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hiicreleri iizerine sitotoksik ve apoptotik etkileri aragtirilmistir. Sitotoksik etki
MTT ve Noétral kirmizisi alim yontemiyle, apoptotik etki ise morfolojik olarak
AO/EB boyama ile belirlenmistir. Buna ek olarak, karvakrol ile muamele edilmis
U-2 OS hiicrelerinde 84 genin ifade seviyesi RT?-PCR plaka ydntemiyle
aragtirtlmistir. Karvakrol ile 48 saat muamele edilen F2408, 5RP7 ve U-2 OS’lar
icin ICsp degeri sirasiyla 300 uM, 300 uM ve 250 uM olarak belirlenmistir.
Hiicrelerde zar tomurcuklanmasi, kromatin yogunlasmasi ve pargalanmasi gibi
karakteristik apoptotik morfoloji floresan mikroskop altinda gozlenmistir.
Karvakrol ile inkubasyon U-2 OS hucrelerinde apoptoz ve MAPK yolagiyla ilgili
56 genin ifadesinde azalmaya ve 2 genin ifadesinde artisa yol agmustir. Bu
genlerden 13 tanesi ifade seviyesinde 2 kat ve iizeri azalma gostermistir. Bu
genler ERK1/2, JNK, p38 MAPK ve hiicre dongusi yolaklar ile ilgili oldugundan
hicre 6lim mekanizmasina agiklik getirilmistir. Kemoterap6tik bir ajan olan
sisplatin ise aymi hiicrelerde 8 genin ifadesinde degisiklige neden olmus ve
karvakrolden daha az etkili olmustur. Sonug olarak karvakrol F2408, SRP7 ve U-2
OS hiicrelerinde 6nemli derecede sitotoksik ve apoptotik etki gostermistir. Ayrica
bir osteosarkoma hicresi olan U-2 OS’larda ERK1/2, INK, p38 MAPK ve hicre
dongiisii yolaklarinin baskilanmasi, karvakroliin en azindan osteosarkoma olmak
tizere ¢esitli kanserler i¢in giiclii bir terapdtik ajan olabilecegini gostermektedir.
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In this study, the cytotoxic and apoptotic effects of carvacrol, a herbal
monoterpene, were investigated on F2408, 5SRP7 and U-2 OS cells. The cytotoxic
effect was determined by MTT and neutral red uptake and the apoptotic effect was
morphologically by AO/EB staining, respectively. In addition, the expression
levels of 84 genes after carvacrol treatment of U-2 OS were studied using RT*
PCR array. 1Csq values for F2408, 5RP7 and U-2 OS treated with carvacrol for 48
hours were detected as 300 puM, 300 puM and 250 pM, respectively. The
characteristics of apoptotic morphology such as membrane blebbing, chromatin
condensation and fragmantation were observed under a flouresans microscope.
Incubation of U-2 OS with carvacrol caused a diminution in the expression level
of 56 genes and an elevation of two genes related with apoptosis and MAPK
pathway. Thirteen genes of them showed two fold or more reduction in the
expression levels. Because of these genes are related with ERK1/2, JNK, p38
MAPK signaling pathways, mechanism of cell death was cleared. Sisplatin as a
chemothrepeutic agent caused changes in the expression of 8 genes in the same
cells and was effective less than carvacrol. In conclusion, carvacrol showed
significantly cytotoxic and apoptotic effects on F2408, 5RP7 and U-2 OS cells.
Furthermore, inhibition of ERK1/2, JNK, p38 MAPK and cell cycle pathways on
an osteosarcoma cell, U-2 OS, indicate that carvacrol might be an efficient
therapeutic agent for various cancers at least osteosarcomas.

Keywords: Fibroblasts, osteosarcoma, carvacrol, cytotoxicity, apoptosis, gene
expression
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1. GIRIS

Binlerce yildir bitkilerden tedavi amagh faydalanilmaktadir ve 6zel bitki
formlar1 ve bunlarin kullanilma metodlar1 nesilden nesile sozlii tarih yoluyla
aktarilmistir. Yakin tarihte tibbi bitkilerin tedavi amacghi kullanilmasina 19.
yizyilin baglarinda aktif bilesen olarak opiumdan morfinin izolasyonuyla
baglanilmistir. Tibbi bitkilerden, kokain, kodein, digitoksin ve kinin gibi
giinimiizde bazilar1 halen kullanilmakta olan ilk ilaglar kesfedilmis ve
farmakolojik aktif molekullerin izolasyon ve karakterizasyonu giinimizde halen
onemle devam etmektedir. Tibbi bitkilerden ila¢ kesfi kanser tedavisinde dnemli
bir rol oynamaktadir. Yarim yiizyildan fazladir bitki ikincil metabolit ve
tirevlerinin klinik uygulamalar1 kanserle miicadelede kullanilmaktadir (Balunas
ve Kinghorn 2005). Bitkilerden elde edilen giinlimiizde klinik olarak kullanilan
antikanser ajanlart vinka alkaloidleri, epipodofillotoksinler, taksanlar ve
kamptotesinler olmak tizere 4 sinifa ayrilabilir. Metafaz tutuklanmasiyla mitozu
baskilayan vinka alkaloidleri, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri, metastatik
meme ve yumurtalik kanserlerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
DNA topoizomeraz Il baskilayarak etki gosteren epipodofillotoksinlerden olan
etoposid, esey hiicre maligniteleri, akciger kanseri, non-hodgkin lenfoma, 16semi,
kaposi sarkomu, noroblastoma gibi g¢esitli malignitelerin  tedavisinde
uygulanmaktadir. Antimikrotiibiil ajan1 olan paklitaksel gibi taksanlar, meme,
yumurtalik ve akciger kanserlerinde yaygin olarak kullaniimaktadir. DNA
topoizomeraz I baskilayicisi olan irinotesan, topotesan gibi kamptotesinlerin
kolorektal, ovaryum, meme, serviks kanserleri ve hematolojik malignitelerde
Klinik aktivitesi bulunmaktadir (Hande 1998; Takimoto ve ark. 1998; Erdemoglu
ve Sener 2000; Kruczynski ve Hill 2001; Ishii ve ark. 2004; Wildiers ve Paridaens
2004; Balunas ve Kinghorn 2005).

Kanser giinlimiizde genetik bir hastalik olarak kabul edilmektedir.
Tiimdrogenezin ¢ok basamakli genetik degisimleri iceren bir siire¢ oldugu
bildirilmektedir. Bu genetik degisimler genellikle onkogen ve tiimor baskilayici
genler olarak simiflandirilan  genlerdeki mutasyonlar veya anormal gen
regililasyonlarini ig¢ine almaktadir (Diamandis 1997; Hanahan ve Weinberg 2000).

Kanser, dokulara zarar vererek ve yasamsal organ fonksiyonlarini bozarak 6liime
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yol agan bir hastaliktir. Giiniimiizde kanser, oOldiiriicii hastaliklar arasinda
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra gelerek, ikinci sirada bulunan 6nemli bir
toplumsal problemdir (Yilmaz ve Altunok 2011). Diinya ¢apinda yiiz milyonlarca
insan1 etkilemekte ve her yil 8 milyon insanin Oliimiine neden olmaktadir
(Lammers 2010). Bu ciddi saglik sorununa ¢6ziim bulunmast birgok
arastirmacinin Oncelikli hedefi konumundadir. Halen kesin ¢6ziim bulmak bir
yana, hastaligin seyrini diizeltmek, yasam siiresini uzatmak ve hayat kalitesini
biraz olsun gelistirmek bile 6nem arz etmektedir (Topal ve ark. 2009). Son
gunlerde modern kanser tedavisinin temel yontemlerinden birisi de kemoterapidir.
Pek ¢ok kemoterapotik ajanin kisa ve uzun dénemli olmak iizere farkli ve 6nemli
yan etkileri bulunmaktadir. Bu sebeple bazi kanser tiplerin engellenmesi ve
tedavisi ig¢in yapilan temel arastirmalar toksik olmayan bitki bilesenlerine
odaklanmistir (Yin ve ark. 2011).

Bu calismada Labiate familyasinin birgok tiiriiniin ugucugu yaginda aktif
bilesen olarak bulunan karvakrolin sitotoksik ve apoptotik etkilerinin H-ras ile
transfekte olan sigan embriyonal fibroblast (SRP7), normal embriyonal fibroblast
hlcreleri (F2408) ve insan osteosarkoma hiicreleri (U-2 OS) iizerinde arastirilmasi
ve elde edilen sonuglarin fibroblast ve osteosarkoma hiicreleri arasinda

karsilastirilarak incelenmesi amaglanmaistir.

1.1. T1bbi Bitkiler

Fitoterapi, tibbi bitkilerle tedavi anlamina gelen bir terimdir ve ilk kez
Fransiz hekim Henri Leclerc (1870-1955) tarafindan kullanilmistir. Mezopotamya
Uygarlig1 doneminde yaklasik 250, Grek’ler doneminde 600, Arap-Fars Uygarligi
doneminde 4.000, 19. ylizyilin baglarinda 13.000 civarinda bitki drogu
kullamildig1 bilinmektedir. Diinya Saglik Orgiitii tedavi amagl kullanilan tibbi
bitkilerin sayisinin 20.000 civarinda oldugunu bildirmistir. Diinya niifusunun
%80’1, Afrika niifusunun ise %95°1 tibbi bitkilere dayali tedavi yontemlerinden
yararlanmakta ve gelismis iilkelerde receteli ilaglarin %25’inin etken maddesinin
bitkisel kokenli oldugu bilinmektedir (Toroglu ve c¢enet 2006; Faydaoglu ve
Siiriictioglu 2011).
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1930°’Ilu ve 1940’11 yillarda organik kimyasallarin sentezinin yapilmasiyla,
ilag sanayinde sentetik ve yar1 sentetik ilaclarin {iretimi artmistir ve dolayisiyla
bitkisel tiriinlerin bu sektérde kullanimi1 azalmistir. Ancak daha sonraki yillarda
halkin saglik alaninda daha ¢ok bilgilendirilmesi, sentetik ilaglarin sebep oldugu
ciddi yan etkiler bitkilerle tedaviyi yeniden énemli bir konuma getirmistir (Ozbek
2005; Faydaoglu ve Siirliciioglu 2011). Tibbi bitkilerin, hastaya dogal bilesen
kompleksi saglamasi, sentetik ilaglara kiyasla daha diizgiin etkiye sahip olmas1 ve
hasta tarafindan daha iyi tolere edilebilmesi gibi avantajlar1 vardir (Lovkova ve
ark. 2001). Fitoterapinin, diinya ¢apinda genel olarak yaygin kullanilmasinin yani
sira, Ozellikle kronik hastaligi olan ya da genel sagligi bozuk, yiliksek egitim
seviyeli ve yliksek gelirli orta yasli, yasli kadinlar ve depresyon hastaligi olan
kadinlar arasinda daha yaygin kullanildig1 yapilan c¢alismalarla rapor edilmistir
(Trabace ve ark. 2011). Tibbi bitkilerin ve onlardan elde edilen dogal iiriinlerin,
kardiyovaskdler, deri, solunum, gastrointestinal, noromiiskiiler, mental saglik
sorunlarinin, kadin hastaliklarinin ve hatta malignite gibi pek ¢ok hastaligin
tedavisinde kullanildigi bilinmektedir (Lovkova ve ark. 2001; Lampronti 2006;
Mehdi ve ark. 2011). Ayrica tibbi bitkiler tansiyon disiiriicii, antikolesteraz,
analjezik, antiiilser, spazmolitik ilag¢ olarak da kullanilmaktadirlar (Lovkova ve
ark. 2001).

Tiirkiye’de tibbi olarak kullanilan bitki sayisinin 500 civarinda oldugu
tahmin edilmekte ve yaklasik 200 tibbi ve aromatik bitkinin ihra¢ potansiyelinin
oldugu belirtilmektedir. Tirkiye’nin ihracatin1 yaptigi tibbi bitkilerden en
onemlileri kekik, defne yapragi, kimyon, anason, rezene tohumu, ardi¢c kabugu,
mahlep, cemen, biberiye, meyan kokii, nane, sumak, adagay1 ve ithlamur ¢igegidir

(Faydaoglu ve Siiriictioglu 2011).

1.1.1. Tibbi bitkilerin biyolojik aktiviteleri

Bitkilerin ve ugucu yaglarimin igerdikleri bilesimlerin farkli olmast,
bitkilerin biyolojik aktivitelerinin de farkli olmasina neden olmaktadir. Tibbi
bitkiler, etken maddelerine gore karminatif (sindirim yardimcisi), koloretik (safra
arttiric1), ditiretik  (idrar  soktiiriici), antispazmodik  (spazm  ¢oziicii),

antimikrobiyal, uyarici ve sedatif (sakinlestirici) gibi farmakolojik o6zellikler
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gostermektedir (Faydaoglu ve Siiriictioglu 2011; Lovkova ve ark. 2011). Pek ¢cok
tibbi bitkinin sahip oldugu farkli biyolojik aktiviteleri c¢esitli c¢aligmalarla
gosterilmistir. Bunkova ve arkadaglar1 (2005) yaptiklar1 bir calismada yesil cay
ekstraktinin %60°dan fazla, biber, havu¢ ve 1spanak ekstraktlarinin ise %40-60
oraninda antimutajenik etkiye sahip oldugunu ileri siirmiiglerdir. Ayrica yesil
cayin antioksidan 0zelliginin ve kolon, mide, 6zefagus ve akciger kanseri gibi pek
¢ok kanser tiiriine kars1 koruyucu etkisinin oldugu da bildirilmistir (Sung ve ark.
2000; Chen 2008; Fisunoglu ve Besler 2008). Safran bitkisinin sitotoksik,
antitiimor, kemopreventif, antimutajenik ve bagisiklik uyaric1 6zellikleri oldugu
rapor edilmistir (Fernandez 2006). Silici ve arkadaglari (2010) yaptiklar1 bir
calismada, ormangiilii ballarinin antioksidan ve antimikrobiyal etkilerinin
oldugunu gostermislerdir. Zencefilin, kanser koruyucu, antiinflamatuar,
antianaljezik, antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri bildirilmistir (Shukla ve
Singh 2007; Stoilova ve ark. 2007; Ali ve ark. 2008). Adagay: tiirlerinden olan
Salvia officinalis L., Salvia triloba L., fesle§en ve nane ugucu yaglarinin
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Delamare ve ark. 2007,
Karagozli 2011). Karanfil, biberiye, kekik (Thymus vulgaris), karabiber ve
zerdecal bitkilerinin  antioksidan Ozellikte oldugu yapilan ¢aligmalarla
gosterilmistir (Coban ve ark. 2010).

Tibbi bitkilerin antitiimor aktivitelerini de arastirmak amaciyla yapilan
cesitli calismalar bulunmaktadir. Tayland bitkilerinden olan G. mangostana
(perikarp), P. amarus, (tamami), H. indicum (tamami), P. foetida (tamami), S.
venosa (sogan kismi), A. elliptica (meyvesi), T. laurifolia (yapragi), M. citrifolia
(meyvesi), A. marmelos (meyvesi) bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin, insan
meme kanser hiicre hatti SKBR3 iizerinde antiproliferatif etki gosterdigi
bildirilmistir (Moongkarndi ve ark. 2004). Iglerinde feslegen, limon, karabiber,
lavanta, ceviz gibi bitkilerin bulundugu 17 tane Tayland bitki tiiriinden elde edilen
ucucu yagin, insan agiz epidermal kanser hiicre hatt1 KB ve mirin 16semi hiicre
hatt1 P388 Uzerinde antiproliferatif etkisi oldugu gosterilmistir (Manosroi ve ark.
2006). Baska bir ¢calismada, S. perfoliata, S. thymbra, S. officinalis, L. nobilis ve
P. palestina ugucu yaglarinin ve bazi bilesenlerinin amelanotik melanoma hiicre

hatt1 C32, insan renal hiicreli adenokarsinoma hatti LNCaP ve meme kanser hiicre



@ ANADOLU UNIVERSITESI

hattt MCF-7 iizerinde sitotoksik etkiye sahip olduklart bildirilmistir (Katsman ve
ark. 2007). Mousavi ve arkadaslar1 (2009) safran bitkisinin de MCF-7 (izerinde

sitotoksik ve apoptotik etkisinin oldugunu ileri stirmiislerdir.

1.1.2. Terpenler

Bitkiler, genis fonksiyonlar1 olan birincil ve ikincil metabolitleri
tiretmektedirler. Hiicresel siirecler i¢in gerekli olan aminoasitler, basit sekerler,
niikleik asitler ve lipidler birincil metabolitlerdir. Ikincil metabolitler ise strese
yanitta iiretilen c¢esitli bilesenlerdir. Bitki ikincil metabolitleri terpen ve
terpenoidler (yaklasik 25.000 cesit), alkoloidler (yaklagik 12.000 ¢esit) ve fenolik
bilesikler (yaklasik 8.000 cesit) olmak iizere 3 genis kategoriye ayrilmaktadir
(Zwenger ve Basu 2008).

Izoprenler de denilen terpenler yapisal ve fonsiyonel olarak farkli siniflar
olusturan dogal iirtinlerdir (Zwenger ve Basu 2008; Baser 2008; Goto ve ark.
2010). 5-karbonlu izopren fnitelerinin  kombinasyonlarindan meydana
gelmektedirler (Bakkali 2008; Salmien ve ark. 2008). Izopentil difosfat (IPP) ve
izomeri olan dimetilalil difosfattan (DMAPP) sentezlenmektedirler. Terpenlerin
biyosentezi bazi asamalarla ger¢eklesmektedir. Bu asamalar; izopentil difosfat
(IPP) onciisiiniin sentezi, terpenlerin farkli siiflarinin prenildifosfat onciisiisii
formlarina IPP’1n tekrarli eklenmesi, terpene 6zgii senteazlar tarafindan allelik
prenildifosfatin terpen iskelet formlarina modifikasyonu ve son olarak terpenlere
farkli fonksiyon yiiklemek i¢in, iskeletin ikincil enzimatik modifikasyonudur. Ana
terpenler, monoterpenler (Cyo) ve sesquiterpenlerdir (Cis5). Ayrica hemiterpenler
(Cs), diterpenler (Cy), triterpenler (Cso) ve tetraterpenler (Ca) de bulunmaktadir.
Oksijen igeren terpenler terpenoid olarak adlandirilmaktadir (Bakkali 2008).
Terpenoidler bitkilerde hormon (giberelin, absisik asit), fotosentetik pigment
(fitol, karotenoid), elektron tasiyici (ubikinon, plastokinon) ve zar bileseni
(fitosterol) olarak cesitli fonksiyonel rollere sahiptir. Pek ¢cok 6zgi terpenoidin bu
fizyolojik, metabolik ve islevsel fonksiyonlari, polinator ve tohum dagiticilar igin
cezbedici olma gibi ¢esitli iletisim ve savunma gorevlerini gormektedir

(McGarvey ve Croteau 1995).
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Monoterpenler, iki izopiren {nitesinin baglanmasiyla olusmaktadir ve
genel formdlleri CioH6’dir. Asiklik, monosiklik veya bisiklik yapida olabilirler.
Dogada pek ¢ok monoterpen ucucudur ve monoterpenlerin pek ¢ogu terpenlerden
oksidasyon, metilasyon ve glikozilasyonla modifiye edilerek
tirevlenebilmektedirler (Salmien ve ark. 2008). Dogal iiriinlerde 1000°den fazla
monoterpen tanimlanmigtir. Besinsel bilesen olan monoterpenler, turunggil
meyvelerinin, visne, nane ve ¢esitli tibbi bitkilerin ugucu yaglarinda
bulunmaktadir (Crowell 1999; Zeytinoglu ve ark. 2003). Konifer rezineleri,
zengin terpen ve monoterpen kaynagidir (Salmien ve ark. 2008). Bu 10 karbonlu
izoprenoidler, bitkilerde mevalonatin yolagiyla elde edilirken memeli, mantar ve
diger canli tiirleri tarafindan {retilmemektedirler (Crowell  1999).
Monoterpenlerden bazilarinin antitiimor aktiviteye sahip oldugu ve olan koti
huylu tiimérlerin gerilemesini de sagladiklar1 bilinmektedir. Ornegin limonenin
kemirgenlerde spontan neoplazma gelisimini, kimyasal olarak uyarilmis meme,
deri, karaciger, akciger ve mide kanserlerini ve ras onkogen uyarimli meme
kanseri gelisimini engelledigi gosterilmistir (Crowell 1999). Kimyon tohum
yagmin baglica monoterpeni olan karvon, karsinojenden 6nce uygulandiginda
kimyasal uyarimli akciger ve mide kanserlerinin gelisimini 6nlemektedir. Karveol
ve mentol, sicanlarda DMBA-uyarimli meme kanserine karsi kemopreventif
aktiviteye sahiptir.  Asiklik monoterpen olan geraniol, tumér hicre
transplantasyonundan 6nce ve sonra uygulandiginda miirin 16semi, hepatoma ve
melonoma hiicrelerine karsi antitiimor aktivite gostermektedir. Peril alkol ise
kemirgen meme ve pankreas tiimdrlerine karsi kemoterapotik aktiviteye sahiptir

(Crowell 1999).

1.1.3. Karvakrol ve karvakrolin biyolojik 6zellikleri

Karvakrol (5-izopropil-2-metilfenol), Labiata familyasinin Origanum,
Satureja, Tymbra, Thymus ve Corydothymus tiirlerinin pek ¢ogunun ugucu
yaginda bulunan predominant monoterpenik bir fenoldiir (Sekil 1.1). Karvakrol y-
terpinenden p-simen araciligiyla sentezlenmektedir. Genel olarak giivenli bir gida
katki maddesi olarak tanimlanan karvakrol, yiyeceklerde, tatlilarda, iceceklerde ve

sakizda tatlandirici olarak kullanilmaktadir (Baser 2008; Mehdi ve ark. 2011).
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OH

Sekil 1.1. Karvakroliin kimyasal yapis1

Karvakroliin, pek ¢ok farmalojik 6zelligi bilinmektedir. Bunlardan bazilari
antimikrobiyal (Ultee ve Smid 2001; Rajkovic ve ark. 2005; Liolios ve ark. 2009),
genotoksik (Ipek ve ark. 2003), antiplatelet (Karkabounas ve ark. 2006), analjezik
(Aydin ve Oztiirk 1996), antiinflamatuar (Landa ve ark. 2009), antioksidan
(Puertas-Mejia ve ark. 2002; Safaei-Ghomi ve ark. 2009; Undeger ve ark. 2009),
antielastaz (Kacem ve Meraihi 2006) ve insektisidal (Kordali ve ark. 2008)
aktiviteleridir. Karvakroliin antimutajik etkileri de bazi1 ¢aligmalarla arastirilmistir.
UVB uyarimli lipid peroksidasyonuna, oksidatif strese ve DNA hasarina karsi
onemli derece koruma sagladigi bildirilmistir ve karvakrol insan lenfositlerinde
H.O, indikli oksidatif DNA hasarina karsi giiglii koruyucu etki gosterirken,
yilksek dozlarda DNA hasarina neden olmustur. Diisiik dozlarda ise aym
hiicrelerde 1Q ve MMC indiiklii DNA hasarina karsi koruyucu etki gostermistir
(Aydm ve ark. 2005a ve 2005b; Aristatile ve ark. 2010). Ipek ve arkadaslari
(2005) karvakroliin 6nemli derecede antimutajenik oldugunu ileri stirmislerdir.

Karvakroliin etki mekanizmalari tizerine ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir.
Ultee ve arkadaslar1 (1998) zar akiskanligi artmasiyla zarda ¢oziinen karvakrol
miktarinin arttigimi ve bunu sonucunda zarda olusan hasarin da arttigim
gozlemlemislerdir. Bundan dolay1 karvakroliin bakterisidal etki gdstermesinde zar
akiskanliginin 6nemli bir faktor oldugu bildirmislerdir. Bagka bir ¢aligmada ise
karvakrol ile muamele edilen bakterilerin hticre yizeyleri ¢ boyutlu olarak
gorlntiilenerek morfolojileri incelenmislerdir. Bu incelemeler sonucunda
karvakroliin bakteri hiicre yiizeyinde morfolojik degisikliklere sebep oldugunu ve
gram negatif bakteri hicre morfolojisini, gram pozitiflere goére daha cok
etkiledigini ortaya koymuslardir (La Storia ve ark. 2011). Arfa ve arkadaslari
(2006) karvakoliin kimyasal yapisiyla antimikrobiyal etkisi arasindaki iliskisini

aragtirmiglardir. Buna gore karvakrol, hidrofobik 6zelligi sayesinde bakteri hilicre
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zarinda birikmektedir ve antimikrobiyal aktivite gostermesinde serbest hidroksil
fonksiyonu Onemlidir. Karvakroliin iskelet kaslarinda sarkoplazmik retikulum
Ca®* ATPaz’i baskiladig1 ve riyanodin reseptdrlerini aktive ettigi ve kdpek ve
insan ventrikular kardiyomiyositlerinde Ca?* akimimimn bloke edilmesini uyardig
bildirilmistir (Magyar ve ark. 2004; Sarkozi ve ark. 2007). Karvakroliin karaciger
koruyucu etkisinin oldugu ve karaciger yenilenme oranmi arttirdigini ileri
stiriilmiistiir (Uyanoglu ve ark. 2008). Aydin ve arkadaslar1 (2007) karvakroliin
normal tansiyona sahip si¢anlarda diisiik tansiyon olusturdugunu ve N (omega)-
nitro-L-arjinin metil ester uyarimli hipertansiyonu baskiladigini 6ne siirmiislerdir.
Karvakroliin sican atriumunda elektriksel uyariyla olusturulan kasilmalari
baskiladig1 ve bu nedenle kardiyoprotektif bir madde olabilecegi bildirilmistir
(Arkan ve Aydin 2008). Baska bir ¢alismada karvakroliin disi siganlarda proestrus
sathas1t boyunca plazma estradiol seviyesini onemli derecede azalttigi, 6strojen
seviyesine bagli FST (zorunlu yiizdlirme testi) sistemini etkiledigi bildirilmistir.
Bu sonuglar 1s18inda karvakroliin disi sicanlar {izerinde prodepresif 6zellikleri
olabilecegini 6ne siiriilmiistiir (Trabace ve ark. 2011). Sicanlarla yapilan bir diger
calismada elde edilen histolojik ve biyokimyasal bulgulara goére karvakroliin
iskemi ve reperflizyon hasarlarina kars1 karacigeri korudugu ve uygulanan
dozlarda karvakroliin hepatotoksik olmadig1 rapor edilmistir (Canbek ve ark.
2008). Karvakroliin Drosophila TRPL (gecici reseptor potansiyel benzeri kanal)
ve memeli TRPM?7 (gegici reseptor katyon kanalt mukolipin alt ailesinin 7. {iyesi)
kanallarinin baskilayicisi oldugu bildirilmistir (Parnas ve ark. 2009).

Gen diizeyinde karvakrol ile yapilmis c¢aligmalar oldukg¢a sinirlidir.
Bunlardan biri Lee ve arkadaglarinin (2008) karvakroliin kollejen ifadesi uyarimi
yoluyla, deri yaslanmasini iyilestirdigini 6ne siirdiikleri bir c¢alismadir. Bu
calismaya gore karvakrol, AP-1 promotOriniin aktivasyonunu ve JNK ile ERK1/2
fosforilizasyonunu uyarmaktadir. Bunun yaninda Ca®* mobilizasyonunu ve
PLCy1 fosforilizasyonunu da uyarmaktadir. Bu bilgilere dayanarak karvakroliin
PLCyl yoluyla hiicre i¢i kalsiyum mobilizasyonun aktivasyonu ve kollejen
sentezini uyardigi ileri stiriilmiistiir. Karvakrol ile beslenen tavuklarin intestinal
intraepitel lenfositlerinin gen ifadelerindeki degisimler mikroarray analizi ile

incelenmistir. Buna gore karvakroliin karbonhidrat, yag, protein, fosfat ve niikleik
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asit metabolizmalar1 gibi ¢esitli metabolizmalarla ilgili 74 genin (ifadesi artan 26
gen, ifadesi azalan 48 gen) ifadesinde degisiklige neden oldugu bildirilmistir (Kim
ve ark. 2010). Rao ve arkadaslar1 (2010) karvakroliin, S. cerevisiae’nin gen
ifadelerinde degisiklige sebep oldugunu one siirmiislerdir. Bu caligmaya gore
karvakrol, enerji rezerv metabolizmasi, oksidatif strese yanit ve otofaji gibi
hicresel olaylarla ilgili genleri uyarmakta ve RNA sentez, RNA modifikasyonu,
ribozom biyogenezi ve niikleik asit metabolizmasiyla ilgi genleri baskilamaktadir.
Bir diger calismada ise karvakroliin insan makrofaj benzeri U937 hiicrelerinde,
COX-2’yi baskiladigini ve PRAR o ve y’y1 aktive ettigini bildirmislerdir (Hotta
ve ark. 2011). Cho ve arkadaslart (2012) karvakroliin yiiksek yagl diyetle
beslenen farelerde adipogenez ve inflamasyonla ilgili genlerin ifadesini
diizenleyerek obeziteyi engelledigini 6ne siirmiiglerdir. Karaciger kanser hiicre
hatti HepG2’lerle yapilan bir calismada, karvakrolin ERKI1/2 MAPK’in
fosforilizasyonunu azalttigi, p38 MAPK’mn fosforilizasyonunu aktive ettigi ve
bundan dolayr MAPK sinyal yolaginin karvakrol uyarimli antiproliferasyon ve

apoptoza dahil oldugu ileri stiriilmiistiir (Yin ve ark. 2011).

