir hidrofobik domain (rezidii 102-134)
bir oligomerizasyon domaini (rezidii 61-101) ve scaffolding domaini (rezidii 82-101)

icermektedir. Kaveola ilk olarak plazma membramnda kolestercl, glikosfingolipit ve
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sfingomiyelinden zengin vezikiller invajinasyonlar olarak belirlenmistir (124).
(ogunlukla kardivak mivositlerde olmak {izere farkli dokularda vapilan birgok ¢alisma,
kaveola iginde Na'/K -ATPaz ile komsu membran proteinlerinin etkilestigini ve hiicre
i¢i organellere sinvaller gonderildigini gostermektedir (134).

Na'/K'-ATPaz'm Cav-1’in N terminaline bagh oldugu gdsterilmistir. Zaman ve
doza bagh olarak bu etkilegimin diizenlendigi ve LLC-PK1 hiicrelerinde ouabainin Cav-
1 tirozin fosforilasyonunu uyardigi belirlenmigtir. Canli hilcrelerde oldugu gibi izole
kaveol preparasyonlarinda ouabain Na'/K'-ATPaz-Src-kaveolin kompleks olusumunu
arthrmigtir. Metil-siklodekstrin ile kolesterol azaltilmasi veya siRNA ile Cav-1
azaltilmas1 Na'/K -ATPaz ve Src'yi azaltmistir. Kolesterol tilkenmesi ouabain bagh
Na'/K'-ATPaz-Src sinyal kompleksinin olusmasim onlemistir, benzer sekilde Cav-1
tilkenmesi kolesterol replasmam sonrasi restore edilen ERK’lar iizerinde ouabainin
etkisini bloke etmigtir. Acikga kaveolar Na /K -ATPaz, pompanin Src ile etkilesen
sinyal havuzunu temsil etmektedir ve ouabain sinyallerini iletmektedir (124).

LLC-PK1 hiicrelerinde ouabain, klatrin aracilig ile plazma Na K'ATPaz
endositozunu uyarmaktadir. Quabanin uyardifi endositozda kaveol gerekmektedir, Cav-
1 deplesyonu ile al altiinite, AP2, PI3K ve klatrin agir zinciri arasindaki protein-protein
etkilesiminin énemli 6l¢iide azaldig) gosterilmistir (77).

Oligomerizasyon domaini ile C-terminal domain arasindaki etkilesim 14-16
kaveolin iceren kaveolinlerin iskele fonksivonu igin émemli olan vilkksek molekiiler
oligomerlerin olusumu ile sonuglanmaktadir. Iskele domaini ile Src, EGFR ve Ras gibi
gok sayida sinyal proteinlerindeki kaveolin baglayict motifler arasindaki etkilesim bu
proteinleri kaveolada yogunlagtirmaktadir. Bu sekilde, kaveolada Src ve diger sinval
proteinlerinin Na'/K'-ATPaz ile etkilesimi gerceklesebilmektedir. Kalp, bobrek ve
kiiltiir hiicrelerinden izole kaveolada Na'/K -ATPaz’in yogun olarak bulundugunu
gisteren galismalar vardir. izole kalp preparasyonlarinda ouabainin kaveolar ERK lan
aktive ettifi bulunmustur, bu ouabain aracili sinyal iletiminde kaveolar Na /K -
ATPaz n rolii olabilecegini diisiindlirmektedir (124).

Na /K'-ATPaz « altbirimi iki tane korunmus kaveolin baglayici motif
icermektedir. N-terminal baglayier motif ilk transmembran heliksinin sitozolik tarafinda
verlegirken C-terminal baglayici motif ekstraseliiler tarafta yer almaktadir. Bu iki

baglayic1 motif memelilerde yiiksek oranda korunmustur. Cav-1, iskele domaini
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sayvesinde Na /K -ATPaz’'in kaveolin baglavici motifine baglanmaktadir ancak
kaveolinler plazma zarnim gegemezler. Muhtemelen wl altiinite C-terminal baglayie
motifinin bu etkilesime daha az katkida bulundugu, alternatif olarak da C-terminal
baglayict motifin sekrete Cav-1 ile etkilesebilecegi diisiiniilmektedir ancak bu konu

heniiz tam olarak bilinmemektedir (124).
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3. GEREC - YONTEM

3.1 KULLANILAN ARAC VE GERECLER:
1. Santrifiy MSE, MISTRAL 30001, seri no: 5691/02/075, UK.

]

. Santrifilj Jouan, C4i, seri no: 30411037, France

. Mikropipetler (Sealpette Jencons 0.5-10, Treff Lab 20- 200, 100-1000, Genex Beta
10-100, 50, 2-20, Dialab 200-1000, Rainin Pipet-plus R 20, Socorex 50-200, Eppeddorf
20, 100, 200, 1000, Germany).

4. Mikrosantrifiij SIGMA 3K30, seri no: 76262, USA

5. Mikrosantrifilj Jouan A-14, seri no: 399031035, France

(8]

6. 0,6 ml ve 1,5 ml niikleaz igermeyen eppendorf tiip

7. 0,2 ml PCR tiip

8. Derin dondurucu -70°C, NUAIRE, Seri no: 9394248, USA

9. Derin dondurucu -80°C, NUAIRE, Seri no: Z17N-205195-ZN. USA

10. Benmari ASTEL, TIP J18 BAIN UNIVERSAL, N seri: 3940517, Jouan. France

11. Benmari Termal Lab. Aletleri, seri no: 821911, Tiirkive

12. Vorteks VM3, Windaus, 3392, Germany

13. LightCycler 480 II, seri no: 28218, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany
14. Laminar-flow (Bilser, Seri no: 6087, Ankara, Tiirkive)

15. Laminar-flow (Nuaire, Model no: Nu-425-400E, seri no: 116026070307, USA)

16. High-pure PCR RNA isolation kit (Cat. No.1l1 828 665 001 Roche Diagnostics
GmbH, Penzberg, Germany )

17. Transcriptor first strand ¢cDNA synthesis kit (Cat no. 04 379 012 001 Roche
Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany )

18. LightCvcler 480 Probe Master (04 707 494 001 Roche Diagnostics GmbH,
Mannhein, Germany)

19. Human GAPDH forward-reverse (19/19 b) primer ¢ifti- LNA Tagman probe seti
(UPL60, Cat No.04688589001 Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)

20. Human Grp78 forward-reverse (18/20 b) primer ¢ifti- LNA Tagman probe seti
{UPL39, Cat No. 04687973001 Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)

21. Human Grp94 forward-reverse (24/23 b) primer ¢ifti- LNA Tagman probe seti
(UPL62, Cat No.04688619001 Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)
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22, Human MTI1 forward-reverse (20/20 b) primer ¢ifti- LNA Tagman probe seti
(UPL32, Cat.No.04687655001 Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)

23. Human HO-1 forward-reverse (21/20 b) primer ¢ifti- LNA Tagman probe seti
(UPL42, Cat.No.04688015001 Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)

24. Human CHOP forward-reverse (20/20 b) primer ¢ifti- LNA Tagman probe seti
(UPL9, Cat.No. 04685075001 Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)

25. Human Cav-1 forward-reverse (18/21 b) primer gifti- LNA Tagman probe seti
(UPL42, Cat.No.04688015001 Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)

26. Human HK I1 forward-reverse (18/20 b) primer c¢ifti- LNA Tagman probe seti
(UPL54, Cat.No.04688515001 Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)

27. Human MDR-1forward-reverse (20/19 b) primer ¢ifti- LNA Tagman probe seti
(UPL21, Cat.No.04686945001 Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)

28. Human MRP-1 forward-reverse (20/19 b) primer ¢ifti- LNA Tagman probe seti
(UPL88, Cat.No.04689135001 Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)

29. Human Par-4 forward-reverse (20/25 b) primer c¢ifti- LNA Tagman probe seti
(UPL7, Cat.No.04685055001 Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)

30. Human XBP-1 forward-reverse (24/24 b) primer ¢ifti (Sentez No: 379463/379464 Alfa
DNA, Montreal, Canada,)

31. LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, 04729692001 white, lot: 09016400, Roche
Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany

32. Ultrasonic Cleaner, seri no: 030607, Germany

33. Spektrofotometre, IMPLEN NanoPhotometer, Seri no: 1271,U.K.

34. pH metre, Microprosessor pH meter EDT Instruments RE 357, 702 UK.

35. Elektronik terazi (Chyo Balanced Corparation, JL-180, seri no: 300258, Japan)

36. Cellstar Tissue Culture Flask (25 cm2) kirmuzi kapak Cat No.690175 Grenier bio-
one, Austria

37. Cellstar 96 well Cell Culture Plate, Cat no.655 180 Grenier bio-one, Austria

38. 10 pl (cat. no. 765288), 20 pl (cat. no.774288) 100 pl (cat. no.772288), 200 pl, 1000
ul (cat. no.740288) pipet uglar, steril, Grenier bio-one, Austria

39. 10 pl pipet ueu, steril, Neptune BT10XL, lot: 56522 Mexico

40. CO; inkiibatér, Sanyo MCO-17AIC, seri no: 00605796, Japan

41. Invert mikroskop, Nikon eclipse TS100, seri no: 0101743, Japan
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42, Real Time Cell Analiz sistemi-RTCA-SP (xCELLigence System monitors) Roche
Diagnostics GmbH,Mannhein, Germany

43. GenAmp 9700 Thermal Cycler cihazi. cat. no.235034083, Applied Biosystems .
California USA

44, Arcelik MD 554 mikrodalga firin, seri no: 0300472807, Cin

45. Consort E702 elektroforez gii¢ kaynagi, S/N 42568, Belgium

46. Minicell EC370M elektroforez tanki

47. Herolab UVT-20M Transluminatér cat: 296500, seri no: 970406500, Germany

48. Avegene life science LIAS ChemX AG-LA200/400F imaj analiz sistemi

3.2 KULLANILAN KIMYASALLAR
1. 2-Deoxy-D-glucose, 1 G ., % 99 crystaline, MA: 164.16 g/mol, Sigma, D6134, USA
2. Medium: DMEM, Biologycal Industries, Lot: 01-050-1A, with 1 g/L. D-glucose, with
Na Piruvat, without L-Glutamin, Israel
3. Ouabain octahydrate 1 G, Sigma, Cat. No. 03125, MA: 728.8, %95 powder, USA
4. L-Glutamin, 200 mM, Biologycal Industries, Cat: 0.3-0.20-1C, Lot: 567256, Israel
5. Fetal Bovine Serum. Heat inactivated, Sterile filtered, insect cell culture tested 500
ml, Cat No: F7678 Sigma Aldrich, USA
6. Tripsin-EDTA (%0.25 Tripsin, %0.02 EDTA} Cat No; 03052-1B Lot 733055
Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL
7. 10,000 Penisilin / 10 mg Streptomisin 100X Cat No; P0781, 100 ml, Sigma-Aldrich,
USA
8. Dimethylsulfoxid (DMSO} (MERCK-Schuchardt, Cat. No: 802912, Germany)
9. PBS (Phosphat Buffer Salin), 10 mM, pH 7.4

e NaCl, 136 mM (Merck, Cat. No: 6400) MW: 58.44 Germany

e KCI 2.7 mM (Merck, Cat. No: 4935) MW: 74,56 Germany

e  Na;HPOy, 10 mM (Merck, Cat. No: 6586) MW: 141,96 Germany

o KH;PO,, 10 mM (Merck, Cat. No; 4871) MW: 136,09 Germany
10. Isopropanol (Merck, Cat. No: 995) Germany
11. pH 4, pH 7, pH 10 kalibratorler (Orion Application Solution 910104, 910107,
§10110 CAS Reg. No 7732-18-5, GmBh)
12. Normal melting temperature (NMP) Agaroz Sigma. A-0169, USA
13. Low melting temperature (LMP) Agaroz (Nusieve GTG Agaroz) BMA, 50080 USA
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14. Ethidium bromide E8751 ~95% (HPLC) MA: 394.31 Sigma-Aldrich, USA
15. pUC Mix Marker 8 SM0303 50 pug 0.1 pg/ul Fermentas
16. 1 ml 6X DNA Loading Dye Fermentas
17. FastDigest Pstl enzyme FD0614 800 reaksiyon Fermentas, Lithuania
18. 10x FastDigest Buffer 2x1 ml
19. TBE 5x TBE, pH 8,2
o 450 mM Tris Baz (MA 121.4 g) 54,513 g Sigma T-1503, lot: 80H5634 USA
e 450 mM Borik Asid (MA 61,83 g) 27,823 g Merck 160 Germany
e 10 mM EDTA 20 ml 0,5 M EDTA(pH 8) (MA 292.24 g) 2.92 g Pancreac
131026, Barcelona, Espana

3.3 HepG2 HUCRE KULTURU
HepG2; insan hepatoseliiler karsinom hiicreleridir. Cogalmas: adheren 6zellik
tasir. Epitelyal morfoloji gosterir. Doubling time 48 saattir. Pasaj 17 HepG2 hiicreleri
Ankara Universitesi Hepatoloji Enstitiisii'nden Prof. Dr. Mithat Bozdayi’dan temin
edildi. Hiicreler asagida verilen protokole gore pasajlandi.
3.3.1 Hiicre Kiiltiir soliisyonlar:
1) DMEM Medyum pH; 7.4
e Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL
e Lot: 01-050-1A
e | g/L D-glucose ve Na Piruvat icerir, L-Glutamin igermez
e Likit, kullanima hazir, 2-8 °C’de son kullamim tarihine kadar saklanabilir.
2) Fetal Bovin Serum (FBS)
o Sigma Aldrich, 500 ml, USA
o Katalog No: F7678
e Is1 ile inaktive edilmis, steril filtre edilmis, bocek hiicre kiiltliiriinde test edilmis
Stok soliisyon 15 ml'lik falkon tiiplere 10°ar ml alikotlanarak -70 °C"de saklanir.
3) L-Glutamin 200 mM, 20 ml
* Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL
« Katalog No: 03-022-1C, Lot: 567256

e Stok soliisyon 15 mI’lik falkon tiiplere 2°ser ml alikotlanarak -70 °C de saklanir.
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4) Tripsin-EDTA (% 0,25 tripsin, % 0,02 EDTA) 100 ml

» Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL

» Katalog No: 03052-1B

e Stok soliisyon 15 mI'lik falkon tiiplere 1" ar ml alikotlanarak -70 °C’de saklanir,
§) 10.000 ii PENISILIN/10 mg STREPTOMISIN, 100X stok

¢ Sigma-Aldrich, 100 ml, USA

o Katalog No: P0781

¢ 15 ml'lik falkon tiiplere 5’er ml olacak sekilde alikotlanarak -70 °C"ve kaldirlir
6) Fosfat Buffer Salin (PBS) 10 mM pH;7.4 1L

Tablo 1. PBS soliisyon hazirhig, 1 L
Madde Miktar | Firma

NaCl 136 mM Bg Merck, cat. no.6400, §5-12, Germany

KCL 2.7 mM 02g Merck, cat, no 4935, P-11, Germany

NaHPO,, 10 mM | 1.44 g | Merck, cat. no 6586, S-7a, Germany

KH,PO,, 10 mM | 1.36 g | Merck, A997671 851, P-3, Germany

dH.O | 800 ml

e 8 gNaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g Na,HP Oy, 1.36 g KH,PO, tartilarak 800 ml dH,O ile
giziinmesi saglanir.

