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PRO-APOPTOTIK VE ANTIi-APOPTOTIK PROTEINLERIN EGCG iLE TETIKLENEN
APOPTOZ MEKANIZMASINDAKI ROLLERININ HCT-116 KOLON KANSER HUCRELERINDE
iINCELENMESI

Aysenur Cataler Karakus, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, 35340, Inciralt1, Izmir

OZET

Yesil cay ekstrakti olan EGCG kolay elde edilebilen, ucuz ve toksik olmayan katekin
tirevi bir polifenol bilesigidir. Cesitli kanser hiicrelerinde programli hiicre Sliimiinii
tetikleyebildiginden kemoterapétik ajan olarak kullanimi yogun olarak arastirilmaktadir.
Buna ragmen EGCG’nin etkisi hiicre tipine gore degiskenlik gostermektedir ve apoptoz
mekanizmas: tam olarak aydmlatilamamistir. Ozellikle kolon karsinoma iizerinde
gerceklestirilen calismalar oldukga kisithidir ve heniiz EGCG’nin kolon kanserinde pro- ve
anti-apoptotik genlerin ekspresyon profiline etkisini gosteren bir ¢alisma mevcut degildir. Bu
bilgiler 1s18inda bu calismada, kolon karsinoma hiicrelerinde apoptozu tetikleyen dozda
EGCG’nin pro- ve anti-apoptotik genlerin ekspresyonlarina etkisi, artis gosteren ve apoptotik
stirecte 6nemli rol oynayan proteinlerin mRNA diizeyinde susturulmasi ile bu proteinlerin
apoptotik siire¢ agisindan Ooneminin incelenmesi amaglanmistir. Bunun yanisira EGCG’nin
prooksidan ozelligi ile hiicrede olusturdugu oksidatif etkinin hiicre i¢i reaktif oksijen

diizeyinin 6l¢iilmesi ile incelenmesi amaglanmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda caligsmada HCT-116""""* ve HCT116**" insan kolorektal
timor hiicre hatlar1 kullanildi. EGCG’nin hiicre canlilig1 iizerine etkisi MTT yontemi ile,
hiicre 6liim tipi ve yiizdesi akis sitometrik analiz ile belirlendi. Intrensek ve ekstrinsik
apoptotik yolakta gorevli kazpazlarin protein ekspresyon degisimleri western-blot analizi ile
incelendi. EGCG’nin pro- ve anti-apoptotik gen ekspresyon diizeylerine etkisi Real-Time
PZR yontemi ile belirlendi. Intrensek ve ekstrinsik apoptoz yolaklarinin baslatic1 kaspazlari
olan kaspaz-8 ve kaspaz-9 genleri susturulmak tizere secildi ve EGCG’nin etkinliginde
kaspaz-8 ve -9’un Onemi incelendi. EGCG’nin hiicrede olusturdugu oksidatif etki olusan

reaktif oksijen tiirevlerinin akis sitometrik analizi ile saptandi.



Elde edilen gen ve protein ekspresyon analiz verileri degerlendirildiginde EGCG’nin
apoptotik etkisini agirlikli olarak kaspaz 8 enzim aracili ekstrinsik yolak ile gosterdigi ancak
kaspaz 9 enzim aracili intrinsik yolagin dolayli olarak apoptotik etkiyi giiglendirdigi ve etkide

EGCG’nin olusturdugu hiicre i¢i ROT larin da etkin oldugu 6ngoriilmektedir.

Anahtar Sozciikler: EGCG, Kolon kanseri, Intrinsik apoptoz, Ekstrinsik apoptoz



INVESTIGATION OF PRO-APOPTOTIC AND ANTI-APOPTOTIC PROTEINS
IN THE APOPTOTIC MECHANISM TRIGGERED BY EGCG IN HCT-116 COLON
CANCER CELLS

Aysenur Cataler, Dokuz Eyliil University, Institute of Health Sciences, Department of
Medical Biochemistry, 35340, Inciralti, Izmir

ABSTRACT

EGCQG, a catechin derivative polyphenol, exist in green tea, is easy-to-handle and non-
toxic. Its potential chemoteraputic usage is studied recently because it is ability to trigger
programmed-cell death. However, its effect may change according to cell type and apoptotic
mechanism has not been explained yet. Especially, the sudies on colon carcinoma are limited
and any study about the effect of EGCG on pro-and apoptotic gene expression profile does
not exist yet. According to this information, in this study, it is aimed to reveal the effects of
apoptosis-triggering dose of EGCG on pro-and apoptotic gene expression and to investigate
the importance of overexpressed apoptotic proteins by gene-silencing. Beside of this,
oxidative influence of EGCG, produced in a cell by its prooxidant property, was intended for

measurement with rective oxygen species.

On this aim, HCT- 1165+ ve HCT116™” human colorectal tumor cell lines were
used in the study. The effect of EGCG on cell viability is determined with MTT method, cell
death type is examined by flow cytometric analyses. The changes in protein expression levels
of caspases is determined by western-blotting method. The effect on pro-and apoptotic gene
expression is analysed by Real-Time PCR method. The initiator caspases of intrinsic and
extrinsic apoptosis pathways, caspase-8 and caspase-9 is selected for gene-silencing by
siRNA.Reactive oxygen species produced by oxidative effects of EGCG was determined by

flow cytometry.



According to obtained gene and protein expression data, it is claimed that the apoptotic
effect of EGCG occurs via caspase 8 enzyme-mediated extrinsic pathway, but caspase 9
enzyme-mediated intrinsic pathway enhances this effect indirectly and intracellular ROS

production by EGCG has also roles in the mechanism.

Key Words: EGCG, Colon cancer, Intrinsic apoptosis, Extrinsic apoptosis



1. GIRIS VE AMAC

Bat1 iilkelerinde en yiiksek {igiincii insidansa ve ikinci mortaliteye sahip kanser tiirii
kolon kanseridir. Asya lilkelerinde diisiik kolon kanseri insidansinin sebeplerinden birinin de
yesil cay tiikketimi oldugu diisiiniilmektedir. Yesil cayin kanser engelleyici etkisi son
zamanlarda yaygin olarak arastirilmaktadir. Yapilan ¢alismalar yesil cayda bulunan katekin
tiirevi polifenol bilesiklerinin hiicre proliferasyonunun durmasina ve hiicrede programli hiicre
Olimiinlin (apoptoz) tetiklenmesine sebep oldugunu goéstermektedir. Bu katekin tiirevleri
arasindan yesil ¢ayda en ¢ok bulunan epigallocatechin-3-gallate’in (EGCG) pek ¢ok kanser
hiicre hattinda apoptotik etki gosterdigi daha once yapilan calismalarla belirlenmistir. Buna
karsin, EGCG’nin kolon karsinoma hiicre hattindaki (HCT-116) apoptotik etkisini

arastirmaya yonelik ¢alismalarin sayisi oldukga kisithidir.

Apoptoz pek cok proteinin bir arada etkidigi son derece kontrollii bir hiicre 6liim
stirecidir. Apoptoz temelde 6lim reseptorleri araciligr ile kaspaz-8 aktivasyonu (ekstrinsik
yolak) veya mitokondri membranindan sitokrom-c’nin salinmasi ile kaspaz-9 aktivasyonu
(intrinsik yolak) sonucunda gergeklesebilmektedir. Coklu ekspresyon analizi ile EGCG’nin
apoptoz mekanizmasinda etkin olan genlerin belirlenmesine yonelik calismalarin sayisi
oldukca azdir. Daha 6nce yapmis oldugumuz calismalar sonucunda; 24 saatte 100uM
EGCG’nin HCT-116 kolon karsinoma hiicre hattinda apoptozu tetikledigini gdstermis
bulunmaktayiz (TUBITAK Proje No: SBAG-108S088). Bu arastirmada amacimiz:

*  EGCG soliisyonu ile 24 saat inkiibasyon siiresinde HCT 116 Bax +/+ ve Bax-/-
hiicrelerinde  tetiklenen apoptoz mekanizmasinda pro- ve anti-apoptotik gen
ekspresyonlarinin degisimini ve ekstrinsik/intrinsik apoptotik mekanizmada rol alan
kaspaz protein diizeylerinin degisimini belirlemek,

=  Artig gosteren genlerin protein ekspresyonunu mRNA diizeyinde susturarak
pro-apoptotik Bax proteini varlig1 ve yoklugunda bu proteinlerin ekstrinsik ve intrinsik
apoptoz mekanizmasi i¢in 6nemini ortaya koymak,

=  EGCG’nin hiicre i¢i ROT olusturma kapasitesini incelemektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Hiicre Yasam Dongiisii ve Kanser Olusumu

2.1.1. Hiicre Yasam Dongiisii

Hiicrenin yasam dongiisii, hiicrelerin birbirini takip eden boliinme (mitoz) ve
boliinmeye hazirlik (interfaz) siirecidir. Bu siire¢ Gy, S, G, ve M fazlarindan meydana
gelmektedir (1). Interfaz siirecinin ilk faz1 G. mitozun bitisi ile DNA sentezinin (S) baslangici
arasinda kalan siirece verilen isimdir. Bu faz DNA sentezine yani replikasyona hazirlik
fazidir. Hiicre bu fazda, replikasyon icin gerekli olan c¢esitli proteinlerin sentezini
gerceklestirir. S fazinda ise DNA replikasyonu gerceklesir ve kromozom sentezi bu fazda
tamamlanir hiicre diploid 6zellik kazanir. Sentez tamamlandiktan sonra hiicre G, fazinda
mitoza hazirhigr baslatir. Mitoz siirecinde gerekli olan mikrotiibiiller bu fazda sentezlenir.
Mitoz (M) fazinda ise niikleusun (karyokinez) ve sitoplazmanin (sitokinez) boliinmesi
gerceklesir. Kardes kromatidlerin birbirlerinden ayrilmast ve mikrotiibiiller araciligi ile
hiicrenin z1t kutuplarina taginmasi bu fazda gerceklesir. Bu faz sonucunda iki yeni kardes

hiicre meydana gelir (Sekil 1)(2).
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Sekil 1. Hiicre Yasam Donglisii ve Fazlar

(http://www.biology.arizona.edu/Cell_Bio/tutorials/cell_cycle/main.html)



2.1.2. Hiicre Yasam Dongiisii Kontrolii

Hiicrenin yasam dongiisii siklin ve siklin bagimli kinazlar adi verilen ¢esitli proteinler
aracilif1 ile kontrol edilir. Diizenleyici siklin proteinleri ve katalitik siklin bagimli kinaz
enzimleri heterodimer formunda aktivite gosterirler (3). Bu heterodimerin asil gorevi gesitli
hiicre i¢i proteinlerin forforillenmesi ile hiicre yasam dongiisiiniin devamliliginin saglamaktir.
Siklinlerin baskilanmasi hiicre yasam dongiisiiniin duraksamasina neden olur (4).

Hiicre yasam dongiisiiniin kontrol noktalar1 hiicrenin bir fazdan digerine ge¢isi i¢in
cesitli faktorlerin uygunlugunun kontrol edildigi noktalardir. Hiicrenin igerisinde bulundugu
fazin tamamlanip tamamlanmadigi ve bir sonraki faza gecis i¢in kosullarin uygun olup

olmadig1 bu kontrol noktalarinda kontrol edilir (5).
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Sekil 2. Hiicre yasam dongiisii kontroliinde rol oynayan proteinler (6).

G; fazindaki kontrol noktasi (restriksiyon noktasi) hiicrenin boliinmeye devam
edebilmek amaciyla S fazina gecip gegmeyecegine karar verdigi noktadir.Hiicre bu noktada
boliinmeye ya da yasam dongiisiinde duraksamaya karar verir. CDK4 (siklin bagiml kinaz 4)
ve siklin D proteinlerinin olusturdugu heterodimer, boliinmeye devam sinyalini uyarirken,
tiimdr baskilayict p16 ya da p21 proteinleri CDK4’ii inhibe ederek hiicresin S fazina gecisini
engeller ve bdylece hiicreler yasam dongilisiinlin G; fazinda duraksatilmis olur (Sekil 2) (6).
Ayrica hiicre bu noktada Gy dinlenme fazina gecisi de uyarabilir. Bu fazda hiicre yasam
dongiisiiniin disina ¢ikmistir ve tekrar dongiiye girene kadar boliinmez. Sinir hiicreleri ve kalp

kast hiicreleri gibi hiicreler normal kosullarda bu fazdadirlar ve boliinmedikleri i¢in hiicre
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yasamdongiisiine devam etmezler. Gy fazindaki karaciger ve bobrek parenkimal hiicreleri gibi
bazi hiicreler 6zel durumlarda normal yasam dongiisiine geri donebilirler (7).G, fazindaki
kontrol noktasinda ise hiicrenin mitoza geg¢is icin uygunlugu kontrol edilir. Eger hiicrenin
DNA’s1 hasarlanmis ise siklin bagimli kinazlar1 aktiflestiren mitoz baslatic1 faktor (Mitosis
Promoting Factor - MPF) inhibe edilir ve bdylece hiicre dongiisii G, fazinda duraksar (8).
Benzer sekilde p21 proteini de G; fazinda oldugu gibi G, fazinda da p53 iizerinden DNA
hasar1 ile uyarilarak siklin/CDK kompleksini inhibe eder ve hiicre donglisiinii duraksatir
(6).Metafazdaki kontrol noktasinda ise kromozomlarin mitotik plak tlizerine yerlesimleri
kontrol edilir. Eger kromozomlar diizgiin bir sekilde yerlesmediyse hiicre buna yanit olarak

siklin-B proteini yikar. Boylece hiicre metafazdan anafaza gegemez ve mitoz tamamlanamaz

9.

2.1.3. Kanser Olusumu ve Kanser Hiicresinin Karakteristik Ozellikleri:

2008 yil1 verilerine gore diinyada 12,7 milyon kanser vakast oldugu ve 7,6 milyon
kanserden 6liim gozlendigi belirlenmistir. Kanser biiyiik ¢ogunlukla genomik bir hastaliktir ve
gelisimde kalitsal faktorler en bliylik rolii oynar (13, 14, 15). DNA kendi genomik
biitiinliglinlii korumak i¢in onarim mekanizmasina sahiptir. Kimyasal yapis1 geregi, spontan
hidroliz, reaktif oksijen-nitrojen tiirleri gibi intrinsik metabolik iiriin saldirisi, ¢cevresel zararli
kimyasallarin etkilesimi gibi kimyasal modifikasyonlara aciktir. Bir giinde hiicre basina
gerceklesen tek-zincir kirilmalari ve spontan baz kayiplarinin tahmini sayis1 104 gibi yiiksek
bir sayidir. (16, 17). Kanser olusum mekanizmasinda ardigik mutasyonlar sonucu hiicre
dongiisiiniin kontrolden ¢ikmasi gozlenmektedir. Bu mutasyonlar genellikle DNA onarim
enzimlerinde inaktiflesme, proto-onkogenlerde aktiflesme-onkogene doniisim ve timor
baskilayict genlerde inaktiflesme olarak goriilmektedir (12).Normal bir hiicrenin kanser
hiicresine  doniislimii  timor supresor genlerinde, protoonkogenlerde, DNA-onarim
enzimlerinde olusan mutasyonlar ve epigenetik degisimlerle zaman i¢inde gerceklesen

asamal1 bir siirectir.

Yiizyillar i¢inde gelisen insan kanserleri de ¢cok asamali bir siirecten geger. Tipta ve
molekiiler biyolojideki gelismeler bu siirecin birgok biyokimyasal fonksiyondan sorumlu
gende mutasyonlarin devamli birikimi ve epigenetik bozukluklarin sorumlu oldugunu ortaya

cikarmistir. Baglangic sathasinda, mutasyona ugramis DNA’da onarim mekanizmalarinin



calismamasi, gelisme sathasinda genomik kararsizlik ile olusan heterojenite, hayatta kalma ve
biiyiime baskiliyacilardan kagma gibi avantajlar saglar. ilerme safhasinda ise timor
dokusunun komsu dokularla etkilesimi sonucu metastaz gelisir (18). Bu ¢ok asamali durum

bircok malign karsinomada gdsterilmistir (19).

Hiicre yasam dongiisii ve kanser gelisimi yakindan iligkili konulardir. DNA hasarmi
algilayarak p21 proteinini aktiflestiren ve bu sayede hiicre dongiisiiniin ilerlemesine engel
olan p53 proteini kat1 tiimorlerin %50’sinden fazlasinda mutanttir (10). p53, p21 ya da pl6
gibi tiimdr baskilayict proteinlerhiicre yasam dongiisiinii duraksatma aktivitesi gosterirken,
siklinler ve CDK’lar hiicreyi bdliinmeye dogru yonlendirdiklerinden onkogen olarak
adlandirilirlar. Cesitli kanser tiirlerinde bu tiimor baskilayict proteinlerin eksikligi, siklin ve
CDKlarn ise asir1 ekspresyonu s6z konusudur (11). Kanserin karakteristik 6zelliklerinden en
onemlisinin kontrolsiiz hiicre boliinmesi oldugu disiiniildiigiinde protein ekspresyon
profilindeki bu degisimin 6nemi anlasilmaktadir. Benzer sekilde bir proto-onkogen olan RAS
proteini aktiflestiginde siklinD-CDK4 kompleksini aktiflestirerek hiicre dongiisiiniin
ilerlemesine neden olur. Tim insan tiimorlerinin %20-30’unda RAS aktiflesmesi

goriilmektedir (12).