1.2. Kanser

Kanser, asir1 hiicre biliylimesiyle karakterize edilen birgok farkli hastaligi
tanimlamada kullanilan bir terimdir. Normal hucreler durgun safhadan aktif
cogalma fazina gecebilmek i¢in mitojenik biiylime sinyallerine ihtiyag
duymaktadir. Dolayisiyla biiyiime sinyallerinin yoklugunda cogalabilen normal
bir hiicre yoktur. Kanser olgularinda ise pek ¢ok onkogen cesitli sinyal
yolaklarinda normal biiyiime sinyali gibi etki etmektedir. Boylelikle kanser
hiicreleri kendi biiylime sinyalini olusturabilmektedir (Hanahan ve Weinberg
2000). Kanser olgularinda hiicreler bu denli hizli ¢ogalirken ayni oranda hiicre
kaybr olmamasi sonucunda hiicreler birikmeye baslamaktadir. Ortaya ¢ikan bu
anormal durum, hem kanser hucrelerindeki genetik anormalliklerden hem de
organizmanin bu hiicreleri tanimada ve yok etmedeki basarisizligindan
kaynaklanmaktadir. Bu biriken kiitlelere kanser veya timor adi verilmektedir
(Y1lmaz ve Altunok 2011).
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Tiimér iyi huylu ve kotii huylu olmak iizere 2 gesittir. Iyi huylu tiimérde,
hicrelerin biylme kontrolinde azalma olur ve bu hiicrelerin viicudun diger
boliimlerine yayilma kabiliyetleri yoktur. Kapsiil olustur ve canlinin yagami igin
cok tehlike olusturmazlar. Sinir sistemi, damarlar ve kanallara basing yaparak
hastalik belirtileri olustururlar. Ancak iyi huylu timor zamanla kotl huylu bir
tiimore doniisebilir ya da kendiliginden gerileme gosterebilir. Kotii huylu tumorler
ise kapsiil olusturmazlar ancak baska dokulara yayilmak i¢in dolasim sistemine
katilir ve gittigi dokularda kansere neden olurlar (metastaz) (Dilsiz 2004; Yilmaz
ve Altunok 2011). Kanser, kalitsal veya kazanilmis genetik ve epigenetik
degisiklikler sonucunda meydana gelmektedir. Bu degisiklikler sonucu meydana
gelen kanserli hicreler;

1. Kendi kendine yeterli olan buyiume sinyalleri tiretme,

2. Bliylime karsit1 sinyallere duyarsiz olma,

3. Apoptozdan kagma,

4. Smirsiz replikasyon potansiyeline sahip olma,

5. Anjiogenezi uyarma ve

6. Invazyon ve metastazi uyarma gibi cesitli ozellikler gelistirmektedir

(Lammers 2010).

1.2.1. Karsinojenler ve kanser olusumu

Kanser yanlis diyet, g¢evresel ajanlar ve genetik yatkinlik nedeniyle
olusabilmektedir. Diinya ¢apinda tiim kanserlerin %35’i yanlis diyet sebebiyle
ortaya ¢ikmaktayken, diyete sigara ve alkoliin de eklenmesiyle bu oran %60’a
kadar ¢ikabilmektedir. Yanlis diyet kolon kanseri vakalarinin %80’inden sorumlu
oldugu bilinmektedir. Diyette aflatoksinler, nitrozaminler, bozulmus kati ve sivi
yaglar, alkol, katki ve koruyucu maddeler gibi ajanlarin bulunmasi karsinogenezin
baslamasini tetiklemektedir. Yanlis diyete, cevre kirliligi, sigara igme, UV
radyasyonu, serbest radikaller, egzersiz eksikligi ve stresin de eklenmesi DNA
hasar1 ve kanser gelisimi i¢in bir asama olusturmaktadir (Reddy ve ark. 2003).

Karsinojenler 3 farkli sinifa ayrilabilir;
1. Genotoksik karsinojenler: Oldukca reaktif elektrofillerdir (elektronu

eksik atoma sahiptirler) ve hedef hiicrede RNA, protein ve 6zellikle DNA’nin
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elektronca zengin atomlariyla direkt reaksiyona girerek kansere yol agan
ajanlardir. Dimetil siilfat, etilen imin ve (-propiollaktonel gibi maddeler
genotoksik karsinojenlerdir.

2. Prokarsinojenler: Indirekt olarak cesitli molekiillerle reaksiyona giren
ajanlardir. Metabolik doniisiimden sonra aktiflesirler ve nihai karsinojen adin1 alir.
Dimetilnitrozamin, kadmiyum ve plitonyum bu gruba dahil edilirler.

3. Epigenetik karsinojenler: Genetik materyalle etkilesmeyen,
olusturduklar1 biyolojik etkilerle kanser olusuma neden olan maddelerdir.
Molekiiler ¢esitlilikleri metalden kompleks organik kimyasallara kadar
degisebilen bilesenlerdir. Bu bilesenler arasinda forbol esterleri, sakarin, asbestos,
plastik, Ostrojenler, piirin analoglar1 ve katekol bulunmaktadir (Hayashi 1992;
Klein ve Costa 1997; Reddy ve ark. 2003; Kumar ve ark. 2003; Dilsiz 2004; Ilgin
ve Ergun 2010)

Genetik faktorlere bagli olarak bazi ailelerde kanser gelisme riski daha
yiiksektir. Sporadik olarak goriilen kolon, meme, yumurtalik ve beyin kanseri gibi
kanser tiplerinin ailevi sekilleri bildirilmistir. Erken yasta baslayan bulgular, iki
veya daha fazla yakin akrabada ayni kanser tipinin bulunmasi ve bazen ¢oklu veya
bilateral tumorlerin gortlmesi ailevi kanserleri karakterize etmektedir. Genetik
yatkinlik tek bagina tiim kanserlerin %20’sine katkida bulunmaktadir (Reddy ve
ark. 2003; Kumar ve ark. 2003; Ilgin ve Ergun 2010).

Kanserler genellikle asamali olarak, yavag gelisen iyi huylu tiimor
lezyonlardan milimetre boyutlu vaskilarize olmayan nodillere, vaskdlarize in situ
tiimdrlere ve sonra hizli gelisen birincil tiimorlere doniismektedir. Daha sonra
tiimorler komsu dokulara sizmakta ve cesitli organlarda metastatik lezyonlar
gelismektedir (Lammers 2010). Normal hicrelerin  kanser hcrelerine
doniismesinin baz1 stirecler ile gerceklestigi bilinmektedir. Karsinogenez,
baslama, gelisme ve ilerleme sireclerini kapsamaktadir. Baslangig asamasi
hiicrelerin  karsinojenlere maruz kaldigi ve kanserli hiicrenin olustugu
karsinogenezin ilk basamagidir. Karsinojenler ile DNA arasindaki reaksiyon bu
asamada gerceklesmektedir. Ikinci asama olan gelisme asamasinda kanserli
hiicreler ¢ogalmakta ve klinik ve patolojik olarak tayin edilebilen neoplazmalarin

olusumu gerceklesmektedir. Uciincii ve son asama, kanserin ilerlemesi ve
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yayilmasinit kapsamaktadir. Olusan tiimdriin hastaya giderek artan bir sekilde
zarar vermeye bagladigi asamadir. Bu asamada tiimoér bulundugu organin
tamamina yayilmakta ve diger organlara metastaz yapmaktadir (Reddy ve ark.
2003; Ilgin ve Ergun 2010).

1.2.2. Hicre déngusu ve kanser

Hicre, bliyume sinyali almadigi siirece G1 S, G2 ve M fazlarmi igeren
hiicre dongiisiine gegcmez ve dinlenme fazi olan G0’da bekleme halinde kalir.
Biiyiime sinyali alindiktan sonra dongiiye girer ve tamamlar. Hlcre G1 fazinda
boliinme, farklilasma ya da 6liim i¢in karar verir ve bazi genlerde degisiklik
baglar. Bu fazda hiicre sinyalleri alir ve DNA sentezi i¢in hazirlik yapilir. S
fazinda DNA sentezlenir. G2 fazinda hiicre biliylimeye devam eder ve mitoza
hazirlik yapilir. M fazinda hiicre sirasityla profaz, metafaz, anafaz, telofaz ve
sitokinez asamalarindan gecerek ikiye boliiniir (Engin ve Ozyardimeci 2001;
Cabadak 2008).

Dongiiniin  gecisinin  diizglin olmasmin saglanmasi amaciyla G1-S
gecisinde, S fazinda, G2-M gecisinde ve metafaz-anafaz gecisinde kontrol
noktalar1 bulunmaktadir (Sekil 1.2). Hiicrenin dongliye devam edip etmeyecegi
karar1 bu kontrol noktalarinda verilir. G1 fazinda bulunan kisitlayic1 nokta (R
noktasi) olduk¢a 6nemli olup, burada hiicrenin S fazina geg¢ip ge¢meyeceginin
karar1 verilir ve geri doniisii yoktur. Hiicre DNA’sinda herhangi bir hata
saptanirsa hiicre ya hatayr onarir ya da apoptoza giderek oliir. S fazi kontrol
noktast DNA replikasyonu esnasinda yanlis baz eslesmesi ya da eksik DNA
replikasyonu gibi olusabilecek hatalar1 bulma ve tamir etme seklinde kalite
kontrol gorevi iistlenir. G2 fazinda, tamir mekanizmalarindan kagmis hasarli DNA
veya replike olmamig DNA kontrol edilir. Hiicre dongiisti inhibitorleri, hiicreyi
yeni olusacak hiicrenin dogru genetik kopyaya sahip olacagindan emin olana
kadar durdururlar. Ancak hersey basariyla diizenlendikten sonra mitoza gegis olur.
Metafaz-anafaz gegisinde bulunan kontrol noktasinda ise hatali dizilime sahip
olan kromozomlar belirlenir. Eger hatali bir dizilim varsa mitoz fazinin

metafazinda dongili, kromozomlarin tam bir takiminin yavru hiicrelere dagilimi
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diizenleninceye kadar durdurulur (Engin ve Ozyardimc1 2001; Vermeulen ve ark.

2003; Cooper ve Hausman 2006; Cabadak 2008).

Yanhs dizilmis

kromozomlar
DNA

Kopyalanmanus =
veva hasarh

Hasarh Hasarh
DA \ A

Sekil 1.2. Hiicre dongiisii fazlarindaki kontrol noktalar1 ve CDKJ/siklin komplekslerinin aktivite

bolgeleri (Vermeulen ve ark. 2003; Coooper ve Hausman 2006°dan degistirilmistir)

Hiicre dongiisli, bu kontrol noktalarinda dongiiye 6zgili proteinler olan
siklinler, siklin-bagimli serin/treonin protein kinazlar (CDK) ve siklin bagimli
kinaz inhibitorleri (CDKI) tarafindan kontrol edilir. Aktif CDK/siklin
kompleksleri hiicre dongiisiiniin bir sonraki asamaya ge¢mesini kontrol eder.
CDUI’ler ise ya CDK’lara ya da CDK-siklin kompleksine baglanarak CDK’larin
aktivitelerini engellerler (Engin ve Ozyardimc1 2001; Vermeulen ve ark. 2003;
Dilsiz 2004; Cabadak 2008).

Memeli hucrelerinde, hiicre dongiisii kontroliinde 11 tane siklin bagimli
kinaz (cdk1-11), ve 16 siklin (siklin D; D4, D, ve Dg, siklin E; Ej, E», siklin A; Ay,
A; ve B; By, By ) rol oynamaktadir. Siklin D ve E, G 1/S fazlarinin sinirinda

sentezlenirler ve hiicre S fazina gegince hizla yikilirlar, Siklin A ve B, S/G, /M faz
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gecislerinde sentezlenir. Bu proteinlerin diizeyleri hiicre dongiisiiniin farklh
sathalarinda degisiklik gosterir; siklin E en yiiksek seviyeye G1 fazinin geg
doneminde, siklin A ve B, G2 ve M fazlarinda ¢ikar. Siklin D ise G1 fazinin erken
doneminde artmaya baslar ve fazin sonuna dogru gittik¢e artar (Sekil 1.2). Bu
sekilde siklinlerin periyodik olarak bir yandan sentezi yapilirken bir yandan da
ubiquitin yolagiyla yikimlar1 gergeklestirilir. Boylece hiicre dongiisiiniin kontrolii
saglanmis olur (Engin ve Ozyardimci 2001; Vermeulen ve ark. 2003; Cabadak
2008).

Normal hiicrelerin biiyiiylip boliinmesi, baglanti kurmasi ve farklilagmasi
pek ¢ok farkli genin programli ifade edilmesi sayesinde olmaktadir (Diamandis
1997). Kanserde hiicre boliinmesinin genetik kontroliinde bazi temel degisimler
gergeklesir. Siklin, CKI, CDK subsratlar1 ve kontrol noktasi proteinleri gibi hiicre
dongusu proteinlerini kodlayan genlerde olusan mutasyonlar hiicrenin kontrolsiiz
¢ogalmasina ve kansere neden olmaktadir (Vermeulen ve ark. 2003; Reddy ve ark.
2003; Cabadak 2008).

Tiimor baskilayict genler hiicre dongiisii ilerleyisini frenlemek seklinde
gorev yapan genlerdir ve bunlarda olusacak mutasyonlarda, hasarli hiicrelerin
hiicre dongiisiine devam etmesine ve sonucta tiimdr olusumuna neden olmaktadir
(Cooper ve Hausman 2006; Cabadak 2008). Timdr baskilayici bir gen olan Rb,
hicre dongusunin ilerlemesini ve DNA sentezini saglayan genlerin
transkripsiyonunu baskilayarak, hiicre dongiisiinii G1 kontrol noktasinda
durdurur. Normal hiicrelerde kontrol noktasindan gecis, pRb’yi fosforilleyerek
inaktive eden CDKA4/Siklin D kompleksi ile dizenlenmektedir. Bu sebeple
timorlerde, Rb’nin mutasyon ile inaktiflesmesi, onun hiicre dongiisiiniin temel
negatif diizenleyicisi roliinii ortadan kaldirir. Bir CDK inhibitorii olan p16°y1
kodlayan INK4 tiimor baskilayici geni de aymi kontrol noktasindan gecisi
duzenlemektedir. INK4’(n inaktivasyonu Cdk4,6/Siklin D kompleksinin
aktivitesinde artisa ve bu da pRb’nin kontrolsiiz fosforilizasyonuna neden
olmaktadir.

Timor baskilayict p53 geninin Urint de hiicre dongusindn ilerlemesini
diizenler. DNA hasar ile p53 sentezi uyarilir ve p53 CDK inhibitorii p21’in
transkripsiyonunu hizlandirir. p21, CDK/siklin kompleksine ve PCNA’e (¢cogalan
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hiicre niikleer antijeni) baglanarak DNA replikasyonunu engeller ve hiicre
dongiisiinii durdurur. Mutasyon sonucu islevini yitiren p53, hasarli DNA’ya yanit
olarak Gl1’de duraksamay1 engeller ve hasarli DNA replike olarak tamir
edilmeden yavru hiicreye gecer. Hasarli DNA’nin kalitimi mutasyon sikliginin
artisina ve genomda genel bir kararsizlifa neden olur. Bu sebeple hiicre kansere
yatkin hale gelir. Meme ve yumurtalik kanserlerinden sorumlu olan BRCAL ve
BRCAZ2 tiimor baskilayic1 genleri de hiicre dongiisiinlin kontroliiyle iliskilidirler

(Cooper ve Hausman 2006).

1.2.3. Onkogenler

Kansere neden olan genomdaki degisimler arasindaki en dnemli degisimler
onkogenlerdeki mutasyonlardir (Hanahan ve Weinberg 2000). Tiiméor baskilayici
genlerin aksine onkogenler direkt ya da dolayli olarak kanser olusumuna sebep
olmaktadir. ras, abl, c-myc, N-myc, c-erbB-2, akt, HER-2/neu ve Bcl-2
tanimlanmis onkogenlerden bazilaridir. Onkogenlerin biiyiikk bir kismi hiicre
biiyiimesi, ¢ogalmasi ve farklilasmasinin kontrolii ile iligkili proto-onkogen
denen normal genlerin mutasyona ugramis veya anormal ifade edilmis olan
sekilleridir. BUylme faktorleri, reseptorler, hiicre ici sinyal ileticileri, hicre
dongisinu kontrol eden proteinler ve transkripsiyon faktorleri proto-onkogen
siifinda bulunurlar (Koktiirk ve ark. 2003; Dilsiz 2004; Cooper ve Hausman
2006; Cabadak 2008).

Proto-onkogenlerin onkogene doniisiim siireci bazi mekanizmalarla
gerceklesmektedir (Diamanis 1997; Koktirk ve ark. 2003; Karp 2004; Cooper ve
Hausman 2006; Yilmaz ve Altunok 2011). Bu mekanizmalar ise sunlardir:

1. Proto-onkogenlerin translokasyonu genlerin protein kodlayan
bolgesinde degisikliklere neden olur. Bu da anormal gen iirliniiniin ortaya
¢ikmasina yol agar. Bir tirozin kinaz proteini kodlayan abl proto-onkogeni kronik
miyeloid losemi ve akut lenfositer 16semi de ve integral mitokonriyal dis zar
proteini kodlayan bcl-2 proto-onkogeni ise follikiller B hicreli lenfomada
translokasyona ugramistir. Kronik miyeloid lésemide 9. kromozomdaki abl proto-

onkogeni 22. kromozoma tasmir. Bu translokasyon sonucunda abl, 22
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kromozomdaki bcr geni ile birlesir. Abl proteinine Ber dizilerinin eklenmesi
Abl’nin kontrolsiz aktivitesine neden olarak hiicre transformasyonuna sebep olur.

2. Proto-onkogenlerin amplifikasyonu yuksek miktarda ifadesine neden
olur. Serin/treonin protein kinaz kodlayan akt onkogeni meme, yumurtalik ve
pankreas kanserlerinde, bir transkripsiyon faktori kodlayan c-myc onkogeni ise
meme ve akciger kanserlerinde amplifikasyona ugramaistir.

3. Proto-onkogenlerde meydana gelen nokta mutasyonlar1 onkogenik
aktivasyonlara neden olur. ras genleri barsak, akciger, pankreas, tiroid ve
pankreas gibi pek cok kanser tlrlerinde nokta mutasyonuyla onkogenik
aktivasyon kazanur.

4. Delesyonlar, proto-onkogen aktivitesini dizenleyen dizenleyici
bolgelerin kaybina, dolayisiyla aktivitesi kontrol edilemeyen onkogen
proteinlerinin ortaya ¢ikmasina sebep olabilir. Raf onkogeni bu sekilde aktive

olarak hticrede transformasyona neden olur.

1.2.4. ras onkogeni ve MAP kinaz (MAPK) sinyal yolagi

Ras proteinleri normal olarak hiicrede ¢ogalma, farklilagsma, biiyiime,
adezyon, yer degistirme, hiicre iskeleti biitiinliigii ve canli kalma ile ilgili sinyal
yollar1 gibi (1.3) bir¢ok hiicresel gelisimin diizenlenmesinden sorumludur
(Rajalingam ve ark. 2007). Memeli genomlar1 N-Ras, H-Ras ve K-Ras4A ve K-
Ras4B proteinlerini  kodlayan 3 ras genini (N-ras, H-ras ve K-ras)
bulundurmaktadir (Eisenberg ve Henis 2007). ras proto-onkogen ailesi tyelerinde
K-ras, H-ras ve N-ras’da olusan nokta mutasyonlar1 insan kanserlerinde en sik
rastlanan genetik degisim olarak saptanmistir (Przybojewska ve ark. 2000). TUm
insan kanserlerinin  %30’unda ras geni mutasyonlart oldugu belirlenmistir
(Fehrenbacher ve ark. 2009). K-ras mutasyonu, kic¢lk olmayan hiicreli akciger
(%35), kolorektal (%45) ve pankreas kanserinde (%90); N-ras mutasyonu
melanoma (%15), akciger (%30) ve akut miyelogenus losemide (%30); H-ras
mutasyonu ise (%10) mesane ve (%10) bobrek kanserinde tespit edilmistir
(Downward 2003).

Ras hiicre i¢i sinyali baglatan c¢esitli ekstraseliiler biiylime faktorleri,

hormonlar ve farklilasma faktorlerine yanit olarak aktive olur (Jr ve Mccubrey
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2002). G-protein ailesinden olan Ras (p21'®) GTP-bagli durumda aktifken, GDP-
bagli iken inaktif durumdadir (Sekil 1.3). Ras’in aktif ve inaktif formlari
arasindaki doniistimiinii GAP ve SOS proteinleri gergeklestirir. GAP, instirinsik
Ras-GTPaz’1 uyararak bagli olan GTP’nin hidrolizini ve bdylece Ras
inaktivasyonunu saglar. SOS ise tirozin kinaz reseptorunin fosforilizasyonu
sonucu Grb2 tarafindan aktiflestirilir ve GDP ile GTP’nin yer degistirmesini
saglar. Aktif hale gecen Ras, sinyali diger proteinlere ve hiicre i¢indeki ikincil
habercilere iletir. Daha sonra Ras GTPaz aktivitesiyle tekrar inaktif hale gecer
(Gtines 2003).

Aktivasyon Iletis

GTP GDP
Tnakctif p21=

9 e
2= 4 GDP > A’h“i pes
p< pal™ +GTP

Efektorler (Rafvs.) |r——

r

HUCRESEL
CEVAP

1\

Cogalma
Farkhlasma Yer degistirme
Sagkalim

Sekil 1.3. p21™ proteininin aktivasyonu (Giines 2003 den degistirilmistir)

Aktif Ras daha sonra Raf/serine treonin kinazi ve MEK’1 fosforile ederek
aktif hale gecirir. Bunun sonucunda ERK yolag: aktive olur ve kinaz selalesi,
sirastyla Raf (MAP3K), MEK (MAP2K) ve ERK (MAPK) proteinlerinin
aktivasyonu ile devam eder. Aktif MAPK ise sitoplazmik substratlarini (hiicre
iskeleti elemanlar1 ve diger protein kinazlar) ve/veya ¢ekirdege gecerek bazi 6zel
transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Siklin D1 ifadesinin Ras’a bagli olarak
uyarilmast ve p27K1P1’in baskilanmasi temel olarak RAF/MEK/ERK yolaginin

aktivasyonuna baglidir. Ayrica hiicre dongiisii ilerlemesinde Ras sinyali ile pRb
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reglilasyonu arasinda 6zel bir baglanti bulunmaktadir. Ras’in inaktivasyonu, G1
tutuklanmasinda katkis1 olan hipofosforile pRb’nin aktivasyonuna sebep olur
(Macaluso ve ark. 2002; Giines 2003). Ancak ras proto-onkogenlerinde mutasyon
meydana geldiginde, proteinlerin aktif-inaktif durumlar1 arasindaki denge bozulur.
ras onkogeninde GTPaz aktivitesi ortadan kalkar veya guanin nikleotidlerinin
ayrilma hizi artar. Bu durumda Ras’in hep aktif halde kalmas: siirekli bir sinyal
iletimine ve boliinmeye yol agar (Giines 2003).

Mitojen aktif protein kinaz (MAPK) selaleleri evrimsel olarak korunmus
hiicre i¢i sinyal yolaklaridir. Okaryotik tiim hiicrelerde bulunan MAP kinazlar,
hiicre zarindan cekirdege sinyal aktariminda 6nemli rol oynayan proteinlerdir
(Dogan ve Gii¢ 2004). MAPK’lar hedef protein subsratlarinin 6zel serin ve
treoninlerini fosforlayarak, hiicre cogalmasi, hareket, sag kalim, farklilasma ve
apoptoz gibi ana hiicresel siireglerin kontroliinii saglarlar (Johnson ve Lapadat
2002; Jr ve Mccubrey 2002; Plotnikov ve ark. 2011). Pek ¢ok 6nemli hiicresel
fonksiyonu kontrol etmelerinden dolayt MAPK’lar fizyoloji ve insan
hastaliklarindaki roliinlin belirlenmesi i¢in genis ol¢iide ¢alisiimiglardir. Bugtne
kadar memelilerde MAPK yolaginin 6 ayr1 grubu belirlenmistir:

1. Ekstraseluler regile kinazlar (ERK1/2)

2. Jun NH; terminal kinazlar (JNK1/2/3)

3. p38 (p38 a/P/y/d)

4. ERK 7/8

5. ERK 3/4

6. ERK 5

Bu gruplardan en genis 6l¢iide ¢alisilanlar ise ERK 1/2, JNK ve p38 kinaz
yolaklaridir (Krishna ve Narang 2008).

ERK1 ve ERK2 tiim dokularda farkli miktarda ifade edilen ve %383
aminoasit benzerligi olan izoformlardir. ERK selalesi (A-Raf, B-Raf, Rafl-
MEKZ1, 2-ERK1, 2) buyume faktorleri, sitokinler, virls enfeksiyonu, tirozin kinaz
reseptorleri, G proteinleriyle kenetli reseptorleri (GPRC) ve karsinojenleri igine
alan ¢ok sayida ekstraseliiler ve intraseliiler uyari ile aktive olur (Sekil 1.4)
(Johnson ve Lapadat 2002; Junttila ve ark. 2008; Krishna ve Narang 2008). ERK

aktivasyonu, bir transkripsiyon faktorii olan c-myc’yi aktive eder. Diger yandan
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onkogenik ras, ERK1/2 yolagini devamli olarak aktive ederek tiimdr hiicrelerinin

¢ogalma oraninin artmasina sebep olur (Junttila ve ark. 2008; Krishna ve Narang
2008).

MAP3K A‘Raf, A.SK].,
B-Raf, Raf-1 MAP3K1-4
MAP2K MAP2K4, MAP2K3,
MAP2K7 MAP2K6

MAPK

Sekil 1.4. ERK1/2, JNK, p38 ve ERK5 MAPK yolaklarinin aktivasyonunda gorevli MAPK

bilesenleri

JNK’lar stres aktif protein kinazlar olarak JNK1, JNK2 ve JNK3 olmak
tizere 3 farkli sekilde bulunurlar. JNK’lar sitokinlere, UV radyasyonuna, biiylime
faktorii yoksunluguna ve DNA hasar ajanlarina yanit olarak kuvvetli bir sekilde
aktive edilirler. Bu uyarilar ASK1, HPK1, MLK-3, MAP3K1-4, TAK-1 ve TPL-2
gibi MAP3K’larimmi1 aktive etmektedir. MAP3K’lar tarafindan aktive edilen
MAP2K4 ve MAP2K7 de INK MAPK’larin1 (JNK1, JNK2 ve JNK3) aktive eder
(Sekil 1.4) (Johnson ve Lapadat 2002; Roux ve Blenis 2004; Junttila ve ark. 2008;
Krishna ve Narang 2008).