¢ pH 7.4%¢ ayarlanarak dH;O ile 1 litreye tamamlanr.

e 0.22 um’lik filtre ile filtre edilir. Sterilizasyon i¢in otoklava gonderilir. 2-8°C*de
saklamr.

7) Hiicre Kiiltiir Komplet Medyum Hazirh

e FCS,-70°Cden 37 °C’ye alinarak ¢oziilmesi saglanir.

¢ Penisilin/streptomisin 100X stok seliisyonu, -70 °C’den oda 1sisna almarak
¢oziilmesi saglanir.

e L-Glutamin 200 mM. -70 °C’den oda 1s1sina alinarak ¢oziilmesi saglanir.

¢ 100 ml komplet DMEM medyum hazirlanmas: igin tablo II'deki miktarlardaki
soliisyonlar laminer flow kabininde steril sartlara dikkat edilerek kangtirhr.

e 0,22 pm’lik filtre ile steril cam siseye filtre edilip 3 tane 50 mL’lik falkon tiipe

konulur ve 1siktan koruyarak 2-8 °C’de saklamr.
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Tablo 11. Komplet DMEM Medyum Hazirlhigi, 100 ml

Voliim Final konsantrasyon
FBS 10 ml % 10
Penisilin/streptomisin 100x 1ml Ix
L-Glutamin 200 mM 2 ml % 2 (4 mM)
DMEM 87 ml

8) DMEM Freeze-Medyum Hazirhgi, 10 ml

DMEM komplet medyum benmaride 37 °Cye getirilir.

Kiiltiir sartlarinda, hiicreler dondurulmadan &nce % 10 DMSO olacak gekilde
DMSO eklenir.

Freeze-medyum sadece dondurulacak hiicreler i¢in kullanihir.

Taze hazirlanmalidir,

Tablo II1. Freeze medyum, 10 ml

Voliim | Final konsantrasyonu

DMEM Komplet Medyum | 9 ml % 90

DMSO 1 ml % 10

3.3.2 Hiicre Kiiltiir Protokolleri

3.3.2.1 -80 *C’de dondurularak sakianan hiicrelerin ¢iziilmesi

-80 °C’den ¢ikarnlan hiicreler hizla ¢éziiliir.

600 xg’de, 37 °C’de 5 dk santrifiij edilir.

Siipernatant atihp iizerine DMEM komplet medyum eklenir, kangtirilir.

Hiicreler pasteur pipeti ile flaska pipetlenir ve tizerine DMEM komplet medyum
eklenerek 5 ml’ye tamamlamur.

CO- inkiibattre kaldirilir,

3.3.2.2 HepG2 hiicrelerinin pasajlanmasi

Flasktaki hiicreler % 70-80 konfliient oldugunda pasajlama vapilir.

Flasktaki komplet medyum uzaklagtirilir.

Pasteur pipeti ile ~ 2-3 ml steril PBS alinarak flaska aktanlir ve hiicreler yikanir.
PBS uzaklasgtirilir.

Pasteur pipeti ile yiizeyi kaplavacak kadar Tripsin-EDTA flaska ilave edilir ve 3
dk siireyle CO; inkiibatdrde bekletilir.
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e Mikroskopta hiicrelerin ayrnilmas: izlendikten sonra pasteur pipeti ile Tripsin-
EDTA’min iizerine ~ 3-4 ml komplet medyum ilave edilir ve kanstinilir,
¢ Komplet medyum ve hiicreler 15 m!*lik falkon tiipte toplamr.
e 600 xg'de, oda 1sisinda 5 dk santrifiij edilir.
¢ Siipernatant atilarak 5 ml komplet medyum ile resiispanse edilir.
o 4 flaska ~1'er ml dagitihir ve komplet DMEM ile 5 ml’ye tamamlamir.
s (CO;inkiibatdre alimr.
o  Medium degistirme haftada 2 ya da 3 kez yapilir.
3.3.2.3 HepG2 hiicrelerinin dondurulmas:
o Flaskin mediumu uzaklastirilir.
s Pasteur pipeti ile ~ 2-3 ml PBS eklenerek yikanir.
e Pasteur pipeti ile ylizeyi kaplayacak kadar Tripsin-EDTA eklenerek 3 dk CO;
inkiibatdrde bekletilir.
s Mikroskopta hiicre ayrilmas: izlendikten sonra ~2-3 ml komplet DMEM
medyum eklenerek hiicreler 15°1ik falkonda toplamir.
e 600 xg'de, oda 1s1sinda 5 dk santrifiij edilir.
¢ Siipernatant atihp tizerine 5 ml freeze-medium eklenir.
¢ 1’er ml alikotlanarak -80 °C’de saklamr.
3.3.3 Hiicre Kiiltiir Gruplarmm Medyum Hazirhig (ilach gruplarin medyumlari)
e 10 mM 2-DG iceren Komplet DMEM Medyum Hazirlama: 10 ml
(2-DG MA: 164.16 g/mol)
16.416 mg 2-DG tartilir ve 10 ml komplet DMEM medyum igerisinde ¢bziiliir ve
filtre edilir.
16 ml hazirlamak i¢in 26 mg tartilir.
e 2x 10 mM 2-DG soliisyonu hazirlama:
52.55 mg 2-DG tartihip 16 ml komplet DMEM medyum iginde ¢oziiliir.
e 750 nM Oubain i¢ceren Komplet DMEM Medyum Hazirlama: 2 ml
{Ouabain MA: 728.77 g/mol, suda ¢oziiniiliirliik 10 mg/ml)
10 mg ouabain tartilir 1 ml dH,0 ile ¢oziilir.
0.1093 pl voliimii almak zor oldugu igin 100 kat diliisyon yapilr.
Komplet DMEM ile 100 kat diliie edilir { 10 pl ouabain+990 pl DMEM).



Buradan 10.93 pl alimp 2 ml komplet DMEM i¢ine konursa 750 nM oubain

igeren komplet DMEM hazirlanmus olur.

2x750 nM Qubain iceren Komplet DMEM Medyum Hazirlama: 2 m]

21.86 pl alimp 2 ml komplet DMEM igine konur.

75, 7.5 ve 0.75 nM Oubain Iceren Komplet DMEM Medyum Hazirlama: 2
ml

Hazirlanmis olan 750 nM oubain i¢eren komplet DMEM’den 10°ar kat

diliisyonla hazirlamnr.

3.3.4 Cahsma Gruplarnn Icerikleri

1) Komplet medyum

2} 10 mM 2-deoksiglukoz igeren komplet medyum
3) 750 nM ouabain igeren komplet medyum

4) 75 oM ouabain igeren komplet medyum

5) 7.5 nM ouabain igeren komplet medyum

6) 0.75 nM ouabain iceren komplet medyum

7) 10 mM 2-deoksiglukoz ve 750 nM ouabain

8) 10 mM 2-deoksiglukoz ve 75 nM ouabain

9y 10 mM 2-deoksiglukoz ve 7.5 nM ouabain
10310 mM 2-deoksiglukoz ve 0.75 nM ouabain

3.3.5 HepG2 hiicrelerinde proliferasyon deneyi

Real Time Cell Analysis-Single Plate (RTCA-SP) cihazimn 96 kuyucuklu E-
pleytindeki kuyucuklara 100 pl komplet medyum pipetlenip 15 dakika CO2
inkiibatdrde bekletilerek background okuma yapilir.

Hiicreler flasktan kaldinhr ve hiicre sayum yaplir.

80000 hiicre/200 pl’kuyucuk olacak sekilde komplet medyumla resiispanse
edilir.

E-pleytteki 100 pl/kuyucuk komplet medyumun fizerine 100 pl hiicre
stispansiyonu eklenir.

80000 hiicre iceren ilk kuyucuktan 100 pl ikinci kuyucuga aktanldifinda ilk
kuyucukta 40000 hiicre kalir ve devam eden seri diliisyonlarla sirasiyla 20000,
10000, 5000, 2500 ve 1250 hiicre/kuyucuk ekim yapilnms olur.



Total hacmin 200 pl olmas1 igin kuyucuklara tekrar 100 pl komplet medyum
ilave edilir.

Ug tekrarl ¢alisilir.

24 saat monitér izlemesi yapilir.

[lag uygulamadan 6nce hiicreleri logaritmik artig fazinda yakalamak igin yapilan
proliferasyvon deneyi sonucunda ekim yapilmasi gereken en uygun hiicre sayisi

belirlenir.

3.3.5.1 Proliferasyon takibi icin E-Pleyt dizaym

HepG2 igin kuyucuk basina ekim vapilacak ideal hiicre sayisi (5000-10000
hiicre/kuyucuk) belirlendikten sonra 24 ve 48 saatlik canhlik takibi igin her bir ilag

grubu alti tekrarh olarak calisildi.

-

RTCA-SP cihazimn 96 kuyucuklu E-pleytinde uygun kuyucuklara 100 pl
komplet medyum pipetlenip 15 dakika CO; inkiibatéirde bekletilerek background
okuma vapilir.

Hiicreler flasktan kaldirilir ve hiicre sayimi vapilir.

5000 hiicre/200 pl/kuyucuk olacak sekilde komplet medyumla resiispanse edilir.
E-pleytteki 100 plkuyvucuk komplet medyumun {izerine 100 pl hiicre
siispansiyonu otomatik pipetle eklenip 24 saat CO; inkiibatirde bekletilerek
yapismasi ve gogalmasi saglamr.

24 saat sonra hiicreler kaldinlmadan kuyucuklardan 100 pl medyum
uzaklastinip 100 pl 2x hazirlanan ilagh medyumlar eklenerek 24 ve 48 saat

boyunca izleme yapilir.

Tablo IV. HepG2 proliferasyon deneyi igin E-pleyt dizaym

1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2
3 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4 4
5 5 5 5 5 5 6 6 | 6 6 6 6
7 7 7 7 7 7 8 8 8 8 8 8
9 9 9 9 9 9 0 | 10 | 10 | 10 10 | 10




1) Komplet medyum

2) 10 mM 2-deoksiglukoz

3) 750 nM ouabain i¢eren komplet medyum
4) 75 nM puabain igeren komplet medyum

5) 7.5 nM ouabain i¢eren komplet medyum

6) 0.75 nM ocuabain igeren komplet medyum
77 10 mM 2-decksiglukoz ve 750 nM ouabain
8) 10 mM 2-deoksiglukoz ve 75 nM ouabain
9y 10 mM 2-deoksiglukoz ve 7.5 nM ouabain
10) 10 mM 2-deoksiglukoz ve (.75 nM ouabain

3.3.6 HepG2 hiicrelerine ¢ahsma medyumlarinin uygulanmasi

3.3.6.1 Hiicrelerin 96 kuyucuklu pleyte ekilmesi

% 70-80 konfluent olan HepG2 kiiltlir hiicrelerine ait flasktaki medyum
bosaltilir.

Pasteur pipeti ile ~2-3 ml steril PBS alinarak flaska aktanlir ve hiicreler
vikandiktan sonra PBS uzaklastirlir.

Flaska viizeyi kaplavacak kadar tripsin-EDTA (% 0.25-% 0.02) konulur.

3 dakika CO: inkiibatiirde bekletilir,

Uzerine vaklasik 5 m] komplet DMEM medyum konulur.

Pasteur pipet ile bir-ka¢ kez al/ver yapilir. Hiicre sayim yapalir.

96’11k pleyte her bir kuyucuga 5000 hiicre/200 ul olacak sekilde steril 50 ml’lik
u¢ kullamlarak DMEM-hiicre karisimi otomatik pipetle dagitilir.

%70 konfliient olana kadar 37 °C’de CO; inkiibatdriinde inkiibe edilir. (~24

saat)

3.3.6.2 HepG2 hiicre RNA izolatlar igin hiicre ekimi

Yukarida anlatilan hiicre ekimi sonucu 24 saatte % 70 konfliient olan hiicrelerin

medyumundan 100 pl. multikanal pipetle uzaklastinhip her bir kuyucuga pleyt

dizayminda gosterildigi gibi, 2x ilag igeren komplet DMEM medyumlar 100

uL/kuyucuk pipetlendi. Kontrol grubu iceren kuyulara ise normal komplet medyum 100

uL/kuyucuk pipetlendi. 24 ve 48 saat olarak iki ayr1 pleyte hiicre ekimi yapildi. Her iki

pleyt 37 °C’de CO; inkiibatdriinde inkiibe edildi. 48 saat boyunca medyum degistirme



islemi yapilmadi. Calismada aymi gruptan 4’er kuyu birlestirilerek ¢ift numune elde
edildi. 24 saat ve 48 saal sonra hiicrelerde RNA izolasyonu sonrasinda gen ekspresyon

caligmas: vapildi. RNA izolatlan i¢in pleyt dizayni agagida gosterilmistir.