Karsinogenez ve kanser gelisiminin karakteristik o6zellikleri kanserden korunma ve
kanserin tedavisi acisindan bize ipuclar1 vermektedir. Cok asamali karsinogenezis siirecinde,
genlerden birinin mutasyonu tolere edilebilirken her iki genin mutasyonu hiicre 6liimiine yol
acmaktadir (20). Tiimor hiicresinde genomik karasizlik sonucu olusan bu heterojeniteden
dolay1, kanser hastaliginin 6zellikle son safhalarinda tek bir molekiiler hedefe yonelerek
tedavi yanmitinin alinmasi miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle, 6zellikle premalignant
lezyonlarin invaziv kanserlere doniislimiinii Onlemek i¢in dogal ve sentetik ajanlarin

kullanilimina yonelinmektedir.

2.1.4. Kolon Kanseri

Cesitli kanser tiirleri tiim diinyadaki 6liimlerin %13’iinden ve bati {ilkelerinde 6liimlerin
%?25inden sorumludur (21). Tiimoriin kdken aldigi dokunun tipine gore bes farkli kanser
tirlinden bahsedilebilir: karsinoma, sarkoma, lenfoma ve 16semi, kok hiicre tiimorleri ve

blastoma. Karsinomalar epitelyal hiicrelerden tiirevlenenmalign tiimorlerdir ve tim kanser
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tirlerinin %85’ini kapsarlar. En yaygin goriilen karsinoma tiirleri meme, kolon, prostat ve

akciger kanseridir (22).

Tim diinyada en yiiksek ii¢lincii mortaliteye ve insidansa sahip kanser tiirli olan kolon
kanseri yilda 655.000 kisinin Sliimiinden sorumludur (23). Bat1 iilkelerinde kolon kanser
mortalitesi akciger kanserinden sonra ikinci siradadir. Dogu iilkelerine kiyasla bati iilkelerinde
yiiksek mortalite goriilmesiyle bati beslenme aligkanliklar1 arasinda bir iliski oldugu
diisiiniilmektedir. Ozellikle asir1 kirmizi et, islenmis et tiikketimi ve diisiik meyve-sebze
tilketimi kolon kanseri igin risk faktorli olarak kabul edilmektedir (25). Kolon kanserinde
hiicre tipi ¢ogunlukla salgt dokusu hiicrelerinden tiirevlenen adenokarsinomadir.
Adenokarsinomanin disinda, epitelyal doku hiicrelerinden tiirevlenen karsinoma ve
lenfositlerden tlirevlenen lenfoma da kolon kanserinde goriilen tiimdr hiicre tipleri arasindadir
(26). Kolon kanserinde DNA replikasyon ve onarim enzimlerindeki mutasyonlarla birlikte;

APC, K-Ras, NOD2 ve p53 genlerinde de mutasyon goriilebilmektedir (27).

Bu giine kadar yapilan caligmalarda kolon kanserinde apoptozdan kacista dnemi olan
faktorlerden bazilari: normal dokudaki APC gen ekspresyonunda azalig, BCL-2, c-MYC gen
ekspresyonlarinda artis, gen metilasyonlarinda azalis, kanser baslangic sathasindan gelisme
safhasina gegiste RAS, COX-2, SMAD2-4, STATS3, siklin D1, VEGF gibi hiicre biiylimesinde
gorevli gen ekspresyonlarinda artig, p53 ve p16 tiimor supresor gen ekspresyonlarinda azalig

olarak sayilabilir. (21)
2.2. Apoptoz

Apoptoz hiicre-i¢i ve hiicre-dis1 pek cok sinyal tarafindan iki temel yolak {izerinden
aktiflesen ve pek c¢ok protein tarafindan regiile edilen, kontrollii ve programli bir hiicre 6liim
stirecidir (28). Fizyolojik sartlardaki ¢ok hiicreli organizmalarda, hem gelisim esnasinda hem
de gelisimini tamamlamig organizmalarin homeostazinin saglanmasinda istenmeyen
hiicrelerin yok edilmesi i¢in evrimlesmis en Onemli mekanizmadir (29). Apoptoz
mekanizmas1 potansiyel zararli hiicrelerin yok edilmesi gorevini iistlendiginden pek cok
hastalik ile yakin iligkilidir. Asir1 apoptoz, fazla hiicre kaybi nedeniyle iskemik ve
norodejeneratif hastaliklara sebep olurken, yetersiz apoptoz otoimmiin hastaliklara ve kansere

neden olabilmektedir. Fizyolojik siirecte biiylime faktdrlerinin hiicreye ulasamamasi veya
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hiicrenin oksidatif stres, hipoksi, iyonize radyasyon, UV ya da ila¢ uygulamalar1 gibi farkli
etkenlerin etkisinde kalmasi sonucunda olusan hasarli hiicrelerin yok edilebilmesi ig¢in

apoptotik mekanizma tetiklenebilmektedir (30).

Morfolojik olarak apoptoz siireci; plazma membraninin tomurcuklanmasi, fosfotidil
serin kalintilarinin membranin dis yiizeyine yoOnelmesi, hiicre biiziismesi, kromatin
kondenzasyonu ve hiicre igeriginin ¢oklu membran kapli pargaciklar halinde dagilarak komsu
hiicreler ve fagositler tarafindan yutulmasini kapsayan bir siiregtir (31). Morfolojik
degisimler, hiicresel biitiinliik ve canlilik i¢in gerekli olan polipeptidlerin proteolitik yikimi ile
gerceklesmektedir. Yikim siireci spesifik sistein proteazlar olan kaspazlarin aktivitesi
sayesinde meydana gelmektedir (32). Apoptotik hiicre 6liim mekanizmasinda hiicre igi
bilesenlerin membran ile ¢evrilmis apoptotik parcaciklar halinde ¢evre dokuya dagilmasi
olduk¢a dnemlidir. Bu nedenle nekrotik hiicre 6liim mekanizmasi ile hiicre i¢i bilesenlerin
cevre dokuya dagilmasi sonucunda meydana gelen enflamasyon, apoptotik hiicre 6liim
mekanizmasinda olugsmamaktadir(Sekil 3). Hasarlanmis hiicrelerin yok edilmesini hedefleyen

terapilerde ¢ogunlukla spesifik olarak apoptozun tetiklenmesi tercih edilmektedir .

apoptosis activated cell shrinkage
by intrinsic or extrinsic chromatin condensation
pathway
¢ “ @i
@
g oF
normal cell > \
5 s . .
. : @ «in
¥
. ' APOPTOSIS nuclear
collapse
"
lysis of & 4
apopilotic bodies o k._____/ apapeatic body
. ) formation

Sekil 3. Apoptotik siirecteki bir hiicre (31)
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Pek c¢ok farkli molekiil tarafindan hassas bir sekilde kontrol edilen apoptoz
mekanizmasi, kaspazlarin bir kaskad olusturacak sekilde aktiflesmelerini saglayan iki yolak
tarafindan tetiklenmektedir. Hiicre membraninda bulunan 6liim reseptorlerinin aktiflesmesi ile
karakterize edilen ekstrinsik yolak ve mitokondri-apoptozom sisteminin aktiflesmesi ile
karakterize edilen intrinsik yolak. Her iki yolagin ayrintilarina deginmeden 6nce apoptoz
mekanizmasinda kilit rolii oynayan kaspazlardan bahsetmek gerekmektedir. Kaspaz
enzimlerinin aktivitesi apoptozun tetiklenmesinden DNA fragmantasyonuna, plazma
membraninin tomurcuklanmasindan, fosfolipid asimetrisinin bozulmasina kadar tiim apoptoz

stirecinde yer almaktadir (30).

2.2.1. Kaspazlar ve Kaspaz Aktivasyonu

Proteolitik olaylarda kalpainler, katepsinler ve proteozom gibi pek ¢ok proteazin etkisi
bilinse de, asil rol oynayanlar proteinleri aspartat kalintilarindan sonra kesen hiicre i¢i sistein
proteazlar yani kaspaz ailesi enzimleridir (32). Insanlarda bilinen 12 kaspazdan 7’sinin
(kaspaz -2, -3, -6, -7, -8 , -9 ve -10) apoptotik siirecte yer aldig1 saptanmistir. Kaspazlar, onciil
formlarinda inaktif zimojenler olarak sentezlenmekte ve apoptoz sirasinda aktiflesmektedirler
Kaspaz enzimleri hem aktivitelerinde hem de regiilasyonlarinda 6nemli olan biiyiik ve kiigiik

alt birimlerden olusmaktadirlar (32).

Kaspaz enzimleri, apoptoz siirecindeki rolleri g6z 6niinde bulundurularak iki ana grupta
incelenebilir. Baglatic1 (initiator) kaspazlar, ¢esitli hiicre-i¢gi ya da hiicre-dis1 sinyalleri
proteolitik aktiviteye ¢evirerek kaspaz kaskadinin baglatilmasindan sorumlu olan kaspazlardir.
Hiicre dis1 sinyaller ile aktiflesen baslatic1 kaspazlar (kaspaz-8 gibi) ekstrinsik yolagi, hiicre
ici sinyaller araciligiyla aktiflesen baglatict kaspazlar ise (kaspaz-9 gibi) intrinsik yolagi
bagslatarak kaspaz kaskadini tetiklerler. Sonlandirict (executioner) kaspazlar ise hiicre
icerisindeki spesifik polipeptid hedeflerini proteolitik olarak keserek apoptoz mekanizmasinin

tamamlanmasini saglayan enzimlerdir (Sekil 4) (33).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar kaspaz aktivasyon siirecinin baglatici kazpazlar i¢in
(kaspaz-2, -8, -9 -10) ve sonlandiricikaspazlar icin (kaspaz-3, -6, -7) farkli oldugunu
gostermektedir (34). Baslatic1 kaspaz aktivasyonuna model olarak intrinsik yolagin baslaticis

olan prokaspaz-9’un aktiflesmesi kullanilabilir. Prokaspaz-9 ters yerlesmis katalitik sistein ve
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histidin kalintilar1 igeren ve bu nedenle substrat baglama cebine substratin ulasamadigi
monomerik bir proteindir. Kaspaz-9’un dimerizasyonu sonucu ger¢eklesen konformasyonel
degisim sayesinde proteinin substrat baglama cebi ac¢ilir ve katalitik kalintilar aktivite
gosterebilecekleri sekilde yerlesir (35,36). Boylece aktif kaspaz-9 sonlandirict kaspazlari
keserek aktiflestirir ve intrinsik yolak {izerinden apoptoz siireci baslamis olur. Prokaspaz-8 ve
prokaspaz-10 da (ekstrinsik yolak baglatici kaspazlari) benzer sekilde dimerizasyon ile
aktiflesen sitoplazmik monomerlerdir. Bu proteinlerin aktiflesmesinde de kaspaz-9 gibi
proteolitik kesim s6z konusu degildir (37). Baslatict kaspazlarin aksine, sonlandirici
kaspazlarin zimojenleri fizyolojik kosullarda dimerik yapidadir ve bu kaspazlarin aktivasyonu
cesitli aspartat kalintilarindan kesilmeleri ile gergeklestirilmektedir (37). Spesifik kesim
bolgelerinden biri kiiglik ve biiyiik alt birimler arasindaki aspartat kalintisi, bir digeri de onciil
bolge ile biiyiik alt birim arasindaki aspartat kalintisidir (38). Bu kalintilardan kesilmeleri

sonlandirici kaspazlarin aktiflesmelerini saglar.

a
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Sekil 4.a. Baslatici ve sonlandirict kaspazlarin altiiniteleri. b.Proteolitik kesim ile kaspaz

enzim aktivasyonu (33)
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2.2.2. Baslatic1 Kaspazlar

Baslatic1 kaspazlar, sonlandiric1 kaspazlar1 aktiflestirdiklerinde apoptotik silire¢ baglamis
olur. Sonlandirici kaspazlar pek ¢ok hedef proteini proteolitik olarak keser ve boylece apoptoz
stirecine 0zgiin hiicre i¢i olaylar gergeklesir. Sonlandirici kaspazlarin arasinda fonksiyonu en
1yl tanimlanmis olan kaspaz-3 proteininin aktiflestikten sonra ylizlerce susbstrati segici olarak
kestigi bilinmektedir. (33). Bu proteolitik yikim apoptoz siirecinde gerceklesen pek cok
morfolojik degisimin temelini olusturmaktadir. Ornegin, kaspaz-3 aktin-kesici enzim
gelsolin’i keserek aktiflestirir. Bu enzimin aktivasyonu apoptozun en karakteristik morfolojik
degisimlerinden olan plazma membraninda tomurcuklanmaya neden olmaktadir (39). Kaspaz-
3 ayn1 zamanda lamin B, niikleer/mitotik aparat proteini (NuMA) ve sitokeratinler gibi hiicre
i¢i sito-iskelet elemanlarinin kesiminden de sorumludur (33, 40). Bu proteinlerin temel
fonksiyonunun hiicrenin seklinin korunmasi oldugu diisiiniildiigiinde, kaspaz-3 aktivitesi ile
bu proteinlerin kesiminin apoptotik siirecteki morfolojik degisim ag¢isindan Onemi

anlasilabilir.

Kaspaz aracili protein yikimi apoptotik hiicrelerde gozlemlenen bazi biyokimyasal
olaylarin da temelini olusturmaktadir. Kaspaz-3, endoniikleaz inhibitor proteinini (inhibitor of
caspase-activated endonuclease, ICAD) keserek serbest kalan CAD enzimi (caspase-activated
endonuclease) ile DNA’nin fragmantasyonunun ger¢eklesmesine olanak saglar (40). Bunun
yanm1 sira kaspaz-3 pek cok protein kinaz enzimini hedefler. Bu enzimlerin inhibitor
bolgelerini keserek aktivasyonunu saglamaktadir (33). Bu protein grubundan olan protein
kinaz Cd enziminin aktivasyonu ile fosfatidilserin fosfolipidinin normal kosullarda bulundugu
plazma membranimnin i¢ kismindan dis kismima doniisiinii katalizleyen phospholipid
scramblase enzimi aktiflesir. Hiicre mebraninin fosfolipid asimetrisindeki bu kayip apoptozun
karakteristik gostergelerinden biridir ve makrofajlarin yilizeylerinde bulunan fosfatidilserin
reseptorleri tarafindan apoptotik hiicrelerin tanimlanmasi ile apoptotik hiicrenin makrofajlar

tarafindan fagositozu gercgeklesebilir (41,42).
Farkli proteinlerin kaspaz aracilt yikilimi ile basta DNA onarim mekanizmalar1 ve

protein translasyon sistemi olmak iizere hiicresel sag kalim igin gerekli olan pek ¢ok

mekanizma inhibe edilerek hiicre mutlak bir 6liim siirecine siiriiklenmis olur (43).
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2.2.3. intrinsik Yolak

Intrinsik yolak (mitokondriyal yolak); cesitli sinyaller tarafindan mitokondri dis
membraninin  gegirgenliginde degisim olmast sonucunda kaspaz-9’un aktiflesmesi ile
sonuclanan apoptotik aktivasyon siirecidir. Bu silirecteki en kritik basamak, spesifik
polipeptidlerin mitokondrideki membranlar arasi alandan sitoplazmaya salinmalaridir.
Membranlar aras1 bolgeden salinan proteinler arasinda en ¢ok, elektron transport sisteminin
bir bileseni olan ve normal kosullarda mitokondri i¢ membranina zayif baglanmis konumda
bulunan, sitokrom c arastirilmistir. Apoptotik siiregte mitokondriden sitokrom c¢ salinmasi
hizli, kantitatif bir siiregtir ve kaspaz-9 aktivasyonu iizerinden apoptozun tetiklenmesine

neden olur (44).

Sitokrom c sitoplazmaya gectikten sonra oncelikle adaptor Apaf-1 (apoptotic protease
activating factor-1) proteinine baglanir (45). Bu baglanma sonucu protein kompleksinde ATP
bagimli bir konformasyonel degisim meydana gelir ve prokaspaz-9 yapiya katilir (46).
Sonugta olusan 700 kDa biiyiikliigiindeki kompleks, coklu Apaf-1 ve kaspaz-9 molekiillerini
igerir ve “apoptozom” olarak adlandirilir (47). Bu kompleksin etkisiyle aktiflesen kaspaz-9,

kaspaz-3’ii aktiflestirerek intrinsik yolak {izerinden apoptozun tetiklenmesine neden olur

(Sekil 5).