DNA bagimli onkoprotein olan c-jun’a baglanarak pek ¢ok genin 6nemli
duzenleyicisi olarak rol oynayan AP-1 transkripsiyon kompleksini olustururlar
(Krishna ve Narang 2008). JNK aktivitesi ve c-jun fosforilizasyonunun Ras
uyarimlt tiimor olusumunda kritik rol oynadig bildirilmistir. Hiicresel
transformasyonda Ras ve c-jun birlikte caligirlar. JNK’in kimyasal indiikli
hepatokarsinojeni tesvik ettigi de bildirilmistir (Krishna ve Narang 2008).
JNK’larin programli hiicre 6liimiiniin kontrolinde 6nemli rolleri bulunur. Pro-

apoptotik JNK sinyalinin hedefi tumor baskilayici p53°tir. p53°tin JNK’a
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baglanmasinin, ubikiitin aracili degredasyon tesvikiyle p53’ii kararsiz hale
getirdigi bildirilmistir. JNK’1n pro-apoptotik sinyalde diger hedefleri arasinda c-
myc ve Bcl-2 ailesinin hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik tyeleri bulunur.
Bcl-xL ve Bcl-2 proteinlerinin  JNK tarafindan fosforlanarak baskilandigi
bildirilmistir (Krishna ve Narang 2008).

p38 bagisiklik sitokinleri tarafindan aktive edilerek bagisiklik yaniti
aktivasyonunda ©Onemli rol oynayan bir proteindir. Insanlarda astim ve
otoimmiinite gibi hastaliklarda ortaya ¢ikarlar. Bunun yani sira, p38 MAPK lar,
hormonlar, G protein reseptdr ligandlari, osmatik sok, sicaklik soku ve gevresel
stresler gibi uyaranlarla da aktive edilirler (Johnson ve Lapadat 2002; Krishna ve
Narang 2008). o, B, y, 6 olmak iizere dort tane izoformu bulunan p38’in
aktivasyonunda, MLK2/MST, MLK3, DLK, ASK1 ve TAK1 gibi MAP3K’lar
gorev yapmaktadir. Biitin MAPK lar gibi p38 kinazlar1 da, MAP2K’lar ile aktive
edilirler (MAP2K’lar MAP2K3 ve MAP2K6). Bunun yani sira JNK’nin yukari
kinazlar1 olan MAP2K4 ve MAP2K7°de p38 izoformlarini aktive edebilir (Sekil
1.4) (Johnson ve Lapadat 2002; Krishna ve Narang 2008; Plotnikov ve ark. 2011).
p38’in ayrica timoér baskilayict olarak gorev aldigt pek ¢ok ¢alismada
bildirilmistir. Bu tiimor baskilayici etkisinin p53’iin ve p53-bagimli apoptozun
aktivasyonu araciliftyla gerceklestigi gosterilmistir. Pek cok kematerapétik ajanin
apoptoz uyarimi igin p38 aktivitesine ihtiyag duydugu da belirtilmistir (Krishna ve
Narang 2008).

ERKS yolag stres, biiylime faktorleri ve mitojenler ile aktive edilmektedir.
Bu yolagin MAP3K’lar1 olan MAP3K2,3, MAP2KS5’i aktive etmekte ve o da
ERK5 (BMKZ1)’i aktive etmektedir (Sekil 1.4). ERKS5 yolagi, kanser de dahil
olmak iizere birkag patolojiye dahil edilmektedir. Bu yolakla ilgili yeterli sayida
calisma  bulunmadigindan dolayi, yolagin islevi henliz tam olarak

aydinlatilamamistir (Krishna ve Narang 2008; Plotnikov ve ark. 2011).

1.2.5. Tiimor baskilayici genler

Hiicre biiylimesinin negatif regiilatorii olarak iglev gdren genler tUmor

baskilayic1 genler veya antionkogenler olarak adlandirilirlar. Tiimor baskilayici
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genlerin kayb1 veya inaktivasyonunun hiicreleri negatif biiyime sinyallerinden
mahrum birakacagi ve hatta malignant transformasyona sebep olacag: bilinir.
(Diamandis 1997; Yilmaz ve Altunok 2011). Onkogenlerin ve tiimor baskilayici
genlerin aktivasyon siirecleri arasinda 6nemli bir fark bulunur. Onkogenler, diger
normal allellerinin es zamanlh ifade edilmesine ragmen hiicreleri transforme
edebildiklerinden dolayr dominant genlerdir. Tiimor baskilayict genler ise resesif
genlerdir. Ciinkii alellerden birinin kaybi veya inaktivasyonu hiicrelerin
fonksiyonunda bir degisiklige yol agmaz. p53, Rb, p21 (WAF+1/CIF 1), BRCA 1-
BRCA 2, APC, HFI, NF2, PTC, PTEN, Smad2, Smad4, TPRIl, VHL, WTI ve
INK4 tiimor baskilayici genler arasinda bulunur (Diamandis 1997; Cooper ve
Hausman 2006; Yilmaz ve Altunok 2011).

[k bulunan tiimor baskilayici gen olan Rb (retinoblastoma) S fazina gecis
kontrollinii etkileyen pRDb proteinini kodlar (Bertram 2001). E2F ailesi
transkripsiyon faktorlerine baglanarak onlar1 baskilar ve hiicre ¢cogalmasini kisitlar
(Ahlander ve Bosco 2009). pRb, E2F’ye bagh oldugu siirece S fazina gecis i¢in
gerekli genleri tetikleyemedigi gibi pek ¢ok onkogeni de baskilar. Mitojen
uyarimindan sonra, Gl fazmmin sonunda, siklinD/cdk4 kompleksi pRD’yi
fosforlayarak E2F’nin serbest kalmasina neden olur. Serbest E2F, S fazi girisi i¢in
gerekli kritik genlerin transkripsiyonunu tetiklerken, p16, p21, p27 ve siklin/CDK
komplekslerini baskilar (Bertram 2001; Liu ve ark. 2004). Rb geninde olusan
cesitli mutasyonlar ve diisiik seviyede ifadesi pl16 inaktivasyonuna, siklin D1 ve
CDK 4-6’nin asir1 ifade edilmesine neden olur, hiicre dongiisiiniin dengesini bozar
ve kontrolsiiz ¢cogalmaya yol agar (Diamandis 1997).

Rb geninde heterozigot kaybi retinoblastoma, osteosarkoma, Wilm tiimort,
hepatoblastoma, rabdomiyosarkoma ve 0Ozafagusu icine alan pek cok tumor
tipinde bulunmustur (Diamandis 1997; Liu ve ark. 2004). Ayrica meme, kiigiik
hiicreli akciger, mesane, meme kanserleri ve 16semi gibi tiimér gesitlerinde de Rb
geninde degisimler gozlenmistir. Retinoblastoma, ¢ocukluk caginda goriilen en
yaygin malignant tiimordiir. Vakalarin yaklasik %40°1 ailesel ve kalami ise
sporadiktir (Bertram 2001). Kalitsal retinoblastoma ve osteosarkomalarda

hastanin esey hiicrelerindeki Rb lokusu heterozigottur. Buna ragmen sporadik
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retinoblastoma ve diger sporadik tumorlerde Rb lokusunda her iki allel de somatik
olaylar sonucunda inaktiflesirler (Diamandis 1997).

p53 geni, gen transkripsiyonu, DNA sentez ve tamiri, genom biitiinliigiinti
koruma, hiicre dongiisii durdurulmasi, biiyiimeyi sonlandirma ve programli hiicre
olimii gibi 6nemli hiicresel islevlerde rolt olan bir protein kodlar (Yilmaz ve
Altunok 2011). p53’Un aktivitesi ise bir transkripsiyon faktori olan Mdm2
tarafindan kontrol edilir. Normalde Mdm2 p53’e baglanarak onun aktivitesini
baskilar. Ancak DNA’da hasar olustugunda p53°iin fosforilasyonu artar ve buna
bagl olarak da p53 Mdm2’den ayrilir (Ozaki ve Nakagawara 2011; Yilmaz ve
Altunok 2011). Normal kosullar altinda pS3’iin ifade seviyesi oldukca diisiiktiir.
DNA hasari, hipoksemi, onkogen aktivasyonu, oksidatif hasar ve niikleotid
diizensizligi gibi bir¢ok hiicresel strese yanit olarak, fosforilizasyon ve asetilasyon
gibi kimyasal modifikasyonlarla p53 hizlica ¢ekirdekte biriktirilir. p53 geni,
p21"AF p53R2 ve GADDA452 genlerini aktive ederek G1’de hiicre déngustiniin
durdurulmasini saglar. Ciddi DNA hasara sahip olan ve tamir yapamayan hiicreler
p53’in pro-apoptotik fonksiyonuyla uzaklastirilir. Boyle durumlarda, BAX,
PUMA, NOXA ve p53AIP1 genleri p53 tarafindan aktive edilirler ve mitokonriyal
zar potansiyelinin bozulmasina katkida bulunurlar. Ancak mutant p53’e sahip
hiicreler DNA tamiri olmadan kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmayi surdirir. p53
mutasyonlarma karsinogenezin erken sathalarinda rastlanir. Bu sebeple erken
tanida Onem tasiyan bir gendir (Koktirk ve ark. 2003; Ozaki ve Nakagawara
2011). Mutant p53 tim insan kanserlerinin %50’sinde gorilurken kigik hicreli
akciger kanserlerinin %90’ninda, yass1 hiicreli kanserlerin %65’inde, biiylik
hiicreli kanserlerin %60’1nda ve adeno kanserlerin %33’linde saptanmistir. Pek
cok kanser dokusunda p53 geninde heterozigot kaybi oldugu ve p53
mutasyonlarinin %95’inin merkezi diziye 6zgii DNA baglanma bdlgesinin iginde

bulundugu belirlenmistir (Kokturk ve ark. 2003; Ozaki ve Nakagawara 2011).

1.2.6. Apoptoz: Programlanmis hiicre oliimii

Apoptoz, gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlart bozulan hiicrelerin,
cevreye zarar vermeden programli Olimii olarak tanimlanan fizyolojik bir

mekanizmadir (Oktem ve ark. 2001; Engin ve Ozyardime1 2001). Hiicre disaridan
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ve iceriden olmak iizere ¢esitli olumsuz uyaranlara karsi apoptoz yolagini aktive
eder. Hiicrede olusan DNA hasarlar1 dnce onarilmaya ¢alisilir, onarilamamasi
durumunda hiicre apoptoz siirecine girer. Boylelikle hasarli hiicrelerin ¢ogalmasi
ve tiimor olusumu gibi anormal gelisimler de engellenmis olur (Altunkaynak ve
Ozbek 2008).

Apoptozu hiicre dis1 uyaranlar arasinda; timor nekroz faktorii (TNF),
koloni uyarict faktorler (CSF), noron biliylime faktorii (NGF), insiilin benzeri
bliytime faktorii (IGF), glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar ve gesitli antijenler
bulunur. Sfingolipid yolu da apoptoza neden olan bir hiicre dig1 sinyaldir. HUcre
zarindaki sfingomiyelin c¢esitli etkenler ile uyarilan sfingomiyelinaz enzimi
tarafindan seramide doniistlirtiliir. Seramidden olusturulan sfingozin ise Bid
proteinini aktive ederek mitokondriyal yolak (zerinden apoptozu uyarir. Bazi
durumlarda apoptoz hiicresel stresi takiben i¢ sinyallerle baglatilir. Hiicresel stres,
radyasyon, kimyasallar ya da viral enfeksiyona maruziyet sonunda olusabilir.
Genellikle i¢ sinyaller mitokondri aracilifiyla apoptozu baslatir (Engin ve
Ozyardimer 2001; Giines 2003; Kandas 2004; Aksit ve Bildik 2008; Solakoglu
2009).

1.2.6.1. Kaspazlarin apoptozdaki rolii

Apoptoz sureci kaspaz olarak isimlendirilen proteolitik enzimlerle
gergeklestirilir. Simdiye kadar 14 tane kaspaz tanimlanmistir. Bunlar baglatici
kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9, 10), efektor kaspazlar (kaspaz 3, 6, 7) ve inflamatuar
kaspazlardir (kaspaz 1, 4, 5, 11) (Engin ve Ozyardimc1 2001; Zhang ve ark. 2003;
Gewies 2003; Elmore 2007). Butun kaspazlar inaktif zimojenler olarak
sentezlenen, N-terminalinde prodomain tasiyan, kiigiik ve biiyiik alt iiniteye sahip
proteazlardir (prokaspaz) (Sekil 1.5). Etkilerini substratlarim1 aspartik asit
rezidullerinden keserek gosterirler (Oliver ve Valette 2005).
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Sekil 1. 5. Kaspazlarin aktiflesme mekanizmasi (Yildirim ve ark. 2007°den degistirilmistir)

Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir selaleyi olustururlar.
Baslatic1  kaspazlar, Oliim sinyalini efektor kaspazlara iletirler. Efektor
kaspazlardan bazilar1 lamin, hiicre i¢i iskelet ve c¢ekirdek zar1 gibi proteinlerini
parcalar. Kaspaz-3, DNA onariminda gorevli olan PARP’1 inaktive edereck DNA
onarimin1 engeller. Bazilar1 ise bir DNaz’i1 aktiflestirip DNA’nin pargalara
ayrilmasma neden olur. (Engin ve Ozyardimci 2001; Giines 2003; Oliver ve
Valette 2005). IAP (apoptoz inhibitorleri) sitozolde lokalize olan, kaspazlarin
inaktif veya aktif formlarina baglanarak onlarin fonksiyonlarin1 baskilayan
apoptoz inhibitorleridir. Smac/DIABLO ise IAP baglanma motifi igeren,
mitokondrinin i¢ zarinda bulunan ve apoptoz boyunca sitokrom-c ile beraber
salman proteinlerdir ve IAP’lerin baskilanmasin1  saglayarak kaspaz

aktivasyonunu saglarlar (Zimmermann ve Green 2001; Zhang ve ark. 2003).

1.2.6.2. Hiicre oliimiinde gerceklesen morfolojik degisiklikler

Bir hiicre apoptoza giderken morfolojik bir seri degisiklige ugrar.
Apoptotik hiicreler, biliziisme, piknoz (hiicre ¢ekirdeginin kiigiilmesi, biliziismesi),
deformasyon ve komsu hiicrelerle baglant1 kaybi gibi sergiledikleri tipik 6zellikler
ile taninirlar. Apoptozda stoplazma yogunlasir ve organeller daha siki paketlenir.
Bunun yaninda organellerin biitiinliikleri korunur ve organeller saglam plazma
zarmin iginde sarili durumda bulunurlar. Apoptotik hiicrelerde kromatin ¢ekirdek
zarinda toplanarak yogunlasir ve plazma zar1 tomurcuklanir (Sekil 1.6). Son
olarak hucre sitozol, kondanse kromatin ve organelleri iceren apoptotik cisim

denen zarla siki cevrili yapilarin i¢inde fragmente olur. Olusan bu apoptotik
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cisimler makrofajlar, parankimal hicreler veya neoplastik hticreler tarafindan
fagosite edilir. Bu sayede apoptotik cisimler inflamasyon yanitina sebep olmadan
dokudan uzaklastirmis olur (Bold ve ark. 1997; Zimmermann ve ark. 2001; Zhang
ve ark. 2003; Gewies 2003; ElImore 2007).

Apoptoz

Programh hiicre 6liimii
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Sekil 1.6. Apoptotik bir hicrede ger¢eklesen morfolojik —degisiklikler —(http://muta-
tion.blogspot.com/2011/08/apoptosis.html)

Diger bir 6liim sekli olan nekroz (nekrotik 6liim) hiicre yaralanmalari
sonucu hiicrenin zarar gorerek sisip, patlayarak 6lmesi olarak tanimlanir. Apoptoz
gibi programli fizyolojik bir mekanizma degildir, kontrolsiiz gergeklesir.
Nekrozda hiicre ¢ekirdegi normal goriinimdedir ancak organeller biitlinliiglinii
kaybetmistir. Hiicrenin siserek patlamasiyla hiicre igerigi disariya yayilir ve
komsu hiicreler bu durumdan zarar goriirler (Cruchten ve Broeck 2002; Yildirim

ve ark. 2007; Aksit ve Bildik 2008).

1.2.6.3. Apoptoz mekanizmalari

Bugiline kadar arastirmacilar dis yolak (6liim reseptdr yolagl) ve i¢ yolak
(mitokondriyel yolak) olarak adlandirilan iki tane ana apoptotik yolak
belirlemislerdir. Bu iki yolagin birbirine bagli oldugu, bir yolaktaki molekiillerin
diger yolag etkileyebilecegine dair bulgular oldugu bildirilmistir.
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Oliim reseptdr yolags, hiicre zarda bulunan TNF ve Fas gibi bazi hiicre
Olim reseptorlerine ligandlarin baglanmasiyla aktive edilebilir. Bu 06liim
reseptorlerinin hiicre icine bakan kisimlarinda prokaspaz 8’in aktiflesmesini
saglayan reseptore 6zgii TRADD ve FADD gibi 6liim bolgesi bulunur. Olim
reseptorlerine kendilerine 6zgii ligandin baglanmasi, reseptdriin trimerik yapiya
doniismesine sebep olur. Oliim bolgesi bazi adaptér molekiillerle etkileserek
prokaspazi 8’i keser. Prokaspaz 8 ‘in aktif hale gegmesi, sirasiyla kaspaz 3, 6 ve
7’nin aktive oldugu bir kaspaz kaskatini harekete gecirir (Sekil 1.6). Kaspaz 8’in
aktif hale gegmesi ayrica Bid’in aktive olmasina da neden olur. Aktif Bid,
mitokondriden sitokrom ¢, SMAC ve kalsiyumun salinimina yol agar. Bu sebeple
oliim reseptorleri yolu mitokondriyel yolu da aktiflestirir (Engin ve Ozyardimci
2001; Solakoglu 2009).

Apoptozda mitokondriyal yolak pro-apoptotik ve anti-apoptotik Gyeleri
olan Bcl-2/ Bax gen ailesi ile dizenlenmektedir. Anti-apoptotik Gyeler olan Bcl-2
ve Bcl-XL, kaspazlarin 6ncii formlarini1 durdurarak ya da apoptogenik faktorlerin
mitokondriden salinimini engelleyerek hiicrenin yasamasini tesvik ederler. Bax,
Bad, Bim, Bmf, Bid ve BH3-only gibi proteinler ise hiicreyi apoptoza sevkeden
pro-apoptotik Gyelerdir. Biiyiime faktoriiniin uzaklastirilmasi gibi ¢esitli uyarilar
Bad’in, kalsiyum artisi Bim’in ve UV 1sin1 Bmf’nin aktive olmasina neden
olurken, pro-apoptotik iiyeler tarafindan Bcl-2 baskilanir. Normal durumda Bcl-2
tarafindan inaktif halde tutulan Bak ve Bax proteinleri, Bcl-2’nin inaktif hale
geemesinden dolayr etkinleserek mitokondri dis zarinda porlarin olusumuna ve
zar potansiyelinin degisime sebep olurlar. Bundan dolay1 da sitokrom c ve AIF
(apoptozis-indiikleyici faktor) mitokondriden sitozole geger (Engin ve Ozyardimei
2001; Aksit ve bildik 2008; Altunkaynak ve Ozbek 2008; Solakoglu 2009).
Sitokrom ¢, mitokondri i¢ zarinda bulunan bir proteindir. Sitokrom c’nin
mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi ile kaspaz aktivasyonu baglar (1.7).
Sitokrom ¢ sitoplazmik protein olan Apaf-1’e baglanarak onu aktive eder, bu
yaptya ATP’nin de katilimiyla apoptozom denilen kompleks olusur (Sekil 1.6).
Bu kompleks prokaspaz 9’u, o da prokaspaz 3’0 aktive eder (Engin ve
Ozyardimc1 2001; Zhang ve ark. 2003; Aksit ve Bildik 2008; Altunkaynak ve
Ozbek 2008).
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Sekil 1.7. Apoptozda dis ve i¢ yolak (http://imgenex.com/view_data_page.php?id=168)

Aktif kaspaz-3 ICAD’iinii keserek CAD’1 serbest birakir ve aktiflestirir.
CAD normal hiicrelerde ICAD’Une (Kaspaz Aktif DNaz inhibitor) bagh ve inaktif
halde bulunur. CAD (Kaspaz Aktif DNaz) enzimi bir DNaz oldugu i¢in aktif hale
gectiginde kromatin yogunlagmasina ve DNA’nin niikkleozomal fragmentlere
kesilmesine neden olur (Yildirim ve ark. 2007).

p53 geni de apoptozda rol oynar. Hicrelerde hasar tamir edilemeyecek
boyutta oldugu zaman p53 gen drlnd, hicreyi apoptoza yonlendirir. Ayrica
p53’in Bax/Bax, Bax/Bcl-2, Bcl-2/Bcl-2 gruplarinin oranlarini diizenledigi
diisiiniiliir (Tomatir 2003).

1.2.7. Osteosarkoma

Osteosarkoma ¢ocuklukta ve ergenlikte goriilen en yaygin birincil
malignant kemik kanseridir (Strander 2007; Oto 2008; Trougakos ve ark. 2010).

ABD’de tiim sarkomlarin yaklasik %30’unu olustururken, birincil malign kemik



@) ANADOLU UNIVERSITESI

28

timorlerinin %20’si olup birinci sirada yer alir (Oto 2008). Osteosarkoma
karsinojenleri arasinda UV ve iyonize radyasyon gibi fiziksel, asbest, anilin
boyalar1 ve alkol gibi kimyasal ve viriisler, mikotoksi ve mantar gibi biyolojik
ajanlar bulunur (Tan ve ark. 2009; Broadhead ve ark. 2011).

Osteosarkoma temel olarak hiicreden hiicreye degisen kompleks
kromozom anomalileriyle karakterize edilir. Baz1 caligmalarda, osteosarkoma
hicrelerinin yiksek derecede anoploidi, gen amplifikasyonu ve coklu dengesiz
kromozomal yeniden diizenlenmeler gosterdigi One strilmistir. Biyopsi
ornekleriyle yapilan bir calismada 6p21, 8q24 ile 12ql4 kromozomlarinda
amplifikasyon ve 10g21.1’in heterozigoti kaybi osteosarkomada gorulen en
yaygin genetik degisimler olarak tanimlanmistir. Hem 9, 10, 13, ve 17.
kromozomlarin kaybini ve hem de 1. kromozomun artisim1 igeren sayisal
kromozom anomalileri de osteosarkomayla iligkilendirilmistir (Broadhead ve ark.
2011).

Kromozomal anomalilerinin yani sira baz1 sendromlar da osteosarkomayla
iliskilendirilmistir. Bloom, Rothmund-Thompson, Werner ve Li-Fraumeni gibi
sendromlu hastalarda osteosarkoma saptanmistir (Tan ve ark. 2009; Broadhead ve
ark. 2011). Retinoblastoma sendromu da hastanin osteosarkomaya yatkin hale
gelmesine neden olur (Tan ve ark. 2009; Broadhead ve ark. 2011). Osteosarkoma
patogenezinde de p53 ve Rb genlerinde mutasyon oldugu gosterilmistir (Tan ve
ark. 2009; Broadhead ve ark. 2011). Osteosarkomada transkripsiyon faktorlerinin
diizenlenmeme durumu da ortaya ¢ikabilir. Fos ve Jun proteinlerinden olusan myc
duzenleyicisi olan aktivator protein 1 kompleksi (AP-1), hiicre ¢ogalmast,
farklilasmas1 ve kemik mekanizmasinin kontroliinii saglar. Yiiksek dereceli
osteosarkomada Fos ve Jun proteinleri yuksek seviyede ifade edilir (Broadhead ve
ark. 2011).

Osteosarkoma hiicreleri otokrin ve parakrin etki olusturan biiyiime
faktorleri Uretirler. TGF (transforme edici buyiume faktori), IGF (instlin benzeri
biylme faktori) ve CTGF (bag doku blylme faktort) buyume faktorlerinin
diizensiz ifade edilmesi hiicrelerin hizli ¢ogalmasina sebep olur. Yuksek dereceli
osteosarkomalarda TGF-f ailesinin ve IGF-1 ve IGF-2 ifade seviyesi oldukga

yuksektir. Bu ligandlarin IGF-1R gibi reseptorlere ¢apraz baglanmasi PI3K ve



@ ANADOLU UNIVERSITESI

29

MAPK sinyal yolaklarinin aktivasyonuna yol agar. Bunun sonucunda hiicre
cogalmasi ve apoptozun baskilanmasi tesvik edilir (Broadhead ve ark. 2011).

Osteosarkoma hastalarinin tedavisi son yillarda ciddi olarak gelistirilmistir.
Bu gelisme siireci ise tanida, cerrahi tekniklerde, konformal radyoterapi ve
kemoterapi kombinasyonlarindaki ilerleme sayesinde gergeklesmistir. Yiiksek
dereceli osteosakomali hastalarin  hayatta kalmalart %15’den %70’
yukseltilmistir. Buna ragmen tekrarlayan hastaliklarin prognozu hala ¢ok zayiftir
(Muraro ve ark. 2007). Simdilerde pek ¢ok iilkede standart terapi cerrahi ve
kemoterapinin farkli kombinasyonlarindan olusur. Sisplatin, doksorubisin ve
metatreksat osteosarkomada en yaygin kullanilan kemoterapétik ilaglardir. Ayrica
ifosamid ve etoposit de kullanilir (Strander 2007; Tan ve ark. 2009).

Bu calismada ise epitelyal benzeri morfolojiye sahip insan osteosarkoma
hiicre hatt1 olan U-2 OS’lar kullamlmstir. Ilk olarak osteosarkomal1 15 yasinda
bir kizdan elde edilen U-2 OS hucreleri yabani tip p53 ve Rb genlerini ifade
etmekteyken, CDKN2A ve CDKN2B genlerini ifade edemezler (Trougakos ve ark.
2010).

1.3. Kemoterapi ve Kemoterapotik Ajanlar

Kanser anlasilmasi kadar tedavisinin de olduk¢a zor oldugu kompleks bir
hastaliktir. ~ Kanser  tedavileri  cerrahi, raydoterapi ve  kemoterapi
kombinasyonlariyla uygulanir (Lammers 2010). Antikanser terapilerinin basari
orani, hastaligin tan1 anindaki evresiyle yakindan iliskilidir. Kanserin erken teshis
edilmesinin daha 1iyi bir tedaviyi sagladigi dolayisiyla hastanin hayatinin
uzamasina katkida bulunduguna inanilir (Diamandis 1997; Lammers 2010). Eger
erken teshisi yapilirsa pek ¢ok malignite, miimkiin oldugu kadar gok timor
hiicresinin cerrahi ile uzaklastirilmasiyla 1yi bir sekilde tedavi edilebilir. Cerrahi
olarak tiimor alinamiyor ya da ancak lezyonun bir pargasi c¢ikarilabiliyorsa
radyoterapi ve kemoterapi kullanilir (Lammers 2010). Pek c¢ok antikanser ilaci
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurmaya yoneliktir (Mehdi ve ark. 2011).
Rutin olarak kullanilan kemoterapotik ajanlar arasinda sisplatin, mikrotiibiil
baskilayicis1 paklitaksel ve antimetabolit gemsitabin bulunur. Boyle prototipik

antikanser ajanlar, DNA replikasyonu ve hiicre bolinmesi gibi surecleri
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baskilayarak hiicre biiyiimesini engellerler. Kemoterapétik ilaclar yalnizca kanser
hiicrelerini degil, hizl1 boliinen diger hiicreleri de etkiler. Bu sebeple kemoterapi
ilaglar1 bulanti, kan sayimlarinda diisme ve sag¢ kayb1 gibi yan etkiler olusturabilir.
(Dilsiz 2004; Lammers 2010). Ideal olarak kematerapétik ilag, yalnizca neoplastik
hicreleri 6zel olarak hedeflemelidir. Normal hiicrelerde miimkiin oldugunca az
hasar olusturarak sitotoksik ve/veya sitostatik etkiyle timor yiikiinii azaltmalidir
(Johnstone ve ark. 2002).

Kemoterapotik ajanlar, en fazla etkiyi hiicreler cogalma dénemindeyken
gosterirler. S fazmma doniik ilaglar (antimetabolitler) hiicre metabolizmasin1 ve
DNA sentezini bozarak etki gosterirler. Metotreksat, 5-Florourasil ve 6-tioguanin
S fazina doniik ilaglardir. M fazina dontik ilaglar (bitki alkoloidleri) hiicre
boliinmesini mitoz safhasinda durdular ve ana hiicreden iki yavru hiicre
olusmasini engeller. Vinkristin, vinblastin, etoposid, paklitaksel ve dosetaksel bu
guruba dahil edilirler. G2 fazina doniik ilaglar RNA, DNA ve protein sentezini
etkilerler. Bleomisin, aktinomisin-D, daunorubisin G2 fazina doniik ilaglardir.
Alkilleyici ajanlar, estrojen ve kortikosteorid gibi hormonlar ve adriamisin gibi
antibiyotikler faz 6zgii olmayan kemoterapétik ilaclardir. Alkilleyici ajanlar hiicre
cekirdeginde DNA ve RNA sentezini etkiler ve hizli ¢ogalan hiicrelerin Sliimiine
yol acarlar. Nitrojen mustard, sisplatin, ifosfamid, karboplatin ve prokarbazin
alkilleyici ajanlardandir (Akyol 2004; Demir 2007).