Tablo V. RT-PCR gen ekspresyonu i¢in 24, saat pleyt dizaym

1 | 2 3 4 6 7 8 9 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| 2 3 4 5 o 7 8 9 10
| 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 2 3 | 4 | s 6 7 8 9 10

1) Komplet medyum

2) 10 mM 2-deoksiglukoz

3} 750 nM ouabain igeren komplet medyum
4) 75 nM ouabain igeren komplet medyum

5) 7.5 nM ouabain igeren komplet medyum

6) 0.75 nM ouabain iceren komplet medyum
7) 10 mM 2-deoksiglukoz ve 750 nM ouabain
8) 10 mM 2-deoksiglukoz ve 75 nM ouabain
9y 10 mM 2-deoksiglukoz ve 7.5 nM ouabain
10) 10 mM 2-deoksiglukoz ve (.75 nM ouabain

3.4 BIYOINFORMATIK ANALIZ

3.4.1 Primer-prob Dizaym
Ivi diizenlenmis primerler ve problar dogru bélgelere baglanarak amplifikasyon

saglarlar ve genomik DNA kontaminasvonundan kaynaklanan yvanhs pozitif sonuglan
Onleyebilirler. Primer ve problarin diizenlenmesi i¢in hazirlanmig gesitli bilgisayar
programlan kullamilmaktadir. Primer ve prob dizaymnda dikkat edilecek baslica
noktalar sunlardir.

1. Tm dereceleri, primer igin 58-60°C, prob igin 68-70°C olmal1.

2. G-C igerikleri % 30-80 aralifinda olmali.
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Primerler 15-30 baz uzunlugunda olmali.
Primerin 3° ucundaki son 5 niikleotitteki total G-C igerigi 2’vi agmamali.
Maksimum amplikon bilyiikligii 400 bp’i asmamal (ideali 50-150 bp).
Problar ardisik benzer niikleotit icermemeli (6zellikle 4 veya daha fazla G).
Problardaki % 30-80 arahigindaki G-C igeriginde C, G den fazla olmal.
Problarin 5' ucunda G olmamah (30)

Calismada house-keeping gen olarak kullamlan Gliseraldehit 3-fosfat

PRl A R MR R B

dehidrogenaz (GAPDH) wve diger genlerin primer-prob dizaynlan UPL program
kullamlarak vapildi. XBP-1 primerleri igin;
http://saturn.med.nyu.edu/research/mp/ronlab/protocols/XBP-1.splicing.04.09.16.pdf
linkindeki protokol kullamldi (53). BLAT (UCSC Genome Bioinformatics;
http://genome.ucsc.eduw/FAQ/FAQblat.html) ve BLAST (NCBI;
http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri ile dogruluklan teyit edildi. Asagidaki
tablolarda primer-prop dizaynlan goriilmektedir.

Use probe #60 (cat. no. 04688589001

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 19 E3-101 B0 58 ATCOacAt CaTIoaTacAn
Right 1€ 130 14B B0 53 goosaakaogacaanatoo
Amplicon (56 nt)y

sgooacatcgosCegaracratggygasgyt gaaggtoogagtoascggatttggtogtatoggge

The s2arch was for intron spanning assays
This assay has

Length of inmon(s) spanred by this assay: 1531 nt

60

I U U O O S A 1310

AGLCACA LT AN COLAAATCAgCATANICCY
_‘_T:acgjﬁic-;g:gccxat:gctca;ae:u::atggggnggtga:g;tc;gzgt:nqﬁ.tggt:guugggcgcctggt-]:;g
e ] »

<237 3{631 =

Sekil 13. GAPDH primer-prob dizaym
GAPDH UPL prob 60 (tggggaag)
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Use probe #32 {cat. no. 046ETESSD01)

Primer Length Pasiton Tm %GO Sequence
Len 20 MM -113 oy fell] gocaagIaictgasggatte
Right m 1160 - 1179 59 45 tgteopactttgagtocagans

Anplicor (63 nl)

grnaagesartgaasgst teagt ganctge trnsraggaatagt ragant rteegasctesastegana

The search was for intron panning assays.
This assay has: !

Length of miron(s) sparned by this assay. 6639 nt
an

! A A4 A A A Al dess

Fresagan lganguatic Bgaggc Ligag Lt Lagtg
FRCAN CAANGCCAMICHAS RAgEn tUCAg tYRcT :g:lcccfzqmrgg T EDGAC TCRCCgART t-:matcgy:&;t:-:ngﬁéé

110} Y
6E32 ™

Sekil 14, MTJ-1 primer-prob dizaymn
MTI-1 UPL prob 32 (ctgctece)

Lise pmibe #82 |cat nn M4ARRAKTANN1T)

Primer Length Position ™ %GC Sequence

L=tt 24 485 - T06 ] 42 LiLUdad Ly Euy e o Le ey Les

Right e 5FEG - ETH 5 A8 rettetneggtcatsrtaoarn

Armplicon (34 nt)

£oggaaatgacgzackaacagioas aattaagrctgataaggagaigesaccooige atg‘.cacagacacc-;gtgtaq‘g ad-gaczaja
gazga

The search was for ntron soanning assays.
This assay has: AF oriteria mel

Lengtn of Intron;s) Spannea by this assay. 10° 1 nt

. S SR A O V. S O 9! 2750

2 Aoi~ 538

Sekil 15. Grp94 primer-prob dizaym
Grp94 UPL prob 62 (acctgetg)
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| lse probe 39 [cat o DAEATAT 3001)

Frimer Length Postion Tm ®BGL Sequence
| eft i1 358 - AR5 at] F1 AgOCLOgegLCaagsgtg

Richi 20 3553 - 3572 59 45 tecttaggoagtat tagatt
Ampicon (Boni)

anoooocdacasdantcagaciocarcirassaaaigaaazdaraatocaatactgoocaaag:

The search was Tor INtron spanning assays
This assay has: M i3 Pt

Lorgih of introns) spanncd by this assay: 127037325 m

T o 7 S XL =

A Tk T BT TARgGH tAtgRcaRgT IELR
.lggm-:attccagcc Y IRCAATRY TIACAC TCCACC [ ARAARARARAARARANAE [ CIA T30 tgc:ciaggam;g:a; 1t

= JITOETIZN =

B

3

Sekil 16. Grp78 primer-prob dizayn
Grp78 UPL prob 39 (ctecacct)

Use probe #8 (cal no. 04685073001)

Prime Lenagth Position ™ %GC Sequernce

Lefl 20 77-9 3] L] cagagotogaacotdaggag

Reght 20 132 - 171 o8 45 lyuaicay lulygasaay s

Amplicon (95 )

E:Eag: togazcctganoadagiotol toaacasousagiotacottoat aost cacocacacot Jaaagcacatotae Lt socagact

The search was for bon spanning assavs.
Thas assay s o0 ot i el

| ength of intron|s ) spanned by Mis assay 9905 nt
9

1 A é A 927

L e e P 7y L = T B S T S oo Vi ki g ]
) A ‘/Jéﬁ 151

Sekil 17. CHOP primer-prob dizaym
CHOP UPL prob 9 (catcacca)
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Use probe #42 (cal. no. D4688015001)

Primer  Length  Posiion m %GC
Left i 673 - 693 B0 52
Right 20 720 - 739 &0 50
Ampiicon (67 nt)

gogtygatagazgaggccaagactgogh toobgotoaacatocagotot

The search was for intron spanning assays
This assay nas: E 5

Length of intron(s) spanned by this assay. 2685 ni

999 lga tagaagag G Canga
Esg O AN ARG TR 1A BAA IC CARGAC TRCY T 1CC LYC LoaATATC

gogtgatagaagsggococangs

sgdtcctgraacteoocteaas

1550

B TOC oG IO LEgA
CLCTTIgA0Qag T TaCROgAGC 10 lﬂbiigﬂ
744

2685

Sekil 18. HO-1 primer-prob dizaym
HO-1 UPL prob 42 (catccage)

Use probe #42 (cat. no. 04688015001

Primer  Length Position m RGO
Left 18 231 - 248 60 61
Right 71 312 - 332 59 52
Amplicon (102 nit)

acagoccagggasacctoctoacagittbcatccagocacgpgooagoat
cacogtiocoate

The search was for miron spanning assays
This assay has: Al colers

Length of infron{s) spanned by this assay: 1425 ni

v b A

23
L

gtobggoggcaaatacgtagactoggagggacatotota

Sekil 19. Cav-1 primer-prob dizaym
Cav-1 UPL prob 42 (catecage)
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| Use paobe #54 (cat no. 04688511001

Primar Lengih Position m HlGC Sequence
Lefl 18 23493 - 2410 60 61 tcooctgooicTagacka
Rigiy: 0 2439 - 2454 k] &) Lggactrgaat zecttggie

Ampicor (66 nl)

tocooctgocacragactsaactagacgagectt toctgotctcaksgaccaagggat tocaagtcca

The search was 10f irtron spanning assays.
This assay has: 4|

Lervgth of intron(s) spanned by this assav: 354 nt

1Al AAMM AL & ANALL A Lo

teccctgremcomgnsty ctgattoccteegttonggt
s blo bl bunkn Lgp o st age. Laese Lagan gl L Liggle cak gupat Caagpppal. Ll-a-\rlu.ql;gﬂlg!.s

2383 \‘5

Sekil 20. HKII primer-prob dizaym
HKII UPL prob 54 (ctggtetc)

Use probe #21 (cat. no. D46B5942001)

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 20 2105 - 2124 &0 50 acagazagogaagoagtaat
Right 14 2148 - 2166 59 53 atggtggtocgacctitto
Amplicon (62 nty

ACEgasagrgIacCagtgottoagrtggct chogat 3300 Coagaaaaggt cggaccaccat

The search was for infron spanning assays.
This assay has’ * I

Length of intron{s) spanned by this assay. 3320 nt

ho A M AAAARAL AR KN AAML KARR K LA 4872

BCAgAEAGCYAA0CAGLHYT o CITHICCAQEE TOR Tt
!‘3&:5:;:: t tp;mgaﬂqcuaagagtggttcugm:tc tmyw\@aﬂmwngtpﬁéz
3320 o

Sekil 21. MDR-1 primer-prob dizaym
MDR-1 UPL prob 21 (tggctetg)
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Use probe &7 (cal. no 04685059001)

Primer Lerngth Position Tm %GC Sequence

Let Pt Ti3- T2 59 55 goagatogagaagaogsago

Raghv s B03 - 827 59 a0 cattatcttog-astcatctaagca

Amplicon {95 nt)

g Gag‘; LCgagaagagds agcoOgc o0 galaagogUcgotocaccgg ool cgl Caacst 0OC LACCEUAgaghact Lagatgaat acgaag
atgatg

The search was for infron spanning assay's.
This assay has.

Length of intror(s) sparned by this assay. 68521 ni

L L) 1040

[
[

23 {é‘f;h 837

Sekil 22, Par-4 primer-prob dizaym

Par-4 UPL prob 7 (gggagaag)

Use pree £88 (cat. no. 04689135001)

Primer Length Pesilion Tm %GC Sequerce
Lef; . )] 1521 - 1340 GO a0 ctrogugtotbtggochtgt
Rigghil 15 2004 - 2032 50 58 sggogritgagogagacad

Ampleon (102 at)
CICOgLITOLTIOgC oI EdItcaacrat CoToCgICT ICCECTgRacdtCCL coCCaTgyTtoat caglagcatcglyoaggreagoytor
cooteazacgoct

Tne scarch was for inron spanning assays.

This assay has: Al crecns mael

Length of intren’s i spanned by this assay: 3330 nt

s AsAARE AR RIRKIA K L ARALL L 6215

1911 4‘%3 203

Sekil 23. MRP-1 primer-prob dizaymn
MRP-1 UPL prob 88 (catcctee)
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Tablo V1. XBP-1 primer dizaym

Forward Primer 5" Pozisyon 3" Pozisyon Uzunluk
AAACAGAGTAGCAGCTCAGACTGC | 285 308 24
Reverse Primer 5* Pozisyon 3" Pozisyon Uzunluk
TCCTTCTGGGTAGACCTCTGGGAG | 738 735 24

3.5 RT-PCR iLE GEN EKSPRESYON CALISMALARI

3.5.1 RNA Tzolasyon Protokolii

s Medyumlan uzaklastirilan pleyte elektronik dispensir ile 150 pl 37 C%de

bekletilen PBS eklenip tiim kuyucuklar bir kez yikanr.

e Multikanal pipet ile PBS uzaklastirilip 50 pl Tripsin ile hiicreler kaldirilir.
e 100 pl komplet medyum ile reaksivon durdurulup 4 kuyu birlestirilerek bir

ependorfa toplanur.

o 1000 gx5 dakika santrifiij yapilip siipernatant atilir ve asagidaki protokol

uygulanir.

Tablo VII. RNA izolasyon protokold

| High Pure RNA izolasyon protokolii

Protokol HepG2 hiicre kiiltiiriinden elde edilen éreklere uygulanmistir.

Hiicreler, 200 pl PBS ile resiispanse edilir.

2. | Lysis/-Binding Buffer’ dan 400 pl (vesil kapak) eklenir ve 15 s. vortekslenir.
Numuneyi High Pure filtreli tiipe transfer etmek i¢in:
3 « High filtreli tiip, toplayic: tiipe yerlestirilir.
¢ Numunenin tamami filtreli tiipe pipetlenir (maksimum 700 pl)
4. ¢ Numuneler oda sicakh@inda, 1 dakika, 14000 rpm’de santrifiij edilir.
5 Santrifiij sonrasi:
o e Toplayic tiipten artik uzaklastirilir ve filtreli tlip tekrar verlestirilir.
Filtreli tiip verlestirildikten sonra:
e Steril bir reaksiyon tiipiine her numune igin 90 pl DNase Incubation Buffer
6. (bevaz kapak) pipetlenir, lizerine 10 pl DNase 1 eklenerek kangtirilir.
Soliisyon filtreli tiipe transfer edilir.
s 15 dakika, +15 +25°C"de inkiibe edilir.
¢ Filtreli tiipe 500 pl Wash Buffer 1 pipelenir ve oda sicakhiginda 1 dakika
7. 14000 rpm’de santrifiij edilir.
o Artik uzaklagtinlir ve filtreli tiip toplayic: tiipe verlestirilir.
e Filtreli tiipe 500 ul Wash Buffer Il (mavi kapak) pipetlenir ve oda
8. sicaklifinda 1 dakika 14000 rpm’de santrifiij edilir.

e Artik uzaklagtinhr ve filtreli tiip toplayier tiipe yerlestirilir.
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o [Filtreli tiipe 200 ul Wash Buffer Il (mavi kapak) pipetlenir ve oda

9 sicakliginda 2 dakika maksimum hizda (~14000 rpm) santrifiij edilerek
' gerideki Wash buffer’in uzaklagsmas: saglamr.
¥ Ekstra santrifiigasyon ile rezidii wash bufferin uzaklasmas: saglamr
10 » Toplayien tiip atilarak filtreli tiip temiz, steril 1.5 mI’'lik mikro-santrifiij
) tiipline yerlestirilir.
RNA’ y1 eliie etmek igin:

11. » Filireli tiipe 50 pl Elution Buffer pipetlenir.