Bu siireci baglatan sitokrom c¢’nin mitokondriden sitoplazmaya gegisinin biyokimyasal
temelleri halen tartigma konusudur (49). Baz1 modeller sitokrom ¢ salinmasinin voltaj-bagiml
anyon kanallar1 (VDAC) ve adenin niikleozid translokatorii (ANT) gibi mitokondriyal
membran proteinleri ile mitokondri matriks proteini siklofilin D tarafindan olusturulan
permeability transition pore (PTP) adi verilen porlar araciligi ile gergeklestigini
savunmaktadir (50). Ancak fareler lizerinde gerceklestirilen denemeler ANT 1n, VDAC’1n ve
siklofilinin apoptotik siirecte rolii olabilecegini fakat gerekliliginin diisiik diizeyde oldugunu
gostermistir. (51-52). Yapilan ¢aligmalar Bel-2 ailesi proteinlerinin sitokrom c¢ salinmasindaki

en temel kontrol mekanizmasi oldugunu gostermektedir. (53, 54)

15



Extrinsic Pathway Intrinsic Pathway

Death Ligand Growth-factor deprivation,
+ DNA damage,
and other stress stimuli

Death Receptor

"""""""""""
aaaaaaaaaaaaa

o Sensitizer
D BH3-only
~ proteins

Procaspase-8/-10 Activator
BH3-only Anti-apoptotic
proteins I

\ ins
»-0-0 s

Caspase-8/-10

DisC

Mitochondria

Apoptosome

/\ ! ! SMAC E
* Procaspase-9
/ Caspase-9
!
ol DD

Caspases-3/-6/-7

v

APOPTOSIS

Sekil 5. Apoptoz Siirecinde Intrinsik ve Ekstrinsik Yolaklarda Gérevli Proteinler (Plati
ve ark., 2011)

2.2.3.1. Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 ailesi proteinleri mitokondriden sitokrom ¢ salinmasini kontrol eden bir protein
ailesidir. Bu ailenin ilk kesfedilen {iyesi olan Bcl-2’nin hiicre 6liimiinii engelleyici bir rolii
oldugu gosterilmistir (54). Bugiine kadar yapilan calismalar sonucunda benzer homoloji
gosteren 20 gen tanimlanmustir. Bel-2 ailesine ait proteinler, fonksiyonel ve yapisal kriterler
g6z Onilinde bulunduruldugunda, {i¢ farkli grup halinde incelenebilir. Anti-apoptotik 6zellik
gosteren grup 1 (Bcl-2, Bel-xp, Bel-w, Mcl-1, A1/Bfll, Boo/Diva, Nrf3 ve Bcl-B), pro-
apoptotik ozellik gosteren grup II (Bax, Bak, Bok/Mtd) ve grup III (Bid, Bak, Bik, Bim, Blk,
Bmf, Hrk, Bnip3, Nix, Noxa, PUMA ve Bcl-G) (Sekil 6) (55).
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Anti-apoptotik grup I {iyeleri genellikle olduk¢a korunmus dort BH bdolgesini (Bcl-2
homolojisi) ve mitokondri dis membrani, endoplazmik retikulum membran1 gibi ¢esitli hiicre
ici membran yiizeylerine baglanabilmelerine olanak saglayan C terminal transmembran
bolgesini icermektedirler. Pro-apoptotik grup II iiyeleri ise N terminal BH4 bolgesi disinda
tim diger BH bdlgelerini ve transmembran bolgesini icermektedirler. Son olarak grup III
tiyeleri diger gruplara gore olduk¢a heterojendir ve tek ortak homolojileri 15 amino asitlik

BH3 bélgesidir. (55).

Giincel bilgiler basta Bax ve Bak olmak tizere grup II {iyelerinin dogrudan sitokrom c
salinmasini sagladigini gostermektedir (56). Bax ve Bad proteinlere ait genlerden her hangi
birinin delesyonu apoptozu kismen engellemektedir. Her iki proteine ait genlerin birlikte
delesyonu ise apoptozun tamamen engellenmesine neden olmaktadir. Bu sonuglar apoptozun
intrinsik yolaginda bu iki proteinin bir arada gosterdikleri etkinin 6nemini ortaya koymaktadir
(57). Bax proteini apoptotik olmayan hiicrelerde sitoplazmada ya da mitokondri ylizeyine
zayif bagli halde bulunmaktadir ancak apoptoz tetiklendiginde Bax mitokondri dis
membranina  transloke  olmaktadir (58). Mitokondri membranina go¢ Bax’in
konformasyonunda degisime ve oligomerizasyonuna neden olmaktadir (59). Bak proteini ise
normalde mitokondri dis membraninda bulunurken apoptoz sirasinda konformasyonel bir
degisim gecirerek membranin i¢ taraflarina go¢ eder (60). Bax ve/veya Bak proteinlerinin
mitokondri dis membraninda sitokrom c¢ salmmmasini saglayacak porlar olusturduklart
diistiniilmektedir. Buna karsin bu porun yapisi ve por olusumunun ayrintilart heniiz tam olarak

aydmlatilmis degildir (60).

Bax ve Bak proteinlerinin mitokondriye ge¢isi ve mitokondri membraninda por
olusturmalart grup III proteinleri tarafindan saglanmaktadir. Son zamanlarda yapilan
caligmalar grup III {iyesi proteinlerin etkilerini iki temel mekanizma {lizerinden gdsterdiklerini
ortaya koymaktadir (61). Bim ya da tBid gibi grup III {iyeleri Bax ile dogrudan etkileserek
proteinin membrana gdcilinii saglamaktadirlar. Bid proteinin ekstrinsik yolak baslaticis
kaspaz-8 tarafindan kesilmesiyle tBid meydana gelir ve apoptozun intrinsik-ekstrinsik

yolaklar1 arasindaki iliskinin ortaya konulmasi acisindan Bid proteini 6nemlidir (62). PUMA,
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Bmf ve Bad gibi diger grup III iiyeleri ise anti-apoptotik grup I iiyelerine baglanip onlar

etkisizlestirerek dolayli yoldan apoptozun gergeklesmesini saglamaktadirlar (63).

Anti-apopitotik multidomain tiyeleri
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/

Sekil 6. BCL-2 protein ailesi tiyeleri (Plati ve ark, 2011)

2.2.4. Ekstrinsik Yolak

Apoptozun ekstrinsik yolagi ayni zamanda oliim reseptorleri (death receptor) yolagi
olarak da bilinmektedir ve hiicre dis1 bir sinyalin plazma membranina bagli reseptorler
araciligiyla apoptotik aktiviteye doniismesi olarak tanimlanmaktadir (28). Izole tiimér nekroz
faktorii (TNF) ve lenfotoksin proteinlerinin kiiltiire tiimdr hiicrelerinin 6liimiine neden oldugu

ilk kez 1969 yilinda ortaya konulmustur (64).

TNF ailesi, reseptor proteinlerin hiicre dis1 bolgelerine baglanarak etki gdstermektedir.
TNF ailesinde 19 farkli ligand bulunmaktadir ve bu ligandlar TNF reseptor (TNFr) ailesine ait
29 farkl reseptore baglanmaktadir (65). TNF ailesinin her bir iiyesi TNFr ailesine ait bir ya da
daha fazla reseptére ve bazi reseptorler de bir ya da daha fazla liganda baglanabilmektedir.
TNFr ailesinin apoptozu tetikleyebilen alt sinifina ait proteinler 6liim bolgesi (Death Domain-

DD) adi verilen olduk¢a korunmus 80 amino asitlik bir sekansi igermektedirler ve bu bolgeyi
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iceren reseptorlere Oliim reseptorleri adi verilmektedir. Apoptozun ekstrinsik yolaginda
onemli rol istlenen Oliim reseptdrleri, TNF’nin baglandigi (TNF-o0, TNFSF2), FasL’in
baglandig1 ve TNFr-apoptoz-tetikleyici lingandin (TNFr-apoptosis-inducing ligand-TRAIL)
baglandig1 reseptorlerdir. Diger dort TNFr iiyeleri ise (NGFR, EDAR, DR3 ve DR6) DD
icermelerine ragmen apoptoza neden olmazlar (66). Apoptoz tetikleyebilen TNFr {iyeleri
ekstrinsik yolak baslatict kaspazlarini (kaspaz-8, -10) baglayarak kaspaz kaskadini tetiklerler.
Ligandin 6lim reseptoriine baglanmasindan sonra reseptOriin yapisinda meydana gelen
konformasyonel degisim, Oliim-tetikleyici sinyal kompleksi (death-inducing signaling
complex-DISC) ad1 verilen protein kompleksinin olugsmasini saglar. DISC ilk olarak FasL-Fas
apoptoz sinyalinde tanimlanmistir (67). TRAIL ligandinin 6liim reseptdrlerine baglanmasi da
benzer sekilde gergeklesmektedir. Ligand bagli Fas reseptoriine ya da TRAIL bagl 6liim
reseptoriine Fas-iligkili DD (Fas-associated death domain-FADD) ad1 verilen adaptor protein
komplementer DD {izerinden baglanir (68). FADD, DD disinda dliim-efektdr bolgesini de
icermektedir (death-effector domain-DED) ve insan genomunda hem DED hem DD iceren tek
proteindir. Bagli FADD baslatic1 kaspazlara (kaspaz-8, -10) komplementer DED bolgesi
tizerinden baglanir (69). DISC kompleksinin olusumu tamamlandiktan sonra kaspaz-8, -10
oto-proteolitik aktivite ile aktiflesir ve kompleksten ayrilarak sitoplazmaya gecer. Aktiflesmis

kaspaz-8 ve -10 sonlandirici kaspazlari (kaspaz-3 ve -7) keserek aktiflestirir (Sekil 5).

TNF ligandinin etki mekanizmasinda ise, TNF, TNF-R1 reseptoriine baglanir ve olusan
kompleksin yapisina TNFr ile iligkili DD proteini (TNFr associated death domain-TRADD),
reseptor-etkilesim proteini (reseptor interaction protein-RIP) ve TNFr ile iligkili faktor 2
proteini (TNFr associated factor 2-TRAF2) katilarak kompleks 1 olusturulur. Kompleks 1
niikleer faktor inhibitdér kinaz kompleksini (NF-kB-IkB) keserek NF-«B yolaginin
aktiflesmesine neden olur (70). Mekanizma kompleks 1 reseptdriin yapisindan ayrilmasi
FADD ve kaspaz-8 ile kompleks 2’yi olusturmasi ile devam etmektedir. Ortamda yeterli
miktarda FLIP proteini varsa apoptotik siire¢ engellenebilir, yoksa kompleks 2 kaspaz-8
proteinini aktiflestirerek apoptoza neden olur (71,72).Sonu¢ olarak; hiicrede kompleks 2
tarafindan tetiklenecek olan apoptoz, kompleks 1 aktivitesi ile engellenmektedir. Bu denge

bozuldugunda ise apoptozun intrinsik yolagi aktiflesmis olmaktadir.
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2.3 Kanser Terapisinde Apoptozun Onemi

15 yildir devam eden calismalar, kanser tedavisinde kullanilan tiim ilaglarin apoptozu
tetikleyebildigini gostermektedir. Apoptotik yolaklarin aktiflestirilmesi kanser terapisinin
temel ilkelerinden biridir. Cogu kanser ilaci neden olduklari DNA hasari {izerinden etki
gostermektedir ve kanser hiicrelerinin DNA onarim mekanizmalarindaki yetersizlikten
yararlanarak hiicreleri apoptotik siirece siiriiklemektedir (73). Kanser ilaglarmin etkinligini
arttirabilmek ve olasi diren¢ mekanizmalarinin 6niine gegebilmek amaciyla antinoeplastik
ajanlarin aktiflestirdikleri apoptotik yolaklarin tanimlanmasi giincel arastirma konusudur.
Doxorubicin, etoposide, teniposide, methotrexate, cisplatin ve bleomycin gibi pek ¢ok ajan
NF-«kB ve AP-1 yolaklari iizerinden FasL sentezini tetikler. Ayrica DNA hasarina neden olan
ajanlar p53 yolagi iizerinden Fas reseptor ekspresyonunun artisina neden olmaktadir (74). Her
ne kadar bu bulgular ekstrinsik yolagi isaret etse de, c¢esitli gozlemler FasL ve Fas
etkilesiminin ila¢ ile tetiklenen apoptozda hiicrelerin 6ldiiriilebilmesi i¢in sart olmadigini
ortaya koymaktadir (75-76). Bunun &tesinde anti-Fas antikorlarinin daha 6nceden bahsedilen
ilaglarla tetiklenen apoptozu engelleyemedigi ortaya konmustur (77). Sonug¢ olarak bazi
istisnalar diginda (5-fluorouracil, proteozom inhibitorleri, trans-restinoik asit ve fenretinide
gibi) ¢ogu anti-kanser ilac¢ tarafindan tetiklenen apoptoz Fas/FasL sisteminden bagimsiz
olarak islemektedir (78). Bunun yani sira, ¢ogu ilag ile tetiklenen apoptotik siirecte sitokrom c
salimimi ve beraberinde gerceklesen Bax translokasyonu gdsterilmistir (79). Bu ¢alismayi
destekleyen diger bir calismada ise Bax ve Bak proteinlerinin birlikte delesyonunun, ilag ile
tetiklenen apoptozun inhibisyonuna neden oldugu saptanmistir (80). Anti-apoptotik Bcl-2
tiyelerinin ila¢ ile tetiklenen apoptoz siirecini inhibe etmesi intrinsik yolagin Onemini

vurgulamasi acisindan énemli verilerdir.

2.3.1. Apoptoz Tetiklenmesinde Polifenollerin Onemi

Cayin (Camiella sinensis) kurutulmus yapraklarindan hazirlanan icecekler diinyada
siklikla tiiketilen icegekler arasindadir. Son zamanlarda, ¢ay gilizel kokusu ve aromasindan
cok epidemiyolojik ve biyolojik verilerle desteklenen kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,
obezite, diyabet ve ndrodejenaratif hastaliklar basta olmak iizere birgok kronik ve dejenaratif
hastaligin 6nlenmesinde potansiyel role sahip oldugu 6n plandadir. Bu 0Ozelligi cayda
fizyolojik olarak aktif bilesiklerin arastirilmasina yol agmigtir. Caydaki fenolik ve polifenolik

bilesiklerin biyolojik aktiviteleri arasinda, antioksidan aktivite gosterme, NO iiretimini
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uyarma, vasodilasyon, zenobiyotik-metabolize edici enzimlerin regiilasyonu, artmis yag asidi
oksidasyonu ve insiilin direnci, ve glukoz absorbsiyonu ve utilizasyonu modiilasyonu

sayilabilir (81).
2.3.1.2. Cay Polifenolleri

Cayin biitiin tipleri ( beyaz, yesil, oolong, siyah) ayni botanik orijine sahiptir fakat
sadece islenim bakimindan farklilik gosterirler. Cay yapraklar1 kolaylikla ekstrakte edilebilir
polifenoller ve 6zellikle katekin ad1 verilen flavanollerden olusurlar. Cayda bulunan baslica 4
katekin (—)-epikatekin (EC), (—)-epigallokatekin (EGC), (—)-epikatekin gallat (ECG), ve (—)-
epigallokatekin gallat (EGCG)’dir ve diisiik diizeylerde de olsa bunlarin epimerik formlari
olan katekin (C), gallokatekin (GC), katekin-gallat (CG), and gallokatekin-gallat (GCQG)
bulunabilir. Yesil cay ise ¢ayin neredeyse islenmemis halidir ve bu sayede katekin profili yeni

toplanmis cayinkine oldukca benzer (82) (Sekil 7).
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Sekil 7. Yesil ¢ayda bulunan baslica polifenoller (21)



2. 4. Yesil Cay

Camellia sinensis bitkisinden 5000 yildir ¢ay iriinleri iiretilmektedir. Cay bitkisinden
tretim tekniklerindeki farkliliklara gore cay; siyah cay (%75), yesil cay (%23) ve oolong
(%2) cay1 elde edilmektedir. Siyah cay liretiminde yapraklar ezilerek cay polifenollerinin
kondenzasyonuna sebep olan enzimatik oksidasyon ve fermentasyon islemleri
gerceklestirilmektedir. Yesil cay Tlretiminde ise taze yapraklar 1sitilarak enzimlerin
inaktivasyonu saglanmakta boylece polifenoller oksidasyondan korunmus olmaktadir. Oolong
cayl ise yesil yapraklarin kismi-fermantasyonu ile iiretilmektedir. Boylece yesil ve siyah cay
karisimi elde edilmektedir. Her biri  “Camellia sinensis” bitkisinden elde edilse de fakli
tiretim teknikleri bu ¢aylarin farkli bir kimyasal bilesime sahip olmasina neden olmaktadir.
Siyah ¢ayin temel antioksidan kapasitesini teaflavinler ve tearubiginler gibi
kompleksantioksidanlar olustururken yesil ¢ay’in temel oksidan kapasitesini kimyasal olarak

daha basit bir yapiya sahip olan katekinler olusturur. (83).

Yesil cay ekstraktlar1 geleneksel Cin tibbinda kronik hastaliklarin tedavisinde ve
engellenmesinde yliz yillardir kullanilmaktadir (84). Yesil ¢ay ekstraktindan elde edilen temel
katekin, toplam polifenollerin %50-80’in1 olusturan (-)-epigallokatekin-gallatdir (EGCG). Bir
bardak demlenmis yesil ¢cayda (200mL suda kaynatilan 2g ¢ay yapragi) 200-300mg EGCG
bulunmaktadir. Her ne kadar EGCG’nin molekiiler hedefleri ve EGCG tarafindan regiile
edilen hiicre i¢i sinyal yolaklar1 tamamen belirlenmemis olsa da EGCG’nin anti-kanser
etkisinde birden fazla mekanizmanin gecerli oldugu 6ne siiriilmektedir. EGCG’nin pek ¢ok
kanser tiiriinde hiicre biiyiimesini inhibe ettigi, hiicre yasam dongiisiinde duraksamaya yol

actig1 ve apoptozu tetikledigi gosterilmistir (85,86,87).