1.3.1. Sisplatin

Bir platinum analogu olan sisplatin 30 yildan fazladir kanser tedavisinde
kullanilir ve testis, yumurtalik, bas, mesane, servikal, 6zofajiyal, boyun ve akciger
kanserlerini (kiiciik hiicreli ve kiigiik hiicreli dis1) igine alan pek ¢ok kanserde
yiiksek etkinlige sahiptir (Gately ve Howell 1993; Eskicioglu ve ark. 2005;
Stordal ve Davey 2007; Cepeda ve ark. 2007; Demir 2007; Tan ve ark. 2009;
Gurblz ve ark. 2011). Sisplatin hiicreye girdikten sonra pozitif yikli hale gelir ve
DNA, RNA ve proteinleri ic¢ine alan niikleofilik molekiillerle etkilesebilir.
Sisplatin RNA transkripsiyonunu ve DNA zincirinde ¢apraz baglar olusturarak
DNA replikasyonunu baskilayarak hiicre dongiisiiniin S fazinda tutuklanmasina

neden olur ve bazi sinyal yolaklarini aktive ederek apoptozu uyarir (Stordal ve
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Davey 2007; Demir 2007). Ilag almimmin azalmasi, sizmanin artmast,
detoksifikasyonun artmasi, apoptozun baskilanmasi ve DNA onariminin artmasi
gibi pek ¢ok mekanizma sisplatin direnci olusmasina katkida bulunur (Gately ve
Howell 1993; Eskicioglu ve ark. 2005; Stordal ve Davey 2007).

Sisplatinin apoptotik etkilerini arastirmak amaciyla pek cok calisma
yapilmigtir. Insan glioma, HeLa ve ndroblastoma hiicreleriyle yapilan bir
calismada, sisplatin uyarimli apoptozda ERK aktivasyonun dnemli bir role sahip
oldugu bildirilmistir (Choi ve ark. 2004). Qin ve Ng (2002) ise, sisplatinin HepG2
ve Hep3B hiicrelerinde, ¢ogalmayr engelledigini ve apoptotik hiicre 6limiinii
tesvik ettigini one siirmiislerdir. Insan bas ve boyun skuamés karsinoma hiicre
hatlarinda (HNSCC) sisplatin indiiklii apoptozda NF-kB aktivasyonunun gerekli
oldugu bildirilmistir (Kim ve ark. 2006). Bir baska ¢alismada sisplatinin, U-2 OS
hiicrelerinde apoptotik yaniti indiikledigi ve p53 ifadesinin ve Serl5 uyarilmasiyla
iligkili oldugu ileri siiriilmiistiir (Gatti ve ark. 2002). Jirsova ve arkadaslar1 (2006)
insan Schwann hiicrelerinde DNA hasar1 uyarilmasinda sisplatinin, yuksek
etkinlige sahip oldugunu ileri siirmiiglerdir.

Sisplatin, hiicre yanitinda MAPK’larin 6nemli bir duzenleyicisi olarak
gorev alir. Ras siiper aile iiyeleri, protein kinaz C (PKC), EGFR, S-1-P ve Akt
ailesini i¢ine alan farkli proteinler sisplatin indiikli MAPK’larin aktivasyon
diizenleyicisi olarak tanimlanir (Brozovic ve Osmak 2007). Kolon kanser hiicre
hatt1 olan HCT116’larda sisplatin uyarimli hiicre oliimii pS3/ROS/p38a MAPK
selalesi aracilifiyla gergeklesir (Brago ve ark. 2007). PKC aracili p38 sinyalinin
azalmasiin, glioblastoma hiicrelerini sisplatin sitotoksisitesinden korudugu
gosterilmistir (Brozovic ve Osmak 2007).

MAP3K ailesinin bir iiyesi olan ASK1 (MAP3KS5) yolagiin sisplatin
uyarimlt apoptozdaki baglantist insan yumurtalik kanser ve insan bobrek
embriyonik hiicrelerinde belirlenmistir. Sisplatinle muameleyi takiben ASKI,
SAPK/INK ve p38’i aktive eden MAPK SEK1 (MKK4) ve MKK3/MKK6’nin
asagi altgrubunu aktive eder. ASK2 (PI3K/Akt sagkalim sinyal yolaginin iiyesi)
sisplatin uyarimli SAPK/INK ve p38 aktivasyonunu ASK1’in fosforilizasyonuyla
baskilar (Brozovic ve Osmak 2007; Wu ve Cederbaum 2010). Sisplatin uyarimli

MAPK’larin aktivasyonu hiicre tipine 6zgiidiir ve bu ilaca kars1 hiicresel yanitta
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temel rol oynar. Jurkat T hiicrelerinde SAPK/JINK aktivasyonu oliim tesvikinden
sorumluyken, SK-OV-3 hiicrelerinde ERK aktivasyonu sagkalim tesvikiyle
sonuclanir. Sisplatin uyarimli insan osteosarkoma hiicrelerinde (MG-63 ve SaOS-

2) SAPK/JINK aktivasyonu pro-apoptotik rol oynar (Brozovic ve Osmak 2007).

1.3.2. 5-FU (5-Florourasil)

Kemoterapotik bir bilesik olan 5-FU, C-5 pozisyonunda florlanmis bir
urasil analogudur. DNA ve RNA metabolizmasini1 bozma etkisine sahip S-fazina
0zgu pro-apoptotik bir ajandir. 5-FU, 40 yili agskin bir siiredir gastrointestinal,
meme, bas, boyun ve kolon kanserlerini i¢ine alan farkli insan kanserlerinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilir (Gradishar ve Vokes 1990; Li ve ark. 2004;
Borralho ve ark. 2007; Akao ve ark. 2011). Buna ragmen hala, timor hiicre
direnci, 5-FU’in klinik kullanimin1 6nemli derecede sinirlandirir (Borralho ve ark.
2007).

5-FU’in %80-85’i dihidroprimidin dehidrogenaz tarafindan (DPD) inaktif
metobolitlere katabolize edilmekte ve yalnizca orjinal dozunun %1-3’0 tUmOor
hiicreleri ve normal hiicrelerde anabolik etkiyle, DNA sentezi baskilanmasi ve
RNA olusum ve fonksiyonunun baskilanmasi yoluyla sitotoksik etkiyi olusturur
(Miura ve ark. 2010). 5-FU’in hiicre dongiisiinii etkiledigi ve kanser hiicrelerinin
apoptotik 6liimiinii uyardig: da bilinir. Li ve arkadaslar1 (2004) agiz kanseri hiicre
hatlartyla yaptiklar1 bir calismada 5-FU’in G1/S faz1 tutuklanmasini uyardigini ve
bunun, p21, siklinD, siklin E degisiminden ve CDK4’iin p21’e baglanmasinin

artmasindan dolay1 olabilecegini ileri stirmiislerdir.

1.3.3. Karvakrol ve kanser

Karvakroliin antitiimor etkisi olup olmadigini aragtirmak i¢in bugiine kadar
cesitli calismalar yapilmistir. He ve arkadaslart (1997) karvakrolun, fare
melonoma hiicre hattt B16 (zerinde in vivo ve in vitro sitotoksik etkiye sahip
oldugunu bildirmislerdir. Karvakrol, DMBA-uyarimli siganlarda gii¢lii antitimor
aktivite gostermistir (Zeytinoglu ve ark. 1998). Stamatti (1999) karvakroliin insan

larinks kanser hiicre hatti olan Hep-2 iizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugunu
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bildirmistir. Karvakroliin fare N-ras transform miyoblast hicresi olan CO25
tizerinde sitotoksik etki gosterdigi ve bu hiicrelerde DNA sentezini baskiladigi 6ne
strilmistir (Zeytinoglu ve ark. 2003). Baska bir c¢alismada karvakrol ile
muamele edilen A549 hiicrelerinde, sayica azalis, morfolojik dejenerasyon, total
protein miktar1 azalist gozlendigi ve bu bilgiler 1s18inda karvakroliin A549
hiicreleri i¢in giiclii bir baskilayic1 oldugu bildirilmistir (Koparal ve Zeytinoglu
2003). Karvakroliin, 3,4-benzopiren indiiklii siganlarda giiglii antitiimor aktiviteye
sahip oldugu ileri siiriilmiistiir (Karkabounas ve ark. 2006). Karvakrol, meme
kanser hicre hattt MDA-MB 231 (zerinde de antiproliferatif ve apoptotik etki
gostermistir (Arunasree 2010). Mehdi ve arkadaslar1 (2011) servikal kanser hicre
hatt1 olan HeLa ve SiHa hiicreleriyle yaptiklar1 bir ¢alismada, karvakroliin bu
hicrelerde sitotoksik etki goOsterdigini ve apoptozu tesvik ettigini ileri
stirmiislerdir. Karvakroliin insan hepatokarsinoma hiicre hatti HepG2 {izerinde
onemli sitotoksik ve apoptotik etkisi oldugu bildirilmistir (Sivas ve Tomsuk 2011;
Yin ve ark. 2011). Akalin ve Incesu (2011) karvakroliin H-ras transform 5RP7 ve
N-ras transform CO25 hucrelerindeki sitoksik ve apoptotik etkilerini
arastirmiglardir. Elde ettikleri sonuglara dogrultusunda karvakroliin her iki hiicre
hattinda da sitotoksik ve apoptotik etki gosterdigini ve SRP7 hiicrelerinin
karvakrole daha hassas oldugunu ileri siirmiislerdir. Biitiin bu ¢aligmalar
karvakroliin etki mekanizmasini molekiiler seviyede ve ozellikle gen ifadesi

seviyesinde agiklamada yetersiz kalmaktadir.

1.4. Amag

Bu ¢alismada, bir bitki bileseni olan karvakroliin H-ras ile transfekte olan
sican embriyonal fibroblast (SRP7) ve normal embriyonal fibroblast hiicreleri
(F2408) ile insan osteosarkoma huicreleri (U-2 OS) uzerine sitotoksik ve apoptotik
olas1 etkilerinin arastirilmasi1 ve kanser tedavisinde kullanma potansiyelinin
olabileceginin ortaya konmasi amag¢lanmistir. Bu amagla MTT ve nétral kirmizi
alim yontemi ile sitotoksik ve AO/EB c¢ift boyama yoOntemiyle apoptotik
etkilerinin belirlenmesi planlanmistir. Ayrica karvakroliin U-2 OS hicrelerinde
apoptoz ve MAPK sinyal yolagi ile ilgili baz1 genlerin ifadeleri iizerine etkilerinin

ise RT?-PCR plaka yontemiyle arastirilmasi amaglanmaistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

RNeasy Mini Kit, QlAshredder Homojenizer, DNase | seti, RT2 Profiler™
Human MAP kinase signaling pathway PCR Array, RT?> RNA QC PCR Array,
RT? qPCR Master Mix ve RT? First Strand Kiti SABioscience™ firmasindan
temin edilmistir. Karvakrol, sisplatin, 5-Florourasil (5-FU), Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM), 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5difenil tetrozolyum
bromid (MTT), dimetil silfoksit (DMSO), ksilen siyanol, ethidyum bromid ve
akridin oranj Sigma Aldrich firmasindan saglanmistir. Fotal sigir serumu (FBS),
penisilin-streptomisin ve Tripsin/EDTA PAA Laboratories GmbH firmasindan
elde edilmistir. McCoy’s 5SA medium Biological Industries, B-merkapto etanol
Carlo Erba, dietil pirokarbonat (DEPC) Applichem, nétral red Fluka ve 3-(N-

morfolino) propansilfonik asit (MOPS)Alfa Aesar firmalarindan temin edilmistir.

2.2. Test Maddelerinin Hazirlanmasi
2.2.1. Karvakrol dozlarmin hazirlanmasi

Karvakrol DMSO i¢inde ¢oziilerek 100 mM ana stok olarak hazirlanmuistir.
Ana stok kiiciik hacimlere boliinerek +4 °C’de saklanmistir. Taze medyum iginde
ana stok seyreltilerek 10 mM ara stok elde edilmistir. Deneyler i¢in kullanilan 100
MM 150 pM, 200 pM, 250 pM, 300 pM, 400 pM, 500 pM, 600 puM, 800 puM
karvakrol dozlar1 taze medyum i¢inde 10 mM karvakroliin seyreltilmesiyle elde
edilmistir. Hiicreler direkt olarak bu medyumda kiiltiire edilmislerdir. Elde edilen

tim dozlardaki DMSO oran1 %0, 1’in altindadir.

2.2.2. Sisplatin ve 5-FU dozlarinin hazirlanmasi

Sisplatin DMSO iginde ¢oziilerek 100 mM ana stok hazirlanmistir. Taze
medyum icinde ana stok seyreltilerek 1 mM ara stok elde edilmistir. Deneylerde

kullanilan 10 uM, 20 uM, 25 uM, 30 uM, 40 uM sisplatin dozlar1 taze medyum
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icinde ara stokun seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Elde edilen dozlardaki DMSO
oran1 %0,1’in altindadir.

5-FU DMSO i¢inde ¢oziilerek 500 mM ana stok hazirlanmistir. Ana stok
taze medyum iginde seyreltilerek 100 mM ara stok elde edilmistir. Ara stok taze
medyum icinde seyreltilerek deneylerde kullanilan 0,5 mM, 1 mM, 1,5 mM, 2
mM, 2,5 mM 5-FU dozlar1 hazirlanmistir. Dozlardaki DMSO orant %0,3’iin

altindadir.

2.3. YOntem
2.3.1. Hicre Kultard

Calismalarda sigan embriyo fibroblast hiicresi (F2408), H-ras geni ile
transforme edilmis sican embriyo fibroblast hiicresi (5RP7) ve insan
osteosarkoma hicresi (U-2 OS) kullanilmistir. F2408 ile 5RP7 hiicreleri %10
(v/v) FBS, %1 L-glutamin, 100 tnite/ml penisilin/streptomisin, %9,2’lik NaHCO3
iceren DMEM iginde, U-2 OS hucreleri ise %10 (v/v) ve 100 Unite/ml
penisilin/streptomisin, %7,2’lik NaHCO; igeren McCoy’s 5A iginde, %5CO; ve
% 95 hava bulunduran 37 °C olan inkiibatérde biiyiitiilmiistiir. Hiicreler 25 cm? ve
75 cm?'lik flasklarda biiytitiiliip, %70 oraninda yogunluga ulastiktan sonra %]1’lik
tripsin/EDTA ile kaldirilmiglardir. Deneyler i¢in kaldirilan hiicreler medyum
icinde siispanse edilerek Thoma laminda tripan mavisi ile en az 3 kere

sayillmislardir.

2.3.2. Sitotoksisite deneyleri
2.3.2.1. MTT canhilik testi ile mitokondriyal aktivite belirlenmesi

MTT testi hiicre canliligini belirlemede siklikla kullanilan bir yontemdir.
Bu yontem, suda c¢oOzllebilir bir tetrazolyum tuzu olan MTT’nin tetrazolyum
halkasimin canli hiicre mitokondrisinde bulunan siiksinat dehidrogenaz enzimiyle
kirilmasiyla suda ¢Ozlinmeyen mor formazanlara donilisim prensibine

dayanmaktadir (Abe ve Matsuki 2000; Fotakis ve Timbrell 2006).
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MTT deneylerinde Mosmann’in (1983) kullandigi yontem uygulanmastir.
F2408, 5RP7 ve U-2 OS hcreleri medyum icinde siispanse edilerek 100 pl’de
sirastyla 2x10°%, 2x10° ve 8x10° hiicre olacak sekilde 96°lik plakanin her bir
kuyucuguna ekilmistir. Hiicreler ekimden sonra ortama uyum saglayabilmeleri
icin 24 saat igin inklbasyona birakilmislardir. Siire sonunda plakalara test
maddeleri eklenmistir ve hiicrelerin maddelere 24, 48 ve 72 saat siire maruz
kalmasi saglanmistir. F2408 ve SRP7 hiicreleri i¢in karvakroliin 100 uM, 200 uM,
300 uM, 400uM, 500uM, 600uM, 800 uM dozlari, U-2 OS hiicreleri i¢in ise 100
uM, 150 uM, 200 uM, 250 uM, 300 uM, 400 uM, 600 uM, 800 uM dozlar
kullanilmistir. Ayrica U-2 OS hcrelerinde sisplatinin 10 uM, 20 uM, 25 uM, 30
uM ve 40 uM dozlar ile 5-FU’in ise 0,5 mM, 1 mM, 1,5 mM, 2 mM ve 2,5 mM
dozlar1 kullanilmigtir. Hiicrelerin maddeler ile muamelesi sonunda plakalardan
medyum uzaklastirtlmistir. Final konsantrasyonu 5mg/ml olacak sekilde medyum
ile hazirlanan MTT soliisyonundan her bir kuyucuga 125 pl eklenerek hiicreler 3
saat siireyle inkiibe edilmistir. Daha sonra plakadaki MTT medyum soliisyonu da
uzaklastirilip, canli hiicrelerin olusturdugu formazan tuzlarinin ¢éziilmesi i¢in her
bir kuyuya 100 pl DMSO eklenmistir. Plakalar 15 dakika i¢in plaka ¢alkalayiciya
(GFL-3012) birakilmis ve plakalarin OD degerleri ELISA (ELx808-1U) cihazinda
570nm dalga boyunda okutulmustur. MTT deneyleri her bir doz igin 4-8 kuyucuk

olmak tizere en az 3 ayr1 deney seklinde gerceklestirilmistir.

2.3.2.2. Notral kirmizis1 (NR) alim testi ile lizozomal aktivite belirlenmesi

Hizli kolorimetrik bir yontem olan NR testi nétral kirmizisi boyasinin canli
ve saglikli hiicrelerin lizozomlarinda birikmesi prensibine dayanmaktadir. Hiicre
yiizeyinin ya da hassas lizozomal zarin hasar gérmesi NR alinimi ve baglanmasini
azaltmaktadir. Bu sayede canli saglam hiicrelerle hasarli/6lii hiicreleri ayirt
edebilmek miimkiin olmaktadir (Babich ve Borenfreund 1991; Chiba ve ark.
1998; Komissarova ve ark. 2005; Fotakis ve Timbrell 2006; Repetto ve ark.
2008).

Notral kirmizisi deneyleri NICEATM (The National Toxicology Program
(NTP) Interagency Center for the Evaluation of Alternative Toxicological

Methods) tarafindan hazirlanan protokole gore gerceklestirilmistir. F2408, SRP7
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ve U-2 OS hiicreleri sirasiyla medyum iginde silispanse edilerek 100 ul’de
sirastyla 2x10°, 2x10° ve 8x10° hiicre olacak sekilde 96°lik plakanin her bir
kuyucuguna ekilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra plakalara test maddeleri
eklenmis ve 24, 48 ve 72 saat siirelerle maruz kalmalar1 saglanmistir. F2408 ve
5RP7 hcreleri igin karvakrolin 100 pM, 200 pM, 300 pM, 400 uM, 500 pM,
600 uM ve 800 uM dozlari; U-2 OS hcreleri igin ise 100 puM, 150 pM, 200 pM,
250 uM, 300 uM, 400uM, 600 uM ve 800 uM dozlar1 kullanilmistir. Hiicrelerin
karvakrol ile muamelesi sonunda plakalardan medyum uzaklastirilmistir.
Kuyucuklarin her biri 100 ul DPBS-A ile yikandiktan sonra her bir kuyucuga
medyum i¢inde hazirlanmis %1°lik notral kirmizisindan 250 pl eklenmis ve 3 saat
37°C’de inkiibe edilmislerdir. Bu siire sonrasinda her bir kuyucuk 100 ul DPBS-A
ile yikanip, canli hiicrelerde olusan NR kristallerinin ¢oziilmesi i¢in her bir
kuyucuga 100 ul DESORB (%1 glasial asetik asit, %49 etanol) eklenerek plakalar
15 dakika plaka calkalayiciya konulmustur. Daha sonra ELISA cihazinda 570 nm
dalga boyunda plakalarin OD degerleri okutulmustur. NR deneyleri her bir doz

icin 4-8 kuyucuk olmak tizere en az 3 ayr1 deney seklinde gergeklestirilmistir.

2.3.3. Akridin Oranj/Etidyum Bromid (AO/EB) Cift Boyama ile Apoptotik

Etkinin incelenmesi

Akridin oranj ve ethidyum bromid boyalar1 1iyi bilinen DNA
interkalatorleridir (Gherghi ve ark. 2003). Akridin oranj hem canli hem de cansiz
hiicreler tarafindan alinmakta ve ¢ift zincirli niikleik aside (DNA) baglandiginda
yesil, tek zincirli niikleik aside (RNA) baglandiginda kirmizi floresans
yaymaktadir. Ethidyum bromid ise yalnizca sitoplazmik zar biitiinligii bozulmus
hiicreler tarafindan alinmakta ve DNA’ya baglandiginda kirmizi floresans
yaymaktadir. Akridin oranj/ethidyum bromid karisimi ile boyama sonucunda
floresan mikroskop altinda incelenen hiicreler canliliklarina gore farkli 151ma
gosterirler. Canli hiicreler normal parlak yesil ¢ekirdege, erken apoptotik hiicreler
yogunlagmis veya fragmente olmus kromatinli parlak yesil ¢ekirdege sahip
gorliniirken, ge¢ apoptotik hiicrelerin kirmizi yogunlagsmis veya fragmente olmus

cekirdege sahip olduklar1 gozlenir. Nekrotik veya 6l hiicreler ise yapisal olarak
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normal kirmizi veya turuncu cekirdege sahiptir (Baskic ve ark. 2006; Wang ve
ark. 2007).

AO/EB boyama i¢in Hisham ve arkadaslarinin (2009) kullandig1 yontem
degistirilerek uygulanmistir. F2408, 5RP7, U-2 OS hiicreleri 6’l1 plakalara
sirastyla 6x10% 6x10% 23x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilerek 24 saat
siireyle inkiibasyona birakilmislardir. Inkiibasyon sonrasinda F2408, 5RP7
karvakroliin 200 uM ve 300 uM dozlarina ve U-2 OS hiicreleri ise 150 uM ve 250
uM dozlarina 48 saat maruz birakilmiglardir. Ayrica U-2 OS hucreleri pozitif
kontrol olarak sisplatinin 30 uM ile 20 uM ve 5-FU’in 2 mM ile 1 mM dozlariyla
24 saat muamele edilmistir. Maddelerle inkiibasyon sonrast her bir kuyudaki
hiicreler tripsin/EDTA ile kaldirilarak 1 ml medyum igerisinde toplanmis ve 1250
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda medyum aspirasyonla
uzaklagtirnllmig ve {izerine 25 pl medyum eklenerek hiicre siispansiyonu
hazirlanmistir. Diger yandan 100 mg/ml akridin oranj ve 100 mg/ml ethidyum
bromid 1:1 oraninda karistirilarak hazirlanan boya soliisyonundan, 1:9 oraninda
medyum ile seyreltilerek ara stok hazirlanmistir. Ara stok akridin oranj/ethidiyum
bromid karistmindan 1 pl alinip hazirlanan hiicre silispansiyonuna eklenmistir.
Hizli bir sekilde hiicreler preparat haline getirilerek ilk 10 dakika i¢inde floresan
mikroskopta (Olympos BX50) FITC filtre kullanilarak goriintiilenmistir. Cekilen
fotograflardaki hiicreler incelenerek asagidaki formiilasyona (Duke 2004) gore
apoptotik indeks belirlenmistir.

Apoptotik Hucrelerin Yizdesi = LA+DA/LN+LA+DN+DAx100

LN: Normal ¢ekirdege sahip parlak yesil canlt hiicreler

LA: Apoptotik ¢ekirdege sahip parlak yesil canli hiicreler

DN: Normal ¢ekirdege sahip parlak kirmizi veya turuncu 6lii hiicreler

DA: Apoptotik ¢ekirdege sahip parlak kirmizi veya turuncu 6lii hiicreler

2.3.4. U-2 OS hiicrelerinde MAP kinaz (MAPK) sinyal yolagiyla ilgili
genlerin ifadesinin RT%-PCR (Ger¢ek Zamanh-Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

plaka analizi

Karvakrolin U-2 OS hiicrelerindeki etkisi, molekiler seviyede MAPK

sinyal yolaginda rolii olan genlerin ifade edilip edilmemesi seviyesinde RT?-PCR
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plaka yoOntemiyle yolaga 0zgli 96-kuyucuklu hazir plakalar kullanilarak
aragtirtlmistir. Tiim deneyler kitlerin saglandigi firmanin (Qiagen) protokoliine
gore yapilmistir. Deneylerde RNaz ve DNaz igermeyen su kullanilmis ve cam
malzemeler RNaz igermeyecek sekilde muamele edilmistir. Deneylerin tiim

asamalar1 steril kabin icerisinde gerceklestirilmistir.

2.3.4.1. RNA izolasyonu

U-2 OS hucreleri 200 uM karvakrol ile 24 saat inkibe edildikten sonra
8x10° hiicre olacak sekilde mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. Daha sonra 600 pl
liziz tamponu (RLT) ve 6 pl PB-Mercapto etanol eklenmistir. Hiicre lizati
homojenize olmasi igin lizat QIAshredder homojenizer kolona aktarilarak 14000
rpm’de 2 dakika santrifiijlenerek homojenize edilmistir. Lizat {izerine esit
hacimde %70 etanol eklenip, dikkatlice pipetleyerek karigtirilmigtir. Ornekler
RNeasy spin kolonlara aktarilip, 12000 rpm’de 15 saniye santrifiij edilmislerdir.
Boylece lizatin spin kolona baglanmasi saglanmis ve toplama tiipliniin dibine
toplanan sivi uzaklastirilmigtir. Kolon iizerine 350 pl yikama tamponu (RW1)
eklenerek 12000 rpm’de 15 saniye santrifilj edilip, dipte toplanan sivi dikkatlice
uzaklagtirilmistir. Bir mikrosantrifiij tiipiine her bir 6rnek i¢cin DNaz I seti i¢indeki
70 pl RDD tampona 10 pl DNaz | stok solisyonu eklenerek hafifce
karistirtlmistir. Hazirlanan 80 pl DNaz I inkiibasyon karigtmi RNeasy spin
kolonlarin iizerine aktarilarak 15 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Siire
sonunda 350 pl yikama tamponu (RW1) eklendikten sonra kolonlar 12000 rpm’de
15 saniye santrifiij edilmistir. Kolonlar iki kez de 500 pul RPE tamponu ile
yikanmistir. Kurutma islemi i¢in kolonlar yeni bir toplama tiipiine alinarak 14000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilmiglerdir. RNA eliisyonu i¢in kolonlar 1,5 ml’lik
kapakli mikrosantrifiij tiiptine alinmiglardir ve kolon tlizerine 50 pul su eklendikten
sonra 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmislerdir. Kolon (zerine 30 pl su
eklenerek iglem tekrarlanmistir. RNA eliisyon isleminde RNA molekiillerinin su

ile kolon filtresinden yikanarak mikrosantrifiij tiipiine toplanmasini saglanmustir.
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2.3.4.2. RNA miktar1 ve safliginin belirlenmesi

RNA miktar1 6lgmek ve RNA safligini1 kontrol etmek amaciyla Nanodrop
spektrofotometre (ND-1000) kullanilmistir. Dogru 6l¢iim  yapabilmek igin
oncelikle cihazin probu distile su ile temizlenmistir. Cihazin bilgisayardaki
programi agilarak RNA olctimleri i¢in kullanilan RNA-40 segilmistir. Proba 2 pl
RNaz igermeyen su aktarilip kor islemi gerceklestirilmistir. Bundan sonra RNA
orneklerinden 2 pl proba yiiklenerek ol¢timler yapilmistir. Cihazdan okunan RNA
miktarlarindan stok RNA miktarlart hesaplanmistir. Saf bir RNA’nin 260/280 nm
absorbansinin 1,8 ve 2,1 arasinda ve 260/230 nm absorbansinin 1,7’den yiiksek
olmast gerekmektedir. Bu kosullara uyan RNA oOrnekleriyle diger deneylere

devam edilmistir.

2.3.4.3. Agaroz jel elektroforezi ile RNA kalitesinin belirlenmesi

Agaroz jel elektroforezi i¢in Sambrook ve arkadaslarimin (1989)
olusturdugu protokol degistirilerek uygulanmistir. Elektroforez i¢in gerekli olacak
tiim cam malzemeler %0,1 DEPC iceren suda bir gece bekletilmistir. Sonrasinda
malzemeler ultra saf suyla durulanip otoklav ile steril edilmistir. Tiim kullanilan
soliisyonlar DEPC ile muamele edilmis su ile hazirlanmistir.