* Oda sicaklifinda 1 dakika, 14000 rpm’de santrifiij edilir.

* Mikrosantrifiij tiipte biriken eliie RNA dur.
12, ¢ Eliile RNA direk RT-PCR igin kullanilir ya da —80°C"de daha sonra analiz

edilmek {izere saklamr.

3.5.2 Numune materyali

« 10° kiiltiire

pasaj 19 HepG2 hiicreleri kullanildy

3.5.3 RNA izolasyon soliisyonlarinin hazirh
Tablo VIIL. RNA izolasyon ¢aligma soliisyonlarinin hazarhg

Teerik | Rekonstitiisyon/Hazirlama Saklama /Stabilite Kullapim alam

DNMase 1 DNase [, 0.55 ml Elisyon Buffer | Alikotlanir ve -15 -25° | DNA kontaminasyonunu
iginde ¢aziilir, C'de saklanir. engellemek icin

12 ay stabildir. kullamlir.

Wash Buffer | 20 ml absolii etanol, Wash Buffer I | 15 -25 °C’de saklanir, Rezidiiel kirlilikleri
iizerine eklenir ve ivice kanstirlir, Kitin iizerindeki son uzaklagtirmak igin
Etanol eklendigi tarih sisenin kullanma tarihine kadar kullanilir,
iizerine not edilmelidir. stabildir.

Wash Buffer I1 | 40 ml absolii etanol, Wash Buffer I | 15 -25 *C’de saklanir. Rezidiel kirlilikleri

uzaklastirmak igin
kullanalur.

Kitin Gizerindeki son
kullanma tarihine kadar
stabildir.

iizerine eklenir ve ivice karigtirihr.
Etanol eklendigi tarih gisenin
tizerine not edilmelidir.

3.5.4 RNA izolatlarindan ¢DNA sentez protokolii
Tablo [X. RNA izolatlarindan ¢DNA sentez protokelii

Transkri

ptor First Strand ¢DNA Sentez Kiti (Roche) ile Thermal Cycler’da

PROTOKOL

Kullanmadan &nce tim reaktifler ¢éziilmelidir.
Protokol uygulamadan dnce tiim reaktifler kisa stireli santrifiij edilmelidir.

Reaksiyon diizenlenirken tiim reaktifler buz iizerinde tutulmahdir.

Buz iizerinde va da soguk kolon iizerinde tutulan steril, nuclease-free, thin-walled

PCR tiipte. asagidaki sirada pipetleme yapilarak template-primer karisimi reaksivon
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basina 50 pl olacak sekilde hazirlanir.
#  BRNA numunesine daima eldiven ile temas edilmelidir.

Template-primer miks (1 reaksivon igin)

Komponent Hacim Final konsantrasyonu
1 | PCR-grade distile su ————— Total hacmi olugturmak igin = 32,5 pul
2 | Total RNA 30 pl I pg total RNA
3 | Anchered-oligo(dT)18 Primer, 50 pmol/ul | 2,5 pl 25 uM

Total Hacim 32,5 ul

e Template-primer karigimi igeren tiip 10 dakika 65°C’de termal cycler cihazinda
tutularak denatiirasvon saglanir.
» Bu basamak RNA sekonder vapisinin denatiirasyonunu saglar.

» Tiip daha sonra hemen buz tizerine ahnir.

| Template-primer karisimini igeren tiipe sirastyla asagidaki maddeler pipetlenir.

Komponent Haecim (1 reaksivonluk) | Final kons.
Transkriptor Revers 10 pl § mM MeCI2
Transkriptaz Reaksivon Buffer, 5=#kons.

Protekér RNaz Inhibitdr, 40 Uipl 1,25 pl 20U
Deoksiniikleotid Miks, 10 mM her biri Spl 1 mM her biri
Transkriptér Revers Transkriptaz 20 Uspl | 1,25 pl 10 U (reaks basina)
Total Hacim 17,5 pl

Final Hacim | S0 pl

» Tiipteki reaktifler ivice karigtinilir.
*» Vorteks vapilmamalidir!

» Tiip termal Cycler cihazina yverlestirlir,

o (0 dakika, 50°C’de inkiibasvona birakilir.
* Transcriptor Reverse Transcriptase inaktivasyonu igin tiip, 85°C’de 5 dakika
bekletilir.

*  GeneAmp 9700 Thermal Cycler cihazinda ‘edna-oligo-trans® programi kullanildi.

e Tiip buz iizerine alinarak reaksiyon durdurulur.
* Bu noktada reaksivon tiipii +2 +8°C’de 1-2 saat ya da -15 -25°C’de daha uzun siire

saklanabilir.

e cDNA purifikasyona gerek olmadan PCR igin kullamilabilir,
e PCR igin bir LightCycler® aleti i¢in 20 pl reaksivon hacmi iginde 2-5 pl cDNA

kullanimalhdir,




3.5.6 Gen ekspresyonlan i¢in RT-PCR protokolii

Tablo X. Gen ekspresyonlan igin RT-PCR protokolii

Malzeme Hacim Baslangig Final kons.
kons.

PCR-grade distile su 5,8 uL

Primggrw 1 uL 10 pM 0,5 uM

Primyey 1 pL 10 pM 0,5 pM

LNA Hidroliz Prob 0,2 pL. 10 pM 0.1 pM

LC 480 Prob Master 10 puL 2X 1X

c¢DNA Template 2L

Toplam hacim 20 uL.

Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatilarak 2 dakika oda

sicakliginda 1500xg°de uygun adaptor kullamilarak santrifiij edilmelidir.

Gen ekspresyonu icin programliar:

Program adi Siklus Analiz modu

Pre-inkiibasyon 1 None

Amplifikasyon 45 Kantifikasvon

Sogutma 1 None

Sicakhk Hedefleri:

Pre-inkiibasyon

Hedef ("C) Acquisition Modu | Tutulan siire (hh:mm:ss) | Artis oram (“ C/s)
95 None 00:10:00 4.4

Amplifikasyon

Hedef (“C] Acquisition Modu | Tutulan siire (hh:mm:ss) | Artis oram (“Cfs}
95 None 00:00:10 4.4

55 None 00:00:15 2.2

72 Single 00:00:01 4.4

Sogutma:

Hedef (“C) Acquisition Modu | Tutulan siire (hh:mm:ss} | Artig oram (“Cfs]
40 None 00:00:10 1.5
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3.5.7 XBP-1 PCR protokolii

HepG2 ouabain numunelerinden Anchored-oligo{dT)18 primeri kullanilarak elde edilen

cDNA ile ¢aligildi

Tablo XI. XBP-1 PCR protokolii

Malzeme Hacim Baslangic kons. ' Final kons.
Sterile bidistile su 359l
XBP-1 - Primpyy 1 uL 10 uM 0,4 uM
XBP-1 - Primye, 1 ul. 10 uM 0.4 pM
LC 480 Prob Master 12,5 uL 2X 1X
cDNA Template 5ul

| Toplam Hacim 25 uL

XBP-PCR programu:

Gene Amp 9700 Thermal Cycler cihazinda xbpl programinda ¢ahsild.

Basamak Derece Siire Siklus
Baslangi¢ denatiirasyonu | 94° C 4 dk 1
Denatiirasyon 94° C 10 sn 35
Annealing 63°C 30 sn 35
Elongasyon 72° C 30 sn 35
Final Ekstansiyon 72°C 10 dk 1
Sofutma 4° C ] 1

3.6 XBP-1 PCR-RFLP PROTOKOLU: FastDigest PstI ile kesim

Tablo XII. XBP-1 PCR-RFLP protokolii

Hacim
Niikleaz-free distile su 17 pl
10X FastDigest Buffer (Fermentase) 2ul
PCR. {iriinii numune 10 pl {~0.2 pg)
FastDigest Pstl enzyme 37°C {optimum) (Fermentase) 1Tl
Total hacim 30 ul
Inkiibasyon 37°C'de 2 saat
Program ad1 Pstl-digestion

Thermal Cycler

GeneAmp 9700

1. Belirtilen sirada oda sicaklifinda yukaridaki reaksivon bilesenleri karistirilir,

2. Yavagca kangtinnlir ve santrifiijlenir.




3. Is1 blogunda veya su termostatinda 37 © C'de 2 saat inkiibe edilir (PCR {iriinii) Istege
bagli: fenol / kloroform ekstraksivonu ile enzim inaktivasyonu

4, Reaksiyonda FastDigest ® Green Buffer kullamlirsa, dogrudan reaksiyvon karisiminin
bir kismu jele yiiklenir.

Not: FastDigest ® Green Buffer final 1x konsantrasyonda herhangi bir DNA numunesi
i¢in elektroforez yilkleme tamponu olarak kullamlabilir. FastDigest ® Green Buffer’
yiiksek konsantrasyonlari &rekte DNA hareketliligini  degistirebilen asin  tuz

konsantrasyonu olugturur

3.7 ELEKTROFOREZ

3.7.1 Tris Baz, Borik Asit, EDTA (TBE) Elektroforez tamponu hazirlanmasi
Tablo XIII. Elektroforez tamponu hazirhg, 1L

0,5xTBE, pH 8,3 i¢cin madde SxTBE, pH 8.3 icin madde | 5xTBE i¢in miktar/L

45 mM Tris Baz (121.4 g MA) 450 mM Tris Baz (T3b) 54513 ¢

45 mM Borik Asit (61.83 g MA) | 450 mM Borik Asit (B-15) 27823 ¢

I mM EDTA 10 mM EDTA (E-1) 20 ml 0.5M EDTA(pH 8)

0.22 pm’lik filtre ile filtre edilir

3.7.2 pUC Mix Marker 8 Hazirlanmasi { Fermentase)
Tablo XTIV, Marker-8 hazirligi, 100 ul

Marker 8 10 pl
6x yikleme tamponu 20 pul
“Bidistile su 70 pl

3.7.3 PCR-RFLP i¢in %3 kompozit jel hazirlanmasi:
0,5 x TBE Buffer i¢inde % 1 g Normal melting temperature (NMP) Agaroz ve % 2 g
Low melting temperature (LMP) Agaroz olacak sekilde 30 ml hacmindeki jel kalibi
icin;

¢ 30 ml 0.5xTBE Bufer

o (1,3 g NMP Agaroz ( Sigma. A-0169)

¢ 0,6 g LMP Agaroz ( NuSieve GTG Agaroz ) ( BMA, 50080 )

¢ Mikrodalga firinda (400 watt) eriyene kadar kaynatilir.

¢ Enson 3 pl Etidyum Bromid (EtBr) ilave edilir.
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3.7.4 Jel elektroforezi

e Kuyucuklara 10 pl numune ve 10 pl marker 8 yiiklenir.

* Llektroforez cihazinda 8-10 voltfjel cm sabit voltaj altinda yaklasik 1 saat
elektroforez uygulamir. Program 3 kullanilarak 10 em uzunlugundaki jel icin 100
volt sabit voltaj 1 saat uygulandi.

3.7.5 Agaroz jelde DNA boyanmasi ve giriintiilenmesi
30 ml hacmindeki jele 3 pl EtBr (final konsantrasyonu 0,5 pg/ml) eklenir.
EtBr stok soliisyonu: Koyu renkli sisede ddH,O iginde 5 mg/ml olacak sekilde

hazirlanir. Jel gériintilleme cihazinda goriintiilenir.
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4. BULGULAR

4.1 RNA KANTITASYONU
Asapidaki tablolarda spektrofotometrik olarak saflik ve miktar tayini vapilan
HepG2 hiicre total RNAlaninin saat ve gruplara gore kantitasyonu verilmistir.