2.3.2.1. Yesil Cayin Antioksidan-Prooksidan Etkisi

Giliniimiizde kanserin DNA, lipid ya da proteinlerin; UV 151k, kanserojenler ve serbest
radikallerin etkisi ile oksidatif stres sonucunda hasar gormesine bagli olarak gelisebildigi
bilimektedir. EGCG’nin oksidatif lipid ve DNA hasarini anlamhi o6l¢lide distirdiigi
gosterilmistir (88,89). Katiyar ve ark. 40uM EGCG’nin UVB’ye maruz kalan insan normal
keratinosit hiicrelerinde (NHEK) H,O, iiretimini %66 ile %80 arasinda inhibe edebildigini ve
UVB ile tetiklenen ERK1/2, JNK ve p38 fosforilasyonunu engelledigini gostermislerdir (90).
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Ayrica EGCG’nin lipid peroksidasyonunu engelleyerek oksidatif hasara karsi koruyucu bir

molekiil olarak davrandigi 6ne siiriilmektedir (91).

EGCG ve diger polifenol tiirevi antioksidanlar oksidatif hasar1 ¢esitli mekanizmalar
aracilign ile engeller. Oncelikle antioksidanlar; reaktif azot ve oksijen tiirevlerini hiicre
bilesenlerine zarar vermeden noétralize ederek, bulunduklari ortamdaki serbest radikalleri
temizlerler. Bunun 6tesinde bazi metal iyonlarina karsi yiiksek afiniteye sahip olduklarindan
metal selatlayici olarak davranirlar ve serbest radikal olusumunu tetikleyecek redoks-aktif
gecis metallerini inaktive ederler. Yapilan ¢alismalar EGCG’nin; peroksidaz aktiviteleri
nedeniyle oksidatif hasara neden olabilecek lipoksigenaz, siklooksigenaz ve ksantin oksidaz

enzimlerini inhibe ederek oksidatif hasar1 engelledigini 6ne siirmektedir (92).

Bazi durumlarda antioksidan molekiiller metal iyonlarini indirgeyerek hidrojen peroksit
olusumuna neden olabilir (93). Benzer sekilde EGCG’nin, Cu(Il) ve Fe(Ill) komplekslerinin
varliginda pro-oksidan olarak davranarak DNA hasarina neden oldugu savunulmaktadir (92).
EGCG’nin hiicre Sliimiinii tetikleme 06zelliginin, en azindan in-vitro kosullarda, bu pro-
oksidan aktiviteye bagli oldugu diisiiniilmektedir (94). EGCG’nin insan 6zafagal skuamoz
hiicre karsinoma hiicre hatlarinda (K'YSE 510 ve 150) ve l6semi hiicre hattinda (HL-60) DNA
hasarina neden oldugu belirtilmektedir (95). Saglikli insan lenfositlerinde Kanadzu ve ark.
tarafindan gerceklestirilen calismada, EGCG’nin 10uM ve daha diisiik konsantrasyonlarda
DNA kiriklarint engelledigi, 1000uM ve daha yiiksek konsantrasyonlarda DNA kiriklarinin
olugsmasina neden oldugu gosterilmistir (96). Hwang ve ark.’mm HT29 kolon kanser
hiicrelerinde gergeklestirdigi calismada EGCG’hiicre i¢i ROT artisina neden oldugu ve
AMPK sinyal yolg1 aktivasyonu sonucu apoptozu tetikledigi gosterilmistir (97). Na Young
Min ve ark. ise HCT-116 kolon karsinoma, HEK293 insan embriyonik bobrek hiicreleri ve
MRCS insan fetal akciger fibroblast hiicrelerinde gergeklestirdigi ¢calismada EGCG’nin ROS
olusturma kapasitesinin hiicre tipine gore degistigi ve Ozellikle kanser hiicrelerinde ROS
olustururarak apoptozu tetikledigi gosterilmistir (98). Biitlin bu c¢alismalar yesil caymn
hiicrelerde prooksidan 6zellik gostererek hiicre dliimiinii tetikleyebilecegini gostermektedir.

Ancak bu etkisi hiicre tipine ve EGCG konsantrasyonuna gore farklilik gostermektedir.
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2.3.2.2. Apoptoz ve Hiicre Yasam Dongiisii Regiilasyonu

Kanser hiicrelerinin karakteristik 6zelliklerinden biri de programli hiicre Sliimiinden
kacabilmeleridir. Apoptoz kompleks genetik olaylar ile regiile edilen bir siirectir. Bu siirecteki
en Onemli transkripsiyon faktorlerinden biri de p53°tiir. Genomun gardiyan1 olarak
adlandirilan p53 hiicre yasam dongiisiiniin regililasyonunda, apoptozun tetiklenmesinde ve
DNA onarim mekanizmalarinin islemesinde kritik 6neme sahiptir. p53 proteini DNA hasarimi
belirleyerek ve hiicre yagsam dongiisiinde duraksamanin gergeklesmesini saglamakta ve redoks
potansiyel degisikliklerine cevap olarak apoptozu tetiklemektedir. Kat1 timoérlerin %50’den

fazlasinda p53 delesyonu ya da nokta mutasyonu mevcuttur (99).

Cay polifenollerinin p53 aktivasyonuna neden oldugu belirtilmektedir (100). EGCG
normal hiicreleri etkilemeden farkli kanser hiicre hatlarinda p53 aktivasyonu {iizerinden
apoptoz tetikleyebilmekte ve hiicre yasam dongiisiinde duraksamaya neden olmaktadir (101).
Cesitli calismalar sonucunda akciger, kolon, pankreas, deri ve prostat kanserlerinde de benzer
sonuclar elde edilmistir (102). Prostat kanseri hiicre hattinda (LNCaP) gerceklestirilen bir
calismada, p53 aktivasyonun p21 ve Bax ekspresyon artisina, NF-kB inhibisyonun Bcl-2
ailesi proteinlerinde ekspresyon azalisina ve boylece Bax/Bcl-2 oranindaki artisa bagl olarak
apoptozun tetiklendigi ve hiicrelerin GO/G1 fazinda duraksadigi gosterilmistir.(103).Hatsak ve
ark. LnCaP hiicre hattinda 20-80uM EGCQG ile tetiklenen apoptozun p53-bagimli oldugunu ve
pS53-/- mutasyonu olan hiicrelerde apoptozun ger¢eklesmedigini gostermistir. Bax ve p21°in
siRNA ile susturulmasi ile apoptozun Onlenebildigi aymi calismada gosterilmistir (104).
EGCG ile tetiklenen apoptozda p53 bagimliligin1 gosteren bagka calismalar da mevcuttur
(105, 106).

NMR spektroskopi ile gergeklestirilen bir calismada EGCG’nin anti-apoptotik Bcl-2
ailesinin BH3 bolgesine dogrudan baglanabildigi gosterilmistir. Bu baglanma, EGCG’nin
anti-apoptotik  Bcl-2 iiyelerini inhibe etme mekanizmasinin temelini olusturdugu

diistintilmektedir (107).

Islam ve ark.’nin yapti§1 ¢alismada insan kondrosarkoma (HTB-94) hiicre hattinda

EGCG’nin diistik konsantrasyonlarda dahi (5uM) hiicrelerde DNA fragmantasyonu ile
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belirlenen apoptoz tetiklenmesine ve kaspaz-3 aktivasyonuna sebep oldugunu gosterilmistir.
Ayni calismada genel kaspaz inhibitorii (Z-VAD-FMK) ve spesifik kaspaz-3 inhibitorii
(DEVD-CHO) kullanilarak apoptozun engellendigi de belirlenmistir (108). Buna karsin,
EGCG ile gerceklestirilen calismalarin ¢ogunda apoptoz EGCG’nin 50uM’dan yiiksek
konsantrasyonlarinda gozlemlenmistir. Qanungo ve ark.’nin yaptiklar1 calismada c¢esitli
pankreatik kanser hiicre hatlarinda 100uM EGCG ile 24 saat inkiibasyon sonucu apoptoz
tetiklendiginde; mitokondriden sitokrom c¢ salinmasi, aktif kaspaz-3 ve kaspaz-9 immiino-
flouresan mikroskopisi ve western blot yontemleri ile belirlenmistir (109). Gupta ve ark.’nin
yaptiklar1 ¢alismada da epidermoid karsinoma (A431) hiicre hattinda EGCG ile apoptoz
tetiklendiginde kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 ekspresyonlarinda artis oldugu western blot
analizi ile belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada genel kaspaz inhibitorii (zVDAC) veya spesifik
kaspaz-3 inhibitorii (Z-VAD-FMK) kullanilarak apoptozun engellendigi gosterilmistir (110).
EGCG’nin kaspaz-9 aktivasyonunu ve sitokrom c¢ salinmasini sagladigina dair ¢aligmalar
mevcuttur (109). Roy ve ark.’nin 2005 yilinda yaptiklart bir ¢aligmada (20-60pg/ml)
EGCG’nin insan meme kanser hiicre hattinda (MDA-MB-468) Bcl-2 anti-apoptotik
proteininin ekspresyonunda azalmaya sebep oldugu ve Bax pro-apoptotik proteinin
ekspresyonunda da artisa yol agtigi belirlenmistir (105). Qin ve ark. tarafindan 2007’de
yapilmis bir calismada da benzer sekilde insan mesane kanser hiicre hattinda (T24)
EGCG’nin, Bcl-2 ve Bcl-xL anti-apoptotik protein konsantrasyonlarinda azalmaya, Bax ve
Bad pro-apoptotik protein konsantrasyonlarinda ise artisa neden oldugu gosterilmistir (111).
Bu sonuglar; EGCG’nin apoptotik etki mekanizmasinda intrinsik yolagin temel oldugunu
ifade etmektedir. Anti-kanser ilaclarinin ¢ogunun da aym yolag kullandig1 diisiiniildiiglinde

bu beklenen bir sonugtur.

Buna karsin sayilar1 daha az olmakla beraber EGCG’nin ekstrinsik yolak iizerinden
apoptoz tetikleyebildigini gosteren ¢alismalar da mevcuttur. Das ve ark.’nin yaptiklar1 bir
calismada 50uM EGCG ile malin ndroblastoma hiicre hattinda (SH-SYSY) tetiklenen
apoptozun mekanizmasinda kaspaz-9 ve kaspaz-3’lin yani sira kaspaz-8 aktivasyonunun da
yer aldigi ve bu enzimlerin inhibitorleri kullanmilarak hiicre Oliimiiniin engellendigi
saptanmustir (112). insan lenfoma hiicre hattinda (U937) yapilan bir ¢alismada ise EGCG’nin
FAS reseptoriine baglanarak kaspaz-8 aktivasyonuna sebep oldugu belirtilmistir (113).
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EGCG’nin apoptotik mekanizmasi ile ilgili ¢aligmalar inclendiginde; etkisinin hiicre
hattina ve kullanilan katekin konsantrasyonuna gore farklilik gosterdigi goriilmektedir. HPV-
16 ile iliskili servikal kanser hiicre hattinda, Ahn ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir
calismada 24 saatte 35uM EGCG konsantrasyonunda hiicre yasam dongiisiiniin G1 fazinda
duraksamasi belirlenmistir. Apoptoz ise aymi siirede ancak 100uM konsantrasyonda
gozlenebilmistir (114). MCF7 meme kanseri hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada 24 saat
30uM EGCG ile muamele edilen hiicrelerde akis sitometrik DNA analizi ile GO/Gl
duraksamasi gosterilmistir (115). Hsuuw ve ark.’nin yaptiklar1 bir ¢alismada ise, insan meme
kanser hiicre hattinda (MCF-7) 50uM EGCG konsantrasyonunda apoptozun, 100uM’in
iizerinde konsantrasyonlarda ise nekrozun tetiklendigi gosterilmistir (116). Bu c¢alismalar
EGCG’nin anti-kanser mekanizmasinda apoptoz kadar hiicre yasam dongiisiinde
duraksamanin ve nekrozun da etkin olabilecegini gostermektedir. Bunun disinda, EGCG’nin
lipid sentezinden sorumlu olan yag asidi sentaz enzimini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu enzim
normal hiicrelerde diisiik diizeylerde eksprese edilirken pek ¢ok kanser tipinde (prostat,
meme, yumurtalik, endometriyum, akciger ve kolon) bu enzimin ekspresyonu artmaktadir.
EGCG hem saglikli hiicrelerde hem de kanser hiicrelerinde enzim inhibisyonuna neden
olmaktadir ancak sadece kanser hiicrelerinde apoptozu tetiklemektedir. Bu durumun, malonil-
CoA gibi toksik oOzellik gosteren lipid Onciillerinin  birikmesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir (117). Biitiin ¢alismalar géz Oniine alindiginda EGCG’nin anti-kanser

mekanizmasi halen tam olarak aydinlatilamamistir ve dolayisiyla giincel arastirma konusudur.

2.3.2.3. Kolon Kanserinde Yesil Cayin Etkinligi

Dogu iilkelerinde goriilen diisiik kolon kanser insidansi ile beslenme aliskanliklarinin,
ozellikle de yesil cay tiikketiminin iligkili oldugu diistiniilmektedir (26). Japonyada 8552 olgu
ile gergeklestirilen prospektif bir ¢calismada yesil ¢ay tiiketiminin akciger, kolon ve karaciger
kanserine kars1 koruyucu etkisi oldugu savunulmaktadir (118). Cin toplumunda yapilan bir
caligmada ise yesil ¢ay tiiketenlerde kolon kanserinin ortaya ¢ikma riskinin tiiketmeyenlere
oranla daha diisiik oldugu gosterilmistir (119). Bu ¢alisma, Sun ve arkadaslarinin 2005 yilina
kadar yapilan 21 g¢alismanin verileri ile gerceklestirdikleri meta analiz sonuglari ile de

desteklenmektedir (120).

26



EGCG’nin kolon kanseri iizerine etkisini arastiran in-vitro ¢alismalarda ¢ogunlukla
kolon adenokarsinoma hiicre hatlar1 kullanilmistir ancak kolorektal karsinoma hiicre
hatlarindaki etkisini inceleyen ¢alisma sayis1 oldukga kisitlh sayidadir. Useato ve ark.’nin
calismasinda ise benzer sekilde EGCG’nin ve diger yesil ¢ay polifenollerinin (EGC ve EC)
bliyiime inhibisyonu {izerinde etkisi incelenmistir (121). EGCG’nin apoptotik etki
mekanizmasi kanser hiicre hatlarina gore farklilik gostermektedir. Ancak HCT-116 kolorektal
karsinoma hiicre hattinda EGCG’nin apoptotik etkisini inceleyen tek calisma 2008 yilinda
Inaba ve ark. tarafindan gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada, EGCG’nin hiicre canlilig1, apoptoz
ve hiicre yasam dongiisii lizerine etkisi aragtirllmistir (122). Calismanin sonuglart EGCG’nin
hiicrelerde  DNA fragmantasyonuna neden oldugunu gostermesine karsin, apoptotik
mekanizmasinin belirlenmesine yonelik bir veri saglamamaktadir. Bu nedenle EGCG’nin
HCT-116 kolorektal karsinoma hiicre hatlarindaki apoptotik etki mekanizmasinin

aydinlatilmasina yonelik ¢aligmalar halen gilincel aragtirma konular1 arasindadir.
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3.GEREC ve YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi:

Calisma deneysel (in vitro) bir ¢alismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani:
Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dal1 Laboratuarlarinda Subat
2011-Aralik 2012 tarihleri arasinda gergeklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplar

Hiicre kiiltiirii ¢alismasidir.