Ik olarak 5X-formaldehit jel yiiriitme tamponu (0,1 M MOPS, 40 mM
sodyum asetat, 5 mM EDTA) hazirlanmis ve tampon steril filtreden gegirildikten
sonra 1siktan korumak icin alimiinyum folyoyla sarilmistir. Daha sonra %1 °lik
agaroz jel hazirlamak i¢in 0,45 gram agaroza 19 ml DEPC ile muamele edilmis su
eklenerek mikrodalgada agarozun c¢oziinmesi saglanmistir. Karisim biraz
sogutulduktan sonra karisima 5,5 ml formaldehit, 6 ml 5X-formaldehit jel
yiiriitme tamponu eklenerek karistirllmis ve dikkatli bir sekilde tank yatagina
dokiilmiistiir. Jelin donmasi beklenirken RNA oOrnekleri hazirlanmistir. Her bir
RNA o6rnegi i¢in bir mikrosantrifiij tipiine 4 pl RNA, 2 ul 5X-formaldehit jel
yuritme tamponu, 3,5 pl formaldehit, 10 pl formamid eklendikten sonra tiipler 15
dakika sicak su banyosunda bekletilmistir. Siire sonunda tiipler buza batirilmis ve
1-2 dakika sonra 5 saniye santrifiij edilmistir. Hazirlanan RNA o6rneklerinin her

birine 1 pl ethidyum bromid ve 1,5 pl yikleme tamponu (%50 gliserol, 1 mM
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EDTA %0,25 bromofenol mavisi, %0,25 ksilen siyanol) eklenmistir. Ornekler
yiikklemeye hazirlandiktan sonra donmus olan jelden tarak c¢ekildikten sonra jel
tanka yerlestirilmistir. 5X-formaldehit jel yuritme tamponunun DEPC ile
muamele edilmis su ile seyreltilmesiyle hazirlanan 1X-formaldehit jel yuritme
tamponu tanka dokiilmiistiir. Orneklerin jele yiiklenmesinden 6nce 5 dakika
elektroforez calistirilmis ve On yiiriitme yapilmigtir. Daha sonra RNA o6rnekleri
kuyucuklara dikkatlice yiiklenmis ve 70 V’da 2 saat boyunca elektroforez
gergeklestirilmistir. Elektroforez sonrasinda jel UV transimilator cihazinda (M02

4611) goriintiilenerek fotograflanmistir.

2.3.4.4. RT?> RNA QC (Kalite kontrol) PCR plakas1 ile RNA saflig1 ve

kalitesinin kontroli

RT’RNA QC PCR Array, RT?Profiller™ PCR plakalar1 ile gen ifadesi
analizleri Oncesinde 12 adet RNA Orneginin es zamanli olarak kalitesinin
degerlendirilmesi icin gelistirilen bir yontemdir. Hazir olarak saglanan plaka
(Qiagen) RNA biitlinliigli, reverz transkripsiyon inhibitorii, PCR amplifikasyon
inhibitord, genomik DNA kontaminasyonu ve genel DNA kontaminasyonu
kontrollerini igermektedir (Cizelge 2.1). Bu yontem igin firmanin Onerdigi

protokol uygulanmaistir.
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Cizelge 2.1. RT? RNA QC PCR plakasinin yerlesim plam
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A satirn: Yiksek ifade seviyeli house keeping genlerin kontroli (HK1)
B satirt: Diisiik ifade seviyeli house keeping genlerin kontrolii (HK2)
C satiri: Reverz transkripsiyon kontrolu (RTC)

D satiri: Pozitif PCR kontroli (PPC)

E satiri: Genomik DNA kontroli (GDC)

F satiri: Reverz transkripsiyon yoklugunun kontrolii (NRC)

G satiri: Deneysel bir kalip olmaksizin PCR kontrolii (PPC)

H satiri: Kalip yoklugunun kontrolii (NTC)

RT?RNA QC PCR plakasina yiiklenmek iizere 12 RNA 6rneginin her biri
icin 1,5 ml’lik santriftij tiipleri iginde 3 ayr1 kokteyl hazirlanmistir. Kokteyller
kuyucuklara 25 pl olacak sekilde aktarilmislardir. Herhangi bir kontaminasyon
olmamasi i¢in her bir kuyucuk icin yeni bir RNaz ve DNaz icermeyen pipet ucu
kullanilmistir. Kokteyllerin igerikleri asagidaki gibidir:

Kokteyl 1 (Master karisimi ve kalip) asagidaki gibi hazirlanmis ve A
satirindan E satirina kadar olan kuyulara aktarilmigtir.

2X SABiosciences™ PCR master karigim 75 pl

Seyreltilmis cDNA sentez reaksiyonu 6 ul
RNaz DNaz icermeyen su 69 pl
Toplam hacim 150 pl
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Kokteyl 2 (Sadece master karisimi) asagidaki gibi hazirlanmis ve G ve H

satirlarindaki kuyulara aktarilmigtir.

2X SABiosciences™ PCR master karigimi 45 pl
RNaz ve DNaz icermeyen su 45 ul

Toplam hacim

90 pl

Kokteyl 3 (RNA iceren master karisimi) asagidaki gibi hazirlanmis ve F

satirindaki kuyulara aktarilmistir.

2X SABiosciences™ PCR master karigimi 13 pl
Toplam RNA’nin 1:100 dillisyonu 1l

RNaz ve DNaz icermeyen su 13 pl

Toplam hacim

27 ul

Tiim kuyulara kokteyl aktarilma islemi bittikten sonra plakanin {izeri 6zel

kapaklartyla kapatilmistir. Kuyucuklarda olusan kabarcigin giderilmesi ve

kokteylin dibe inmesini saglamak icin plaka 250 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Son olarak plaka RT-PCR (Mx3005P) cihazina vyerlestirilmistir. RT-PCR

cihazinin bagli oldugu MxPro programinda termal profil Cizelge 2.2°deki gibi

ayarlandiktan sonra reaksiyon baslatilmigtir.

Cizelge 2.2. RT PCR termal profili

Segment1l |1 dongi 95 °C de 10 dk
Segment2 | 40 dongu 95°C de 15 sn, 60°C de 1dk
Segment3 | 1 dongl 95 °C de 1dk, 55 °C de 30 sn, 95 °C de 30 sn

2.3.4.5. RNA’dan tamamlayict DNA (cDNA) sentezi (Reverz Transkripsiyon)

cDNA sentezi, firmanin 6nerdigi protokole gore gerceklestirilmistir. Her

bir RNA 6rnegi i¢in PCR tiipiine 2 pg RNA, 2 ul GE (genomik DNA eliminasyon

tamponu) eklenmis ve hacim 10 pl’ye suyla tamamlanarak genomik DNA

eliminasyon karistmi hazirlanmistir. Karisim hafifce pipetlenerek 42°C’de 5
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dakika siire i¢in inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda her bir ornege ait
genomik DNA temizleme karigimi en az 1 dakika buzda tutulmustur. Bu sirada
PCR tupune her bir reaksiyon icin 4 pul BC3 (56X RT Tampon 3), 1 pl P2 (Primer
ve Extermal Kontrol Karigimi), 2 pul RE3 (RT Enzim Karisimi 3) ve 3 ul su
eklenerek RT kokteyli hazirlanmistir. Genomik DNA eliminasyon karigimi
tizerine 10 pul RT kokteyli eklenerek ornekler 42°C’de 15 dakika inkiibe edilmis
ve hemen ardindan 95 °C’de 5 dakika bekletilerek reaksiyon durdurulmustur. Her
bir cDNA sentez reaksiyonuna 91 pl su eklenmistir. Elde edilen cDNA plakalara
yiiklenene kadar buzda bekletilmistir.

2.3.4.6. RT>-PCR MAPK sinyal yolag: plaka analizi

RT-PCR i¢in, insan MAPK sinyal yolagr ile ilgili 84 gen ve 12 kontrol igin
primerler iceren RT? PCR plakalar (Cizelge 2.3) Qiagen firmasinin onerdigi
protokol uygulanarak hazirlanmistir. Oncelikle tiim reaktifler 10-15 saniye
santrifiijlenmistir. Daha sonra yiiklenmek iizere rezervuar i¢inde her bir plaka igin
RT*2X qPCR SYBR green master karigimindan 1350 pl, 102 ul cDNA sentez
reaksiyonu ve 1248 pl su dikkatlice karistirilmistir. Hazirlanan karigim ¢okkanall
pipetdr yardimiyla plakanin her bir kuyucuguna 25 pl olacak sekilde aktarilmigtir.
Her kuyucuk icin pipet ucu degistirilmistir. Daha sonrakuyularin iizeri 6zel
kapaklariyla kapatilmis ve kuyucuklarda herhangi bir kabarcik kalmamasi igin
plaka 250 g’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Plaka RT-PCR cihazina yerlestirilerek
MxPro programinda termal profil Cizelge 2.2.’de gosterildigi sekilde ayarlanmis
ve reaksiyon baglatilmistir.

Insan MAPK sinyal yolag RT?PCR plakasi ile analiz edilebilen 84 gen ve
kontroller asagida gosterildigi gibidir:

MKKK: ARAF, BRAF, DLK1, MAP3K1 (MEKK1), MAP3K2 (MEKK2),
MAP3K3 (MEKK3), MAP3K4 (MEKK4), MAP4K1 (HPK1), MOS, MST1, PAK1,
RAF1.

MKK: MAP2K1 (MEK1), MAP2K2 (MEK2), MAP2K3 (MEK3), MAP2K4
(Mkk4, INKK1), MAP2K5 (MEKS5), MAP2K6 (MKK6), MAP2K7 (JNKK2).
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MAPK: MAPK1 (ERK2, MAPK1), MAPK3 (ERK1), MAPK6 (ERK3),
MAPK7 (ERK7), MAPK8 (JNK1), MAPK9 (JNK2), MAPK10 (JNK3), MAPK11
(p38bMAPK), MAPK12 (p38gMAPK), MAPK13, MAPK14 (p38 MAPK).

Aktive Olmus Transkripsiyon Faktorleri: ATF2 (Creb-2), CREBI,
CREBBP (CBP), EGFR, ELK1, ETS1, ETS2, JUN, MAPKAPK2, MAPKAPKS,
MAX, MEF2C, MKNK1, MYC, NFATC4 (NFAT3), PRDX6 (AOP2), SMAD4
(MADH4/DPC4), TP53 (p53).

Ifadesi Uyarilan Genler: COL1A1 (Collagen 1), EGR1, FOS, HSPA5
(Grp78), HSPB1 (Hsp27), JUN, MYC, TP53.

Raf Regulasyon Proteinleri: HRAS, KRAS, KSR1, MAP2K1, MAP2K2,
NRAS.

MEKKI1 Etkilesim Proteinleri: CDC42, CHUK (IKK-a), GRB2, HRAS,
KRAS, MAP2K1, MAP2K2, MAP2K4, MAP2K7, MAP4K1, MST1, NRAS, RAC1,
SEN (14-3-3, Stratifin).

Katlanma/ Baglanma: LAMTOR3 (MP1), MAP3K1, MAPK8IP2 (JIP-1).

Erk1/2 Yolagiyla Regiile Edilen Hiicre Dongiisii Proteinleri: CCNA1
(CyclinAl), CCNA2 (CyclinA), CCNB1 (CyclinB1), CCNB2 (CyclinB2), CCND1
(CyclinD1), CCND2 (CyclinD2), CCND3 (CyclinD3), CCNEL1 (CyclinEl), CDK2,
CDK4, CDK6, CDKNI1A (p21CIP1/WAF1), CDKN1B (p27kipl), CDKN1C
(p57kip2), CDKN2A (Ind4a, pl6ink4), CDKN2B (Ind4b, p15ink2b), CDKN2C
(Ind4c, p18cdk4 inhibitor) CDKN2D (Ind4d, p19ink4d), E2F1, RB1.

Kontroller: B2M  (Beta-2-mikroglobulin), HPRT1 (Hipoksantin
fosforiboziltransferaz 1), RPL13A (Ribozomal protein L13a), GAPDH
(Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz), ACTB (Aktin, beta), HGDC (insan
Genomik DNA Kontaminasyon Kontroli), 3 kuyucuk RTC (Reverz
Transkripsiyon Kontrolu), 3 kuyucuk PPC (Pozitif PCR Kontroli).
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izelge 2.3. insan MAPK sinyal yolagi RT? PCR plakasinin yerlesim plani
g yal yolag p ¥ p

ARAF ATF2 BRAF CCNAl1 CCNA2 CCNB1 CCNB2 CCND1 CCND2 CCND3 CCNE1l CDC42

A01  A02 A03 A04 A05 A06 A07 A08 A09 A10 All Al2
CDK2 CDK4 CDK6 CDKNIACDKN1B CDKNIC CDKN2A CDKN2B CDKN2C CDKN2D CHUK2 COL1A1
B01  B02 B03 B04 B05 B06 B0O7 B08 B09 B10 B11 B12
CREB1 CREBB DLK1 E2F1 EGFR EGR1 ELK1 ETS1 ETS2 FOS GRB2 HRAS
colr P C03 Co4 C05 C06 Co7 Co8 C09 C10 C11 C12

C02
HSPA5 HSPB1 JUN KRAS  KSR1 MAP2K1 LAMTOR3 MAP2K2 MAP2K3 MAP2K4 MAP2K5 MAP2K6
D01 D02 D03 D04 D05 D06 D07 D08 D09 D10 D11 D12
MAP2 MAP3K MAP3K2 MAP3K3 MAP3K4 MAP4K1 MAPK1 MAPK10 MAPK11l MAPK12 MAPK13 MAPK14
K7 1 EO3 E04 E05 E06 EO7 EO08 E09 E10 Ell E12
EO1  EO02
MAPK MAPK6 MAPK7 MAPK8 MAPKSIP MAPK9 MAPKAP MAPKAPK MAX MEF2C MKNK1 MOS
3 F02 FO03 Fo4 2 F06 K2 3 F09 F10 F11 F12
FO1 FO5 FO7 F08
MST1 MYC NFATC4 NRAS PAK1 PRDX6 RAC1 RAF1 RB1 SFN SMAD4  TP53
G01  GO02 G03 Go4 G05 G06 G07 G08 G09 G10 Gl1 G12
B2M HPRT1 RPL13A GAPDH ACTB HGDC RTC RTC RTC PPC PPC PPC
HO1  HO2 HO3 HO4 HO5 HO6 HO7 HO8 HO9 H10 H11 H12

2.3.4.7. RT?-PCR plaka sonuclarinin analizi

Deneyden elde edilen sonuglar ilk olarak RT-PCR cihazinin bagli oldugu
“MxPro” programinda “Results” kisminda analiz edilmistir. Bu yapilan
diizenlemeler asagida sirasiyla belirtildigi gibidir:

1. Analiz sayfasindan ilk olarak “Analysis Selection/Setup” secilerek
“Analysis Term Settings”den “Adaptive Baseline” kaldirilmistir.

2. “Results” sayfasi acilarak “ROX” secenegi kaldirilmis ve yalnizca
“SYBR” secili kalmistir.

3. “Toolbar: Options: Analysis Term Settings” agilmis ve “start cycle 27,
“through” kismi1 da reaksiyonun bagsladig1 dongii sayisindan 2 6nceki dongii sayisi
olarak degistirilmistir.

4. “Results: Graph properties: Y axis: Scale: log” olarak secilmistir.

5. “Threshold” ¢izgisi, amplifikasyon plotlarinin 3:1°1 hizasina getirilerek
doz ve kontrollerin threshold degerleri esitlenmistir.

6. “Results” sayfasindaki “Text report” segenegine gelinerek Well, Well
type, threshold (dRn), Ct (dRn), Tm Product 1 (-R’(T)) secilmistir.

7. “Toolbar: File: Export Text Report: Export Text Report to Excell
secilerek sonuglar excell dosyasina aktarilmistir.

Yukaridaki islemler sonucu elde edilen sonuglar

“www.sabiosciences.com” adresinden “Web-based PCR array data analysis”
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programi  kullanilarak ~ ¢evrimig¢i  analiz  ile  karsilastirmali  olarak
degerlendirilmistir. Analiz sayfasi agilarak kullanilan plakanin kodu girilmis ve
excell verileri sisteme yiiklenmistir. Kontrol ve dozlar sistemde isaretlendikten

sonra analizleri gerceklestirilmistir.

2.3.5. istatiksel analiz

Yapilan MTT, NR ve AO/EB deneylerinin sonucglar1 SPSS programi
kullanilarak One-Way ANOVA ile istatiksel olarak degerlendirilmistir.
Anlamlilik seviyesi 0,001 de degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Karvakrolin Normal (F2408) ve H-ras Transform Sican Embriyonik
(5RP7) Fibroblast Hiicrelerinin Canhilig1 Uzerine Etkisi

3.1.1. Karvakoliin F2408 ve 5RP7 hiicreleri tGizerine sitotoksik etkisi

Karvakroliin F2408 ve 5RP7 hiicreleri lzerine sitotoksik etkisi MTT ve
NR yontemleriyle belirlenmistir. Materyal ve yontemde belirtildigi gibi hiicreler
karvakroliin belirli dozlarina ve DMSQ’ya 24, 48 ve 72 saat slirelerle maruz
birakilmistir (Sekil 3.1). MTT deney sonuglarina gore F2408 hiicrelerinin 100 pM
karvakrol ile 24 saat inkiibasyon sonunda canlilig1 azalmaya baslamis ve 500 uM
karvakrol ile 24 saat inkiibasyon sonunda ise canlilif1 bazal seviyeye ulagmistir
(Sekil 3.1A). 200 uM karvakrol ile 48 saat sonunda hiicre canliligi azalmaya
baslamis ve 500 uM karvakrol ile 48 inkiibasyon sonunda ise canlilik bazal
seviyeye ulagmistir. 300 uM 24 ve 48 saat i¢in yaklasik 1Csp degeri olarak
belirlenmistir. 100 uM karvakrol ile 72 saat inkiibasyon sonunda hiicre canlilig1
azalmaya baslamis ve 400 uM karvakrol ile 72 saat inkiibasyon sonunda hiicre
canlilig1 onemli oranda azalmistir. 200 uM 72 saat i¢in yaklasik 1Cso degeri olarak
belirlenmistir.

NR deney sonuglarina gore 100 uM karvakrol ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyon sonunda F2408 hiicrelerin canlilig1 azalmaya baslamistir (Sekil 3.1B).
500 pM karvakrol ile 24 ve 48 saat inkubasyon sonunda ve 400 puM karvakrol ile
72 saat inkiibasyon sonunda hiicre canliligi 6nemli derecede azalmistir. 300 uM
24 ve 48 saat i¢in, 200 pM ise 72 saat ic¢in yaklagsik ICsy degeri olarak
belirlenmistir.

Karvakrol ile 24, 48 ve 72 saat inklibasyona birakilan 5RP7 hiicrelerin
MTT deneyine gore canlilik oranlar1 Sekil 3.2A’da verilmistir. Bu sonuglara gore
5RP7 hcrelerinin 100 uM karvakrol ile 24, 48 ve 72 saat inklibasyon sonunda
canlilifi azalmaya baslamis olup, 500 pM karvakrol ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyon sonunda hiicrelerin canlilig1 biiyliik oranda azalmistir. 300 uM 24 ve

48 saat icin, 72 saat i¢in ise 200 uM yaklasik ICso degeri olarak belirlenmistir.
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Karvakrol ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona birakilan SRP7 hiicrelerin NR
alim deneyine gore canlilik oranlar1 Sekil 3.2B’de verilmistir. Bu sonuglara gore
5RP7 hiicrelerinin 200 uM karvakrol ile 24 saat inkibasyon sonunda ve 100 uM
karvakrol ile 48 ve 72 saat inkiibasyon sonunda canliligi azalmaya baslamistir.
500 puM karvakrol ile 24, 48 ve 72 saat muamele edilen hucreler buyik oranda
canliligimmi kaybetmistir. 300 uM 24 ve 48 saat icin, 200 pM ise 72 saat icin
yaklasik ICsp degeri olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.1. Karvakroliin F2408 hiicreleri {lizerine sitotoksik etkisinin MTT (A) ve NR alinim testi
(B) ile degerlendirilmesi. DMSO: Céziicii kontrol, %0,1. (*)p<0,001
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Sekil 3.2. Karvakroliin SRP7 hiicreleri lizerine sitotoksik etkisinin MTT(A) ve NR alinim testi (B)
ile degerlendirilmesi. DMSO: Cdziicii kontrol, %0,1. (*) p<0,001

3.1.2. F2408 ve 5RP7 hicrelerinde apoptotik morfoloji

Materyal ve yontemde anlatildigi gibi F2408 ve 5RP7 hiicreleri ICso dozu
olan 300 puM ve bir alt dozu olan 200 pM karvakrol ile 48 saat maruz
birakilmiglardir. Karvakrol ile inkiibasyon sonrasinda hiicreler plakadan
kaldirilmadan o6nce ters-faz mikroskopta ve AO/EB c¢ift boyamadan sonra ise

floresan mikroskopta incelenmis ve fotograflanmistir (Sekil 3.3 ve 3.4).
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Sekil 3.3. Karvakrolun F2408 hicrelerinin morfolojisine etkisi. %0,1 DMSO ile muamele edilen
hicrelerin ters-faz (A) ve AO/EB boyama ile floresan mikroskop (B) géruntiisi. 200
uM karvakrole maruz birakilan hiicrelerin ters-faz (C) ve AO/EB boyama ile floresan
mikroskop (D) goriintiisii. 300 pM karvakrole maruz birakilan hiicrelerin ters-faz (E)
ve AO/EB boyama ile floresan mikroskop (F) goériintisi. LA: Erken apoptotik hiicre,
DA: Geg apoptotik hiicre, DN: Olii hiicre, LN: Normal hiicre, Biiyiitme orani: 400X

Ters faz mikroskop goriintiileri incelendiginde kontrol grubundaki F2408
ve SRP7 hiicrelerinin birbirlerine benzer sekilde fibroblast tipi morfolojiye sahip
olduklari, plaka yiizeyine birbiriyle baglantili ve homojen bir sekilde yerlestikleri

gozlenmistir. F2408 hiicrelerine goére SRP7 hiicrelerinde yuvarlak morfolojiye
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sahip cogalmakta olan hiicre miktarinin daha fazla oldugu da belirlenmistir (3.3A
ve 3.4B). Karvakrolin ise doza bagl olarak hiicrelerde sayica azalmaya, adezyon
kaybina ve yuvarlak morfolojiye neden oldugu gézlenmistir (3.3C, E ve 3.4C, E).
F2408 ve 5RP7’lere ait AO/EB yontemiyle elde edilen floresan mikroskop
fotograflar incelendiginde, kontrol hiicrelerinin biiyiik oranda normal ¢ekirdekli
ve canli oldugu, karvakrol ile muamele edilen hiicrelerin, zar tomurcuklanmasi,
cekirdek yogunlasmasi, ¢ekirdek fragmentasyonu gibi apoptotik morfoloji
Ozellikleri tasidigr gozlenmistir. Ayrica karvakroliin hiicrelerin morfolojilerinde
olusturdugu bu etkinin doza bagh olarak arttig1 da belirlenmistir (3.3B, D, F ve
3.4B, D, F). incelenen hiicreler morfolojilerine gére siniflandirilmistir. Kondanse
veya fragmente olmus kromatine sahip, zar tomurcuklari olan parlak yesil
renkteki hucreler erken apoptotik hicrelerdir (LA). Geg apoptotik hiicreler (DA)
yogunlagmis veya fragmente olmus kromatine sahip parlak kirmizi hiicrelerdir.
Normal ¢ekirdekli nekrotik veya 6lii hiicreler parlak kirmizi renkte gortilmektedir
(DN). Normal canli hiicreler ise kromatini esit bir sekilde dagilmis olan parlak
yesil renkteki hiicrelerdir (LN).

Apoptotik hiicre yiizdesini belirlemek i¢in, her bir 6rnege ait 1000-1500
civarinda hiicre sayilmig ve apoptotik hiicre yiizdesi asagidaki formiilasyona

(Duke 2004) gore hesaplanmistir.

Apoptotik Hicrelerin Yizdesi: LA+DA/LN+LA+DN+DAx100
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Sekil 3.4. Karvakroliin 5RP7 hucrelerinin morfolojisine etkisi. %0,1 DMSO ile muamele edilen
hicrelerin ters-faz (A) ve AO/EB boyama ile floresan mikroskop goruntiisu (B). 200
uM karvakrole maruz birakilan hiicrelerin ters-faz (C) ve AO/EB boyama ile floresan
mikroskop goriintiisii (D). 300 uM karvakrole maruz birakilan hiicrelerin ters faz (E) ve
AO/EB boyama ile floresan mikroskop (F) gorintusi. LA: Erken apoptotik hiicre, DA:
Geg apoptotik hiicre, DN: Olii hiicre, LN: Normal hiicre, Biiyiitme orani: 400X

Her bir 6rnek i¢in ii¢ ayr1 deney ile yukaridaki formiile gore hesaplanan
apoptotik hiicre yiizdesinin ortalamasi alinarak ortalama apoptotik hiicre yiizdesi
belirlenmistir (Sekil 3.5). F2408 hicrelerinde karvakrolin 200 puM dozundaki
apoptotik hiicre oran1 %13 iken ICso dozu olan 300 uM’da %18’dir (Sekil 3.5A).
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SRP7 hiicrelerinde ise apoptotik hiicre oran1 200 uM’da %11, ICsg dozu
olan 300 puM’da %20 olarak hesaplanmistir (Sekil 3.5B).
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Sekil 3.5. Karvakroliin F2408 (A) ve SRP7 (B) hiicrelerinde olusturdugu apoptotik hiicre yiizdesi.
DMSOQ: ¢ozici kontrol, %0,1. (*) p<0,001

3.2. Karvakroliin Insan Osteosarkoma Hiicrelerinin Canhlig1 Uzerine Etkisi

3.2.1. Karvakrol, sisplatin ve 5-FU’in U-2 OS hicreleri tzerine sitotoksik
etkisi

Karvakrolin U-2 OS hicreleri tzerindeki sitotoksik etkisi MTT ve NR
yontemleriyle arastirilmistir. Hiicreler karvakroliin belirli dozlariyla 24, 48 ve 72
saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. MTT deney sonuclarina gore canlilik
oranlar1 Sekil 3.6A’da gosterildigi gibidir. U-2 OS hiicrelerinde 100 uM karvakrol

ile 24, 48 ve 72 saat inkibasyondan sonra canlilik azalmaya baslamig ve 600 UM



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

55

karvakrol ile 24, 48 ve 72 saat inklbasyondan sonra canlilik orani bazal seviyeye
inmistir. 300 uM 24 saat igin, 250 pUM 48 saat icin ve 200 uM 72 saat igin
yaklasik ICso degeri olarak belirlenmistir.

NR deney sonuglarima gore U-2 OS hiicrelerinde belirlenen canlilik
oranlar1 Sekil 3.6B’de gosterilmistir. 100 uM karvakrol ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyondan sonra hiicrelerin canlilik oran1 azalmaya baglamis ve 600 pM’da
onemli derecede azalmistir. 300 uM 24 saat icin, 250 uM 48 saat i¢in ve 200 uM

72 saat yaklagik 1Cs degerleri olarak bulunmustur.
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Sekil 3.6. Karvakrolin U-2 OS hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin MTT testi (A) ve NR alim
testi (B) ile degerlendirilmesi. DMSO: ¢dziicii kontrol, %0,1. (*) p<0,001
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Pozitif kontrol amac ile sisplatin ve 5-FU’in U-2 OS hucreleri Gzerine
sitotoksik etkileri MTT deneyi ile belirlenmistir. Daha dnce bahsedildigi gibi U-2
OS hicreleri sisplatin ve 5-FU’in belirli dozlariyla 24 ve 48 saat siireligine
inkiibasyona birakildiktan sonra canlilik oranlart MTT yontemiyle belirlenmistir.
Sekil 3.7A’da gosterildigi gibi 10 uM sisplatinle 24 ve 48 saat inklbasyondan
sonra hiicrelerin canlilik orani azalmaya baglamistir. 30 uM 24 saat i¢in, 20 uM
48 saat icin yaklasik ICsp degeri olarak belirlenmistir. MTT deney sonuclarina
gore 5-FU ile inkiibasyona birakilan hiicrelerin canlilik oranlar1 Sekil 3.7B’de
gosterildigi gibidir. 0,5 mM 5-FU ile 24 ve 48 saat maruz birakilan hiicrelerin
canliliginda azalma baslamistir. 2 mM 24 saat igin, 1 mM 48 saat i¢in yaklasik

ICs0 degeri olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.7. Sisplatin ve 5-FU’in U-2 OS hicreleri tzerine sitotoksik etkisinin MTT deneyi ile
degerlendirilmesi. DMSO: Coziicii kontrol, %0,1. (*) p<0,001

3.2.2. U-2 OS hiicrelerinde apoptotik morfoloji

Karvakrol, sisplatin ve 5-FU ile muamele edilen U-2 OS hiicreleri
plakadan kaldirilmadan once ters-faz mikroskopta ve AO/EB c¢ift boyamadan
sonra ise floresan mikroskopta goriintiilenmistir. Karvakrolin U-2 OS

hiicrelerinde olusturdugu morfolojik etki Sekil 3.8’de gosterilmistir.
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Sekil 3.8. Karvakroliin U-2 OS hiicrelerinin morfolojisine etkisi. %0,1 DMSO ile muamele edilen
hicrelerin ters-faz (A) ve AO/EB boyama ile floresan (B) mikroskop gériintisi. 150
uM karvakrole maruz birakilan hiicrelerin ters-faz (C) ve AO/EB boyama ile floresan
(D) mikroskop goriintiisti. 250 uM karvakrole maruz birakilan hiicrelerin ters-faz (E)
ve AO/EB boyama ile floresan mikroskop (F) gériintiusi. LA: Erken apoptotik hicre,
DA: Geg apoptotik hiicre, DN: Olii hiicre, LN: Normal hiicre, Biiyiitme orani: 400X

Ters faz mikroskop goriintiileri incelendiginde kontrol grubundaki
hiicrelerinin epitelyal morfoloijye sahip oldugu, plaka yilizeyine birbiriyle

baglantili ve homojen bir sekilde yerlestikleri, ancak karvakroliin doza bagh
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olarak hucrelerde sayica azalmaya, adezyon kaybmna ve yuvarlak morfolojiye
neden oldugu belirlenmistir (3.8A, C, E). AO/EB boyama yontemiyle elde edilen
floresan mikroskop gorintilerinde ise kontrol hiicrelerinin blyik oranda normal
cekirdekli ve yesil renkte oldugu gozlenmistir (Sekil 3.8B). Karvakrolin 1Cs
(250uM) ve altindaki bir dozu (150 uM) ile 48 saat inkiibe edilen hiicrelerde ise
doza bagli olarak zar tomurcuklanmasi, parlak kromatin yogunlasmasi ve
fragmantasyonu gibi apoptotik morfoloji olusturdugu belirlenmistir (Sekil 3.8D,
F).