TABLO XV. RNA 24, saat kantitasyon sonuglar

A260/280 | A 260/230 [ pg /ml | cDNA igin
RNA pl
-1 |2 1,5 48 |30
12 | 1,769 1278 92 |30
2-1 | 1,366 0,698 388 |20
2-2 | 1452 0,616 18 30
3-1 | 1,171 0,788 492 |20 ]
32 | 1,225 0,732 67.6 |15
41 |12 0,316 24 |30
42 [ 1,154 0.395 6 30
5-1 | 1.846 1,263 9.6 |30
52 | 1,321 0.785 708 |15
6-1 | 1.75 1,129 140 |30
62 1,621 0,959 188 |30
7-1 | 1,261 0,547 11,6 |30
7-2 11,327 0.6 27.6 |20
|8-1 | 1,375 0,647 §8 |30
8-2 | 1,167 0,5 28 |30
9-1 | 1.4 0,538 56 |30
92 | 1,333 0,571 11,2 |30
10-1 | 1,3 0,52 52 |30
10-2 | 1,263 0,5 96 |30
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Tablo XVI. RNA 48. saat kantitasyon sonuclar

A260/280 | A 260/230 | pg/ml | cDNA icin
RNA pl
-1 | 1,43 0,46 532 |20
12 |20 1,33 9.6 |30
2-1 | 1,722 0,861 124 |30
22 |18 0,818 10,8 |30
31 | 1.3 0,68 146 | 15
32 | 1.66 0.6 6 30
4-1 | 1,688 0,692 10,8 | 30
42 | 1,448 0,689 16,8 |30
51 | 1,337 0.58 8§72 | 15
52 | 185 1,423 148 |30
61 | 1,686 1.0 236 |20
62 | 1,349 0,704 116 |15
7-1 | 1,486 0,579 22 |20
7-2 | 1,335 0.64 105 |15
8-1 | 1,283 0,701 852 | 15
8.2 | 1468 0,645 276 |20
9-1 | 1,923 0,893 10 |30
92 | 1,535 0,647 264 | 20
10-1 | 1,567 0,712 18,8 | 30
10-2 | 1,447 0,64 43,6 |20

Total RNA miktarlan ng/ul olarak kantite edilen numunelerin ¢cDNA sentezi

sirasinda kullanilacak RNA miktarlan 3 grup olarak avarlandi:
20 ng/ul’ve kadar total RNA igeren numunelerden 30 pl RNA,
21-60 ng/pl arasinda total RNA igeren numunelerden 20 ul RNA,

61-146 ng/pl arasinda total RNA iceren numunelerden 15 pl RNA kullamldi.
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4.2 KANTITATIF RT-PCR iLE GEN EKSPRESYON Ct DEGCERLERI

Tablo XVII. Kantitatif RT-PCR ile gen ekspresyon Ct sonuglarn

Name | grup Cavl | HO-1 |MTJ1 | PAR4 | GAPDH | GRP78 | GRP%4 | CHOP | MDR1  MRP1 | HK2
24 11 | 24 kontrol 32,751 27,12 | 3646 | 29,13 27,02 32,13 24,72 | 28,50 | 31,72 | 29,19 | 32,47
2412 | 24 kontrol 30,91 24,71 133,21 | 26,30 24.51 2992 | 21,63 | 2632 | 2894 | 27,72 | 28,75
2421 |24 2DG 31,97 | 2736 | 3597 | 27,74 28,24 3209 | 23,74 | 2871 | 3108 | 28,74 | 31,93
2422 [242DG 356 | 26,71 | 3493 26,70 | 27,18 3106 | 22,85 | 27,92 | 30.73 | 28,62 | 31,56
2431 |24 750 ouab 42,00 [ 32,17 | 42,00 | 36,27 | 37,39 42 32,84 | 32,85 42 42 42
2432 |24 750 ouab 3410 | 31,02 | 42,00 | 33,25 35,92 42 31,29 | 30,85 42 42 42
2441 | 24 75 puab 33,521 2926 | 40,00 | 31,12 | 31.90 34,82 2831 | 30,94 | 32,69 42 | 3588
2442 |24 75 ouab 3524 30,10 | 3940 | 31,94 32.56 35.53 23,97 | 3124 | 33,0 42 | 3944
2431 [24 7.5 cuab 31,09 2548 | 34,23 | 26,44 25,49 3044 | 2209 | 27,36 | 2950 | 27.84 | 29,82
(2452 |24 7.5 ouab 31,65 | 2553 [ 3449 | 26,60 25,69 31,24 | 2227 | 27.81 [ 29,20 | 27.66 | 28,83 |
2461 240,75 ough 3193 | 26,62 | 35,13 | 27,14 | 26,85 31,36 23.19 | 28,49 | 30.69 | 28,79 | 30,96
2462 240,75 ouab ‘32,84 | 27.01 | 36,25 | 2783 27.56 31,77 23.82 | 29,10 | 31.07 | 29,27 | 31,82
2471 |242DGve 750 ouab | 42,00 | 32,95 | 42,00 | 35,61 40,00 42 34,63 | 33,02 42 42 42
24732 |242DG ve 750 ouab | 42,00 4200 | 42,00 | 42.00 | 40,00 42 36,02 | 42,00 42 42 38,98
2481 |243DGwve75ouab  |32,15| 26,62 | 35,76 | 26,91 28,95 33.67 | 2424 | 2989 | 31,11 2892 33,85
[2482 |242DGwve75ouab | 3229 2662 | 3548 | 26,74 | 2896 33,75 2395 | 29.94 | 30,83 | 28,85 | 32,78
2491 [242DGve7.5ouab (31,87 [ 2671 | 335.01 2660 2774 31,54 | 23,15 | 28,89 | 30.83 | 28.47 [31.70
2452 242DGve7,5ouab  [33.02] 28,16 | 36,87 | 2794 | 2962 32,92 24,37 | 30,15 [ 31.86 [ 29,18 | 33,58
24101 |24 2DG ve 0,75 cuab | 3226 | 27.66 | 36,66 | 2752 | 29.11 32,74 23,74 | 29,86 | 3167 [ 29,14 | 3297
24102 (24 2DG ve 0,75 ouab | 3260 | 27,76 | 36,47 | 27.79 | 28.94 32,64 24,22 | 29,89 31,87 | 2925 | 34,24
4811 (48 kontrol 32,00 | 25,78 | 3462 | 2695 25,51 3100 | 2224 | 2798 | 30,20 | 28.46 | 29,91
4812 |48 kontrol 32,44 | 26,20 | 3544 | 27,25 26,07 31,22 | 22,67 | 28,25 | 3047 | 28,53 | 30,28
4821 |48 2DG 32,08 27,15 | 3547 | 26,89 27,75 31,73 2365 | 2847 | 30,88 | 28.60 | 32,11
4822 1432DG 3203 | 2732 | 35.62] 2715 28,28 31,92 24,26 | 28,66 | 31,52 | 29,07 | 32,49
4831 | 48 750 ouab 4200 | 32,66 | 42,00 | 3646 | 40,00 42 3470 | 32,29 42 42 42
4832 |48 750 ouab (42,00 2992 140,00 | 3297 | 3649 35,32 31,47 | 29,88 42 42 | 37.66
4841 |48 75 ouab 33,05 2821 | 36,71 | 28,79 | 30,23 33,77 26,32 | 29,88 31,72 [ 29,49 | 33,28
4842 |48 75 ouab 32,62 | 2746 | 3647 | 28,55 28.61 33.04 25,32 | 2907 | 31,32 | 29,16 | 32,95
4851 |48 7.5 ouab 31,48 2490 | 33,67 | 26,56 24,19 30.34 | 21,54 | 37.80 | 2907 | 27.22 28,12
4852 |48 7.5 ouab 3147 25,03 | 33,82 ] 2622 | 2461 30,50 | 2166 | 2789 [ 2972 | 2783 2386
4861 |48 0,75 ouab 3163 | 2538 | 33,81 | 26,99 | 2467 30,74 | 22,01 | 28,24 | 29,60 | 27.76 | 28,55
4862 |48 0.75 cuab 31,73 | 2547 | 34,53 | 27,31 24,93 30,81 22,14 | 28,48 | 29.50 [ 27,63 | 28,25
4871 [482DGve 750 ouab | 42,00 33,22 | 42,00 | 42,00 | 40,00 42 34,64 42 42 42 | 3728
4872 [482DGve 750 ouab |42.00| 31,86 | 40,00 | 35,08 37.40 36,13 32,27 | 32,19 42 42 | 38.56
4681 |482DGve7iouab [32,51] 26,99 | 36,49 | 28.36 20,65 33,50 | 25,72 | 2921 | 31,59 | 28,96 | 33,10
4882 |48 2DGve 75 ouab  [32,16| 26,64 36,11 27,44 28,57 33,76 | 2520 | 29.16 | 31,25 | 28,73 | 33,08
4891 [482DGve 7.5 ouab [31,53| 26.19 | 34,36 | 2593 26,98 31,38 22,81 | 28,03 | 30,11 | 28.02 31,17
4892 482DGve7Souab |32,14| 2763 | 3621 | 2764 | 28,57 32,60 24,53 | 29,28 | 31.16 | 28.66 | 31,87
4B 101 (48 2DG ve 0,75 ouab | 31,97 | 26,82 | 35,32 | 26,84 | 27.74 31,78 23,72 | 28,78 | 30.76 [ 28,49 | 31,63
48102 [ 48 2DG ve 0,75 ouab | 31,29 | 25,77 | 34,20 | 26.05 26,12 30,94 | 2262 | 2795 | 29,83 | 27.30 | 29.67




4.3 KOMPARATIF Ct METODU ILE GEN EKSPRESYON ANALIZi
4.3.1 Relatif kantitasyon

Gen ekspresyonunun relatif kantitasyonu, farkli dokulardaki spesifik genlerin
ekspresyon diizeyleri arasindaki farkliliklan belirlemeye izin verir. Bu farklihk, absolii
kantitasyonda oldugu gibi bir deger olarak degil, n-kati seklinde ifade edilir. Real-time
PCR kantitasyonunda hedef numunenin baglangic miktarindaki kiigiik farklihklar,
amplifikasyon iriiniine katlanarak yansir. Bu durum 6zellikle farkli bireylerden alinan
drneklerle baglanan reaksiyonlarda izlenir. Bu relatif kantitasyonda vanhs sonuglara
sebep olur. Bir internal kontrol kullamilarak bu baslangic farkliliklarimi standardize
etmek bu ylizden gok faydalidir. Ideal bir internal kontrol tim dokulardan ekspresse
olabilmelidir. Bu amagla kullamlan ‘housekeeping gen’ler okaryotlarda cok cesitli
olmakla birlikte en stk GAPDH, B actin, Asidik ribozomal fosfoprotein (36B4) ve
tRNA kullamilmaktadir Bu genler referans gen olarak da isimlendirilmektedir (140).
Calismamizda referans gen olarak GAPDH kullanildi.
4.3.1.1 Komparatif Ct (Threshold Siklus) Metodu

AACt metodu olarak da isimlendirilen bu metot, standart egri metoduna benzer
ancak konsantrasyonlarin yerine Ct degerleri kullanilir. Hedef genin Ct degeri bir
referans genin Ct deferine oranlarak normalize edilir. Daha sonra normalize Ct
degerleri kalibratére oranlamir. Sonuglar kalibratoriin n-kati seklinde verilir. Komparatif
Ct metodu 27**“" formiilii ile ifade edilir. Burada;
AACt = ACt(hedef gen)-ACt(kalibrator)
ACt(hedef gen) = Ct(hedef gen)-Ct(referans gen)
ACt(kalibratdr) = Ct(kalibrator)-Ct{referans gen)

Kargilagtirmali Ct metodunun uygulanabilirligi validasyon (relatif verimlilik)
¢alismast ile degerlendirilir. Bunun igin iki sart gereklidir: Birincisi. hedef gen
amplifikasyonunun verimliligi ile referansin gen amplifikasyon verimliliginin vaklasik
esit ve % 100’e yakm olmasidir. Ikincisi de farkli baslangic konsantrasyonlarinda ACt
degerinin degismemesi yani logaritmik konsantrasyona karsi ACt grafiginde slope
degerinin sifira yakin (<0,1) olmasidir (127). Cahsmamizda kalibratér olarak kontrol
grubu kullanildi. Kontroliin 1.2 kat1 artig ya da azalma anlamli kabul edildi. Calisma

gruplaninin "GenEx’ software (GenEx, http://genex.gene-quantification.info) ile AACt
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metodu kullamlarak elde edilen gen analizleri asagndaki grafiklerde wverilmigtir (x

ekseninde ilag isimlerinin yanindaki 1 ve 2 rakami 24. ve 48. saati ifade etmektedir).

Sekil 24°de 24 ve 48 saat boyunea ila¢ uygulanan HepG2 hiicrelerinde galisilan

Cav-1 gen ekspresyonunun kontrole gére degerlendirilmesi gériilmektedir.

¢ QOuabain 24, saatte doza bagh olarak Cav-1 ekspresyonunu arttird:.
¢ UPR uyarici olan 2-DG Hep(G2 hiicresinde Cav-1 ekspresyonunu arttird.
e 2-DGH0.75 nM ouabain birbirlerinin etkilerini artiric1 yénde aditif etkili.
»  2-DG+7.5 nM ouabain aditif etkili.
e 2-DG, yiiksek doz ouabain (75 ve 750 nM) ile kombine iken 24. saatte Cav-1
ekspresyonunu baskiladi.
* Tek basina ouabainin 24. saatte doza bagh olarak sagladifi Cav-1 ekspresyonu
artiginda 48. saatte azalma oldu.
e 75 nM ouabain ve lizeri Cav-1 ekspresyonunu upregiile ederken; 2-DG ile
beraber downregiile etmektedir.
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Sekil 24, Cav-1gen ekspresyon analiz grafigi
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Sekil 25°de 24 ve 48 saat boyunca ilag uygulanan HepG2 hiicrelerinde calisilan
CHOP gen ekspresyonunun kontrole gore degerlendirilmesi gérilmektedir.

e 24 ve 48. saatlerde 0.75 nM ve 7.5 nM ouabain CHOP ekspresyonu iizerinde
etkili degil.

e 24 ve 48. saatlerde 75 ve 750 nM ouabain doza bagh olarak CHOP
ekspresyonunu arttirdi.

s  2-DG tek basina CHOP ekspresyonunu 24. saatte 2 kat arttirdi.

s 2-DG ile tim dozlardaki kombinasyonlarda CHOP inhibisyonu oldu ve 48.
saatte de aym etkiler mevcut.

e Quabain, 7.5 nM’a kadar CHOP ekspresyonu iizerinde etkisiz: 75-750 nM
diizeylerinde upreglilasyona yol agti (apoptoz).

¢ 2-DG. tek bagina CHOP ekspresyonunu upregiile ederken: 75 nM’a kadar
downregiile edilivor (apoptoz azalmasi); 75 nM ouabain ile birlikte upregiile

edivor (apoptoz artigi).
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Sekil 26'da 24 ve 48 saat bovunca ila¢ uygulanan HepGZ2 hiicrelerinde ¢ahsilan

Grp78 gen ekspresyonunun kontrole gére degerlendirilmesi géritllmektedir.

2-DG Grp78 ekspresyonunu arttirds,

75 nM ouabain 24. Ve 48. saatte Grp78 ekspresyonunu arttirda.
2-DG+75 nM ouabain Grp78 ekspresyonunu baskiladi.

Tek basina 75 nM ouabainin etkisi ile 2-DG+75 nM ouabainin
etkisi paradoks olusturmaktadir.