3.4. Calisma materyali:

Calismamizda Peter Vogelstein laboratuarlari tarafindan olusturulan (1) ve Prof. Dr.
Henning Walzack (Cancer Research Center (DKFZ), Heidelberg-Germany) tarafindan
hediye edilen HCT-116"**"* ve HCT116®*"" insan kolorektal timér hiicre hatlari

kullanilmustir.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri:
- mRNA ve protein ekspresyonu degisimleri (bagimli degisken)

- EGCG dozu ve inkiibasyon siiresi (bagimsiz degisken)

3.6. Veri toplama araclar:

3.6.1 Kullanilan Kimyasal maddeler ve kitler

Tablo 1. Calismada kullanilan kimyasal malzemeler ve kitler

(-)Epigallokatekin-gallat Sigma E4143
BD
Annexin V-FITC ApoptosisDetection Kit 1 556547
Pharmingen
ThermoScientif
BCA Protein Assay Kit ) 23225
ic
Cell Proliferation Kit MTT 1 Roche 11965007001
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Transcriptor First StrandcDNASynthesis Kit Roche 4379012001
Real Time-ready Human Apoptosis Panel, 96 Roche 05392063001
NucleoSpin® PlasmidIsolation Kit MachereyNagel 740588.10
ECL+Plus Western BlottingSystem Amersham RPN 2132
2-Merkaptoetanol Sigma M7154
2-Propanol Fluka 59304
%40°11k 29:1Akrilamid-bisakrilamid soliisyonu AppliChem A0385
Amonyum persiilfat Sigma A3678
Bromfenol mavisi sodyumtuzu Sigma B5525
Caspase-8 FlexitubesiRNA Qiagen 1027417
Caspase-9 FlexitubesiRNA Qiagen 1027418
Dimetilsiilfoksit AppliChem A7248
Etoposit Ebewe
Formaldehit Sigma F-8775
FetalBovine Serum Biochrom S-0115
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder Fermentas SM1811
Gliserol AppliChem A2926
Hiperfect Transfection Reagent Qiagen 301707
L-Glutamine (200mM) Biochrom K 0282
McCoy's 5A modified medium Biochrom F1015
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OPTI-MEM reduced serum medium Invitrogen 11058-021
Metanol Riedel-de Haen 34860
Nonfat dry milk blotto SantaCruz sc-2325
PBS-Dulbecco 1x Biochrom L1825
Penisilin/Streptomisin Biochrom A 2213
Complete, Mini Protease Inhibitor Cocktail Roche 11836153001
Superoksit dismutaz enzimi Sigma S-7008
TEMED Sigma T-7024
Triton X-100 Sigma T-8787
Trizma Baz Sigma T-6066
Trifan mavisi Biochrom L-6323
Tripsi/EDTA Biochrom L2143
Tween 20 Sigma P5927
EGFP-aktin plasmidi Clonetech 611151
SOC medium Sigma S1797
GCI-5a Chemically Compotent E.Coli Cells GeneCopoeia STK200-10
LB Agar Sigma L2897
LB Broth Sigma L3022
Caspase-8-spesifik primer Fermentas
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3.6.2 EGCG Soliisyonun Hazirlanmasi

Serum igeren besi ortamlari i¢inde 5 tdnite/ml SOD’un bulunmasi EGCG’nin
stabilitesinin ve yar1 Omriiniin 30 dakika gibi kisa siireden 24 saatten daha fazla siireye kadar
artirabildigini gosteren c¢alismaya dayanarak tiim c¢alismalarimizda EGCG soliisyonuve 5

tinite/ml SOD igeren McCoy’s SA ortami ile hazirlanan EGCG soliisyonu kullanildi (123).

3.6.3 Hiicre Kiiltiirii

Azot tankinda dondurulmus halde bulunan HCT-116 kolon karsinoma hiicre hatlari,
uygun ortamda ¢oziilerek deneylerde kullanilmak tizere cogaltildi.

Yontem: Sivi azot tankinda saklanan HCT-116 insan kolon karsinoma hiicreleri
McCoy’s5A ortaminda %10 fetal bovine serum (FBS), %1 L-glutamin, %I
penisilin/streptomisin ilave edilmesi ile 75 cm?lik hiicre kiiltiir kaplarinda kiiltiire edildi.
Kiiltiir kaplar1 37°C’de %5 CO, / %95 hava igeren inkiibatérde inkiibe edildi. Hiicre sayimi
icin 1xTripsin-EDTA c¢ozeltisi flasklara eklenerek tiim hiicreler siispansiyon haline gelinceye
dek 37°C de inkiibe edildi. Kiiltiir kabinin igerigi toplandi ve 1300rpm’de Sdk.santrifiijlendi.
Siipernatan atildiktan sonra pelletteki hiicreler 1 ml ortam ile siispanse edilerek hiicre sayimi
yapildi. Hiicre sayimi1 %0,4’liikTrypan Blue/PBS ¢ozeltisi kullanilarak Neubauer-Improved
laminda mikroskobik olarak yapildi. Tiim deneyler i¢in gereken hiicre miktar1 6 ve 96 kuyulu,

25 cmz, 75 cm? lik kiiltiir kaplarina istenen sayilarda ekildi.

3.6.4. Hiicre Canhhk Analizi

Yontem Prensibi:

Yontem prensibi metabolik olarak aktif olan hiicrelerde mitokondriyal siiksinat
dehidrogenaz enziminin sar1 tetrazolyum tuzu MTT’y1 (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) mor renkli formazan kristallerine doniistiirmesine dayanmaktadir.
Bu hiicresel indirgeme piridin niikleotid kofaktoérleri olan NADH ve NADPH’la iliskilidir.
Olusan formazan kristalleri 0.01 M HCI1 / %10 SDS ile ¢oziindiiriilerek olusan mor renkli
¢oOzelti spektrofotometrik olarak ELISA okuyucuda 6lgiiliir (124-125).
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Sekil 8. Canli hiicreler tarafindan MTT nin formazan tuzuna metabolizasyonu

Yontem:
3.6.4.1 MTT Testine Uygun Hiicre Sayisimin incelenmesi

Hiicreler 96 kuyulu plaklara 0,4-0,6-0,8-1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi.
Hiicre adezyonu ve hiicre sayis1 duplikasyonu i¢in 24 saat beklendikten sonra ortam igerikleri
istenen konsantrasyonlardal00pM Etoposit iceren ortamlar ile degistirildi. Inkiibatdrde
istenen siirelerde (24-48-72 saat) inkiibasyon gerc¢eklestirildikten sonra iireticinin talimatlarina
gore MTTcanlilik analizi gerceklestirildi. Elde edilen verilere gore hiicre canliligin1 %50
oraninda inhibe edebilen EGCG dozundaki hiicre sayis1 ileriki denemelerde kullanilmak iizere

secildi.

3.6.4.2 Hiicre Oliimiinii Tetikleyen EGCG Konsantrasyonun ve Inkiibasyon Siiresinin
Dogrulanmasi

Hiicreler 96 kuyucuklu plaklara 0,6x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. Hiicre
adezyonu ve hiicre sayisi duplikasyonu icin 24 saat beklendikten sonra ortam igerikleri
istenen konsantrasyonlarda (0-50-100uM) EGCG ve pozitif kontrol olarak kullanilan 1pM
Stausporin iceren ortamlar ile degistirildi. Inkiibatorde istenen siirelerde (24-48 saat)
inkiibasyon gercgeklestirildikten sonra iireticinin talimatlarina gore analizi gergeklestirildi.
Elde edilen verilere gore %50 hiicre canliligini inhibe edebilen etkin EGCG dozu ve

inkiibasyon siiresi ileriki denemelerde kullanilmak iizere se¢ildi.
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3.6.5. Akis Sitometrik Analiz

Yontem Prensibi:

Yontem apoptoz sirasinda Annexin-V ve membran biitiinliigli bozulmus hiicre igine
giren Propidiumiyodid (PI) floresan boyalariin  molekiillere baglanmasi ile
apoptotik/nekrotik hiicrelerin belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Apoptotik hiicre 6limii
sirasinda hiicremembraninin i¢ yiizeyinden dis yiizeyine donen bir membran fosfolipidi olan
fosfatidil serin molekiillerinin Ca*? iyonu varhginda floresan boya Annexin-V ile baglanmasi
sonucu apoptotik hiicre 6liim yiizdesi belirlenmektedir. Saglikli hiicrelerde hiicre igine
giremeyen, membrandan gegemeyen ve DNA’ya baglanamayan PI boyasi ise hiicre membran
biitiinliigiiniin bozulmasi ile hiicre icine gegerek DNA’ya baglanarak nekrotik hiicre 6lim

yiizdesini belirtmektedir (126-128).

Yontem:

6-kuyulu kiltiir kaplarmin kuyucuklarina 5x10° hiicre/kuyucuk ekim yapildi.24 saat
beklendikten sonra kuyucuklarm ortamlar1 0-100uMkonsantrasyonlarda EGCG ve 10U/ml
StiperoksidDismutaz (SOD) iceren (6rnek) ve EGCG-SOD igermeyen (kontrol) ortamlarla
degistirildi. 24 saat siire ile inkiibasyon gerceklestirildi.6-kuyulu kiiltiir kaplarinin icerdigi
besi ortamlar1 ayr tiiplere aktarildi. Hiicreler tripsinize edilerek kaldirild1 ve kendi tiiplerine
aktarildi. Kuyucuklar son olarak PBS ile yikandi ve kendi tiiplerine aktarildi. Hiicre
stispansiyonu 1300rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atildi ve her bir pellet FITC
Annexin-V ApoptosisDetection Kit 1 igeriginde olan 1 ml 1X Baglanma Tamponu ile siispanse
edildi. Her bir tiipten 100’er ul ayr1 bir tiipe aktarild1 ve iizerine Propidim Iyodiir Boyama
Soliisyonu ve FITC-Annexin V Boyama Soliisyonundan 5’er ul eklendi ve tiipler karanlikta
15 dakika inkiibe edildi. Her bir tiipe 400ul 1X Baglanma Tamponu ilave edildi ve Akis

Sitometride okuma gerceklestirildi.
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3.6.6. Western-Blot analizi

Yontem Prensibi:

Bir hiicre toplulugunda veya doku homojenatinda ilgilenilen bir proteinin, SDS jel
elektroforezi ile molekiil agirligina goére ayrimlanmasi sonrasi o proteine 0zgiil antikorlar

kullanilarak belirlenmesi temeline dayanmaktadir (129-133).

Yontem:
3.6.6.1 Hiicre Lizizi

Hiicrelerin iist fazlar1 falkon tiiplere alimidiktan sonra hiicreler scrapper yardimi ile
kaldirilarak yine ayni falkon tiiplerde toplandi. PBS ile birka¢ kez yikama yapilarak kalan
hiicreler de toplandi. 25°C de 1300 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Hiicre peletleri 1 ml PBS
ile siispanse edilerek ependorf tiiplere toplandi. Ependorflar +4C de 2500 rpm de 5 dakika
santrifiijlenip siipernatantlar aspire edildi. 2x10° hiicre/ 100 pl liziz tamponu (50 mMTris-Cl
PH 7.4, %1 Triton X-100, %0.1 SodyumDeoksikolat, %0.1 SDS, 150 mMNaCl, 1 mM EDTA
PH 8.0, Proteaz Inhibitér Kokteyli 1X) olacak sekilde hiicre pelleti buz iistiinde siispanse
edildi. Stispansiyonlara %25 giicte 20sn siireyle sonikasyon uygulandi. Siispansiyonlar buz
tizerinde 30 dakika inkiibe edildikten sonra+4°C de 14000 rpm de 20 dakika santrifiij edildi.
Elde edilen pelet mitokondriyal, siipernatant ise sitozolik farksiyon olarak ayrildi. Sitozolik

fraksiyonlar farkli eppendorf tiiplere alindiktan sonra -80°C’de sakland1 (141).

3.6.6.2. BCA Protein Tayini

Yontemin prensibi:

Alkali kosullarda protein tarafindan Cu*? iyonunun Cu*' iyonuna indirgenmesi sirasinda
BCA reaktifinin renk degistirmesine dayanir (132).

Yontem:

Lize edilen hiicrelerin sitozolik fraksiyonlarindaki total protein konsantrasyonlarinin
belirlenmesi icin BCA (Bikinkoninik asit) protein tayini (Thermo-Pierce BCA kit) yontemi
uygulandi. Ornekler ve 2,0-0,025 mg/ml arasi1 degisen konsantrasyonda BSA standartlari ayni
plakaya 25 ul olacak sekilde pipetlendi ve her bir 6rnek 225 ul BCA reaktifi ile karigtirilarak
plaka 37°C’de 30dk. bekletildi. Siire sonunda plaka okuyucuda kolorimetrik olarak 562 nmde

okuma gerceklestirildi. FElde edilen absorbans verilerine karsilik gelen BSA
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standardkonsantrasyonlar1 ile standard grafigi ¢izildi. Standard grafiginden elde edilen

y=ax+b denklemi kullanilarak 6rneklerin total protein konsantrasyonlart hesaplandi.

3.6.6.3.Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE):
Yontemin prensibi:
Elektrik akimi altinda proteinlerin indirgeyici ajanlar kullanilarak molekiil

agirliklarina gore ayrilmasina dayanir (135).

Yontem:

Bu calismada, %12’lik ayrimlayicr jel (1.5M Tris-Cl 4X (pHS8.8) / SDS, %40’lik 29:1
akrilamid-bisakrilamid karisimi, dH,0O, %10 APS, TEMED)ve %5’lik paketleyici jel (0.5M
Tris-Cl 4X (pH 6.8) / SDS, %40°’lik 29:1 akrilamid-bisakrilamid karisimi, dH,O, %10 APS,
TEMED)kullanildi. Ornekler jel kuyucuklarma yiiklenmeden 6nce 2X yiikleme tamponu (4X
Tris-CL, pH6.8/ SDS, %4 SDS, %20 Gliserin, 2 ml 2-Merkaptoetanol, %0.001 bromfenol
mavisi, dH,0) ile karistirilarak 95°Cderecede Sdk.denatiire edildi. Denatiire Ornekler jel
kuyucuklarma yiiklendikten sonra jel tanki1X Yiiriitme Tamponu ile (0.025 M Tris,%0,1
SDS, 0.192 M Glisin, pH8.3) dolduruldu. Elektroforez 80V da 2.5-3 saat stirdiiriildii.

3.6.6.4.Semi-dry Transfer

Yontemin prensibi:

Jel boyunca protein agirliklarina gore ayrimlanmis olarak bulunan protein bantlarinin
elektrik akimi altinda pozitif yiiklii bir ylizeye aktarimina dayanir. Pozitif yiiklii yilizey olarak
nitroseliiloz veya PVDF membran kullanilabilir (136).

Yontem:

Nitroseliilloz membranve Whatman kagitlar1 dogrudan transfer tamponunda (1X
TOWBIN Transfer Tamponu (0.025 M Trizmabaz, 0.192M Glisin, %20 Metanol) 1slatildi. En
alta Whatman — membran — jel ~-Whatman olacak sekilde sandvi¢ sistemi seklinde siralandi.
Bio-Rad Turbo transfer cihazinda “Standard SD” modu secilerek 30dk. daproteinlerin

membrana transfer olmasi saglandi.
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3.6.6.5. Membran Bloklama ve Antikor ile Muamele Etme

Yontemin prensibi:

Bloklama islemi membran iizerinde bulunan total proteine antikorun 6zgiil olmayan bir
sekilde baglanmasin1 6nlemek amaci ile uygulanmaktadir. Epitoplart %3-5 yagsiz siit tozu ile

kapatilmast ile antikor ilgilenilen proteine daha 6zgiil sekilde baglanmaktadir.

Yontem:

Nitrosellilloz membranlar bloklama soliisyonu (%5 yagsiz siittozu 1X TBS-T(100
mMTris, 1.4 M NaCl, pH 7.4, %0,1 Tween-20) ile oda sicakliginda 1 saat diisiik devirde
calkalandi.Bloklama sonrast membranlar 1XTBS-T ile 2 kere ¢alkalandi. Antikor ¢ozeltileri
%3 siittozu igeren 1X TBS-T de hazirlandi. Kullanilan primer antikorlar i¢in Onerilen
siirelerde ve konsantrasyonlarda antikor muamelesi yapildi (+4 derecede gece boyu).
Membran 1XTBS-T ile 1x15dk. 3x5dk.yikandi. Sekonder antikor cozeltileri %5 siittozu
iceren 1X TBS-T de hazirlandi. Kullanilan sekonder antikor i¢in Onerilen siirelerde ve
konsantrasyonlarda antikor muamelesi yapildi. Membran 1XTBS-T ile 1x15dk., 3x5 dakika
yikandi. Karanlikta membran bagina 1 ml ECL Plus film soliisyonu (A:B 40:1, 1000ul A + 25
ul B) eklenerek AGFA Developer film banyo cihazinda goriintii alindi.

3.6.7. Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Apoptotik Gen Profilinin

Incelenmesi

Yontemin Prensibi:

DNA amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren floresans sinyalin 6lgiilmesi ile
kantitatif sonu¢ verebilen bir PCR yontemidir. Cift zincirli DNA’ya baglandiklar1 zaman
floresan sinyal veren boyalar (6rnegin, cybergreen) kullanilarak amplifikasyona bagli DNA

artis1 floresans miktari ile 6l¢lilmektedir.(138)

Yontem:
Yontem hiicre toplulugundan total RNA izolasyonu, elde edilen mRNA dizilerinden
cDNA sentezi ve apoptoz paneli ile ger¢ek zamanli cDNA amplifikasyonu basamaklarini

icermektedir.
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3.6.7.1. RNA izolasyonu
Yontemin prensibi:
Yontem hiicre toplulugu veya doku gibi biyolojik materyallerden total RNA’nin

saflastirilmasina dayanmaktadir (139).

Yontem:

Bu c¢alismada 0-100uM EGCG konsantrasyonu ve 24 saat inkiibasyon siiresi
uygulanmis hiicreler hiicre kaziyici ile toplanarak HighPure RNA Isolation Kit ile lireticinin
talimatlarina gore total RNA izolasyonu gergeklestirildi. UV spektrofotometrede Asgp / Azgo
oranina bakilarak RNA kalite kontrolii gergeklestirildi. Kalite kontrolii A260/A,sp oranina
gore yapildi. Oranin 1,8 ile 2,0 arasinda olan 6rnekler kaliteli kabul edildi.