Ayrica U-2 OS hicreleri pozitif kontrol olarak antikanser ajanlar olan
sisplatin (30 ve 20 uM) ve 5-FU (1 ve 2 mM) ile inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon
siireleri sonunda cekilen ters faz mikroskop goriintiileri incelendiginde kontrol
grubundaki hicrelerinin epitelyal morfoloijye sahip oldugu, plaka yiizeyine
birbiriyle baglantili ve homojen bir sekilde yerlestikleri ancak sisplatin ve 5-FU’in
doza bagl olarak hiicrelerde sayica azalmaya, adezyon kaybina ve yuvarlak

morfolojiye neden oldugu gozlenmistir (3.9A, C, E ve 3.10A, C, E).
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Sekil 3.9. Sisplatinin U-2 OS hicrelerinin morfolojisine etkisi. %0,1 DMSO ile muamele edilen
hicrelerin ters-faz (A) ve AO/EB boyama ile floresan (B) mikroskop gérintisi. 20 pM
sisplatine maruz birakilan hiicrelerin ters-faz (C) ve AO/EB boyama ile floresan (D)
mikroskop goriintiisii. 30 pM sisplatine maruz birakilan hiicrelerin ters-faz (E) ve
AO/EB boyama ile floresan mikroskop (F) gorintiisi. LA: Erken apoptotik hiicre, DA:
Geg apoptotik hiicre, DN: Olii hiicre, LN: Normal hiicre, Biiyiitme orani: 400X

AO/EB boyama yontemiyle elde edilen floresan mikroskop goruntdleri
incelendiginde kontrol hiicrelerinin biiyiikk oranda normal c¢ekirdekli ve yesil
renkte oldugu, karvakrole benzer sekilde sisplatin ve 5-FU maddelerinin de

hiicrelerde zar tomurcuklari, yogunlasmis parlak kromatin ve fragmente kromatin
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gibi apoptotik morfoloji olusturdugu belirlenmistir (Sekil 3.9B, D, F ve 3.10B, D,
F). Ayrica doza bagl olarak sisplatin ve 5-FU’in U-2 OS hicrelerinde apoptotik

morfolojiyi arttirdig1 da gézlenmistir.

Sekil 3.10. 5-FU’in U-2 OS hicrelerinin morfolojisine etkisi. Sekil 3.10. 5-FU’in U-2 OS
hiicrelerinin morfolojisine etkisi. %0,3 DMSO ile muamele edilen hiicrelerin ters-faz
(A) ve AO/EB boyama ile floresan (B) mikroskop géruntisi. 1 mM 5-FU’e maruz
birakilan hiicrelerin ters-faz (C) ve AO/EB boyama ile floresan (D) mikroskop
gorintiisd. 2 mM 5-FU’e maruz birakilan hiicrelerin ters-faz (E) ve AO/EB boyama
ile floresan mikroskop (F) goruntiisi. LA: Erken apoptotik hiicre, DA: Ge¢ apoptotik
hiicre, DN: Olil hiicre, LN: Normal hiicre, Biiyiitme orant: 400X
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Incelenen hiicreler 3.1.2°de agiklandigi gibi morfolojilerine gore
smiflandirilmis ve apoptotik hiicre yiizdesi hesaplanmistir. U-2 OS hicrelerinde
karvakroliin 150 uM dozundaki apoptotik indeks %7, 1Cso dozu olan 250 uM’da
%18 (Sekil 3.11A), sisplatinin ve 5-FU’in 1Csg altindaki dozlarinda (sirasiyla 20
UM, 1 mM) apoptotik indeks %21 ve %32, ICsq dozlarinda (sirastyla 30 uM ve 2
mM) %32 ve %18 olarak hesaplanmistir (Sekil 3.11B).
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Sekil 3.11. Karvakrolin (A) ve sisplatin ile 5-FU’in (B) U-2 OS hiicrelerinde olusturdugu
apoptotik hiicre yuzdesi. DMSO: ¢6ziicli kontrol, %0,1. (*) p<0,001
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3.2.3. Karvakrolin U-2 OS hiicrelerinde MAP kinaz (MAPK) sinyal yolagi
lizerine etkisinin RT>-PCR ile analizi

3.2.3.1. RNA izolasyonu ve kalitesi

Karvakrol, sisplatin ve DMSO ile 24 saat inkiibasyona birakilan U-2 OS
hiicrelerinden RNA izolasyon kitinin alindig1 firmanin 6nerdigi protokole gore
RNA izole edilmistir. RNA izole edildikten sonra RNA miktari, safligi ve
kalitesini belirlemek i¢in cesitli yontemler kullanilmistir. Oncelikle RNA miktar
ve safligi Nanodrop aletinde spektrofotometre ile Ol¢iilmiis ve stok RNA’nin
miktar1 belirlenmistir. 260/280 nm absorbansi1 1.8-2.1 arasinda olan ve 260/230
absorbansi 1,7’den biiyiik olan saf RNA ornekleriyle deneylere devam edilmistir.

RNA agaroz jel elektroforeziyle RNA kalitesi incelenmistir. Elde edilen
RNA bantlar1 UV transimilator cihazinda goriintiilenerek fotograflanmistir (Sekil

3.12). Goriintiiler incelenerek 28S rRNA’nin 18S rRNA’ya gore yaklasik 2 kat

buyuklikte olan RNA 6rnekleriyle RT*-PCR plaka analizlerine devam edilmistir.

ABCD

Sekil 3.12. Formaldehit agaroz jel elektroforeziyle elde edilen RNA bandlarinin UV transimilator
cihazindaki goruntust. A: Karvakrolun ¢0ziclsi, B: Sisplatinin ¢ozucust, C:
Karvakrol ve D: Sisplatin ile muamele edilmis U-2 OS hicrelerinden elde edilen
RNA’nin bandi
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3.2.3.2. RT?RNA QC (Kalite kontrol) PCR sonuglari

Karvakrolin MAPK yolagindaki genlerin ifadesi Uzerindeki -etkisini
belirlemek icin uygulanan RT-PCR deneyine gecmeden énce RNA 6rnekleri RT?
RNA QC PCR plakalariyla incelenmistir (Sekil 3.13). 1, 2, 11. ve 12. siitunlardaki
sonuclar U-2 OS hiicresinin RNA’larina aittir. A ve B satirlart (HK1 ve HK2)
disiik ve yiiksek ifadeli housekeeping genlerin kontroliinii saglamaktadir. Bu

satirlarda beklenildigi gibi reaksiyon ger¢eklesmistir.

Raw Data Plots
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Sekil 3.13. RT? RNA QC PCR plakasinda gerceklesen reaksiyonlarm goriintiisii. 1., 2., 11. ve 12.
stitunlar U-2 OS hicrelerinden elde edilen RNA’lar1 gostermektedir. A ve B: HK1 ve
HK2, C: RTC, D: PPC, E: GDC, F: NRC, G: PPC, H: NTC

C satin (RTC) reverz transkripsiyon kontrolii saglamaktadir. Kitin
sagladig1 eksternal RNA kontroliinden kaliplar1 tespit ederek kitin reaksiyon
etkinligini test etmektedir. Olmasi gereken gibi bu satirda da reaksiyon
gergeklesmistir. D satir1 (PPC) ise PCR kosullarinin uygunlugunu test ederek
pozitif PCR kontrolii saglamaktadir. Beklenildigi gibi D satirinda da reaksiyon
gozlenmistir. E satir1 (GDC) genomik DNA kontrolii saglamaktadir. Transkripte
olmamis genomik DNA kontaminasyonunu genomik DNA primerleriyle yiksek

bir hassasiyetle belirleyebilmektedir. Istenildigi gibi bu satirda reaksiyon
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gerceklesmemistir. F satirt (NRC) reverz transkripsiyon yoklugunun kontrolini
saglamaktadir. RNA orneklerinden direkt olarak bir housekeeping gen ¢ogaltmaya
calisarak genomik DNA kontaminasyonunu test etmektedir. Beklenildiginin
aksine bu satirda reaksiyon goézlenmistir. G satir1 (PPC) deneysel kalip olmaksizin
PCR kontrolii saglamaktadir. Yapay DNA sekanslarmi belirleyebilmek icin
hazirlanmis primerlerle PCR reaksiyonu inhibitorlerini test etmektedir.
Beklenildiginin aksine burada da reaksiyon gerceklesmistir. H satir1 (NTC) kalip
DNA yoklugunun kontroliinii saglamaktadir. Plakanin hazirlanmasi esnasinda
olusabilecek genel DNA kontaminasyonunu test etmektedir. Bu satirda herhangi
bir reaksiyon ger¢eklesmemistir. DNA kontaminasyonu ve PCR inhibitorlerini
test eden F ve G satirlarinda reaksiyon gergeklesmesi istenilen bir sonug
olmadigindan  dolayi, bu deneyin gerceklestirildigi RNA  ornekleri
kullanilmamistir.  Yeniden RNA izole edilerek, elde edilen RNA’nin
spektrofotometre ve agaroz jel elektorforezi ile saflig1 ve kalitesinin uygun oldugu

anlagildiktan hemen sonra RT*PCR plaka ¢alismalarina devam edilmistir.

3.2.3.3. Karvakroliin U-2 OS hucrelerinde MAPK sinyal yolagiyla ilgili

genlerin ifadesi Uzerine etkisi

Karvakrolin U-2 OS hiicrelerinde MAPK sinyal yolagi ile ilgili 84 genin
ifadeleri Uzerine etkisi RT’-PCR plaka yontemiyle arastirilmistir. DMSO ile
muamele edilmis kontrol hiicrelerinden ve karvakrol ile muamele edilmis
hicrelerden izole edilen RNA orneklerinden ¢cDNA elde edilmis ve ¢cDNA’lar
RT%PCR plaklarma ytiklenmistir. RT?-PCR plaka deney sonuclar1 materyal ve
yontemde anlatildig1 gibi data analiz programi ile analiz edilmis ve kontrole gore
1,5 kat degisim gosteren gen ifadeleri baz alinarak olusturulan yayma noktalari
(scatterplot) grafigiyle gosterilmistir (Sekil 3.14). Buna gore ifadesi artan genler
kirmizi, azalan genler yesil ifadesinde ve degisiklik olmayan genler ise siyah ile
gosterilmistir. CREB1 ve MYC genlerinin ifadesi artmis ve 56 tane genin ifadesi
ise azalmistir. Bu 56 tane gen ise sunlardir: CCNAL1, CCNB1, CCNB2, CCND1,
CCND2, CCND3, CDC42, CDKN1B, CDKN1C, CDKN2B, CDKN2C, CDKN2D,
CHUK, COL1Al, DLK1, E2F1, EGFR, EGR1, ELK1, ETS1, ETS2, FOS, GRB2,
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HRAS, KRAS, KSR1, LAMTOR3, MAP2K1l, MAP2K2, MAP2K3, MAP2K4,
MAP2K5, MAP2K6, MAP3K3, MAP3K4, MAP4K1, MAPK1, MAPK10, MAPK11,
MAPK12, MAPK13, MAPK14, MAPKS8, MAPKS8IP2, MAPK9, MAPKAPKS3,
MAX, MKNK1, MOS, NRAS, PAK1, RAF1, RB1, SFN, SMAD4, TP53. Diger 28

adet genin ifadesinde ise dnemli bir degisiklik olmamustir.

Group 1 vs. Control Group
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Sekil 3.14. Karvakrolin U-2 OS hiicrelerinde MAPK sinyal yolagiyla ilgili genlerin ifadeleri
iizerine etkisi. ifadesi kontrole gore 1,5 kat ve iizeri artan genler kirmizi, azalan

genler ise yesil renkli olarak yayma noktalar: grafigi ile gosterilmistir

RT?PCR plaka sonuglarma gére ifadesinde 1,5 kat ve tizeri degisiklik olan
genlerin pozisyon, sembol ve kat regiilasyon seviyeleri Cizelge 3.1°de gosterildigi
gibidir.

Cizelge 3.1. Karvakrol ile muamele edilmis U-2 OS hiicrelerinde MAPK yolagiyla ilgili genlerin

plakadaki poziyonlari, sembolleri ve kat regiilasyon seviyeleri

Pozisyon Gen Semboli Kat Regiilasyon Degisimi
C01 CREB1 1.8167
G02 MYC 1.5454
A04 CCNA1l -2.9526
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Cizelge 3.1. (devam) Karvakrol ile muamele edilmis U-2 OS hiicrelerinde MAPK yolagiyla ilgili

genlerin plakadaki poziyonlari, sembolleri ve kat regiilasyon seviyeleri

A06 CCNB1 -1.5497
A07 CCNB2 -1.688
A08 CCND1 -1.5213
A09 CCND2 -1.8387
Al0 CCND3 -1.7802
Al2 CDC42 -1.5497
B05 CDKN1B -1.9123
B06 CDKN1C -1.9079
B08 CDKN2B -1.9798
B09 CDKN2C -2.1121
B10 CDKN2D -1.8344
B11 CHUK -1.5677
B12 COL1Al -1.7967
Co03 DLK1 -1.8092
C04 E2F1 -2.1765
C05 EGFR -1.7155
CO06 EGR1 -1.9982
Co7 ELK1 -1.826
Cco8 ETS1 -2.0975
C09 ETS2 -2.2689
C10 FOS -1.7556
Cl1 GRB2 -1.9706
C12 HRAS -2.0214
D04 KRAS -1.957
D05 KSR1 -1.8302
D06 MAP2K1 -1.7679
D07 LAMTOR3 -1.8991
D08 MAP2K2 -1.7395
D09 MAP2K3 -2.0496
D10 MAP2K4 -2.29
D11 MAP2K5 -2.0028
D12 MAP2K6 -2.6244
E04 MAP3K3 -1.8008
E05 MAP3K4 -1.8302
E06 MAP4K1 -1.6533
EQ7 MAPK1 -1.9661
E08 MAPK10 -1.7315
E09 MAPK11 -1.8947
E10 MAPK12 -2.117
E1l MAPK13 -1.7556
E12 MAPK14 -2.6123
F04 MAPKS8 -1.7076
F05 MAPKSIP2 -2.0496
F06 MAPK9 -1.6533
F08 MAPKAPKS3 -2.1219
F09 MAX -2.2794
F11 MKNK1 -1.939
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Cizelge 3.1. (devam) Karvakrol ile muamele edilmis U-2 OS hiicrelerinde MAPK yolagiyla ilgili

genlerin plakadaki poziyonlari, sembolleri ve kat regtilasyon seviyeleri

F12 MOS -1.8643
G04 NRAS -1.7679
G05 PAK1 -1.7925
G08 RAF1 -1.6725
G09 RB1 -1.8008
G10 SFN -1.6193
Gl1 SMAD4 -1.575

G12 TP53 -1.5143

Gen ifadeleri iizerindeki degisim, genlerin plakadaki yerlesimlerine gore
1s1 haritasi (heatmap) ile de gosterilmistir (3.15). Plakadaki renk skalasi katlanma
degisikligi (foldchange) arttik¢a kirmizi tonlarina, azaldikca yesil tonlarina
dontismektedir. Bu renk degisimleri sayesinde gen ifadelerinde gergeklesen

degisimler anlasilabilmektedir.

01 02 03 04 05 06 07 08 00 10 11 12

Magnitude of log2{Fold Change)

-1.562 1] 1.562

Sekil 3.15. Karvakrolin U-2 OS hiicrelerinde MAPK sinyal yolagiyla ilgili genlerin ifadeleri

iizerindeki etkisinin RT?-PCR plaka sonuglarinin 1s1 haritastyla gosterilmesi

RT?-PCR plaka sonuglarina gére ifadesinde 1,5 kat ve iizeri degisim olan
genler c¢oklu siitun grafigi ile de gosterilmistir (3.16). Bu grafikte kontrol grubu
1.00 olarak kabul edilmistir. Genlerde karvakroliin neden oldugu katlanma

degisikligi seviyesi, siitunlarin uzunlugundaki farka gore anlasilabilmektedir.
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Sekil 3.16. Karvakrol ile muamele edilen U-2 OS hicrelerinde ifade seviyesi 1,5 kat ve (zeri
degisen genlerin kontrolleri ile karsilastirmalt olarak ¢oklu siitun grafiginde

gosterilmesi

3.2.3.4. Sisplatinin U-2 OS hiicrelerinde MAPK sinyal yolagi ile ilgili genlerin

ifadesi Uzerine etkisi

Sisplatinin U-2 OS hiicrelerinde MAPK sinyal yolag: ile ilgili 84 gen
lizerine etkisi RT?-PCR plaka yontemiyle arastirilmistir. DMSO ile muamele
edilmis kontrol hiicrelerinden ve sisplatinle muamele edilmis hiicrelerden elde
edilen RNA 6rneklerinden cDNA elde edilmis ve cDNA’lar RT?-PCR plaklarina
yiiklenmistir. RT?-PCR plaka deney sonuglari materyal ve yontemde anlatildigi
gibi data analiz programi ile analiz edilmis ve kontrol gore 1,5 kat degisim
gosteren genler baz alinarak olusturulan yayma noktalar1 (scatterplot) grafigiyle
gosterilmistir (Sekil 3.17). Sisplatin MAPK sinyal yolagiyla ilgili olan genlerden
yalnizca CCNAL’in ifadesini arttirmis (kirmizi renkte) ve 7 tanesinin ifadesini
azaltmistir (yesil renkte). Bu 7 tane gen sunlardir: CREBBP, HSPAS, MAP2K5,
MAP2K6, MEF2C, MKNK1 ve MOS. Diger 80 adet genin ifadesinde ise 6nemli
bir degisiklik gerceklesmemistir.
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Sekil 3.17. Sisplatinin U-2 OS hiicrelerinde MAPK sinyal yolagiyla ilgili genlerin ifadeleri iizerine

olarak yayma noktalar1 grafigi ile gosterilmistir

etkisi. Ifadesi kontrole gore 1,5 kat ve iizeri artan genler kirmizi, azalan genler ise yesil

RT%PCR plaka sonuglarina gore ifadesinde 1,5 kat ve iizeri degisiklik olan

genlerin plakadaki pozisyonu, semboli ve kat regilasyon seviyeleri Cizelge

3.2’de gosterildigi gibidir.

Cizelge 3.2. Sisplatinle muamele edilmis U-2 OS hiicrelerinde MAPK yolagiyla ilgili genlerin

plakadaki pozisyonlari, sembolleri ve kat regiilasyon seviyeleri

Pozisyon Gen Semboli Kat Regiilasyon Degisimi
A04 CCNA1 2.6525

C02 CREBBP -1.5362

D01 HSPA5 -2.1033

D11 MAP2K5 -1.9716

D12 MAP2K6 -4.519

F10 MEF2C -2.3123

F11 MKNK1 -1.7163

F12 MOS -1.7851
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Gen ifadeleri lizerindeki degisim, genlerin plakadaki yerlesimlerine gore

1s1 haritasi ile de gosterilmistir (3.18).

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Magnitude of log2?(Fold Change)

-2176 1] 2176

Sekil 3.18. Sisplatinin U-2 OS hiicrelerinde MAPK sinyal yolagiyla ilgili genlerini fadeleri

tizerindeki etkisinin RT?-PCR plaka sonuglarinin 1s1 haritasiyla gosterilmesi

RT%PCR plaka sonuglarina gore ifadesinde 1,5 kat ve iizeri degisim

gosteren genler ¢oklu siitun grafigi ile de gosterilmistir (3.19).
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Sekil 3.19. Sisplatinle muamele edilen U-2 OS hiicrelerinde MAPK sinyal yolagiyla ilgili ifade
seviyesi 1.5 kat ve lizeri degisen genlerin kontrolleri ile karsilagtirmali olarak ¢oklu

stitun grafiginde gosterilmesi
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4. TARTISMA VE SONUC

Bir bitki bileseni olan karvakrol meme, akciger, karaciger, larinks ve
servikal gibi bazi insan kanser hiicreleri ve normal insan hiicreleri zerindeki
etkilerini incelemek amagli bazi temel caligmalarin konusu olmustur (Stamatti
1999; Zeytinoglu ve ark. 2003; Koparal ve Zeytinoglu 2003; Arunasree 2010;
Mehdi ve arkadaslari. 2011; Sivas ve Tomsuk 2011; Yin ve ark. 2011).
Calismalarin biiylik bir kism1 molekiiler seviyedeki etkiyi agiklamakta yetersiz
olup, s6z konusu antikanser etkinin mekanizmasinin ¢alisilmast Onem

kazanmaktadir.

4.1. Karvakrolin F2408, 5RP7 ve U-2 OS hicrelerine sitotoksik etkisi

Bu ¢aligmada karvakroliin F2408, SRP7 ve U-2 OS hiicrelerinin canlilig1
tizerindeki etkileri incelenmistir. Hiicreler karvakroliin belirli dozlarina 24, 48 ve
72 saat maruz birakilmis ve sitotoksik etkileri iki farkli prensibe dayanan MTT ve
NR deneylerinin sonuglarina gore incelenmistir. Karvakrolin F2408, 5RP7 ve U-
2 OS hcrelerinde 24, 48 ve 72 saat igin 1Cs degerlerini veren MTT ve NR deney

sonuglar1 Cizelge 4.1°deki gibi birbirine paralel bulunmustur.

Cizelge 4.1. Karvakrolin F2408, 5RP7 ve U-2 OS hiicrelerindeki 24, 48 ve 72 saat, sisplatin ve 5-
FU’in U-2 OS hiicrelerindeki 24 ve 48 saat i¢in yaklagik ICsq degerleri

Madde Hucre Inkiibasyon siiresi (saat)
24 48 72
Karvakrol (uM) F2408 300 300 200
5RP7 300 300 200
U-2 0OS 300 250 200
Siplatin (UM) 30 20 -
5-FU (mM) U-2 OS 2 1 -

Normal fibroblastlar (F2408) ile H-ras transform fibroblastlarin (SRP7)
tim inkubasyon sureleri (24, 48 ve 72 saat) i¢in ICso degerleri arasinda fark

bulunmamaktadir. Karvakrol ile muamele edilen tiim hiicreler arasinda yalnizca
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bir kanser hiicresi olan U-2 OS’larin 48 saat igin ICsp degeri (250 uM), F2408 ve
5RP7 hiicrelerindeki 1Csy degerinden (300 uM) daha diisiik olarak bulunmustur.
Bu sonuglara gore 48 saat karvakrol ile inkiibe edilen hiicreler arasinda U-2 OS
hiicrelerinin en hassas oldugu goriilmektedir. Bununla beraber U-2 OS hiicreleri
ile fibroblast hicrelerinin 24 ve 72 saat ic¢in 1Csy degerleri arasinda fark
bulunmamistir. Sonug olarak karvakrol ¢ hiicre tipi tzerinde de sitotoksik etki
gostermistir. Daha 6nce belirtildigi gibi karvakroliin bazi kanser hiicrelerinde
sitotoksik etkiye sahip oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Bu ¢alismalara
gore karvakrolin 1Csy degerleri sigan diz kas kanser (liyomiyosarkoma)
hlcrelerinde 48 saat i¢in 67 uM (Karkabounas ve ark. 2006), insan meme kanser
hicrelerinde (MDA-MB 231) 48 saat icin 100 puM (Arunasree 2010), insan
karaciger kanser hiicrelerinde (HepG2) 48 saat icin 500 uM (Sivas ve Tomsuk
2011), insan larinks karsinoma hcrelerinde (Hep-2) 48 saat icin 320 pM
(Stammati ve ark. 1999) ve insan akciger kanser hiicrelerinde (A549) 24 saat i¢in
250 uM (Koparal ve Zeytinoglu 2003) olarak bulunmustur. Bunlardan yalnizca iki
calismada normal hiicrelerle karsilastirma yapilmistir. Karvakroliin normal insan
akciger hiicreleri olan HLF1’de ve karaciger hiicreleri olan L02’de 6nemli bir
sitotoksik etkisi olmadig ileri siiriilmiistiir (Koparal ve Zeytinoglu 2003; Yin ve
ark. 2011). Karvakrolin bu hicre tiplerindeki 1Csy degerleri karsilastirildiginda
F2408, 5RP7 ve U-2 OS hucrelerinin HepG2 ve Hep2 hiicrelerine gore karvakrole
daha hassas oldugu gorilmektedir. Karvakrol 5RP7 ve U-2 OS hicrelerinde
oldugu gibi normal sican fibroblastlarinda da sitotoksik etki gdstermistir. Insan
kanser hicreleri Gizerinde etkili bir sitotoksisite gostermesi, bunun aksine normal
insan hucrelerinde 6nemli bir sitotoksik etkisinin bulunmamasi karvakrolin
antikanser ajan olabilme potansiyelini gdstermektedir. Ancak bu etkinin diger
farkli normal hiicreler ile yapilan ¢aligmalarla incelenmesi 6nemlidir.

Karvakrolin U-2 OS hicrelerinde F2408 ve 5RP7 hiicrelerine gore daha
etkili olmasi nedeniyle, bu hiicrelerde gen ifade seviyesindeki arastirilmalara
devam edilmistir. Bu amagla karvakroliin MAPK sinyal yolagiyla ilgili genlerin
ifadesine etkisi arastirilmigtir. U-2 OS hcrelerinde pozitif kontrol olarak birer
antikanser ila¢ olan sisplatin veya 5-FU’in kullanilmasi diigiiniilmiistiir. Bunun

icin oncelikle sisplatin ve 5-FU’in bu hicrelerde 1Csy degerleri belirlenmis
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(Cizelge 4.1) ve bu maddelerin inkiibasyon siire artisina bagli olarak etkili
olduklart1 bulunmustur. Ancak hiicrelerin sisplatine daha hassas oldugu
gorilmektedir. Bundan dolayi, karvakroliin apoptoz ve MAPK sinyal yolagiyla
ilgili genlerin ifadesi Uzerindeki etkisini belirlemede pozitif kontrol olarak

sisplatinin kullanilmas1 uygun bulunmustur.

4. 2. Karvakrolin F2408, 5RP7 ve U-2 OS hucrelerindeki apoptotik etkisi

Karvakrolin F2408, 5RP7 ve U-2 OS hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisi
AO/EB g¢ift boyama yontemiyle belirlenmistir. Bu yontem i¢in karvakroliin her
hicre icin ICsg ve alt1 dozlar1 secilmistir. Karvakrol ile inkiibasyon siiresi sonunda
ters faz mikroskopta hiicrelerin morfolojileri incelenmistir. Kontrol grubundaki
F2408 ve 5RP7 hucrelerinin fibroblast tipi morfolojiye, U-2 OS hicrelerinin
epitelyal morfoloijye sahip oldugu ve kontrol grubundaki tum htcrelerin plaka
yilizeyine birbiriyle baglantili ve homojen bir sekilde yerlestikleri gozlenmistir.
Ancak karvakroliin doza bagli olarak hiicrelerde sayica azalmaya, adezyon
kaybima ve yuvarlak morfolojiye neden oldugu goézlenmistir. Sonug olarak
karvakroliin bu hiicrelerin normal morfolojilerini kaybettirdigi, hiicreler arasi
adezyonu azaltarak, canli kalabilme ve ¢ogalma yeteneklerini disiirdiigi
sOylenebilir.