QOuabain. 2-DG ile birlikie wverilirse Grp78 ekspresyonunu
downregiile edivor (maksimum etki 75 nM ouabain ile); 750 nM

ouabain ile birlikte verildiinde upregiile edivor.
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Sekil 27°de 24 ve 48 saat boyunca ilag uygulanan HepG2 hiicrelerinde ¢ahigilan

Grp94 gen ekspresyonunun kontrole gére degerlendirilmesi goriilmektedir.
e 2-DGH0.75 nM ouabain birbirlerinin etkilerini artiric1 yénde aditif etkili.
e 2-DG+7.5 nM ouabain aditif etkili.
e 2-DG+75 nM ouabain aditif etkili.

e 48. saatte 750 nM ouabain ile Grp94 ekspresyonu artti, difer dozlarda artig

gizlenmedi.
e 24 saatte tlim dozlarda Grp94 ekspresyonu artti.

e 48. saatte, 2-DG+oubain kombinasyonlarinda 24. saate gore

ekspresyonunda azalma oldu.
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Sekil 27. Grp94 ekspresyon analiz grafigi
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Sekil 28°de 24 ve 48 saat boyunca ilag uygulanan HepG2 hiicrelerinde galisilan

HKII gen ekspresyonunun kontrole gére degerlendirilmesi gériillmektedir.

24, ve 48, saatte 0.75 nM ve 7.5 nM ouabain HKII ekspresyonunu arttird.

24. saatte 75 nM ve 750 nM ouabain ile HKII ekspresyonu kontroliin altinda idi.

2-DG ile 24. saatte HKII ekspresvonu artt.

2-DGH).75 nM ouabain ve 2-DG+7.5 nM ouabain tek basina ouabaine gére

HKII ekspresyonunu azaltti.

48. saatte 2-DG ile HKII ekspresyonu kontroliin altina indi.

Quabain doza bagh olarak 7.5 nM’a kadar HKII ekspresyvonunu artinrken; 75

nM ve lizeri azaltiyor (apoptoz artigi).

2-DG’nin HKII ekspresyonunu artiricr etkisi 75 nM"a kadar baskilanirken; 750

nM’da baski kallayor.
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Sekil 28. HKII ekspresyon analiz grafigi
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Sekil 29°da 24 ve 48 saat boyunca ilag uygulanan HepG?2 hiicrelerinde ¢alisilan HO-

1 gen ekspresyonunun kontrole gore degerlendirilmesi goriilmektedir.

e 75 ve 750 nM ouabain 24. ve 48. saatte HO-1 ekspresyonunu arttird.
e 24 ve 48. saatte 0.75 ve 7.5 nM ouabain HO-1 ekspresvonunu arttirmadh.
e 2-DG ile 24. ve 48. saatte HO-1 ekspresvonu artt1.
e 24, saatte 2-DGH0.75 nM ouabain birbirlerinin etkilerini artiric1 yonde aditif
etkili.
s 24 saatte 2-DG+7.5 nM ouabain aditif etkili.
* 24, saatte 2-DG+75 nM ouabain birbirlerinin etkilerini azaltici yonde inhibitor
etkili.
e 24, saatte 2-DG+750 nM ouabain inhibitér etkili.
e 48 saatte 0.75 ve 7.5 nM ouabain ile HO-1 ekspresyonunda artis vok.
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Sekil 29. HO-1 ekspresyon analiz grafigi
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Sekil 30°da 24 ve 48 saat boyunca ilag uygulanan HepG2 hiicrelerinde galisilan

MDR-1 gen ekspresyonunun kontrole gore degerlendirilmesi goriilmektedir.

24, ve 48. saatte 75 nM ouabain ile MDR-1 ekspresyonu artt1.

24, ve 48. saatte 2-DG, MDR-1 ekspresyonunu 2.5 kat arttirdh.

2-DG+0.75 nM ouabain birbirlerinin etkilerini artiric1 yonde aditif etkili.

2-DGA7.5 nM ouabain aditif etkili.

2-DG+75 nM ouabain birbirlerinin etkilerini azaltic1 yonde inhibitor etkili.

48, saatte 0.75 nM ve 7.5 nM ouabain dozlarinda MDR-1 ekspresyonu azaldi.
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Sekil 30. MDR-1 ekspresyon analiz gratigi
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Sekil 31°de 24 ve 48 saat boyunca ila¢ uvgulanan HepG2 hiicrelerinde

¢aligitlan MPR-1 gen ekspresyonunun kontrole gire degerlendirilmesi

goriilmektedir.

e 2-DG ile 24 ve 48 saatte MRP-1 gen ekspresyonu artt1.

o 2-DG ile (.75 ve 7.5 nM ouabain beraber birbirlerinin etkilerini

artirict yonde aditif etkili.
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Sekil 31. MRP-1 ekspresyon analiz grafigi
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Sekil 32°de 24 ve 48 saal boyunca ila¢ uygulanan HepG2 hiicrelerinde ¢alisilan

MTI-1 gen ekspresyonunun kontrole gire degerlendirilmesi gériilmektedir.

e 24 ve 48. saatte 2-DG ile MTJ-1 ekspresyonu artt1.

e 75 nM ouabain 24. ve 48. saatte MTJ-1 ekspresyonunu arttird.

e 24, saatte 2-DG+ouabain beraber birbirlerinin etkilerini artirica
yvinde aditif etkili.

e 48, saatte 0.75 wve 7.5 nM ouabain ile MTJ-1 ekspresyvonu
kontroliin altinda idi.

e 48, saatte 2-DG+ouabain gruplarinda 24. saate gore degisim

goriilmedi.
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Sekil 32. MTJ-1 ekspresyon analiz grafigi
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Sekil 33°de 24 ve 48 saat boyunca ilag uygulanan HepG2 hiicrelerinde galisilan Par-

4 gen ekspresyonunun kontrole gire degerlendirilmesi gériilmektedir.

e 24, ve 48. saatte 2-DG ile Par-4 ekspresyonu artti,

e Tiim ouabain dozlarinda Par-4 ekspresyonu artti.

e Kombine gruplardaki Par-4 ekspresvonu tek basina ouabain
dozlarina gére daha fazla artt1.
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Sekil 33. Par-4 ekspresyon analiz grafigi

4.4 HEPG2 PROLIFERASYON VE CANLILIK ANALIZIi

Elektriksel impedans sinyaline dayali hiicre sayisimi, canhhgm ve
proliferasyonunu monitdrize etmeye imkan veren xCELLigence real time hiicre analiz
sistemi ile 48 saat izlem yapildi. 24. saatten itibaren kontrol grubu baz alinarak
normalize edilmis hiicre indeks degerlerinin zamana karsi grafigi sekil 34°de

goriilmektedir,
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MNormalized Cell Index

Tek bagma 75, 7.5 ve 0.75 nM ouabain ile silotoksik etki goriilmedi

(sirasivla slope degerleri 0.010, 0.009, 0.007).

750, 75, 7.5 ve 0.75 nM ouabain ile 2-DG nin kombine oldugu gruplarda

hiicre canlihigi azald: (sirasiyla slope degerleri -0.033, -0.017, -0.008, -

0.016).

Tek basina 750 nM ouabain sitotoksik etki gosterdi (slope -0.021).
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Sekil 34. HepG2 proliferasyon ve canlilik real time hiicre analiz grafigi

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Kontrol

10 mM 2-deoksiglukoz
750 nM ouabain

75 nM opuabain

7.5 nM ouabain

0.75 nM ouabain

10 mM 2-deoksiglukoz ve 750 nM ouabain
10 mM 2-deoksiglukoz ve 75 nM ouabain
10 mM 2-deoksiglukoz ve 7.5 nM ouabain
10) 10 mM 2-deoksiglukoz ve 0.75 nM ouabain
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4.5 RESTRIKSIYON FRAGMANI BOYUT POLIMORFIZMi (RFLP)
SONUCLARI

DNA’y1 tzgiil tanima dizilerinden kesen restriksivon enzimleri, bu ézellikleri
nedenivle molekiiler genetik ¢alismalarda yaygin olarak kullamlmaktadir. DNA nmn bu
enzimlerle kesilmesi va da kesilmemesi sonucunda olusan farkh uzunlukiaki DNA
fragmentlerinin incelenmesi yontemine RFLP analizi adi verilmektedir. Polimorfizm
belirlemede sik kullamlan RFLP yinteminde PCR ile cogalilan DNA uygun
restriksiyvon enzimi ile kesilir. Jelde yiiriitiiliip EtBr ile boyanarak fragmentler goriiniir
hale getirilir (28).

Calismamizda [RE la aktivitesini degerlendirmek amaci ile Pstl enzimi ile 5'...C
TGCACG.3 3.GUA C G T C...5 bdlgelerinden kesilen fragmentler jel iizerinde
fotografland1 ve uzunluklan standart marker (M-8) yardimiyla belirlendi. Sekil 35 ve
36°daki 1-11 siitun sayilan sirasiyla M-8, kontrol, 2-DG, 750, 75, 7.5, 0.75 ouabain, 2-
DG+7350, 2-DG+75, 2-DG+7.5, 2-DGH).75 ouabaini gstermektedir.

4.5.1 XBP-1 PCR-RFLP iiriinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi

alfa 473 bp
beta 447 bp

« gama 290 bp

delta 183 bp

Sekil 35. 24. saat XBP-1 PCR-RFLP fiiriinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi
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alfa 473 bp
beta 447 bp

gama 290 bp

delta 183 bp

Sekil 36. 48. saat XBP-1 PCR-RFLP iiriinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi

4.5.2 Genotiplendirme
Tablo XVIIL. XBP-1 mRNA genotiplendirilmesi

XBP-1 mRNA | XBP-1 mRNA Pstl ile ,
. = ; Yorum
Genotip uzunlugu kesim
. ER stres cevabi yok. [REla
I 473 290/ :
Unspliced 473 bp 290/183 bp naktif
. ER stres cevabi var, IREla
| Spliced 447 bp - aktif |

4.5.3 Dansitometrik jel analizi

TotalLab TL100 jel analiz programi kullamilarak alfa (473 bp), beta (447 bp),
gama (290 bp) ve delta (183 bp) bantlarinin dansite analizi vapildi.
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Tablo XIX. PCR-RFLP iirlinlerinin dansitometrik jel analiz sonuglar:

24, saat piksel
voliim

48. saat piksel
voliim

Siatunl Marker 8

Siitun? Kontrol Alfa 0644462 1193781
Beta 13796,88 3741,31
Gama 12575920 35634.56
Delta 91130,00 28373.00
Alfat+gamatdelta 283333.8 7594537
Beta‘alfa+pama—delta 0066342 0.049263
Situn3 2-DG Alfa 23615.30 7456.43
Beta 90035,15 211548
Gama 83513,19 25616,12
Delta 63877,98 24 154,69
Alfa—gama+delta 173006,5 57227.24
Beta‘alfa+gama+delta 0052051 0036966
Siitund 750 nM oubain -—— -—— —
Satun5 75 nM oubain Alfa 6288,29 2930.66
Beta 834891 149729
Gama 12570.44 12113,12
Delta 1728413 11985,85
Alfa+eama—delta 36142.86 27049.63
Beta/alfatgama+dela 0,230997 (1,055353
Situné 7.5 nM oubain Alfa 17999.51 758300
Beta 658949 179600
Gama 11115044 40848,56
Delta 87191.00 3390780
Alfatgama+tdelta 216341 | 82339.36
Beta‘alfatgama+delta 0030459 0,021812
Siitun? 0.75 nM cubain Alfa 7922.74 T109.36
Beta 4234,33 1643,00
Gama 7244925 3899400
Delta 6007843 3027914
Alfatgama+tdelta 140450,4 T6382,5
Beta‘alfatgama+delta 0,030148 0,0215]
Siitun8 2DG+750 oM oubain = | ----- ——— e
Siitun? 2DG+75 nM oubain Alfa 4133.42 1901,20
Beta 156525 317.5
Gama 65066,31 255745
Delta 5026967 18918.14
Alfatgamatdelta 119469 4 4639384
Beta‘alfa+gama+tdelta 0013102 0006844
Siitun10 2DG+7.5 nM oubain Alfa 1057419 394924
Beta 4205,60 676
Gama 57032,17 26053,00
Delta 4734476 21693,51
Alfatpgamatdelta 114951,1 51695.75
Beta‘alfa~gama+delta 0,036586 0.013077
Siitunl1 2DG-+H).7T5SnMoubain Alfa 13321.96 278431
Beta 4371.50 481,5
Gama 67216,65 23395, 88
Delta 51834,92 2045241
Alfa+pamatdelta 132373,5 46632,6
Beta/alfa—zama—delta 0,033024 0,010325
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4.5.4 Rolatif IRE1o aktivitesi tayini

Sekil 37 ve 38'de x ekseninde isimleri ver alan ilag gruplannin rélatif IREle
aktivitesi beta/alfa+tgama+tdelta degeri kontrole oranlanarak kontroliin kati seklinde
belirlendi. Kontroliin 1.2 kati degisiklik anlamh olarak degerlendirildi.

e 75 nM ouabain IRE la aktivitesini 24. saatte 3.48 kat arttirda.

s 24 saatte difer tim dozlarda IRE1a aktivitesi kontroliin altinda idi.

s 24 saatte 2-DG+75 nM ouabain IRE 1w aktivitesini azaltt:.

e 48, saatte IREla aktivitesinde kontrole g&re anlamli artis gbzlenmedi.

24 saat Rolatif IRE@ Aktivitesi

3,48

2DG 0,75 2DG 7.5 2DG TS

kontrol

$ekil 38. Kontrol grubuna oranh 48. saat Rolatif IREla aktivitesi analizi grafigi
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5. TARTISMA

Enfeksivoz ajanlar, gevresel toksinler ve metabolik kosullar gibi cesitli
nedenlerle ER’de protein katlanma bozulmasi strese neden olmaktadir. ER stresine
cevap olarak adaptif vollan iceren spesifik UPR sinyal yollan aktiflenmektadir. ER
stres sensdrleri olarak bilinen {i¢ ER transmembran proteini PERK, IRE1 ve ATF6'dur.
Bu sensérlerin aktivasyonu, ER protein katlanma aktivitesini arttiran ve protein
agregasyonunu onleven Grp78 gibi saperon proteinleri kodlayan genlerde upregiilasyon
ile sonuglanmaktadir. Nihayet, ER fonksivonu ciddi bi¢imde bozulmus oldugunda
apoptoz uyarilmaktadir. Bu apoptotik olay proapoptotik transkripsivon faktdrii
GADDI153 aktivasyonu ve/veyva ER-iligkili kaspaz-12 aktivasyonu ile tetiklenmektedir
(78). Hiicre yasam ve Olimiinii diizenlemede UPR’nin merkezi rolii gbz oOnfine
alindiginda mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi i¢in ileri arastirmalara ihtivag vardir
(87). CHOP. Grmp78. Grp94, XBP-1. MTIJ-lve HO-1 UPR’vi en iyi gOsteren
parametrelerin - basinda gelmektedir. Hiicredeki strese cevap bu  genlerin
ekspresyonlarinin tespiti ile belirlenebilmektedir.