3.6.7.1.cDNA Sentezi

Yontemin Prensibi:

mRNA dizilerinden c¢esitli primerler (oligo-dT, randomhexamer, sekansa 06zgiil) ve
revers-transkriptaz enzimi kullanilarak komplementer dizinin sentezlenmesiyle ¢ift zincirli

cDNA dizilerinin elde edilmesine dayanir (140).

Yontem:
Total RNAdaki mRNA dizilerinden Revers Transkriptaz PZR yontemi ile
randomhexamerprimerleri  kullanilarak  her bir kosul i¢in  Transcriptor  First

StrandcDNASynthesisKit ile cDNA sentezi PZR cihazi kullanilarak gerceklestirildi.

3.6.7.2.Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Yontemin Prensibi:

Ayn1 yolakta ya da sistemde gorevli gen dizilerinin ekspresyon profili olusturmak, es
zamanl olarak ¢ok sayida genin ekspresyon diizeylerini belirlemekamaciyla gen spesifik
problarin plastik, silikon benzeri kat1 bir yiizeye tutturularak olusturulan sistemlerde cDNA

amplifikasyonuna dayanmaktadir (140).
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Yontem:

Real Time Ready Human ApoptosisPanel, 96 kullanilarak Real-Time PZR ile cDNA
amplifiaksyonu LightCycler 480 cihazi kullanilarak gerceklestirildi. iki farkli kosul icin iki
adet 96 kuyulu plaka kullanildi. Her bir kuyucukta bulunan 6zgiil problar (84 adet pro- ve
anti-apoptotik gen, 12 kontrol probu) sayesinde istenen genlerin cDNA amplifikasyonu
gercek zamanli olarak takip edildi. cDNAamplifikasyonunun kalite kontrolii “melting curve”
(erime egrisi) analizi ile gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar internet ortaminda
(http://www.SABiosciences.com/PZRarraydataanalysis.php) islenerek iki kosula ait gen
profilleri ¢ikarildi. Her bir reaksiyondan elde edilen Ct degerleri AACt yontemine gore analiz

edildi. 27**“" formiiliiyle de ekspresyon degisim miktarlari hesaplandi. Gen profillerinin

karsilastirilmasi ile apoptotik stiregte etkin rol oynayan genler susturulmak tizere segildi.

1 2 3 L) 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
AKT1 APAF1 AVEN BAD BAG1 BAK1 BAX BBC3 BCL2 | BCL2L1 | BCL2L10 | BCL2L11
8 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
BCL2L13 | BCL2L2 BID BIK BIRC2 | BIRC3 | BIRCS BOK CAD CASP1 | CASP10 | CASP12
c 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
CASP14 | CASP2 | CASP3 | CASP4 | CASP5 | CASP6 | CASP7 | CASP8 |CASPSAP2| CASP9 | CFLAR | CRADD
b 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
DFFA | DIABLO | endoG FADD | FAM95A | FAM36B FAS FASLG | HMGB1 HRK | HSP90B1| HTRA2
e 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
LRDD MCL1 NFKB1 | NFKB2 | NGFR | PMAIP1 | PTEN REL RELA RELB | SOCS2 | SOCS3
61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72
F | STAT1 | STAT5A | STATSB TNF  [TNFRSF10{TNFRSF10/TNFRSF10[TNFRSF10|TNFRSF11|{TNFRSF1A[TNFRSF1B|TNFRSF21
A B c D B
c 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84
TNFRSF25| TNFSF8 | TNFSF10 | TNFSF11| TP53 TP5313 | TRAF1 | TRAF2 | TRAF3 | TRAF5 | TRAF6 | TRAF7
" 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 _
ACTB B2M GAPDH | HPRT1 | RPL13A 18S YWHAZ RT+ RT+ RT+

H1 - H7: Reference genes
H8 - H10:  RT positive control
[ H11-H12: RT minus control

Tablo 2. Human Apoptosis Panel, 96 immobilize edilmis gen-spesifik problarin plak diizeni.

3.6.8. Transfeksiyon
3.6.8.1.EGFP-aktin Plasmidinin Cogaltilmas1 ve HCT116 Hiicrelerine Transfeksiyonu

3.6.8.1.1. Plasmid Transformasyonu
Yontem prensibi

Replikasyon orijini bulunduran bir plasmid DNA’nin DNA alabilme 6zelligi bulunan
bir bakteride (kompotent) amplifike edilmesi islemine dayanir. Bu islemde genelde
antibiyotik diren¢ geni bulunduran plasmid DNA kullanilir, bu plasmidi bulunduran
bakteri antibiyotife duyarli hale gelir ve bu sayede plasmidi bulunduran bakteri

kolonisinin seleksiyonu saglanir (140).
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Yontem:

EGFP-aktin plasmidini ¢ogaltmak amaciyla kompetent E. coli DHS5a kullanilarak
bakteriyel transformasyon yapildi. Bu islemde oOncelikle -80°C’de bulunan kompetent
hiicreler ¢ikarilarak buz iizerinde ¢ozlilmeleri saglandi. Coziinen kompetent hiicrelerden 100
ul alinip iizerine 100ng plasmidden eklendi. Buz iizerinde 45 dkinkiibe edildi. Daha sonra
2dk. 42°C’lik su banyosunda bekletildi ve hemen buza alindi. Sonrasinda bakterilerin
antibiyotik dayaniklilik genini eksprese edebilmeleri i¢in bakterilere 250ul SOC (Super
Optimal broth with Catabolite repression) besi yeri eklendi.l saat boyunca 37°C’de
calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi bakteriler 100 pg/mlKanamisin iceren kati
LB(Lysogenybroth) besi yerine ekildi. Gece boyu 37°C’de inkiibe edilerek transformasyon
olan bakterilerin iireyip koloni olusturmasi saglandi. ikinci giin ise olusan kolonilerden pipet
yardimiyla 6rnek alinarak 30 pg/mlKanamisin igeren sivi LB-broth besiyerine ekildi. Gece
boyu 37°C’de inkiibe edilerek bakterilerin c¢ogalmasi saglandi. Cogalan bakterilerden
Nucleospin Plasmid izolasyon kitinin protokoliine goére plasmid DNA izolasyonu

gerceklestirildi.

Asel SnaBl
AbpaL | (8) (341)
( .

449) Nhel (592)
Ecod7 W (597)

Agel (601

puUC
ori

PCMV IE

HSY TK
poly A Sl BsiG 1 (1323)
. BspE 1 (1331)
i pEG:F;-kI:Ctm Bgl 1l (1340)
an i
Neo' _— Xho ' (1344)
SV40 ori
p on sva
! ori

Stul
(3666)

BamH 1 (2480)
Xba I* (2492)

Miul
(2731)

Sekil 9. EGFP-aktin plasmidi
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3.6.8.1.2. EGFP-aktin Plasmidinin HCT-116 Hiicrelerine Transfeksiyonu
Yontemin prensibi:

Transfeksiyon, okaryotik hiicre ya da doku kiiltiirtindeki hiicrelerin ¢esitli DNA aktarim
teknikleri ve ajanlar ile plasmid transformasyonuna denir. (138)

Yontem:

12 mmlik yuvarlak camlar 24-kuyulu plakanin kuyularina yerlestirildi. Camlar {izerine
100 ul Fetalbovine serum cam disina tagsmayacak sekilde (bombe seklinde kalacak) kondu. 5-
10 dk beklendi. Cam iizerindeki serum c¢ekildikten sonra 25,000 hiicre/100 ul besi ortami
olacak sekilde hazirlanan hiicre silispansiyonu cam disina tasmayacak sekilde koyuldu ve
dikkatlice inkiibatore kaldirildi. 4-5 saat siireyle hiicrenin adhezyon stireci izlendi. Hiicrelerin
adherent oldugundan emin olduktan sonra 400 ul besi ortam1 daha kuyucuga eklendi.24 saat

sonra plasmid transfeksiyonu protokolii baslatildi:

24 saat sonra hiicre lizerindeki besi ortami serumsuz ve antibiyotiksiz OPTI-MEM ile
degistirildi. Ayr1 bir eppendorf tiipe tek kuyucuk i¢in 100 ul OPTI-MEM + (1,5- 3- 4,5ul
Hiperfect + 0.25ug plasmid eklendi. Diisiik devirde vortekslenerek karistirildi. 10-15 dk.
transfeksiyon komplekslerinin olusumu igin beklendi. Uzerlerinde 500 ul OPTI-MEM olan
hiicreler iizerine transfeksiyon karigimi eklendi. Plate yavagca sallanarak komplekslerin
homojen dagilimi saglandi. 12 saat sonra camlar {izerindeki hiicreler %3 formaldehit ile

fiksasyon ve DAPI boyamasindan sonra florasan mikroskopi ile izlendi.
3.6.8.1.3. Hiperfect Transfeksiyon Reaktifi ile Plasmid Transfeksiyonu

Hiicreler 24-kuyulu plakanin kuyucuklarina 5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde saat
camlar tizerine ekildi. Hiicre adezyonu ve hiicre sayist duplikasyonu i¢in 24 saat beklendikten
sonra ortam igerikleri ireticinin talimatlarina gore kuyucuk basina 100ul OPTI-MEM
igerisinde 1.5-3.0-4. 5 pl Hiperfect ve EGFP-aktin plasmidi igeren ortamlar ile degistirildi.
Inkiibatérde 24 saat inkiibasyon gerceklestirildikten sonra camlar iizerindeki hiicrelerin
fiksasyonu 1isleminin ardindan floresan mikroskop ile goriintiiler alindi. Elde edilen
gorlintiilerde GFP sinyali orta diizeyde olan kuyucuktaki Hiperfect miktari (3ul)

siRNAtransfeksiyonu denemelerinde kullanilmak {izere se¢ildi (138).
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3.6.9. siRNA Transfeksiyonu:
Yontemin prensibi:
RNA inteferans olarak adlandirilan 18-21 niikleotidlik dSRNA dizilerinin hiicreye
disaridan verilmesiyle bu RNA dizisine komplementer mRNA’nin yikilimi ve 6nceden

belirlenmis genlerin susturulmasidir (138).

Yontem:

6-kuyucuklu plakalara 5 x 10> hiicre/kuyucuk ekim yapildi. 100 pL. OPTI-MEM, 12 pL
transfeksiyon ajani ve belirlenen gen iiriiniine ait siRNAkonsantrasyonu 5 nM olacak sekilde
karistirllarak 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.Bu siire sonunda bu karisim kuyucuklara
aktarildi ve hiicreler normal hiicre kiiltiirii kosullar1 altinda 24 saat inkiibe edildi. siRNA
iceren ortam kuyucuklardan atildiktan sonra 100 uM EGCG ile 24 saat inkiibasyon
gerceklestirildi. Inkiibasyon sonucunda hiicreler kuyucuklardan topland:. Hiicre lizizi ve RNA

izolasyonunun ardindan spesifik kaspaz-8 primeri ile Real time- PZR analizi ger¢eklestirildi.

3.6.10. Gen Susturumundan Sonra Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Analizi
Gen susturum islemi gerceklestirildikten sonra elde edilen hiicrelerde Annexin-V Akis

Sitometrik Apoptoz / Nekroz Analizi tekrar ¢alisildi.

3.6.11. DCFDA ile Hiicre ici ROT Ol¢iimii

Yontemin prensibi:

Reaktif Oksijen Tiirlerinin belirlenmesinde kullanilan bilesiklerden DCFH-DA’nin
hiicre i¢inde asetat gruplar1 esterazlar tarafindan uzaklastirilip, oksidasyon meydana geldikten
sonra floresans emisyon vermesine ve bu emisyonun floresan akis sitometrisi, floresan

mikroskop veya mikroplaka okuyucuda 6lgiilmesine dayanan bir yontemdir (150).

Yontem:

HCT-1165"*"* hiicreleri; 6-kuyulu kiiltiir kaplarina ekildi. HCT-116 hiicreleri 24 saat
37°C’de %5 CO’li inkiibatdrde %10 FBS iceren Mc Coy’s 5A besi ortami ile inkiibasyona
birakildi. %70 konfluent olunca ortama atildi yerine %1 FBS iceren fenol redsiz ortam
konuldu ve 24 saat beklendi. 24 saat sonunda iistii atild1 ve % 1 FBS iceren 100pM EGCG+

SOD’lu besi ortami eklendive 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Siirenin bitiminde
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kuyucuklar tripsinize edildi ve PBS ile yikanarak FACS tiiplerine alindi. Tiipler 1500 g 5
dakika santriftij ile c¢Oktiiriiliip ve hiicre ortami uzaklastirildi.. Hiicreler iizerine son
konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde fenol redsiz ortamda DCFH-DA eklendi.30 dakika
inkiibasyona birakildi.Inkiibasyon sonunda tekrar santrifiij edilen tiiplerin iist kismi1 atildi ve
500 ul PBS ile yikandi. PBS ile ikinci kez santrifiij edilerek sonrasinda iist kisim atildi. Daha
sonra tiipler lizerine Iml PBS eklendi ve 10.000 hiicre, saniyede 250-300 hiicre gegecek
sekilde, 530 nm deBD Facs-Calibur Akis sitometrisiyle analiz edildi. Histogram plot analizi
yapilarak pozitif ve negatif kontrol hiicrelerinde elde edilen egrinin ortalama FL1 degerinin

kaymasi 6l¢iildii. Sonuglar geometrik ortalama (geometrik mean) cinsinden hesaplandi.
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3.7. Arastirma Plam1 ve Takvimi:

Subat-Mart 2011

Hiicre hattinin ¢oziilmesi ve hiicrelerin ¢cogaltilmasi

\ 4

Subat-Mart 2011
HCT-116 hiicre hattinda hiicre 6liimiinii tetikleyen EGCG

konsantrasyonun ve inkiibasyon siiresinin dogrulanmasi

v

Mart-Nisan 2011
EGCG’ninapoptotik etkisinin dogrulanmasi

\ 4

Nisan-Arahk 2011

EGCG ile tetiklenen apoptozda apoptotik

proteinlerin ekspresyon analizleri

v

Aralik 2011- Mayis 2012

EGCG ile tetiklenen apoptozda indiiklenen ya da

baskilanan genlerin belirlenmesi

y
Mayis — Eyliil 2012

Secilen genlerin mRNA diizeyinde
susturulmalar ve gen susturumundan sonra

apoptoz siirecinin izlenmesi

v
Eyliil-Aralik 2012
EGCG’nin hiicre ici ROT

diizeylerine etkisinin

incelenmesi
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Her deney kosulu icin hiicreler 3’er kez ekildi ve deneyler en az 3’er kez tekrarlanarak,
elde edilen veriler Student’s t test analizi SPSS 15.0 programi ile p<0.05 anlamlilik diizeyinde

negatif kontrolden elde edilen veriler ile karsilastirilarak istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.9. Arastirmanin Smirhhiklari:

Caligsma in vitro ¢aligmadir. Bu yiizden in vivo ve klinik ¢alismalarla desteklenmelidir.

3.10. Etik Kurul Onay1
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu
18 Haziran 2009 tarih ve 12.14.2009 no.lu toplantisinda; 110/2009 protokol numarali

calismamizin etik agidan sakincali olmadigina karar vermistir.
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4. BULGULAR

4.1. HCT-116*™*"* ve HCT116*™" Hiicrelerinde Bax Protein Ekspresyonunun

Dogrulanmasi

HCT-116""*"* ve HCT116®*" insan kolorektal tiimér hiicre hatlarinda bax protein
ekspresyonunun dogrulanmasi amaciyla yapilan Bax proteini western-blot analizinde HCT-
116%*** hiicrelerinden elde edilen drneklerde Bax protein ekspresyonu oldugu, HCT1165"
hiicrelerinden elde edilen 6rneklerde Bax protein ekspresyonu olmadig1 gézlendi.

Bax +/+

HCT-116

b- B-aktin 42 kDa

T T Bax 23 kDa

Bax -/-

HCT-116

b- B-aktin 42 kDa

Bax 23 kDa

Sekil 10. HCT-116""*"* ve HCT116®*"" hiicre hatlarinda Bax proteini western-blot

analizi X-Ray film goriintiisii

4.2. MTT Testine Uygun Hiicre Sayisinin Belirlenmesi:

HCT-1165""* ve HCT116%™ insan kolorektal timér hiicre hatlarinda, 24-72 saat
aralifinda, MTT testinin calisilmasina en uygun hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in 96 kuyulu
plaklara 0,4-1x10* arahgindaki sayida hiicre ekildi. 24, 48 ve 72 saat siire ile Etoposit
indiiklemesi sonucunda elde edilen canlilik verileri degerlendirilerek ¢alismamiza en uygun
hiicre sayis1 saptandi. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde tekrarlanabilir ve 24 saatte
%50 canlibgin elde edildigi hiicre sayisim her iki hiicre hatti igin 6x10°0lduguna karar

verildi (Sekil 9a, 9b).
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% canhlik

70

M 24h bax +/+
m 48h bax +/+
W 72h bax +/+

4000 6000 8000 10.000

hiicre sayisi/kuyu

Sekil 11a. HCT-116"*" hiicre hattinda 24-72 saat Etoposit ile inkiibasyon siirecinde %

canlilik degerlerinin degisimi (Ort=SD, her kosul 9 kez tekrarlanmastir).