AO/EB boyama ile floresan mikroskopta incelenen hiicrelerden yaklagik
1000-1500 hicrenin normal, apoptotik veya Olii/nekrotik olup olmadigi
belirlenerek ¢ikarilan apoptotik hiicre yiizdesi Cizelge 4.2°de gosterildigi gibi
Ozetlenmektedir. F2408 hucreleri icin apoptotik hiicre yuzdesi 200 pM’da %13,
300 puM’da %18 iken 5RP7 hicreleri icin 200 uM’da %11, 300 pM’da %20
olarak bulunmustur. U-2 OS hucrelerinde karvakrolin 150 uM dozu %7, 250 uM
dozu ise %18 oraninda apoptotik hiicreye neden olmustur.

Karvakrolun her iki hicre icin ICsp degerinin alt dozu olan 200 uM dozu
F2408 hiicrelerinde 5RP7 hucrelerine gore %2 daha fazla apoptotik hiicreye yol
acarken, her iki hicre icin ICsy degeri olan 300 uM dozu F2408 hiicrelerinde
5RP7 hucrelerine gore %2 daha az apoptotik hiicreye sebep olmustur.
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Cizelge 4.2. DMSO ve karvakrol ile 48 saat inkilbe edilen F2408, 5RP7 ve U-2 OS hiicrelerinde

olusan apoptotik hiicre yiizdesi

Maddeler
Hucre DMSO Karvakrol (uM)
(%0,01) 150 200 250 300
F2408 %4 - %13 - %18
5RP7 %4 - %11 - %20
U-2 OS %4 %7 - %18 -

Karvakrolin ICsg alt1 dozu tiim hiicre tipleri arasinda %7’lik oranla en az
U-2 OS hiicrelerinde apoptotik hiicreye neden olurken, ICso dozu %20 oranla en
cok 5RP7 hicrelerinde, F2408 ve U-2 OS hiicrelerinde ayni olup %18 oranla
apoptotik hiicreye yol agmistir. Sonug olarak karvakroliin ICsy dozlari kontrole
gbre F2408 ve U-2 OS hicrelerinde 3,5 kat, 5RP7 hicrelerinde 4 kat kadar
apoptotik hiicre yiizdesini arttirmistir. Yapilan bir ¢alismada karvakroliin 50-200
uM arasindaki dozlarinin insan karaciger hiicresi olan HepG2’lerde apoptozu
uyardigt Hoechst 33258 boyama ve akim sitometri analizleriyle belirlenmistir
(Yin ve ark. 2011). Bir baska calismada 500 uM karvakrol ile 48 saat muamele
edilen HepG2’lerde %95 oraninda apoptotik hiicre meydana geldigi AO/EB
boyama ydntemiyle belirlenmistir (Sivas ve Tomsuk 2011). Insan meme kanser
hicreleri olan MDA-MB 231’lerde 100 puM karvakrolin %31,8 oraninda
apoptotik hiicreye neden oldugu akim sitometri analizleriyle belirlenmistir. Ayrica
karvakroliin S faz1 tutuklanmasi araciliiyla apoptozu uyardigi, mitokondri zar
potansiyelini azalttig1 ve mitokondriden sitokrom c¢ salinimini arttirdigi, Bel2/Bax
oranin1 azalttigi, kaspaz aktivitesini ve PARP’mn kirilmasini ve DNA
fragmantasyonunu arttirdigi ileri siiriilmiistiir (Arunasree 2010). Karvakroliin 50
mg L™ dozunun insan serviks kanser hiicreleri olan HelLa ve SiHa’larda DNA
fragmantasyonuna neden oldugu bildirilmistir (Mehdi ve ark. 2011). AO/EB
boyama yontemiyle, H-ras transform 5RP7 hucrelerinde karvakroliin 0,02-0,04
mg/ml dozlarinin, N-ras transform CO25 hcrelerinde 0,05-0,1 mg/ml dozlarinin
apoptotik morfolojiye yol actig1 bildirilmistir. Ayrica DNA fregmantasyonunun
sadece karvakrolin 2-4 pg/ml dozlariyla inkiibe edilen 5RP7 hiicrelerinde

gozlendigi ileri siiriilmiistir (Akalin ve Incesu 2011). Bu ¢alismalardan
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bazilarinda karvakroliin apoptoza etkisi hiicre boyama, akis sitometri, DNA
fregmantasyon, kaspaz gibi ¢esitli yontemlerle arastirilmis ve apoptotik morfoloji
yiizdesi hakkinda bilgi verilmemistir. Dolayisiyla calismamizda belirledigimiz
apoptotik hiicre yiizdelerinin diger ¢alismalarla karsilagtirilmasit miimkiin
olmamaktadir. Ancak apoptotik hiicre yilizdesi verilen ¢alismalar kiyaslandiginda
F2408, 5RP7 ve U-2 OS hicrelerine gore, karvakrolin MDA-MB 231
hiicrelerinde daha diisiik dozda daha yiiksek apoptotik hiicre ylizdesine,
HepG2’lerde ise daha yiiksek dozda, oldukca yiiksek apoptotik hiicre ylizdesine
neden oldugu goriilmektedir.

Sisplatin ve 5-FU’in U-2 OS hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisi de ayni
yontemle incelenmistir. Bu yontem ig¢in hiicreler sisplatin ve 5-FU’in 1Csy ve alt
dozuyla 24 saat muamele edilmistir. Maddelerle inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin
morfolojileri ilk olarak ters faz mikroskopta incelenmistir. Kontrol grubundaki U-
2 OS hcrelerinin epitelyal morfoloijye sahip oldugu, plaka yiizeyine birbiriyle
baglantili ve homojen bir sekilde yerlestikleri gézlenmistir. Ancak sisplatin ve 5-
FU’in doza bagli olarak hiicrelerde sayica azalmaya, adezyon kaybina ve yuvarlak
morfolojiye neden oldugu gozlenmistir. Sisplatin ve 5-FU’in doza bagli olarak bu
hiicrelerin normal morfolojilerini degistirdigi, hiicreler aras1 adezyonu azaltarak,
canlt kalabilme ve ¢cogalma yeteneklerini diistirdiigii sdylenebilir. AO/EB boyama
ile floresan mikroskop incelenen hicrelerden yaklasik 1000-1500 hiicre sayilarak

elde edilen apoptotik hiicre oranlar1 Cizelge 4.3’deki gibidir.

Cizelge 4.3. Sisplatin ve 5-FU’in U-2 OS hiicrelerinde olugturdugu hiicre yilizdesi, DMSO 1:
Sisplatinin ¢dzlcl kontroll, DMSO 2: 5-FU’in ¢6zlcl kontroli

Maddeler DMSO 1 | Sisplatin (uM) | DMSO2 | 5-FU (mM)
Dozlar %001 | 20 30 %003 | 1 7
Apoptotik hiicre % 4 L 21 32 4 | 13 25

Maddelerin U-2 OS hiicrelerinde olusturdugu apoptotik hiicre orani
kiyaslandiginda sisplatinin 5-FU’e gore diisiik dozlarda daha ylksek oranda
apoptoza yol agtigi goriilmektedir. Ayn1 zamanda U-2 OS hucrelerinde 5-FU’e

gore sisplatinin ¢ok daha diisiik dozlar1 sitotoksik etki gostermistir. Bu
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sebeplerden dolayr RT?-PCR plaka analiz deneyleri icin sisplatin pozitif kontrol
olarak segilmistir. Ayrica sisplatinin apoptotik etkilerini ortaya koyan ¢aligmalarin
bulunmasi da sisplatinin se¢iminde etkili olmustur. Sisplatinin 300 uM dozuyla 48
saat muamele edilen insan glioma hiicreleri olan A172’lerinde, Hoechst 33258
boyama ile apoptotik gekirdek 6zelliklerine sahip hiicreler gozlendigi ve apoptotik
hiicre oram1 %40 olarak belirlendigi ileri siiriilmiistiir (Choi ve ark. 2004).
Sisplatinin 16 pg/ml dozunun insan hepatoblastoma hucreleri olan HepG2 ve
Hep3B’lerde apoptozu uyardigr akis sitometri ve DNA fregmantasyon yontemiyle
tespit edilmistir (Qin ve Ng 2002). Insan bas ve boyun skuamés karsinoma
hicreleri olan HN3 ve HN4’(n 40 pM sisplatinle 12 saat muamelesinin bu
hiicrelerde apoptozu tesvik ettigi bildirilmistir. HN4 hiicrelerinde apoptotik hiicre
oraninin %62°den yliksek, HN3’lerde ise %60’a yakin olarak belirlendigi de 6ne
stiriilmiistiir (Kim ve ark. 2006). Gatti ve arkadaslar1 (2002) 50 uM sisplatinle 1
saat muamele edilen U-2 OS hucrelerinde 24 saat sonra %26, 48 saat sonra %45
ve 72 saat sonra %48 oraninda apoptotik hiicre olustugunu anneksin V baglanma
yontemi ile belirlemislerdir.

Bu calismalar karsilastirildiginda 300 uM sisplatin dozuyla daha uzun siire
muamele edilen A172’lerde olusan apoptotik morfoloji ylizdesinin, sisplatinin ¢ok
daha diisiik dozunun (30 pM) U-2 OS hiicrelerinde olusturdugu apoptotik hiicre
yiizdesine yakin oldugu goriilmektedir. U-2 OS hiicrelerinde kullanilan doza (30
uM) yakin bir dozla (40 uM) daha kisa siire muamele edilen HN3 ve HN4
hicrelerinde ise U-2 OS’lara gore daha yuksek apoptotik hicre yizdesi
belirlenmistir. Bu ¢alismada kullandigimiz sisplatin dozundan daha yiiksek bir
dozla ancak daha kisa siire muamele edilmis U-2 OS hiicrelerinde daha diisiik
apototik ylizde belirlenmistir. Ancak sisplatin dozunun ve sisplatinle muamele
yonteminin farkli olmasindan dolayr bu ¢alismayr yaptigimiz ¢alismayla
kargilastirmak miimkiin olmamaktadir. Diger c¢alismalarla karsilagtirildiginda ise
sisplatinin U-2 OS hicrelerinde, A172 hicrelerine gore daha yiiksek oranda
apoptoza neden oldugu, HN3 ve HN4 hiicrelerine gére daha az apoptoza yol agtigi
sOylenebilir.
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4.3. RT?>-PCR MAPK plaka analizi

Karvakrol, onun kontroli olarak DMSO ve pozitif kontrol olarak
sisplatinin U-2 OS hiicrelerinde MAPK sinyal yolagiyla ilgili genlerin ifadesi
lizerindeki etkisini incelemek amaciyla hazir RT?-PCR plakalar kullanilmistir. Bu
plakalar ile 84 ayr1 genin ifadesi ve ¢esitli kontrollerin analizi yapilmistir. Bunun
icin Oncelikle elde edilen RNA’nin kalite analizi spekrofotometre, agaroz jel
elektroforezi ve RT> RNA QC PCR plaka kullanilmak suretiyle yapilmistir.
Agaroz jel elektroforezi ile dnce ¢esitli sorunlar yasanmis ve istenilen gibi koyu
zemin iizerinde parlak bantlar elde edilememistir. Jele yiikklenen RNA miktarlari
arttirlldiginda da sonug¢ degismemistir. Bu kez sorunun ethidyum bromidin jelden
yeterince uzaklastirilmamasi oldugu diisiiniilerek jelin yilkama tamponuyla birkag
kere yikanmasi gerektigine karar verilmistir. Biraz daha net jel goriintiileri elde
edilmesine ragmen istenilen goriintiiye ulasilamamistir. Bunun iizerine, jeli
ethidyum bromid tamponu i¢inde bekletmek yerine RNA yiikleme tamponu igine
ethidyum bromid eklenmis ve protokol biraz degistirilerek uygulanmistir.
Istenilen jel goriintiisii bu son denemeyle elde edilmistir. Bundan sonra izole
edilen tim RNA’larda bu yOntem uygulanmistir. Spektrofotometre, agaroz jel
elektroforezi ve RT? RNA QC PCR plaka analizleri sonucunda herhangi bir
kontaminasyon, degredasyon icermeyen kaliteli olarak belirlenen RNA’lar RT*

PCR plaka analizinde kullanilmistir.

4.3.1. Karvakrolin U-2 OS hiicresi MAPK sinyal yolagiyla ilgili genlerin

ifadesine etkisi

Karvakrolun biyolojik pek cok aktivitesi gibi antitimor ve antiproliferatif
Ozellikleri oldugu da bazi caligmalarla gosterilmistir (He ve arkadaslar1t 1997;
Zeytinoglu ve ark. 1998; Stamatti 1999; Zeytinoglu ve ark. 2003; Koparal ve
Zeytinoglu 2003; Karkabounas ve ark. 2006; Arunasree 2010; Mehdi ve ark.
2011; Sivas ve Tomsuk 2011; Yin ve ark. 2011; Akalin ve Incesu 2011). Ancak
karvakroliin etkilerini molekuler seviyede gosteren ¢cok az sayida calisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismamizda karvakroliin U-2 OS hicrelerinde MAPK sinyal
yolagiyla ilgili 84 genin ifadesi iizerine etkisini arastirdik. MAPK yolaginin,
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biiylime, ¢ogalma, farklilagsma, gd¢ ve apoptoz gibi ana hiicresel siiregleri kontrol
ettigi bilinmektedir (Dhillon ve ark. 2007). Dolayisiyla karvakrolin U-2 OS
hiicrelerinin  biiylime, c¢ogalma ve apoptoz siireclerine etkisi olabilecegi
diisiiniilmiis ve bunu belirlemek i¢in bu ¢alismada MAPK sinyal yolagiyla ilgili
genlerin ifadesi aragtirnlmistir. Kontrole gore karvakrol ile ifadesi 1,5 kat ve lzeri
degisen genler baz alinarak gen ifadesi analizi gergeklestirilmistir. MAPK sinyal
yolagiyla ilgili genler, gorevli olduklar1t MAPK yolag: tipleri ve ayrica hiicre
dongiisii yolagi iginde: 1)ERK1/2 ve ERKS5, 2) JNK, 3) p38 ve 4) Hicre
dongusu olarak incelenmistir. Bu genlerin ifadelerinin degismesinin ne gibi bir

etkiye yol acabilecegi genlerin 6zellikleri de belirtilerek yorumlanmastir.

4.3.1.1. ERK1/2 ve ERKS yolag:

Karvakroliin U-2 OS hucrelerinde ERK1/2 MAPK sinyal yolagiyla ilgili
21 adet genin (CREB1, EGFR, GRB2, HRAS (H-ras), KRAS (K-ras), NRAS (N-
ras), RAF1, MAPKAPK3 (MAPKAPK-3), MOS, MAP2K1 (MEK1), MAP2K2
(MEK2), MAPK1 (ERK2), MKNK1 (MNK1), KSR1, LAMTOR3, ELK1, FOS,
ETS1, ETS2, EGR1 ve PAK1) ifadesinin azalmasina diger yandan 2 adet genin
(CREB1 ve MYC) ifadesinin artmasina yol ag¢tigi bulunmustur. Ayrica bu
genlerden 5 tanesinin (E2F1, ETS1, ETS2, HRAS ve MAPKAPK3) ifadesini 2
kat ve zeri olmak Uzere énemli derecede azalttig1 belirlenmistir. ERK1/2 yolagi
ile ilgili ifadelerinde degisiklik saptanan bu genlerin kodladig1 proteinler yolaktaki
islevlerine gore Sekil 4.1°de sematize edilmistir.

EGFR geni tarafindan kodlanan zar ge¢isli glikoprotein, epidermal
biylme faktor (EGF) aile Uyeleri icin bir tirozin kinaz reseptordir. EGFR’lere
EGF’nin baglanmasi ile reseptdriin uyarilmasi hiicre ¢ogalmasima neden olan
yolagin aktivasyonunu baslatir (Gen ID: 2885, NCBI). Aktiflesen EGFR, adaptor
bir protein olan Grb2 ile birlesir (Gen ID: 2885). Grb2 de SOS adi verilen bir
proteine baglanir ve onun zara yerlesmesini saglar. Zara yerlesen SOS Ras’1
aktiflestirir. ERK1/2 yolaginin pek cok sinyal aktivasyonu, biiyiime faktorlerinin
reseptorlerine baglanmasi sonucu tetiklenen Ras proteinlerinin aktivasyonuyla

baslar.
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Aktif Ras, efektér molekiili olarak sitoplazmik Raf’1 aktiflestirir.
MEK1/2’ler (MAP2K1,2) ise Raf proteinleri (A-Raf, B-Raf, Raf-1) tarafindan
fosforile edilirler. Daha sonra MEK1/2 tarafindan aktive edilen ERK1/2 ¢ekirdege
transloke olabilir ve burada c-fos, Elk-1, c-myc ve Ets-1 gibi transkripsiyon
faktorlerini aktive edebilirler. Aktif ERK1/2, MNK1 ve MAPKAPK3 gibi
sitoplazmik ve nuklear kinazlar1 da fosforlayabilirler (Hagemann ve Blank 2001,
Giines 2004; Cooper ve Hausman 2006; Junttila ve ark. 2008).

Sekil 4.1. Karvakrol ile muamele edilen U-2 OS hiicrelerinde ERK1/2 yolagiyla ilgili olan ifadesi

degisen genlerin kodladig proteinlerin model aktivasyon semasi

CREB1 (CREB) geni cAMP duyarli elemente baglanan bir transkripsiyon
faktorinl kodlar. Bu protein pek ¢ok protein kinaz tarafindan fosforile edilir (Gen
ID: 1385, NCBI). Hiicre ¢ogalmasi, farklilasma ve hiicre siireglerinin adaptor

yanitt gibi ekstraseliiler uyaranlara hiicre yamiti diizenleyen farkli sinyal

yolaklarmin hedefidir (Kano ve ark. 2007). CREB, direkt olarak ERK1/2
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yolagiyla aktive edilmemesine ragmen ERKI1/2’nin aktive ettigi p90RSK
tarafindan aktive edildikleri bilinmektedir (Cafiofi ve ark. 2004; Vaishnav ve ark.
2003).

MAPKAPK-3 geni tarafindan kodlanan protein, ERK, JNK ve p38
tarafindan fosforlanarak aktive edilebilen subsratlar arasinda yer almaktadir.
Mitojen ve stres uyarimli ajanlar veya pro-inflamatuar sitokinler tarafindan
yuksek derecede aktive edilirler (Gen ID: 7867; Cuenda ve Rousseau 2007).

MOS (c-mos) Kinazlar ayn1 zamanda ERK1/2 yolaginin MAP3K’1 olarak
da bilinir (Roux ve Bleniks 2004). MEK1’i fosforile ederek aktivasyonlarina
neden olurlar ve mitoz gegisini kolaylastirir (Solhonne ve ark.1999; Inoue ve ark.
2007; Tang ve ark. 2008; Vitale ve ark. 2010).

MNKI1 geninin kodladig1 protein, MAPK yolagindan ¢ikan sinyalleri ilgili
subsratlar1 fosforlamak i¢in birlestirir. Biiyiime faktor peptidleri, forbol esterleri
ve UV radyasyonuyla muamele MNKZ’in post translasyonel modifikasyonunu ve
enzimatik aktivasyonunu arttirir (Worch ve ark. 2004). MNKZ1’in blylme
faktorleri, hiicresel stres ve inflamasyon sitokinleri tarafindan, sinyal igerigine
bagli olarak ERK ve/veya p38 MAPK araciligiyla giiclii bir sekilde aktive edildigi
gosterilmistir (Ueda ve ark. 2004).

Raf/MEK/ERK selalesinde MEK ve ERK’nin aktivasyonunu ve
Ozgiinliiglinii dlizenleyen scaffold proteinleri arasinda KSR1 ve LAMTORS3
(MP1) bulunur. KSR1 ve MPI1, ERK yolag: bilesenlerine baglanarak onlar1 bir
araya getirir ve yolagin aktivasyonunu kolaylastirirlar (Hagemann ve Blank 2001;
Roberts ve Der 2007; Huang ve ark. 2011; Goettel ve ark. 2011).

ELK1, ETS transkripsiyon faktor ailesi ve ternari (licli) kompleks (TCF)
alt ailesinin bir Uyesidir (Gen ID: 2002). ELK1, 6zellikle ERK olmak Ulizere JINK
ve p38 MAPK yolaklar1 tarafindan hedeflenir (Buchwalter ve ark. 2004; Junttila
ve ark. 2008; Zhang ve ark. 2011).

FOS (c-fos) proteinleri, hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve
transformasyonunda 6nemli regulatér rollere sahiptir. Mitojenik  biylme
faktorlerine yanitta c-fos geninin uyarilmasimin, RAF/MEK/ERK araciligiyla
oldugu bilinmektedir (Lorenzini ve ark. 2002). Yiksek dereceli osteosarkoma
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dahil baz1 tiimor tiplerinde c-fos ifadesinin arttig1 ve bu artigin tiimor olusumuna
katkida bulundugu bildirilmistir (Keklikoglu 2004; Broadhead ve ark. 2011).

ETS1 ve ETS2 genlerinin kodladig1 proteinler ETS transkripsiyon faktor
ailesinin Gyeleridir (Gen ID: 2113 ve 2114). Bu genler ya transkripsiyon aktivator
olarak ya da pek cok genin baskilayicisi olarak islev goriirler ve kok hicre
gelisimine, hiicre yaslanmasi ve Oliimiine ve tiimdregeneze dahil olurlar. Ras-
ERK1/2 yolag: tarafindan yoluyla aktive edilirler (Dittmer 2003; Buggy ve ark.
2006; Haines ve ark. 2011). ETS1’in pek ¢ok tumér hicresinde ila¢ direnci ve
metastaz gibi farkli olaylarda da 6nemli rolu bilinmektedir (Kato ve ark. 2012).
ETS2’nin CDC2 geninin regiilatorii oldugu ve bundan dolay: hiicre dongiisiiniin
kontroliinde rol oynadig bildirilmistir (Kasten ve Giordano 2001).

EGR1 geni ERK yolagiyla kontrol edilen EGR ailesine ait olan bir
transkripsiyon alt regllatori  kodlar (Gen ID: 1958). Bu proteinlerin
hedeflerindeki gen iiriinleri mitogenez ve farklilagsma i¢in gereklidir (De Sousa ve
ark. 2005; Kidambi ve ark. 2010).

PAK1 geni, serin/treonin aile {iyesi olan PAK1 protein kinazi1 kodlar. Bu
kinazlar, hiicre c¢ogalmasi, sagkalim ve hareket oldugu kadar hiicre
transformasyonu ve tiimor gelisiminde de 6nemli rol oynarlar. PAK1 proteini
ERK-MAPK yolagim1 kolaylagtirma yoluyla transformasyonu tesvik eder.
Transform fibroblastlarda PAK1’in Raf ve MEK’i fosforladig1 ve Ras/Raf/MAPK
yolaginin aktivasyonunu tesvik ettigi bildirilmistir (Huynh ve ark. 2010).

Bu calismada, yukarida bahsedilen genlerin baskilanmasi ile hiicrelerdeki
ERK1/2 yolaginin baskilanmis oldugu goriilmektedir. Karvakroliin hiicre
¢ogalmasina ve hiicre canliligina katkida bulundugu bilinen (Junttila ve ark. 2008)
ERK1/2 sinyal yolagin1 baskilamasi yoluyla hiicre ¢ogalmasini baskiladigini ileri
stirebiliriz. Buna ek olarak kotii huylu olmayan ve diisiik dereceli osteosarkomaya
gore yuksek dereceli osteosarkomalarda ifadesi arttigi bilinen FOS geninin ifadesi
karvakroliin etkisiyle azalmistir. Bu sebeple bu genin ifadesinin azalmasinin
karvakroliin osteosarkomada geriletici bir etki gostermesi agisindan onemli bir
bulgu oldugu disiiniilmektedir. Diger yandan tiim bu bulgularin aksine, hiicre
canlilif1 ve cogalmasinda rolii oldugu bilinen CREB1 gen ifadesinin artmasi farkl

bir yolagin etkisini diislindlirmektedir. Hiicre dongiisii ve ¢ogalmasinin
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baskilanmasinda rolii olan diger bircok genin ifadesinin azalmasi
diistintildiigiinde, CREB1 geninin ERK1/p90RSK yolundan bagimsiz olarak islev
gordiigl soylenebilir.

Kanser terapisinde MEK-ERK yolaginin baskilanmasi1 énemli bir terapotik
strateji olup, MEKZL/2’nin kimyasal olarak baskilanmasi ile kolon timor
blylmesinin baskilanmasi1 konusunda gesitli ¢aligmalar yapilmistir (Junttilia ve
ark. 2008). Ayrica Ras/Raf/MEK/ERK yolagi da onkogenezde 6nemlidir ve bu
yolagin asir1 aktivasyonu insan kanserlerinde siklikla goriilmektedir (Roux ve
Blenis 2004; Ozaki ve ark. 2006). Bu nedenle genel olarak ERK yolagiin
baskilanmasi kanser tedavisinde oldukga ilgi ¢eken bir konudur ve karvakroliin bu
etkisi bu konuda Gmit verici bir bulgudur.

Ifadesi azalan MAPK’lardan olan MAP2K5 (MEK5) geninin kodladig
protein, ERKS5 yolaginin bir bilesenidir. MAP3K3 (MEKK3) tarafindan aktive
edilebildigi gibi tipik olmayan protein kinaz C izoformlariyla da (aPKC) aktive
edilir. MEKS5, ERK5 (MAPK?7) ile etkilesime girer ve onu aktive eder. Biiylime
faktor uyarimli hiicre ¢ogalmasi ve kas hiicre farklilagmasini kapsayan sinyal
selalesi bu kinaz tarafindan denetlenir (Gen ID: 5607). ERKS yolagiyla ilgili olan
genlerden olan MAP2K5 geninin ifadesi yaklasik 2 kat azalmig fakat MAPKY
(ERKS5) geninin ifadesinde bir degisiklik olmamistir. Dolayisiyla ERKS yolagiyla
ilgili bir degisiklik ger¢ceklesmemis oldugu soylenebilir.

4.3.1.2. JNK yolag:

Karvakrol U-2 OS hiicrelerinde JNK yolag: ile ilgili olan 13 adet genin
(MAP3K3, MAP3K4, MAP2K4, JNK1 (MAPKS), JNK2 (MAPK9), JNK3
(MAPK10), p53, SMAD4, SFN (14-3-3), CHUK (IKKa), MAP4K1 (HPK1),
MAPKS8IP2 (JIP1) ve CDC42) ifadesinin azalmasina neden olmustur. Bu
genlerden 2 tanesinin (MAP2K4 ve MAPKS8IP2) ifadesinin 2 kat ve Gzeri olmak
Uzere 6nemli derecede azalmasina neden oldugu belirlenmistir. Ayrica bir 6nceki
boliimde belirtildigi gibi ERK1/2 yolagi ile de ilgili olan ELK-1, MAPKAPK-3 ve
MYC (c-myc) genlerinin ifadeleri de etkilenmistir. JNK yolag:i ile ilgili
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ifadelerinde degisiklik saptanan bu genlerin kodladigi proteinler yolaktaki
islevlerine gore Sekil 4.2°de sematize edilmistir.

Cesitli uyaranlara cevap olarak MAP3KI1-4 yolagimin aktivasyonu
MAP2K4’( aktive eder ve onlar da JNK’larin (JNKI, JNK2 ve JNK3)
aktivasyonuna neden olur. Aktif INK’larda c-myc, p53, Elk-1 ve SMAD4 gibi
diger transkripsiyon faktorlerini aktive edebilirler (Brozovic ve Osmak 2007;
Junttila ve ark. 2008; Plotnikov ve ark. 2011).

SMAD4 geni TGFp sinyaliyle aktiflesen ve hiicre ¢ogalmasini engelleyen
bir transkripsiyon faktoriinii kodlar. Ayni zamanda SMAD proteinleri post-
translasyonel modifikasyonlar1 kontrol etmede rol alirlar (Gene ID: 4089). TGFf
sinyal yolagi hem normal hem de tiimor hiicrelerinde biiylime baskilama sistemi
olarak calisir ve eksikligi, biiyiime baskilanmasina diren¢ olusumuyla ve
kontrolsiiz ¢ogalmayla sonuclanir. SMAD4 inaktivasyonunun kanserle iliskili
oldugu bilinmektedir (Cooper ve Hausman 2006; He ve ark. 2011; Handra-Luca
ve ark. 2011). Pankreas ve kolon Kkanserlerinin %50’sinde SMAD4 gen

inaktivasyonu bulunmustur (Wang ve ark. 2011).

Sekil 4.2. Karvakrol ile muamele edilen U-2 OS hiicrelerinde JNK yolagiyla ilgili olan ifadesi

baskilanan genlerin kodladig: proteinlerin model aktivasyon semasi
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SEN (14-3-3) geni scaffold islevi olan bir protein kodlar. Bad gibi pro-
apoptotik proteinleri tutarak anti-apoptotik islev gosterir. 14-3-3’Gn Bad’a
gosterdigi etkinin benzerini MAP3K1’e gosterdigi, bu nedenle MAP3K1-3’lerin
negatif regiilatorii olabilecegi ileri siiriilmektedir (Fanger ve ark. 1998; Xing ve
ark. 2000; Sun ve ark. 2011).