ER membramina bagh IRE1 enzimi. ER liimeninde katlanmamis proteinlerin
artmast veya ER kalsivum konsantrasyonunun azalmasi devam ettifinde veya redoks
potansiveli ile aktive edilmektedir. ER stresi belirlemede $nemli olan IRE1 aktivitesi,
XBP-1 mRNAnin kirpilma diizeyinin belirlenmesi ile degerlendirilebilmektedir (52).
Prostat kanser hiicrelerinde (PC-12) 24.5 mM 2-DG ile XBP-1s ve Grp78 artis1 oldugu
gosterilmistir (61). Calismamizda tek basina 10 mM 2-DG uyguladigimiz grupta Grp78
ekspresyonunda 24. saatte kontrole gére 2.6 kat ve 48. saatte 2.8 kat artig tespit edildi.
75 nM ouabain igeren grupta IRE 1w aktivite artig: tespit edildi.

Glukoz aghf, iskemi ve kanser ile iliskili fizvolojik bir hilcre durumudur. Kti
vaskiilarize solid tiim&r hiicrelerinde, siirekli va da aralikh olarak hipoksinin yam sira
glukoz voksunlugu mevcuttur, Glukoz ach@i ER’de protein katlanmasim bozarak
UPR’yi aktive etmektedir (95). Calismamizda 2-DG solid tlimoérlerin merkezi
bélgesindeki hipoglisemik kosullar saglayici ve UPR uyarici ajan olarak kullamid.
Yapilan calismalarda 2-DG’nin hiierelerde glukoz aghigi olusturup N-glikozilasyonu
bozarak ER stresini wve UPR’yi aktifledigi gosterilmigtir (55, 107). Farkli hiicre
modelleri ile yapilan galismalarda 2-DG’nin UPR sinyal yolunu aktifledigi tesbit
edilmistir. Ornegin; 2-DG veya glukoz agh@imin UPR cevabini ve Grp78°'i mRNA
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diizeyinde transkripsiyonel olarak aktive ettifi, ATF4 proteinini ve mRNA’sim
upregiile ettigi gosterilmistir (133). Meme kanser hiicresi (SKBR3) ve pankreas tiimor
hiicrelerinde (1420) 4 mmol/L 2-DG normoksik kogullarda glikeliz inhibisyon
veteneginden bagimsiz olarak toksik etki géstermistir. N-glikozilasyonu bozarak UPR
genleri Grp78, Grp94, CHOP upregiilasyonuna yol agmustir (63). 20 mM 2-DG ile
glukoz deprivasyonu olugturulan HT-29 insan kolon kanser, HT1080 fibrosarkoma ve
MKN74 mide kanser hiicrelerinde UPR uyarilmistir ve Grp78 transkripsiyonunu
promoter bolgeden inhibe eden makrosiklik bilesik Versipelostatin ile UPR hedef gen
ekspresyonlan inhibe edilmigtir (95). Literatiirde hepatoseliiler karsinom (HCC) hiicre
hattinda glukoz deprivasyonunda UPR gen ekspresyonun ¢ahisildig yaymlar meveuttur
(7, 66). Caliymamizda kullamlan 2-DG dozu literatiir esas alinarak belirlendi (42). Tek
bagma 2-DG uyguladigimiz grupta literatiire paralel olarak UPR aktivasyonu belirlendi.
Kanser hiicresinde var olan ER stresi daha da artirdigi UPR gen ekspresyonlarmdaki
artis ile tesbit edildi. 2-DG farkli zamanlarda ve dozlarda ouabain ile kombine
uygulandifinda hiicrenin apoptoza gittigi gézlendi. Milimolar konsantrasyon aralifinda,
2-DG ozellikle de mitokondriyal solunum defektleri olan kanser hiicrelerinde veva
hipoksik ¢evredeki hiicrelerde ATP tikkenmesine ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir
(23). BMG-1 insan glioma hiicrelerinde kisa siireli (2-4 saat) 5 mM 2-DG uygulamas:
dnemli derecede ROS artis1 ve apoptoza neden olurken uzun siireli uygulamalar MDR-1
artisn ve ilag direnci saglamigtir. Glukoz aghgimin oksidatif stresi uyararak genomik
instabiliteye ve DNA hasarina yol a¢tign iddia edilmektedir (57). Calismamizda ilag
direnci ile ilgili olan MDR-1 ve MRP-1 gen ekspresyonlarim arastirdik. 2-DG ile MDR-
1 ekspresyonunda 24. ve 48. saatte kontrole gire 2.5 kat artis, MRP-1 ekspresyonunda
24, saatte kontrole gore 3.2 kat ve 48. saatte 3.6 kat artis belirlendi. Ozellikle 48.
saatteki artis zaman ilerledikge 2-DG"ye kars direng gelistifini géstermektedir. MDR-1
kanser hiicrelerinde asiri eksprese edilmektedir (128). Insan HCC’de MDR-1 gen
ekspresyonunun dokserubisine direng olusturdugu gdésterilmistir (96). Pedivatrik ALL
hastalarinda P-gp ilaca direng olusturur (118), MRP-1 daha fazla olmak tizere MDR-
1I’in HCC’de asin eksprese oldugu bulunmugtur (15). Sigan hepatoma hiicre hattinda
(Fao) glukoz igermeyen medyum kosullarinda zamana bagh olarak P-gp mRNA ve
protein diizeyinin arttig1 belirlenmistir. Bu etki ROS ile uyarilan ER stres cevabi ve c-

Jun/AP-1 aracihf ile olusan transkripsivonel MDR indiiksiyonu ile olmaktadir. P-gp

100



artist UPR'yi uyaran bozuk protein N-glikozilasyonu ile iligkilidir (66). Coklu ilag
direng gelisimi neoplastik hastaliklarin kemoterapi basarisina biiyiik bir engeldir (17).

Na /K'-ATPaz pompasi, ouabain igin bir sinyal iletici reseptdr olarak gorev
vapmaktadir (124). CQuabainin pompaya baglanmasi kardiyak miyositlerde ve difer
hiicre tiplerinde birden fazla sinyal iletim vyolunu aktive ederek birgok genin
transkripsivon ve translasyonunu diizenlemektedir (124). Na'/K'-ATPaz pompasimin
ouabain tarafindan inhibisyonu intraseliiler Ca®* Konsantrasyonu artisma neden
olmaktadir (4). Kanser hiicrelerinin ouabainle muamele edilmesinin apoptotik hiicre
Olimlerine aracilik ettii gosterilmistir. Ouabain glioma gibi kanser tiirlerine kars:i NF-
kB aktivasyonunu bastirma, apoptozis indiiksivonu ve sitotoksik ilaglarin proapoptotik
etkilerini artirma gibi in vitro anti-tiimér aktivite gdstermigtir (131). Insan prostat
adenokarsinom PC-3 hiicrelerinde 3 nmol/l. ouabain mitokondrial membran
potansiyelinde azalmaya ve apoptoza neden olmustur (45). Yapilan literatiir
arastimasinda ouabain ile UPR gen (Grp78, Grp%4, MTI-1, HO-1, CHOP, XBP-1)
ekspresyonlar arasindaki iligkiyi arastiran herhangi bir vayina tarafimizea rastlanmadi.
Caligmamizda tek basina ouabain igeren gruplarda hiicre 6limii goriilmedi (750 nM
ouabain igeren grup harig).

HUAEC hiicrelerinde 1-10 nmol/L ouabain mitojen aktive protein kinaz
{(MAPK) fosforilasvonunu ve hiicre bilylimesini uvarmistir. 5 nmol/L. ouabain daha
vilksek derecede proliferasyon saglamistir (108, 45). 1 nmol/L ouabain ile muamele
edilen insan we kopek kaynakh primer wvaskiiler diiz kas hiicrelerinin maksimum
¢ogaldign gosterilmistir, aym konsantrasyonda ouabainin primer sigan bibrek epitel
hiicrelerinde de maksimal biiylime stimiilasyonu vaptii bulunmustur. Ouabainin 0.1
nmol/L dozunda bile insan primer prostat diiz kas hiicrelerinin maksimum g¢ogaldig
bulunmugtur. Ouabain proliferatif ve hipertrofik etkisini Ras/RaffMEK/ERK kaskadim
aktive ederek gergeklestirir (45). p42/44 MAPK yolunu aktive ederek proliferatif etki
yvaptifin. Maloney ve ark. tarafindan sigan epitelyum hiicrelerinde gosterilmistir (25).
Domuz renal epitel hiicrelerinde (LLC-PK1) ouabainin bir¢ok sinyal kaskadim aktive
ettigi gosterilmigtir (124).

QOuabainin hiicre farklilagmas: iizerine olan etkilerinin molekiiler mekanizmasi
ayrintih olarak kalp kasinda Xie ve ark. tarafindan ¢ahsilmistir (129). Terapitik

. " sroui i : o 4
konsantrasyonlarda ouabain kas hiicre bilylimesini ve c-fos, c-jun ve Ras gibi Ca
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bagimli ekspresyonu olan erken yamit genlerinin ve kardivak hipertrofide rol alan
pd2/44 MAPK proteininin biyosentezini uyarmaktadir. Siganlarda bébrek epitel
hiicrelerinde diigiik frekansh intraseliiler kalsiyum salmimina ve transkripsiyon fakiérii
olan NF-kB"mn aktivasyonuna yol agmaktadir (129). Insan prostat diiz kas hiicrelerinde
(.01-1 nM diisiik doz ouabain, kalsiyum bagimh MEK-p42/44 MAPK volunu aktive
ederek proliferatif etki gdstermistir. 10 nM ve iizeri viiksek doz ouabain, kaspaz-3
aktivasyonu ile sitotoksik etki olusturup apoptozu uyarmistir. 10 ve 100 nM ouabain
LDH salimmim ve hiicre nekrozunu uyarmistir (25). 0.1-1 nM ouabain insan umbilikal
ven diiz kas hiicrelerinde Src, ERK1/2 sinyal yolu ve epidermal biiyiime fakirii
reseptorii ile proliferasyonu uyarmaktadir (1). Kiiltiire bobrek proksimal tiibiil
hiicrelerinde 10 nM ouabain ERK ve Akt fosforilasyonu ile hiicre proliferasyonunu
uyanr (58). Calismamizda disiik dozlarda ouabain proliferasyonu saglarken 750 nM
ouabain sitotoksik etki yapti. Ouabain doza bagh olarak hem proliferatif hem de
apoptotik etki gosterebilmektedir (25). Diiz kas, HeLa ve néroblastom hiicrelerinde,
ouabainin apoptozu uyardifi buna karsihk LLC-PK1 wve bobrek hiicrelerinde
antiapoptotik etkisi oldugu ve sigan bdbrek proksimal tiibiiler hiicrelerinde serum
voksunlugu ile uyarilan apoptozu Onledigi gésterilmistir. Quabainin bu etkilerinin
muhtemelen hiicre tipi, dozu, maruz kalma siiresi ve pompa izoformlan gibi diger
faktérlere bagh oldugu diisiiniilmektedir (65). Androjen bagimsiz prostat kanseri PC-3
hiicresinde 10 nM’'dan az ouabain 7 saatlik uygulamada mitokondrival aktiviteyi
azaltmigtir. Yiiksek konsantrasyonlarda ouabain 2 saatlik uygulamada mitokondriyal
fonksiyonu hizla diisiirmiis ve ROS artisi ile apoptotik reaksiyonu uyarmistir (51).
Ouabainin HepG2 hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettifi. hiicre apoptozunu
indiikledigi, hiicre dongiisii S fazi arresti olusturdugu ve Na /K -ATPaz ol altbirim
siRNAsimin hiicre i¢ci Ca®™ ve ROS artist tizerinden HepG2 hiicre apoptozunu
indiikkleyip ouabainin antikanser etkisini artirabildigi gésterilmistir. Insan HCC
hiicrelerinde Na'/K'-ATPaz a1 altbirimi hedeflenmesi HCC tedavisinde yeni bir bakis
agis1 saglayabilecektir (131).

Grp78 tiimdr proliferasyonu, sagkalim, metastaz ve cesitli tedavilere direng
saglamaktadir. Boylece, Grp78 ekspresyonu tiimor davramisi ve tedavive yanit igin bir
belirteg olarak hizmet edebilmektedir (67). Grp78 ekspresyonunu bastiric1 tedavi

kombinasyonlan rezidiiel tiimorlerin ortadan kaldmlmasi1 yoniinde bir yaklasim
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sunabilmektedir (67). Benign dokulara kiyasla primer malign tiimdrlerin Grp78
ckspresyon diizevi olduk¢a wiiksektir. Grp78 ekspresyon artisi akciger, meme,
melanom, prostat, hepatoseliiler kanser ve mide kanseri de dahil olmak iizere gesitli
kanser hiicre hatlarinda ¢alisilmistir (94, 125). Son zamanlarda Gzefagus, akciger.
prostat kanserleri ve melanomda c¢esitli klinikopatolojik parametreler ile Grp78
ekspresyon diizeyleri arasinda korelasyon bulunmustur (94). Calismamizda HepG2
hiicrelerinde ouabain igeren gruplarda UPR’nin hem apoptotik CHOP sinvalizasyonu
hem de adaptif Grp94, Grp78 sinyvalizasyonu aktif olarak bulundu. Calismamizda biitiin
gruplarda Grp78 ve onun ko-saperonu MTIJ-1 gen ekspresyonlarimin birbirine paralel
seyrettigi goriildii. Tek basina 75 nM ouabain uyguladigimiz grupta Cav-1, MDR-1,
CHOP, Grp78 ve IREla aktivite artis1 belirlendi. Yine paralel olarak hiicre canlihgmin
stirdligiinii tespit edildi. 0.75 ve 7.5 nM diisiik ouabain dozlarinda CHOP arti1 yoktu ve
hiicre canliligi devam etti. 2-DG ile kombine tiim ouabain dozlarinda CHOP
inhibisyonu oldu. CHOP proapoptetik transkripsivon faktdrii olmasinin étesinde strese
adaptif yva da uyumsuz cevaplarin medyatirii olarak ve hiicreve 6zel bakis acisi ile
degerlendirilmelidir. CHOP ekspresyonu schwann hiicrelerinde hiicre &6liimi
yvoklugunda demiyelinizasvonu saglarken oligodendrositlerde dliime karsi hiicreyi
korumaktadir (38).