% canlihik

70

W 24h bax -/-
m 48h bax -/-
m 72h bax -/-

4.000 6.000 8.000 10.000

hiicre sayisi /kuyu

Sekil 11b. HCT-116*" hiicre hattinda 24-72 saat Etoposit ile inkiibasyon siirecinde %

canlilik degerlerinin degisimi (Ort=SD, her kosul 9 kez tekrarlanmistir).
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4.3. HCT-116 Hiicre Hattinda Hiicre Oliimiinii Tetikleyen EGCG

Konsantrasyonun ve Inkiibasyon Siiresinin Dogrulanmasi

MTT testine ve inkiibasyon siirelerine en uygun hiicre sayisi belirlendikten sonra daha
onceki ¢aligmalarimizda belirlenmis olan (174) etkin EGCG konsantrasyon ve inkiibasyon
degerleri tekrar calisilarak dogrulamasi yapildi. Bu amacgla 24 ve 48 saat inkiibasyon
siirelerinde 0-50-100uM konsantrasyonlarinda EGCG’nin hiicre canliligina etkisi MTT
yontemi  ile izlendi. Elde  edilen  veriler  degerlendirildiginde; EGCG
soliisyonukonsantrasyonunun, 24 saat inkiibasyon siiresinde %35-45 arasinda canlilifin
azalmasina neden oldugu belirlenerek bu konsantrasyonda deneylere devam edilmesine karar

verildi (Sekil 10a, 10b).

120 -
100 10099 97 92 10093
100 - 95 89 o3
80 -
H kontrol
%canhhk 60 -
m 50 uM EGCG
40 1 M 100puM EGCG
20 - B 100uM Etoposit
0 -

24 saat 48 saat 72 saat

inkiibasyon suresi

Sekil 12a. HCT-116""" hiicre hattinda 24-72 saat 100uM EGCG ile inkiibasyon siirecinde %
canlilik degerlerinin degisimi (Ort=SD, her kosul 9 kez tekrarlanmistir).
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120 -
100101 100 100gg 9>

100 88
80
H kontrol
% canhhk 60
B 50 puM EGCG

40 0 100puM EGCG

20 B 100uM Etoposit

0

24 saat 48 saat 72 saat

inkiibasyon suresi

Sekil 12b. HCT-116%**"* hiicre hattinda 24-72 saat 100uM EGCG ile inkiibasyon siirecinde
% canlilik degerlerinin degisimi (Ort=SD, her kosul 9 kez tekrarlanmistir).

4.4. EGCG’nin Apoptotik Etkisinin Dogrulanmasi:

0-100 uM EGCG ile 24 saat inkiibasyon siiresinde gerceklesen hiicre Sliim tipi
(apoptotik/nekrotik) akis sitometrik Annexin-V/ PI yontemi ile degerlendirildi. 100uM EGCG
ile 24 saat inkiibe edilen hiicrelerde apoptoz indiiksiyonu dogrulandi. EGCG uygulamasi
yapilmayan hiicrelerin %11 inin (Sekil 11A, C) ve 24 saat 100 uM EGCG uygulamasi yapilan
hiicrelerin %42’sinin (Sekil 11B, C) apoptotik oldugu saptandi. EGCG uygulanan hiicrelerde

nekrotik hiicre 6liimiinde artig saptanmadi.

A B
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1035 B2 1957 P2
139% 26% %% 61%
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10° 10' 10° 10°

ANNEXIN.V - FITC ANNEXIN.V - FITC

Sekil 13. HCT-116%*" hiicrelerinde 100 pM EGCG ile 24 saat inkiibasyon siiresinde elde
edilen akis sitometrik Annexin-V/PI analiz sonuclar1. A. Kontrol, B. EGCG

soliisyonuuygulamasi
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Hiicre Yuzdesi

Kontrol 10 uM EGCG 20 uM EGCG 50 uM EGCG 100 uM EGCG
m Apoptotik hiicreler m Nekrotik hiicreler

Sekil 13C. Akis sitometrik analiz sonuglarinin grafiksel ifadesi (™ Apoptotik hiicreler,
B Nekrotik hiicreler

4.5. EGCG’nin Kaspaz Proteinleri Uzerindeki Etkisinin incelenmesi

100pM EGCG’nin pro-kaspaz-8, pro-kaspaz-9, pro-kaspaz-3 ve PARP-1 proteinlerinde
neden oldugu ekspresyon degisimleri 0-2-4-6-9-12-24 saatlerde western-blot analizi ile
incelendi. HCT-1162"*"* ve HCT116®™" hiicre hatlarinda protein ekspresyonlar1 negatif
kontrol grubuna goére dansitometrik analiz ortalama degerleri ile karsilastirildi. Verilerin

istatistiksel anlamlilig1 Student ’s-t-test analizi ile p<0,05 anlamlilik diizeyinde degerlendirildi.
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100 uM EGCG ile 0-2-4-6-9-12-24 saat inkiibe edilen HCT-116%"*"* hiicrelerinin pro-
kaspaz-8 ekspresyonlarinda negatif kontrole gore 6. ve 9. saatlerde p<0.041 diizeyinde

istatistiksel anlaml1 azalis oldugu saptandi (Sekil 14A, B).
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K 2s 4s 6s 9s 12s 24s pK
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inkiibasyon siiresi

Sekil 14. HCT-116"***hiicrelerinde pro-kaspaz-8 proteinin western-blot analizi A. X-
Ray film goriintiisii B. Dansitometrik analiz ile pro-kaspaz 8/Aktin oraninin grafiksel ifadesi,

(*p<0.05 diizeyinde istatistiksel anlamlilik, deneyler 6 kez tekarlanmistir)
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100 uM EGCG ile 0-2-4-6-9-12-24 saat inkiibe edilen HCT-116Bax ™ hiicrelerinin pro-
kaspaz-8 ekspresyonlarinda negatif kontrole gore 2. ve 4. saatlerde p<0.038 diizeyinde, 24.
saatte ise p<0.012 diizeyinde anlamli azalig gosterdigi saptandi (Sekil 15A, B).
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Sekil 15. HCT-116*" hiicrelerinde pro-kaspaz-8 proteinin western-blot analizi A. X-
Ray film goriintiisii B. Dansitometrik analiz ile pro-kaspaz 8/Aktin oranmin grafiksel ifadesi

(*p<0.05 diizeyinde istatistiksel anlamlilik, deneyler 6 kez tekarlanmistir)
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100 pM EGCG ile 0-2-4-6-9-12-24 saat inkiibe edilen HCT-116Bax ** pro-kaspaz-9
ekspresyonlarinda negatif kontrole gore 6. saatte p<0.033 diizeyinde, 9.,12., 24. saatlerde
p<0.012 diizeyinde anlamli azalis gosterdigi saptandi (Sekil 16A,B)
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Sekil 16. HCT-116""** hiicrelerinde pro-kaspaz-9 proteinin western-blot analizi A. X-
Ray film goriintiisii B. Dansitometrik analiz ile kaspaz-9/Aktin oraninin grafiksel ifadesi

(*p<0.05 diizeyinde istatistiksel anlamlilik, deneyler 6 kez tekarlanmistir)
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100 uM EGCG ile HCT-116®* 7 hiicrelerinin 0-2-4-6-9-12-24 saat inkiibasyonu
sonucunda pro-kaspaz-9 ekspresyonunda negatif kontrole gore 2., 4. ve 9. saatlerde p<0.032
diizeyinde, 6. Saatte ise p<0.022 diizeyinde anlamli azalis gosterdigi saptandi (Sekil 17A,
B).
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Sekil 17. HCT-116*" hiicrelerinde pro-kaspaz-9 proteinin western-blot analizi A. X-
Ray film goriintiisii B. Dansitometrik analiz ile pro-kaspaz 9/Aktin oranmin grafiksel ifadesi

(*p<0.05 diizeyinde istatistiksel anlamlilik, deneyler 6 kez tekarlanmistir)
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100 uM EGCG ile HCT-116 ®™ ** hiicrelerinin 0-2-4-6-9-12-24 saat inkiibasyonu
sonucunda pro-kaspaz-3 ekspresyonunda negatif kontrole gore 6., 9. saatlerde p<0.042

diizeyinde, 12. ve 24. saatlerde ise p<0.024 diizeyinde anlamli azalis gosterdigi saptandi

(Sekil 18A, B).
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Sekil 18. HCT-116****hiicrelerinde pro-kaspaz-3 proteinin western-blot analizi A. X-
Ray film goriintiisii B. Dansitometrik analiz ile pro-kaspaz 3/Aktin oraninin grafiksel ifadesi

(*p<0.05 diizeyinde kontrole gore istatistiksel anlamli, deneyler 6 kez tekarlanmaistir)
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100 uM EGCG ile HCT-116* " hiicrelerinin 0-2-4-6-9-12-24 saat inkiibasyonu
sonucunda pro-kaspaz 3 ekspresyonunda negatif kontrole gore 4.,6., 9 ve 12. saatlerde

p<0.032 diizeyinde, 24. saatte ise p<0.012 diizeyinde anlamli azalis gdsterdigi saptandi
(Sekil 19A,B).
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Sekil 19. HCT-116*"*"hiicrelerinde pro-kaspaz-3 proteinin western-blot analizi A. X-
Ray film goriintiisii B. Dansitometrik analiz ile pro-kaspaz 3/Aktin oranmin grafiksel ifadesi

(*p<0.05 diizeyinde istatistiksel anlamlilik, deneyler 6 kez tekarlanmistir)
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100 uM EGCG ile HCT-116®" 7 hiicrelerinin 0-2-4-6-9-12-24 saat inkiibasyonu
sonucunda cleaved-PARP-1 ekspresyonunda negatif kontrole gore 4., 6. ve 9. saatlerde
p<0.033 diizeyinde, 2. ve 12. Saatlerde ise p<0.022 diizeyinde anlaml artis gosterdigi
saptand1 (Sekil 20A, B).
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Sekil 20. HCT-116"*** hiicrelerinde PARP-1 proteinin western-blot analizi A. X-Ray
film goriintiisii B.Dansitometrik analiz ile cleaved-PARP-1/Aktin oranimin grafiksel ifadesi

(*p<0.05 diizeyinde istatistiksel anlamlilik, deneyler 6 kez tekarlanmistir)
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100 uM EGCG ile HCT-116"* 7 hiicrelerinin 0-2-4-6-9-12-24 saat inkiibasyonu
sonucunda cleaved-PARP-1 ekspresyonunda negatif kontrole gore 2.,4. ve 6. saatlerde
p<0.015 diizeyinde, 9. Saatte ise p<0.044 diizeyinde anlamli artis gdsterdigi saptandi (Sekil
21A, B).
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Sekil 21. HCT-116%*" hiicrelerinde PARP-1 proteinin western-blot analizi A. X-Ray
film goriintiisii B. Dansitometrik analiz ile cleaved-PARP-1/Aktin oranimin grafiksel ifadesi

(*p<0.05 diizeyinde istatistiksel anlamlilik, deneyler 6 kez tekarlanmistir.
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4.6. EGCG’nin Apoptotik Gen Ekspresyonlarina Etkisinin Incelenmesi:

Apoptoz siirecinde etkili 84 farkli genin mRNA diizeylerindeki degisim apoptotik panel
array yontemi ile belirlenmistir. Denemede iki farkli kosuldan elde edilen mRNAlar
kullanildi.

a. EGCG soliisyonuile 24 saat inkiibe edilen hiicreler

b. EGCG’nin ortama ilave edilmedigi kontrol hiicreleri

Istenen genlerin ¢cDNA amplifikasyonu ger¢ek zamanli olarak takip edildi. cDNA
amplifikasyonunun kalite kontrolii “melting curve” analizi ile gerceklestirildi. 84 gene ait
ekspresyon profili 2 kez calismanin ortalamasi alinarak ¢ikarildi. Apoptotik panel array
yontemi ile elde edilen 84 gene ait ekspresyon verileri ve AACt degerleri Roche firmasi
tarafindan saglanan yazilim ile degerlendirildi ve ekspresyon degerleri negatif kontrole gore
kat artig1 olarak hesaplandi. Elde edilen veriler degerlendirildiginde EGCG’nin apoptotik
genler tizerinde HCT 116 ®* *'* hiicre hattinda HCT 116®™” hiicre hattia gore daha etkin
oldugu saptandi (Sekil 22). HCT116 Bax +/+ hiicre hattinda ¢cok daha fazla genin etkilenmesi
ve artis gostermesi nedeniyle bundan sonraki ¢alismalara sadece HCT116 Bax+/+ hiicreleri
ile devam edildi. Intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yolaklarda etken olan kaspaz-8 ve kaspaz-
9’un EGCG’nin apoptotik etkisindeki roliinii belirlemek {izere bu genlerin susturumunun

yapilmasina ve apoptoz miktarindaki degisimin incelenmesine karar verildi.
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Sekil 22. HCT-116 Bax+/+ ve Bax-/- hiicre hatlarinda EGCG ile tetiklenen apoptotik genlerin
ekspresyonunda saptanan kat artiglart (Ort. kat artis, RT-PZR 2 kez tekarlanmistir)
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4.7.Hiperfect Transfeksiyon Ajaninin siRNA Transfeksiyonu Calismalari i¢in
Etkinliginin Incelenmesi:

HCT-116 hiicrelerinde Hiperfect Transfeksiyon Ajani ile transfeksiyonun etkin calisip
calismadigr EGFP-aktin plasmidinin (Eucaryotic Green Fluorecence Protein) kullanilmasi ile
saptandi. Bu amagla HCT-116""** hiicre hattinda farkli Hiperfect Transfeksiyon Ajan
miktarlart (1.5pul - 3.0pl - 4.5pul) kullanilarak hiicrelere en iyi EGFP sinyali verilmesini
saglayan transfeksiyon ajan miktar1 belirlendi (Sekil 23A,B,C)

A B C

Sekil 23. 1.5 ul Hiperfect (A), 3.0 ul Hiperfect (B), 4.5 ulHiperfect (C) kullanilarak yapilan

EGFP-aktin plasmid transfeksiyonu florasan goriintiileri.

Fluoresan mikroskop ile alinan goriintiilere bakildiginda GFP sinyalinin 1,5 ul Hiperfect
ile yapilan transfeksiyonda zayif oldugu, 4.5 ul ile ise fazla oldugu goriildii. Bir sonraki
denemelerde ve siRNA transfeksiyonunda kullanilmak {izere iiretici firmanin onerdigi
optimum miktar olan 3 ul Hiperfect (24-kuyulu plaka i¢in 3ul, 6-kuyulu plaka i¢in 12ul
Hiperfect ) se¢ildi.
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4.8. siRNA ile Susturumun Real-time PZR ile Dogrulanmasi
100 uM EGCG ile HCT-116®"*""* hiicrelerinin 24 saat inkiibasyonu ile siCASP8
transfeksiyonunun Real-Time PZR ile kontrolii sonucunda kaspaz-8 ekspresyonunun negatif

kontrole gore yaklasik 200 kat azaldig1 saptanmistir (Sekil 22).

kek
0,05

KONTROL 100 M EGCG SICASP8 +
100 puM EGCG

Sekil 24. HCT-116""** hiicrelerinde siCASP8 transfeksiyonunun Real-Time PZR ile
kontrolli, (*p<0.05 diizeyinde istatistiksel anlamli artis, **p<0.05 diizeyinde istatistiksel

anlamli azalis )

4.9. Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 Susturumunun Apoptoz Diizeyine Etkisinin Incelenmesi

100 uM EGCG ile HCT-116" *"* hiicrelerinin 24 saat inkiibasyonu ile siCASP8 ve
siCASP9 transfeksiyonundan sonra apoptotik hiicre yiizdelerindeki degisiklik akis sitometrik
Annexin V-PI yontemiyle belirlendi. Transfeksiyon ve EGCG uygulanmamis kontrol
grubunda %18,22 diizeyinde apoptoz bulunurken (Sekil 25A), 100 uM EGCG uygulanmis
grupta %54 diizeyinde apoptoz saptandi (p<0,001)(Sekil 25B), siCASP8 transfeksiyonu ve
100 uM EGCG uygulanmis grupta %20,81 (p<0,048) (Sekil 25C), siCASP9 transfeksiyonu
ve 100 uM EGCG uygulanmis grupta %37,09 (p<0,012) (Sekil 25D).
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Sekil 25. HCT-116*** hiicrelerinde kaspaz-8 ve kaspaz-9 susturumunun akis sitometri
Annexin V-PI grafikleri. Transfeksiyon ve EGCG uygulanmamis kontrol grubu (A), 100 uM
EGCG uygulanmis grup (B), siCASP8 transfeksiyonu ve 100 uM EGCG uygulanmis grup
(C), siCASP9 transfeksiyonu ve 100 puM EGCG uygulanmis grup (D), Her grupta saptanan
toplam apoptotik hiicre yiizdelerinin grafiksel ifadesi (E). (*p<0.05 diizeyinde istatistiksel

anlaml1 artis)
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4.9.