CHUK (IKKa) geni farkli kanser hiicrelerinde invazyon ve metastaz gibi
farkli kosullarda ¢oklu rol oynar. Prostat kanser hiicrelerinde IKKa’ nin
baskilanmasinin gd¢, invazyon ve hiicre baglant1 yeteneklerini azalttigi (Mahato
ve Cheng 2011) ve IKKa'nin MAP3KI1 tarafindan fosforilizasyonla uyarildigi
ileri siirtilmiistiir (Lee ve ark. 1998).

MAP4K1 (HPK1) geni tarafindan kodlanan protein JNK yolaginin islevsel
bir aktivatorudur. HPK1 MAP3K1’i aktive ederek JNK yolaginda islev gortr (Hu
ve ark. 1996; Wang ve ark. 1997; Zhou ve ark. 2004)

MAPKS8IP2 (JIP1) geni MAP2K7 ve JNK1 ile etkilesen ve onlarin
aktivasyonunu kontrol eden bir scaffold protein kodlar (Gen ID: 23542,
Whitmarsh ve ark. 2001).

Rho ailesinin bir tyesi olan CDC42 geninin kodladigi protein hiicre
morfolojisi, gocii, endositozu ve hiicre dongiisii ilerleyisi gibi farkli hiicresel
sinyal yolaklar1 kontrol eder. CDC42 geninin asir1 aktivasyonu tiimoregenez dahil
olmak tizere kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve noraldejeneratif hastaliklar
gibi c¢esitli patogenezler ile sonuglanir. IL1 ve TNFa‘ya yanmitta CDCA42
aktivasyonu, MAP3K4’i reglile ederek JNK yolagmin aktivasyonuna yol agar
(Gen ID: 998, Hagemann ve Blank 2001; Sinha ve Yang 2008).

Ifadeleri azalmis olarak bulunan 14-3-3 ve CHUK genlerinin kodladig
proteinlerin aktivasyonunun MAP3KI1 ile iligkili oldugu ileri stirtilmektedir
(Fanger ve ark. 1998; Lee ve ark. 1998; Xing ve ark. 2000; Sun ve ark. 2011).
Ancak burada 14-3-3 ve CHUK genlerinin ifadelerinin azalmasina karsin
MAP3K1 geninin ifadesinde bir degisiklik gézlenememesi, MAP3K1 yolaginin
aktive olmadigim1  ve pro-apoptotik etkinin meydana geldigi seklinde
yorumlanabilir. Bu durum, baska bir bakis agisi olarak 14-3-3 ve CHUK
proteinlerinin U-2 OS hucrelerinde ifadesi azalmis olan MAP3K3/4 genlerinin

proteinleri ile etkilesimle calistigi seklinde de agiklanabilir. Kanser hiicrelerinin
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invazyon ve metastaziyla ilgili olan CHUK gen ifadesinin karvakrol muamelesi
sonucu azalmasi, insan osteosarkoma hiicresi olan U-2 OS hiicrelerinin invazyon
ve metastaz yeteneginin azalmasiyla da iliskilendirilebilir. JNK yolaginin yukari
regulator proteinlerini kodlayan CDC42, 14-3-3, HPK1 ve MAP3K4 genlerinin
diisiik seviyedeki ifadelerinin, asagi regiilatdrlerinden olan JNK1/2/3, JIP1 ve
diger niiklear proteinlerini kodlayan genlerin aktivasyonuna ya da genlerin bir
sekilde baskilanmasina neden olabilecegi ileri siiriilebilir. Normal olarak SMAD4
gen ifadesindeki azalmanin hiicre ¢ogalmasina neden olmasi beklenirken, burada
U-2 OS hiicrelerinde ¢ogalmanin baskilanmast TGFB bagimsiz olabilir. Diger
yandan yolakla iligkili diger birgok genin baskilanmast SMAD4’iin etkisini
baskilamis olabilir.

Biitiin bu sonuglar 1s18inda karvakrol ile muamele sonucunda U-2 OS
hlcrelerinde JNK yolaginin baskilandigi goriilmektedir. Cesitli ¢calismalarla JNK
yolaginin ya hiicre 6liimiinde ya da ¢cogalmasinda etkili oldugu gosterilmistir (El-
Haibi ve ark. 2011). Kolon kanserinde asir1t JNK ifadesi belirlenmis ve JNK’nin
baskilanmasi yoluyla rapamisin uyarimli hiicre g¢ogalmasinin azaldig1 rapor
edilmistir (Wang ve ark. 2000; Benoit ve ark. 2011). JNK baskilanmasinin, G2/M
hiicre dongiisiiniin baskilanmasina bagli olarak T hiicreleri, KB-3 epidermoid
kanser hiicreleri, HepG2 karaciger kanser hiicreleri, Chang kanser hiicreleri, HT29
adenokarsinoma, Jurkat ve melanoma gibi farkli hiicre tiplerinin biiylimesini
baskiladig1 gosterilmistir (El-Haibi ve ark. 2011). JNK’nin tiimoregeneze ve
prostat kanser gelisimine aracilik yaptig: ileri siiriilmistiir (Yang ve ark. 2003).
Yapilan tim bu calismalarda JNK’nin bazi normal ve kanserli hiicrelerin
cogalmasinda islevi oldugu ileri siiriilmistiir. U-2 OS hiicrelerinin ¢ogalmasinda
JNK’nin rolii olabilecegi ve karvakroliin bu hiicrelerde JNK yolagini

baskilayabilecegi diisiiniilmektedir.

4.3.1.3. p38 yolag

Karvakrol U-2 OS hiicrelerinde p38 yolag: ile ilgili olan 8 adet genin

(DLK, MAP2K3, MAP2K6, p38a (MAPK14), p38 (MAPK11), p38y (MAPK12),

MAX ve COL1A1) ifadesinin azalmasina neden olmustur. Ayrica karvakroliin bu
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genlerden 4 tanesinin (MAP2K3, MAP2K5, MAPK12 ve MAX) ifadesini 2 kat ve
Uzeri azalttigr belirlenmistir. Bunlarin yani sira daha 6nce ERK1/2 ve JNK
boliimlerinde de bahsedilen ve ifadesi azalmis olan Elk-1, MNK1, p53 ve
MAPKAPK-3 genlerinin ve ifadesi artmis olan CREB1 geninin de p38 yolaginda
rolleri bulunmaktadir. p38 yolag: ile ilgili ifadelerinde degisiklik saptanan bu
genlerin kodladigi proteinler yolaktaki islevlerine gore Sekil 4.3’de sematize
edilmistir.

DLK geni kodladigi MAP3K, MAP2K3 ve 6’y1 aktive eder ve onlar da
p38a (MAPKI14), p383 (MAPKI11) ve p38y (MAPKI12) proteinlerinin
fosforilasyonlarina neden olurlar. Aktif p38 MAPK’larin da p53, MAX ve Elk-1
transkripsiyon faktorlerini  aktive edebildikleri bilinmektedir. MNK1 ve
MAPKAPK-3 gibi diger bazi kinazlar da p38’in aktive ettigi subsratlar
arasindadir (Zhao ve ark. 1999; Keren ve ark. 2006; Cuenda ve Rousseau 2007;
Brozovic ve Osmak 2007; Junttila ve ark. 2008).

PG

Sekil 4.3. Karvakrol ile muamele edilen U-2 OS hiicrelerinde p38 yolagiyla ilgili olan ifadesi

baskilanan genlerin kodladig1 proteinlerin model aktivasyon semast
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MAX geni homodimer ya da Myc-Mad proteinleri ile heterodimer
olusturan bir transkripsiyon faktdr kodlar (Lischer 2001). Myc-Max-Mad
heterodimeri ise farkli hedef genlerin E-kutu DNA elementine baglanarak
transkripsiyonunu diizenler ve hiicre dongiisii, cogalma ve farklilasmayi i¢ine alan
degisik hiicre davranislarini etkiler (Zada ve ark. 2006).

COL1A1 geni kemik, kornea, deri ve tendonda bol miktarda bulunan ve
fibril olusturan tip 1 kolajen pro-alfa zinciri kodlar (Gen 1D:1277). COL1A1l gen
ifadesinin TGF-PB2 tarafindan aktive edildigi ve bu aktivasyonun kimyasal aracili
p38 MAPK baskilanmasiyla engellendigi gosterilmistir (Kimoto ve ark. 2004).

CREB1, Elk-1, MNK1 ve MAPKAPKS genlerinin kodladig: proteinlerin de
p38, ERKI1/2 ve/veya JNK yolaklarinda aktive olabildikleri bilinmektedir.
Ozellikle MNKZ1’in sinyal icerigine bagli olarak p38 MAPK araciligiyla giiclii bir
sekilde aktive edildigi gosterilmistir (Ueda ve ark. 2004; Worch ve ark. 2004;
Keren ve ark. 2008).

p38 yolaginin aktivasyonu bazi durumlarda apoptoz i¢in gerekli oldugu
halde bazi durumlarda hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in gerekli olabilmektedir. p38
MAPK’larin  baskilanmasimin kanser hiicrelerinde ¢ogalmayr engelledigini
gdsteren ¢esitli calismalar bulunmaktadir (Junttila ve ark. 2008). Ornegin; insan
solunum yolu diiz kas hiicreleri (ASM), pankreatik B hiicreleri (MIN6 ), kiiguk
hlcreli olmayan insan akciger kanser tiimorlerinde, mirin mikroglial hicresi (BV-
2) ve bas ve boyun skuam6z kanser hiicreleri (HNSCC) gibi farkl: hiicre tiplerinde
p38 yolag: aktivasyonunun gerekli oldugu ileri siiriilmiistiir (Burns ve ark. 2000;
Greenberg ve ark. 2002; Fernandes ve ark. 2004; Junttila ve ark. 2007; Svensson
ve ark. 2011). HNSCC ve transform squamoz epitelyum hiicrelerinde invazyon ve
cogalmay1 tesvik ettigi ve bu nedenle p38 MAPK’larin izoforma 6zgi
baskilanmasimin kanser terapisi i¢in bir uygulama olabilecegi bildirilmistir
(Johansson ve ark. 2000; Junttila ve ark. 2007).

Tiim bu bilgiler baz1 normal ve kanser hiicrelerinin canlilig1 ve ¢ogalmasi
icin p38 yolagimin aktivasyonu gerekli oldugunu gostermektedir. U-2 OS
hiicrelerinin de canlilifi ve cogalmasi i¢in p38 aktivasyonu gerekli olabilir.
Dolayisiyla karvakrol ile muamele edilen U-2 OS hicrelerinde ERK1/2 ve JNK

yolaginin baskilanmasi gibi p38 yolaginin baskilanmasi da hiicre canliliginin ve
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cogalmasiin baskilanmasi seklinde yorumlanabilir. COL1Al geninin kodladigi
proteininin kemikte bol miktarda bulunmasindan dolayi, bu genin bir
osteosarkoma hticresi olan U-2 OS hiicrelerinde ifade edilmesi beklenebilecek bir
durumdur. COL1Al genin ifadesi p38 yolagina bagl oldugundan, karvakroliin
etkisiyle p38 yolaginin baskilanmasi COL1Al geninin ifadesinin azalmasina yol
acmustir diyebiliriz.

Karvakrolin U-2 OS hiicrelerinde apoptoza yol agtigi AO/EB boyama
yontemiyle belirlenmistir. Ancak RT-PCR? plaka sonuglarina gére p53 geninin
ifadesi azalmistir. p53, JNK ve p38 yolagiin hedef transkripsiyon faktorlerinden
biridir ve DNA hasarli hiicrelerin ¢ogalmasini baskilayarak, apoptotik siireci
uyarmak icin Bax gibi genlerin transkripsiyonunu aktive eder (Junttila ve ark.
2008). Yapilan bir ¢alismada, H322 hiicrelerinde genistein-uyarimli apoptozda
p53 geninin ifadesinde bir degisiklik olmadigi bulunmus ve p53 bagimsiz bir
yolak ile apoptozun oldugu one siiriilmiistiir (Sarkar ve Li 2004). p53 gen
ifadesinde bir artisin olmamasi nedeniyle karvakrolin U-2 OS hicrelerinde p53
bagimsiz yolak araciligiyla apoptoza neden oldugu sdylenebilir. Ancak daha net
bir sonu¢ icin AO/EB yontemine ek baska apoptoz belirleme yoOntemleri
uygulanabilir.

MYC (c-myc) geninin kodladigi ¢ok islevli niiklear fosfoproteinin,
hiicrelerin hiicre dongiisiine girmesinde ve ¢ikmasinda, pek cok hiicre tipinde
terminal farklilasmasii engellemesinde rolii oldugu bilinmektedir. Osteosarkoma
dahil ¢esitli tiimoregeneze dahil edilmislerdir. MYC proteini ERK1/2 ve JNK
yolaginin aktive ettigi transkripsiyon faktorleri arasinda bulunmaktadir (Gen ID:
4609; Lischer 2001; Hurlin ve Huang 2006; Junttila ve ark. 2008; Broadhead ve
ark. 2011). Burada, karvakrol U-2 OS hicrelerinde MYC geninin ifadesini
artmistir. ERK1/2 ve JNK yolagi baskilandigindan dolay1 MYC geninin ifadesinin
artmasinin, ERK1/2 ve JNK yolagiyla ilgili olmadig1 anlasilmaktadir. MYC’in
transkripsiyon alt regilatér fonksiyonunu gorebilmesi icin MAX ile heterodimer
olusturmasi gereklidir. MAX geninin ifadesinin azalmasinin MYC’in MAX ile
heterodimer olusturmasma engel olusturdugu ve dolayisiyla MAX geninin

ifadesinin azalmasinin, MYC geninin transkripsiyonel fonksiyonunu engelledigi
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sOylenebilir. Osteosarkoma patogenezine dahil edilen MYC geninin ifadesinin
artmasinin U-2 OS hiicreleriyle ilgili oldugu da diisiintilebilir.

Uc¢ MAPK vyolag (ERK1/2, JNK ve p38) tarafindan da aktive edilebilen
MAPKAPK-3 ve ELK-1 genlerinin ve ERK ve/veya p38 MAPK yolaklariyla
aktive edilebilen MNK1 geninin ifadesinin azalmasinin ERK1/2, JNK ve p38
yolaklarinin baskilanmasindan kaynaklandigi sdylenebilir. Hiicre ¢ogalmasiyla
iliskili olan bu genlerin ifadesinin azalmasinin da hiicre c¢ogalmasinin
baskilanmasiyla iligkili oldugu seklinde bir degerlendirme yapmak miimkiindiir.

Karvakrolin MAPK yolagma etkisini inceleyen ikinci bir calismada
karvakrolin HepG2 hiicrelerinde ERK1/2 yolaginin aktivasyonunu azalttigi,
bizim elde ettigimiz sonuglardan farkli olarak JNK yolaginda bir degisiklige yol
acmadigl ve p38 yolagim ise aktive ettigi ve bundan dolay1 karvakroliin hiicre
cogalmasini baskiladigi ve apoptozu uyardigi ileri siiriilmiistiir (Yin ve ark. 2011).
Bu caligmada, bizim c¢aligmamizdan farkli olarak p38 yolagimin apoptozu
uyarmasinin, hiicre hatlarindaki farkliliktan kaynaklandigi diisiiniilebilir. Daha
onceki boliimlerde bahsedildigi gibi bazi hiicre tiplerinde p38 MAPK yolagi
apoptozu uyarabildigi gibi, bazilarinda hiicre c¢ogalmasini tesvik etmektedir
(Junttila ve ark. 2008). Bunun yaninda her iki ¢aligmada da ERK1/2 MAPK
yolaginin baskilandigi ve bu nedenle karvakroliin bu hiicrelerde hiicre canlilig1 ve

cogalmasini baskiladig1 sonucuna ulasilmasi birbirini destekleyici bir bulgudur.

4.3.1.4. Hiicre dongiisii yolag:

Karvakrol ile muamele edilen U-2 OS’larda, hlicre dongistnde gorev alan
siklinleri kodlayan CCNA1 (siklin A1), CCNB1 (siklin B1), CCNB2 (siklin B2),
CCND1 (siklin D1), CCND2 (siklin D2) ve CCND3 (siklin D3) genlerinin,
CDKUleri kodlayan CDKN1B, CDKN1C, CDKN2B, CDKN2C ve CDKN2D
genlerinin ve RB1 ile E2F1 genlerinin ifadesi azalmistir. Ayrica bu genlerden 2
tanesinin (CCNA1 ve CDKN2C) ifadesinin 2 kat ve (zeri olmak Uzere énemli
derecede azalttigi belirlenmistir. Hiicre dongiisii yolagi ile ilgili ifadelerinde
degisiklik saptanan bu genlerin kodladigi proteinler yolaktaki islevlerine gore
Sekil 4.4’de sematize edilmistir.
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Siklin Al proteini hem CDK2 ve hem de CDC2 kinazlara baglanir ve
mayoz ve embriyogenezde rol oynar. Bu siklinin Rb ailesi, E2F-1 ve p21 protein
aileleri gibi 6nemli hiicre dongiisii regiilatorlerine baglandigi bulunmustur.
Yiiksek seviyedeki siklin Al, birka¢ l6semi hiicre hattinda ve miyeloid
hematolojik maligniteli hastalarda belirlenmistir (Gen ID: 8900; Holm ve ark.
2006; Cabadak 2008).

Siklin B1 mitoz regulatori bir protein kodlar. Bu protein CDC2 ile
kompleks olusturarak MPF’ii (Mitozu baslatici faktér) meydana getirir. Siklin B1
geninin iki alternatif transkripti bulunur. Bunlardan biri devaml ifade edilirken
bir digeri G2/M faz1 boyunca predominant olarak ifade edilir ve hlicre dongusunu

kontrol eder.

R noktasi

\

Sekil 4.4. Karvakrol ile muamele edilen U-2 OS hiicrelerinde hiicre dongiisii yolagiyla ilgili olan

ifadesi baskilanan genlerin kodladig: proteinlerin model aktivasyon semasi

Siklin B2 siklin ailesinin 6zel B-tipi Uyesi olup golgi bélgesiyle iliskilidir.
SiklinB2/CDC2 kompleksini olusturarak TGFp aracili hiicre dongiisii kontroliinde
anahtar rol oynayabilir (Gen 1D: 9133).
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Siklin D1 proteini CDK4 veya CDK6’nin regiilator alt iinitesi olarak islev
goriir. Rb proteini ile etkilesimi oldugu ve bu genin ifadesinin Rb tarafindan
pozitif olarak kontrol edildigi gosterilmistir (Gen ID: 595). D tipi siklinler,
blylme faktorleri veya mitojenlere yanit olarak ifade edilen baslama siklinleri
olarak bilinirler (Engin ve Ozyardime1 2011).

Siklin D2 ve siklin D3 proteinleri G1/S gegisi i¢in gerekli olan CDK4 veya
CDK6’nin regiilator alt iinitesi olarak islev goriirler. Bu proteinlerin Rb’nin
fosforilizasyonuna dahil oldugu gésterilmistir (Gen ID: 894; Gen ID: 896).

Siklin bagimli kinaz inhibitorlerinden (CDKI) Ink ailesinde bulunan p15
(CDKN2B), p18 (CDKN2C) ve p19 (CDKN2D) proteinleri G1 fazindaki CDK4
ve CDK6’y1 baglayarak siklin-CDK kompleks olusumunu baskilar. Bu CDKI’lar
G1 ilerleyisini kontrol eden hiicre biiyiime regiilatorii olarak islev goriirler (Gen
ID: 1030; Gen ID: 1031; Gen ID: 1032; Cabadak 2008).

CDKTU’lerinin Cip/Kip ailesinde ise p27 (CDKN1B) ve p57 (CDKN1C)
bulunmaktadir. p27 proteini siklin E-CDK2 veya siklin D-CDK4 komplekslerinin
aktivasyonunu engelleyerek G1’in devamliligini1 kontrol eder. p57 ise gesitli G1
siklin/CDK komplekslerinin gii¢lii baskilayicisi ve hiicre ¢ogalmasinin negatif
regulatorudir (Gen ID: 1027; Gen ID: 1028; Cabadak 2008).

Daha once belirtildigi gibi karvakrol U-2 OS hiicrelerinde ERK1/2, JNK
ve p38 MAPK yolaklarini baskilamistir. Bu sebeple hiicre cogalmasini engellemis
olabilir. Hiicre ¢ogalmasinin baskilanmasi sonucunda, hiicre dongiisii ilerleyisi
icin gerekli olan siklinlerin ifadesinin azalmasi beklenen bir durumdur. Siklinlerin
yaninda, bazi CDKI (siklin bagimli kinaz inhibitdr) genlerinin de ifadesi
azalmistir. CDKI’ler de, siklin, CDK ve siklin-CDK komplekslerine baglanarak
hiicre dongiisiinii  diizenlerler. Siklinlerin ifadesinin azalmasi, siklin-CDK
kompleks olusumunun azalmasina ve bundan dolayi siklinleri, CDK’lar1 ve Siklin-
CDK komplekslerini baskilayan siklin bagimli kinaz inhibitorlerinin de ifadesinin
azalmasina yol agmis olabilecegi ileri siirtilebilir.

RBL1’in aktif hipofosforile formu E2F1 transkripsiyon faktoriinii baskilar
(Gen ID: 5925). E2F1’in tiyesi oldugu E2F ailesi hicre dongusunun ve timor
baskilayic1 proteinlerin kontroliinde rol oynar (Gen ID: 1869). Karvakrol

muamelesi ile U-2 OS hucrelerinde E2F1 ve RB1 genlerinin ifadesinin azalmasi
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hiicre ¢cogalmasinin baskilanmasiyla iliskilendirilebilir. Burada E2F1’in azalmasi
hiicre dongiisii ilerleyigini durdurmak i¢in ona baglanan Rb’nin azalmasina yol

a¢gmis olabilir.

4.3.2. Sisplatinin U-2 OS hiicresi MAPK sinyal yolagiyla ilgili genlerin
ifadesine etkisi

Karvakroliin etkisini karsilastirmak amaciyla, pozitif kontrol olarak secilen
sisplatinin U-2 OS hiicrelerinde ayn1 genlerin ifadesi lizerine etkisi arastirilmis ve
CCNAL (Siklin A1), CREBBP, HSPA5, MAP2K5, MAP2K6, MKNK1 ve MOS
genlerinin ifadelerinin etkilendigi bulunmustur. Bu genlerden HSPAS ve MEF2C
genlerinin yaklasik 2 kat, MAP2K6 geninin ifadesinin ise yaklasik 5 kat olmak
tizere onemli derecede azaldigi belirlenmistir. CCNAL’in ifadesinin karvakrol ile
muamele sonucunda azaldig1 gozlenirken, sisplatin ile muamele sonucunda arttig1
bulunmustur. Ayrica MAP2K5, MAP2K6, MOS ve MKNK1 genlerinin hem
sisplatin hem de karvakrol ile muamele sonucunda ifadelerinin benzer sekilde
azaldig1 belirlenmistir.

Burada daha onceki boliimlerde ifadesinde degisiklik olmayan ii¢ gen igin
kisa agiklama yapilacaktir. Bunlardan CREBBP geni yaygin olarak ifade edilir ve
kodladig1 protein c-fos, c-jun ve c-myc gibi pek ¢ok transkripsiyon faktérlerinin
ko-aktivatorii olarak islev goriir. CREBBP proteini intrinsik histon asetil
transferaz aktivitesine sahip olup protein etkilesimlerini stabile etmek igin
scaffold gibi etki eder (Gen ID: 1387; Kumar ve ark. 2011).

HSPA5 (GRP78) geni ise bir saperon protein kodlar. Hemen hemen tiim
hicrelerin endoplazmik retikulumunda bulunur ve protein katlanmasina ve
toplanmasina dahil olurlar. GRP78’in ifadesinin farkli stres kosullar1 ve ajanlar
tarafindan onemli derecede arttig1 ve tiimor ¢ogalmasinda, tiimor anjiogenezinde
ve antitimor direncinde 6nemli rollerinin oldugu belirlenmistir (Gen 1D:3309;
Xing ve ark. 2011).

MEF2C geni de memeli gelisimi boyunca, pek ¢ok hiicre tipinin gelisimi
ve farklilasmasinda anahtar rol oynayan bir transkripsiyon faktorii kodlar (Gen
ID: 4208; Han ve Molkentin 2000; De Val ve ark. 2004; Brozovic ve Osmak
2007; Junttila ve ark. 2008).
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Sisplatin muamelesinin U-2 OS hucrelerinde siklin A1 geninin ifadesini
artirmasi oldukga ilgingtir ve beklenilen bir durum degildir. Ancak siklin Al geni
aktive olmus fakat protein olarak {iretilmemis olabilir ya da iiretilmisse bile
birlikte aktivite gosterecek proteinler olmadigindan hiicre ¢ogalmasinda etkisiz
olabilir. Hiicre ¢ogalmasindaki rollerinden dolayt CREBBP, HSPA5, MAP2KS5,
MEF2C, MNK1 ve MOS genlerinin ifadelerindeki azalma hiicre ¢ogalmasinin
baskilanmasiyla iligkili olabilir. Ancak ERKS5 yolagimin diger MAPK
bilesenlerinin ifadesinde bir degisiklik olmamasindan dolayi, MAP2K5 geninin
ifadesindeki azalmanin bu yolak ile baglantis1 olmayabilir. Diger yandan
MAP2K6 geninin ifadesinin azalmasi p38 MAPK’larin baskilanmasiyla ilgili
olabilir. Gatti ve arkadaslar1 (2002) sisplatinin U-2 OS hiicrelerinde p53 ifadesini
uyararak apoptoza yol actifimi ileri stirmiislerdir. Ancak bizim ¢alismamizda
farkli olarak, sisplatin p53’iin ifadesinde bir degisiklige yol agmadig1 goriilmiistiir.
Dolayisiyla U-2 OS hticrelerinde sisplatin uyarimli apoptozun p53 bagimli yolak
araciligiyla gergceklesmedigi soylenebilir.

Sonug olarak sisplatinin, hiicre ¢ogalmasiyla iligkili olan CCNA1 (Siklin
Al) geninin ifadesinin artmasina, CREBBP, HSPA5, MNK1, MOS, MEF2C,
MAP2KS ve MAP2K6 genlerinin ifadesinin azalmasina yol actigi, buna ragmen
hiicre canliligi ve c¢ogalmasini denetleyen MAPK yolaklarinda bir degisiklik
olusturmadig goriilmektedir. Ayrica hiicre dongiisiiniin ilerleyisinde rol oynayan
siklin A1 disinda, siklin ve siklin bagimli kinaz inhibitor genlerinden higbirinin

ifadesinde bir degisiklik olusturmamustir.

4.4. Sonug

Karvakrolin F2408, 5RP7 ve U-2 OS hiicrelerinde sitotoksik ve apoptotik
etkiler gosterdigi MTT ve NR sitotoksisite testleriyle ve AO/EB ¢ift boyama
yontemiyle belirlenmistir. Ayrica insan MAPK ve apoptoz yolag: ile ilgili 88
farkli genin yer aldigi RT?-PCR plakalar ile karvakroliin ve sisplatinin U-2 OS
hlcrelerindeki etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore karvakroliin
MAPK sinyal yolagiyla ilgili 56 genin ifadesini azalttig1 ve 2 adet genin ifadesini

ise arttirdigr bulunmustur. Ayrica karvakroliin bu genlerden 13 tanesinin ifadesini
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2 kat ve Uzeri olmak Gzere 6nemli derecede degistirdigi belirlenmistir. Yapilan
analizler 1518inda karvakroliin U-2 OS hucrelerindeki ERK1/2, JNK, p38 MAPK
ve hiicre donglisii yolaklarin1 baskiladigi sonucuna ulasilmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda karvakroliin U-2 OS osteosarkoma hicrelerinde gii¢lii bir canlilik
ve ¢ogalma baskilayict ajan olarak aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Bu
nedenle karvakrol en azindan osteosarkoma olmak {iizere cesitli kanserlerde
terapotik potansiyele sahip olabilir.

Ayrica pozitif kontrol olarak sisplatinin hiicre ¢ogalmasiyla ilgili bazi
genleri baskilamasi, buna ragmen MAPK yolaklarinda bir degisiklige yol
agmamasi, sisplatinin U-2 OS hicrelerinde karvakrole pozitif kontrol olabilecek
etkiyi gostermedigini ve karvakroliin sisplatinden daha etkili bir hiicre ¢ogalma

baskilayicisi oldugunu gostermektedir.
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