Kanser hiicrelerinde Grp94 overekspresyonu antiapoptotik fonksiyonlar ile
kanser progresyonuna ve ilag direncine dnciililk etmektedir. Birgok kanser hiicre hatti,
solid timdér ve kanser bivopsi caligmalarinda artmis Grp78/Grp94 seviveleri ile
malignensi arasinda iligki tespit edilmistir, Meme kanser hiicrelerinde Grp94
overekspresyonu ile kotii prognoz iliskisi rapor edilmistir (32). Calismamizda 24, saatte
tiim dozlarda Grp94 ekspresyonunun arttigim ve kombine dozlarda ise artisin daha fazla
oldugunu bulduk. Grp94, Grp78 ile ortak regiilator domain savesinde aym
transaktivasyon faktorleri tarafindan tammr. HeLa hiicrelerinde Grp78 siRNA'smm
Grp94 upregiilasyonuna yol agmasi Grp78 voklufunda Grp94'iin kompenzasyonel
ozellikte oldugu iddiasim glindeme getirmektedir (135).

Cole ve ark. doksorubisine direngli kiigiik hiicreli akciger kanser hiicre hattinda
(H69AR) MRP-1 izole etmislerdir (118). Multidrug direncli hepatoma hiicre hatti
HepG2/ADR enjekte edilen farelerde in vivo MDR-1 mRNA"da kontrole gére 20.1 kat

artiy oldugu ve protein diizeyinin de yiikseldigi gosterilmistir (117). Digoksin ve



ouabainin insan kolon (HT-29) ve karaciger kanser (HepG2) hiicrelerinde P-gp
ekspresyonunu artirdig1, bu artisin HIF-1 ve kalmodulin kinazll aktivasyonu ile korele
oldugu tespit edilmistir (106). Caliymamizda 75 nM ouabain ile MDR-1 ekspresyonu
15.4 kat artip ilag direnci olustururken 2-DG ile kombine edildiginde direng azald:.
Tiimdr sferoitlerinde etoposid ile 2-DG'nin birlikte P-gp diizeylerini azalthgi ve
oksidatif stresin P-gp yikimim uyardig1 bildirilmistir (29). Insan pulmoner karsinoma
hiicre hattinda (Calu-3) submikromolar konsantrasyonlarda (0,1-0.5 pM) ouabain
uygulanan hiicrelerde 24 saat icinde MDR-1 gen ekspresyonunun uyanldign ve P-gp
sentezinin artti@ tespit edilmistir, ouabainin uyardign MDR-1 ekspresyon artig1 Calu-3
hiicreleri ile simrli olmay1ip insan kolon karsinoma hiicreleri (T-84 ve HT-29) ve hepatik
karsinom hiicrelerinde (HuH7) de aym etki goriilmiistiir, ayrnica ouabain Calu-3
hiicrelerinde doxurubicin ve vinblastin diren¢ gelisimine neden olmustur. (17)

Par-4, farkh hiicrelerin sitoplazma ve niikleusunda bulunan ve sekrete edilebilen
pro-apoptotik bir faktdr olarak tammlanmaktadir {(41). Cogu kanser hiicresinde Par-41in
overckspresyonu apoptozu tetiklemektedir. Par-4’iin antikanser fonksiyonunda iki farkh
mekanizma s6z konusudur. Bunlardan bir tanesi Fas/FasL reseptér volu ile apoptozu
tetiklemek, digeri ise pro-survival faktdr olan NF-kB yolunu inhibe etmektir (18).
Huang ve ark.'min yapti1 bir ¢ahismada androjen bagimsiz PC-3 hiicrelerinde ouabain
doz ve siireye bagimli olarak sitotoksisiteyi uyarmistir; diisiik doz ouabain (<10 nM)
mitokondriyal aktiviteyi azaltmistir, Par-4 ekspresyonunu artirmistir ve sitotoksisite
duyarhhign yapmistir. Yilksek dozda ( >300 nM) zamana bagh olarak mitokondri
membran potansiyel kaybina yol agip mitokondriyal fonksiyonu hizla azaltmistir, ROS
stirekliligi yapmigtir, Par-4 gen ekspresyonunu ve apoptozu uyarmistir. Doza baglh
olarak 1 nM ouabain ile 1.10, 10 nM ouabain ile 1.51, ve 100 nM ouabain ile 1,80 kat
Par-4 artigi bulunmugtur. Ayrica, Par-4 ekspresyonuna kars1 antisens olan bir oligomer,
diigiik konsantrasyonlarda ouabain ile wuyarilan sitotoksisiteyi anlamli olarak
engellemigtir. Ouabain hormon bafimsiz insan prostat kanseri PC-3 hiicrelerinde
sitotoksik etkiyi iki sekilde saglamaktadir: Ouabain vilksek konsantrasyonda Pem kaybu,
stirekli ROS firetimi ve PC-3 hiicresinde ciddi apoptozu uyanrken diisiikk ouabain
konsantrasyonlan Par-4 ekspresyon yiikselmesine ve sitotoksisite duyarliligina neden
olmaktadir (51). Biz de g¢alismamizda HepG2 hiicrelerinde 2-DG ile ouabain

kombinasyonunun doza bagh olarak Par-4 artis1 ve apoptoz sagladigim gosterdik.
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Siganlara gecici transfekte edilen AS-30D hepatoma hiicrelerinde HKII
ekspresyon artiginin oldugu ve hipoksik durumlarda HIF-1 tarafindan HEKII
ekspresyonunun uyarildigi  gosterilmigtir  (82). Transforme hiicrelerde HKII
ekspresyonunun artmis olmasindan dolayr glikolitik oran vyiiksektir. Transforme
hiicrelerde HKIT'nin % 70°den fazlas1 mitokondriye baghidir. Bagh HKII'nin aynlmasi
sonucu mitokondriye Bax translokasyonu uyariimaktadir (99). Calismamizda tek basina
diisiik dozlarda ouabain ile HKII artis1 ve proliferasyon gériiliirken bunlarin 2-DG ile
kombinasyonu HKII azalmasi ve apoptoz sagladi.

Insan fibrosarkoma hiicre (HT1080) kiiltiirine ER stres uyarici ajan
uygulanmadan Once N-asetil sistein ve GSH gibi antioksidanlar eklenip HO-1
ekspresyon artiginin bloklandig1 tespit edilen bir ¢alismada ER stresle uyarilan HO-1
ekspresyon ve aktivasyonu i¢in ROS gerektigi gésterilmistir (69). HepG2 hiicrelerinde
glukoz igermeyen medyumla 12 saat inkiibasyon sonrasinda kontrol hiicrelerine gore
HO-1 mRNA’da 25 kat artis gozlenmistir. Glukoz agh@nmin UPR den farkl bir yol ile
HO-1 gen ekspresyonunu uyardig gosterilmigtir. UPR aktive edici tapsigargin ve
tunikamisin uygulandifinda onemli derecede Grp78 mRNA upregiilasyonu olmasina
ragmen HO-1 uvarilmamistir. Medyumdan glutamin uzaklastinldiginda glukoz aghg ile
olusan HO-1 artisi bloklandi, biiylece TCA aracilifiyla ROS olugumunun HO-1 artis:
ile sonuglanabilecegi dnerilmistir. HO-1 mRNA artisinin glukoz aghgindaki hiicrelerde
koruyucu ve adaptif olarak hizmet verdigi gosterilmistir (20). Caligmamizda ER strese
gec adaptif cevapda rol oynayan HO-1 transkripsivonu yiiksek doz ouabain ile artti.
Muhtemel mekanizma ouabaine bagli ROS wve oksidan stres artisi olabilir. PC-3
hiicresinde ouabain yiitksek konsantrasyonda mitokondrival membran potansiyel kaybi,
siirekli ROS liretimi ve apoptoza neden olmustur. 1 veya 10 pM ouabain néroblastom
hiicre hattinda (SH-SY5Y) 30 dakika i¢inde kontrol hiicrelerinin vaklagik % 50 daha
dstlinde bir sevivede ROS fliretmistir ve vaklasik % 25 sitozolik Ca™ viikselmesi
olmustur ve apoptoz uyarilmistir. 10 nM ouabain 4 giin sonra hiicre sayisinda % 20
azalma ve 1 uM ouabain vaklagik % 75 oranmmda azalma yapmistir (62). Filipovic ve
ark. oksidanlarla apoptozun uyarilma nedenini renal epitel hiicrelerinde PARP
aktivasyonu ve NAD™ azalmasi sonucu nekrotik hiicre 6liimil olarak agiklamiglardir

(25).



Sican pulmoner arter endotel hiicre (PAEC) plazma membram kaveoliinde HO-1
ile Cav-1"in fiziksel etkilegsimi koimmunopresipitasyon c¢alismas1 yapilarak
gisterilmistir. Cav-1, HO-1"in ekspresyonunu negatif olarak diizenlemektedir. Cav-1
protein yoklugunda HO-1 aktivitesinin arttuf gosterilmistir (59). Ancak bizim
calismamizda Cav-1 ve HO-1 ekspresyonlar arasinda parelellik gozlendi.

Cav-1 iskele domaini savesinde bir¢ok sinyal proteini ile etkileserek kaveolde
sinyal proteinlerinin yogunlagmasmda énemli bir rol oynamaktadir (124). Ouabainin
zamana baglh olarak Cav-1 Tyr-14 fosforilasyonunu stimiile ettifi gosterilmigtir (124)
LLC-PK1 hiicrelerinde ouabainin kaveolde aktif bir Na'/K'-ATPaz-Src-cav-1 kompleks
olusumunu uyarabilecegi iddia edilmektedir (124). Fare kardiyak fibroblastlarinda Cav-
| baskilanmasi total Na/K'-ATPaz al izoform miktarini ve viizey Na'/K -ATPaz al
ckspresyonunu etkilemezken, Src ve ERKI/2 kinazlann ouabain ile aktivasyonunu
onledigi gdsterilmistir. Kaveol deplesyonu ile ouabaine bagh sinyal iletimi
baskilanmaktadir. (103) Calismamizda HepG2 hiicrelerinde ouabain doza bagh olarak
Cav-1 ekspresyonunu artird.

Ouabainin farkl: hiicrelerde farkh Na'/K'-ATPaz formlarina afinitesi vardir. Bu
vilzden, ouabain hiicrenin biiyiime ve farklilasmasini dokuya dzgii olarak etkilemektedir
(109).

Dijitallerin antikanser ila¢ olarak vyararhi olabilecegini gosteren c¢alismalar
meveuttur. Kalp problemleri nedeniyle KTS kullanan ve kanserden Olen hastalarda
yapilan retrospektif epidemiyolojik galigmalarm sonuglan sasirtic: olmustur. Stenkvist
ve ark. 32 tanesi dijital tedavisi alan meme kanserli 175 hastayr 22 wil izlemistir,
bunlarin 6liim oram dijital alan grupta % 6 almayan grupta % 34 olarak gbzlenmistir.
Diger bir ¢alismada yine Stenkvist ve ark. genel popiilasyonla kiyaslandifinda kardiyak
hastalik nedenivle dijitoksin alanlarda kanser insidans degisimini aragtumiglardir. 9271
hastamin plazma dijitoksin diizeyleri belirlenmistir ve yilksek plazma dijitoksin
diizeyleri ile 16semiflenfoma ve biibrek-iiriner sistem kanserlerinde azalms risk iligkisi
oldugu belirlenmigtir. KTS normal hiicrede apoptoz yapmazken malin hiicrede apoptozu
baslatmaktadir (S).

Calismamizda HepG2 hiicre kiiltiiriinde UUPR gen ekspresyonlarinin ouabain
dozuna bagh olarak degistigi gosterildi. Calismamizin sonucunda HepG2 hiicre

modelinde ouabainin 0.75 nM, 7.5 nM ve 75 nM dozlarinda tek basina apoptotik etkili
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olmadigi ancak 2-DG ile kombine iken apoptotik etkili oldugu anlasildi. Bu, solid
tiitmorlerde UPR hedetli ilaglarin gelistirilmesi igin kimyvasal bir temel sunabilir ancak

daha fazla ¢aligmalarin yapilmas: gerekmektedir.
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6. SONUCLAR

HepG2 hiicrelerinde 0.75 nM ve 7.5 nM diisikk doz ouabainin proliferasyonda
etkili oldugu gosterildi.

75 nM ouabain UPR aktive edici ve proliferatif etki giisterdi ancak 2-DG ile
kombine edildifinde bu etkiler Grp78 ekspresyon azalmas: ve Par-4 ekspresyon
artisi ile tersine dondil.

750 nM ouabain HepG2 hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdi.

Tek basina 2-DG ile arttigi gézlenen HKII ve HO-1 ekspresyonlar ouabainle
kombine iken azaldi.

0.75 nM ve 7.5 nM diisilk doz ouabain 48. saatte kontrole gére MDR-I
ekspresyonunu downregiile ederek ilag direncini azaltic: etki gosterdi.

Ouabain doza bagimh olarak Par-4 ekspresyonunu artirdi ve 2-DG ile kombine
durumda daha fazla artirdi ve Par-4 ekspresyon artisi apoptoza duyarhlik
sagladi.

75 nM ouabain diginda diger tek ve kombine gruplarda IREla aktivasyonu

giriilmedi.

8. 2-DG UPR aktive edici etki gosterdi.

Glukoz deprivasyonu durumunda ouabain HepGZ2 hiicrelerinde apoptoz

duvarlilig: sagladi.
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