EGCG’nin Hiicre ici ROT Diizeylerine Etkisinin Incelenmesi

HCT-116**" hiicrelerinde EGCG soliisyonuile 24 saat inkiibasyonun hiicre ici ROT
diizeylerine etkisi, DCFH-DA (2',7'- diklorodihidrofloresin diasetat) indikatorii kullanilarak

akis sitometrik analiz ile belirlendi. EGCG soliisyonuile 24 saat inkiibasyonun HCT-1165**"*

hiicrelerinde yaklasik % 29.0oraninda ROT olusturdugu saptandi (Sekil 26).

T o80 90

Counts
W 20 20 & 50 60

* ROT artisi

Kontrol grubu

Marker Evenle % Gated % Tota Mean Geo Mean

AR 4248 10000 9248 18181 142.21

M v G383 9235 16193 142,65
Deney grubu

Marker Ewents ¢: Gated % Tota Mean Geo Mean

Al B80T  100.00 8807 219.44 17%.46

M 6505 99,82 €585 %81 180031

Sekil 26. HCT-116"**"* hiicrelerinde EGCG soliisyonuile 24 saat inkiibasyonda hiicre i¢i

ROT olgiimii.
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5. TARTISMA

Son on yildir kanser olusumunun toksik olmayan dogal tiriinler kullanilarak 6nlenmesi
ve tedavisi ile ilgili yapilan arastirma sayisi artis gostermistir. Bu maddeler arasinda diyetle
alinan polifenoller kanser-6nleyici olmalarinin yani sira terapotik olarak da kullanilan dogal
ajanlardir. Polifenollerin hiicre poliferasyonu, differensiyasyonu, apoptoz, enflamasyon,
anjiyogenez ve metastaz ile ilgili hiicreler arasi sinyal ileti yolaklarinda anahtar rollere
sahiptir oldugu belirtilmesine karsin, bu yolaklardaki etki mekanizmalar1 heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir (144). Cok sayida polifenol bilesigin arasinda, 6zellikle yesil cay
polifenolleri bir¢ok insan malignitesinde yiiksek oranda kanser onleyici etkilerinin bulunmasi
ile dikkat ¢ekmektedir. Yesil cayda yiiksek oranda bulunan bir polifenol olan EGCG’nin
hiicre transformasyonunu ve poliferasyonunu azaltma, hiicre dongiisiinde duraksama ve
apoptozu artirma gibi kemopreventif etkileri bulunmaktadir (145). Yapilan in-vitro
calismalarda 16semi, melanom, meme kanseri, akciger ve kolon hiicrelerinde EGCG’nin
biiyiimeyi inhibe ettigi ve apoptozu arttirdigr gosterilmistir (146). EGCG’nin bu etkileri ve
olast etki mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasi i¢cin pek ¢ok in-vitro ve in-vivo g¢aligma
yapilmasina karsin in-vivo mekanizmalar1 heniiz tam olarak anlasilamamistir. EGCG etki
mekanizmalart ile ilgili bilgiler 1s18inda planlanmis olan bu g¢alismada HCT 116 kolon
karsinoma hiicre hatlarinda EGCG’nin hiicre 6liimii, pro-apoptotik Bax proteini, intrinsik ve

ekstrinsik apoptotik yolaklar iizerindeki etkinliginin incelenmesi amaglanmuistir.

Bu amagtan hareketle 6ncelikli olarak daha onceki ¢alismamizda elde edilen verilerin
1s51ginda (143) EGCG’nin hiicre canliligina etkisinin ve dozunun dogrulanmasi c¢aligmalari
yapilmustir. Hiicre canlilik analizleri degerlendirildiginde EGCG ile 24 saat inkiibe edilen
HCT-116%*** ve HCT116*" hiicrelerinde 100uM EGCG’nin hiicre hatlarinda sirastyla
%30-32 oraninda hiicre oOliimiine neden oldugu saptanmistir. EGCG ile inkiibe edilen
hiicrelerde 48. ve 72. saatte saptanan canlilik artisinin EGCG’nin yarilanma dmriiniin 24 saat
sonunda azalmasina bagli olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu amagla, tiim c¢alisma boyunca
hazirlanan EGCG ¢ozeltileri EGCG’nin yarilanma dmriinii ve stabilitesini arttiran siiper oksid
dismutaz enzim ilavesi ile hazirlanmistir (151). EGCG’nin kolon kanseri hiicre hatlarinda
hiicre canliligi Tlzerine etkilerini inceleyen caligmalardan elde edilen sonuglar

karsilastirildiginda degerlerin farklilik gosterdigi goriilmektedir. Uesato ve ark. (122)
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yaptiklar1 ¢alismada HCT-116 hiicrelerinde 24 saat EGCG inkiibasyonu icin elde edilen ICs
degerinin 71,3uM belirtilmistir. Calismamizda 24 saat EGCG inkiibasyonunda ICsy degerinin
100uM’1n iizerinde oldugu belirlenmistir. Hiicre hatlar1 ile yapilan calismalarda siklikla
rastlanan bu doz farkliliklarinin in-vitro ¢alismalarda hiicre hatlarinin pasaj sayilarinin esit

olmamasina ve in vitro kosullarin farkliliklarina bagl olabilecegini diistinmekteyiz.

EGCG’nin olas1 apoptotik ve nekrotik etkisinin degerlendirilebilmesi amaciyla
Annexin-V apoptoz / nekroz analizi kullanilmigtir. Apoptotik hiicre membraninda bulunan
PS kalintilarina baglanan FITC isaretli Annexin-V’in vermis oldugu fluoresan siddeti,
apoptotik hiicrelerin saptanmasinda yonteminin temel prensibini olusturmaktadir. Membran
biitiinliigli bozulan nekrotik hiicrelere girebilen PI fluoresan boyasinin Annexin V ile birarada
kullanilmast ile bu yoOntem, apoptoz/nekroz ayriminin gerceklestirilmesine olanak
saglamaktadir (152). Yapilan ¢alismada, 100uM EGCQG ile 24 saat inkiibe edilen hiicrelerde
apoptoz indiiksiyonu dogrulanmistir. EGCG uygulamasi yapilmayan hiicrelerin %11°1 ve 24
saat 100uM EGCG uygulamasi yapilan hiicrelerin %42’sinin apoptotik oldugu saptanmustir.
EGCG uygulanan hiicrelerde nekrotik hiicre Oliimiinde ise artis saptanmamigtir. Nekrotik
hiicre oliim oraninin diisiik olmasi, EGCG’nin kanser hiicrelerini ¢evre hiicrelere zarar
vermeden Oliime siiriikleyen bir terdpatik ajan veya terdpatik ajan destegi olabilecegini ifade

etmektedir.

EGCG’nin ekstrinsik ve intrinsik apoptoz yolaklarinda rol alan kaspaz-8 ve kaspaz-9
enzimlerinin aktivasyonuna etkisi, 24 saat 100uM EGCG uygulamas: yapilan hiicrelerdeki
kaspaz enzim aktivitelerinin zaman dilimleri i¢inde western blot analizi ile incelenmesi ile
degerlendirilmistir. Kaspaz-8 aktivasyonunun HCT-116%* ** hiicrelerde 6., 9. saatlere ve
HCT-116* 7 hiicrelerde 2.,4.saatlerde gerceklesmesi; EGCG nin ilk etkilerini ekstrinsik
apoptoz yolagi ile kisa siirede gosterdigini diisiindiirmektedir. Verilerimiz, Helieh S. Oz ve
Jeffrey L Ebersole’un (154) 100uM EGCG ile IEC-6 insan epiteliyal ince bagirsak
hiicrelerinde yapmis oldugu calisma ile paralellik gdstermektedir. Kaspaz 8 aktivasyonun
HCT-116* 7 hiicrelerinde, HCT-116%* ** hiicrelerine gére daha erken zaman diliminde
gerceklesebilmesi EGCG’nin Oncelikli olarak ekstrinsik yolagi kullanabildigini ve Bax

proteininin apoptoz tetiklemesinde dncelikli olmadigini diisiindiirmektedir.
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100uM EGCG uygulamasi yapilan hiicrelerde intrinsik apoptoz tetiklenmesinde rol alan
kaspaz-9 aktivasyonu incelendiginde; HCT-116* ** hiicrelerinde 6.saatten baslayarak
24 saate kadar artarak devam ettigi, HCT-116"" 7 hiicrelerde ise 2.-4.-6. saatlerde baslayarak
9.saatte son buldugu saptanmuistir. HCT-116%**"* hiicrelerinde 6.saatten baslayarak
aktivasyonunun artmasi, HCT-116%*"" hiicrelerinde ise daha erken (2. saat) zaman diliminde
aktivasyonun gerceklesmesi; EGCG’nin ekstrinsik yolagi oOncelikli olarak kullandigin
dogrulamakta ancak Bax proapoptotik protein varliginda apoptotik etkinin daha gii¢lii ve uzun
siireli olabilecegini gostermektedir. Bunun yani sira, Bax”" hiicrelerin EGCG uygulamasina
daha duyarli olma nedeninin; mitokondri membraninin Bcl,/Bax oranindaki degisimine ve
buna bagli olarak mitokondri membran potansiyel degisimine bagli olabilecegini
diisiinmekteyiz ancak bu calismamizda mitokondri membran potansiyel degisimini 6lgme

olanagimiz bulunamadig i¢in kesin olarak ifade etmemiz miimkiin olamamaktadir.

Ayni zaman dilimlerinde incelenen kaspaz-3 aktivasyonun HCT-1165*** hiicrelerinde
kaspaz-9 aktivasyonuna benzer zaman dilimlerinde aktivasyon gosterdigi saptanmistir. Ayrica
saptanan kaspaz 3 aktivasyonu, bir DNA fragmantasyon iirlini olan PARP-1 kesim
tirlinlerinin ayn1 zaman dilimlerinde saptanmasi ile de desteklenmistir. EGCG’nin apoptotik
etkisinin Bax proteini varliginda Bax proteininin yokluguna gore daha uzun zaman dilimine
yayilmasi bize EGCG’nin hem ekstrinsik hem intrinsik yolaklar1 kullanabildigini ancak Bax
protein yoklugunda kaspaz-9 aktivasyonun azalmasina bagli olarak (9.saatte biten aktivasyon)
apoptotik mekanizmanin sadece kaspaz-8 aracili olarak siirdiigiinii devam ettigini
gostermektedir. EGCG’nin agirlikli olarak ekstrinsik apoptotik yolagi kullandig1 Srivastava
ve ark.’nin TRAIL diren¢li meme kanser hiicrelerinde yapmis olduklar1 calismada; EGCG’nin
kaspaz 8 aktivasyonuna neden oldugu ve diger sonlandirict kaspazlarin da bu aktivasyon
aracihig1 ile dolayli olarak gergeklestigi vurgulanmistir (155). HCT-116"*** ve HCT-116"""

hiicre hatlarinda elde ettigimiz kaspaz protein ekspresyon analizleri ve PARP-1 kesim
verileri birlikte degerlendirildiginde, kolon karsinoma hiicrelerinin kaspaz aktivasyon
mekanizmasinin arastirmacilarin TRAIL direngli meme kanser hiicreleri i¢in dngordiikleri

mekanizma ile paralellik gosterdigini diistinmekteyiz.

Westen blotlama analizleri ile elde edilen kaspaz protein ve mekanizma verilerinin ayni

zamanda mRNA diizeyinde desteklenmesi amaciyla 84 apoptotik gene ait immobilize
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problarin bulundugu apoptoitikpanel array sistemi kullanilarak 24 saat 100 uM EGCG
uygulamasi yapilan hiicrelere ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu uygulandi. Gen
ekspresyonlarinda kat degisim degeri olarak 1.0 ve iistii kabul edildi ve 84 apoptotik genden
1.0’1n iistiinde artis gosteren genler dikkate alindi. mRNA ekspresyon analizlerinde kaspaz-8,
kaspaz-9 ve kaspaz-3 gen ekspresyonlarmin HCT-116"*" hiicrelerde negatif kontrole gore
kat degisimleri oldukea diisiik olarak saptand: (kat degisim <1.0). HCT-116""*"* hiicrelerde
ise kat degisimleri >1.0 bulundu. Bu arastirmada amacimiz, EGCG’nin ekstrinsik ve intrinsik
yolaklardan hangisini daha etkin kullandigini ve Bax proteininin roliinii belirlemek oldugu
icin bu asamadan sonraki deneylerde kaspaz 8 ve kaspaz 9 susturumunun yapilmasina ve gen
susturumu sonrasi EGCG’nin apoptotik etkinliginin incelenmesine karar verildi. Bax™
hiicrelerde soz konusu gen ekspresyonlarinin kat degisimlerine bakildiginda Bax™* hiicrelere
gore anlamli bir kat degisimi saptanmadig1 ve protein ekspresyon analizleri sonucunda da Bax
proteininin Oncelikli rol oynamadigi belirlendigi i¢in gen susturumu caligsmalarina sadece
Bax*"* hiicreler kullamlarak devam edilmesine karar verildi. Apototik gen ekspresyon, protein
ekspresyon analizleri goz oniine alindiginda da goriilecegi gibi Bax proteinin varliginin veya
yoklugunun apoptotik hiicre dliimiinde 6ncelikli bir rol oynamadigini ancak apoptotik etkiyi
giiclendiren bir faktdr oldugunu 6ngdrmekteyiz. HCT 116 kolon karsinoma hiicrelerinde
EGCG’nin etki mekanizmasina yonelik karsilagtirabilecegimiz bir ¢aligma heniiz bulunmadigi
icin Bax proteinin Oncelikli olmadigini ifade eden bu bulgularimizin literatiire katki
saglayacagini diisiinmekteyiz. Bunun yani sira gen ekspresyon analizlerinde elde edilen
kaspaz 8, TNF, FASL, TRAF6, BCL2L10 (kat degisim; 1.83, 3.30, 2.27, 2.18, 3.94) gibi
ekstrinsik yolakla iligkili genlerdeki kat artiglari, western-blot analizinde 24.saatte saptanan
yiiksek kaspaz-8 aktivasyonu ve PARP-1 kesimi ile de desteklenmektedir. Chan ve ark.’nin
(164) meme kanser hiicrelerinde EGCG’nin apototik etki mekanizmasi ilgili ¢caligmalarinda
kaspaz 3 aktivasyonu, nuklear kondenzasyon, PARP-1 kesimi, Bax protein ekspresyonunda
artis belirlenmesine karsin,bizim HCT-116 hiicrelerinde gerceklestirdigimiz calisma kaspaz
aktivasyonlar1 yoniinden bu caligmaya benzerlik gosterse de, Bax ekspresyon artis1 yoniinden
farklilik gostermektedir. Ancak gen ekspresyon analizi verilerimiz géz Oniine alindiginda
proapoptotik bir protein olan Bak ekspresyonunda 1.74 kat degisimin saptanmasi, bize HCT
116 kolon karsinoma hiicrelerinde bir mitokondrial pro apoptotik protein olan Bak’in

mitokondri membraninda Bax proteinine gore daha etkin rol alabilecegini ifade etmektedir.
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Western-blotlama analizlerinde elde edilen protein ekspresyon degerleri ve apoptotik
panel array analizinde ekstrinsik yolak ile iligkili genlerin kat artiglart g6z Oniine alinarak,
EGCQG ile tetiklenen apoptozun agirlikli olarak ekstrinsik yolak aracili oldugunun diisiintildii.
Kaspaz 8 ve kaspaz 9’un ekstrinsik/intrinsik apoptoz tetikleme mekanizmasindaki rolii goz
Ontline aliarak kaspaz-8 ve kaspaz 9 gen susturumlarinin yapilmasi ile EGCG’nin apoptotik
etkisindeki degisimin incelenmesine karar verildi. Yapilan gen susturumunun etkinlik
kontrolii i¢in siCASPS transfeksiyonu ve 24 saatte 100uM EGCG uygulamasi yapilan HCT-
1165**"* hiicrelerinde kaspaz-8 gen ekspresyon degisimi spesifik kaspaz 8 primeri ile Real-
Time PZR analizi yapilarak saptandi. Erime egrisi analizinde elde edilen 27" degerleri
hesaplanarak gen ekspresyonunda kontrole gore yaklasik 200 kat azalis saptandi ve gen
susuturum deneylerimizin basarili oldugu dogrulandi. Kaspaz 8 ve kaspaz 9 gen
susturumlarindan sonra 100uM EGCG ile 24 saat muamele edilen HCT-1165**"*
hiicrelerindeki apoptotik hiicre oliimii, Annexin V/ PI akis sitometrik analiz ile
degerlendirilirdi. Gen susturumu yapilmadan 100uM EGCG ile 24 saat muamele edilen
hiicrelerde yapilan analizde total %54 oraninda apoptoz bulunmast EGCG’nin daha 6nce elde
ettigimiz verilere benzer sekilde apoptotik hiicre 6liimiinii tetikledigini dogrulamaktadir.
siCASPS transfeksiyonu ve kaspaz 8 gen susturumu sonrasinda uygulanan 100mM EGCG’nin
hiicrelerde total %20.81 diizeyinde, siCASP9 transfeksiyonundan ve kaspaz 9 gen susturumu
sonrasinda uygulanan 100mM EGCG’nin ise hiicrelerde total %37.90 diizeyinde total
apoptotik hiicre 6liimiine yol ag¢tig1 belirlendi. Elde edilen bu veriler de bize EGCG’nin HCT-
116 hiicrelerde oncelikli olarak ekstrinsik yolagi kullandigim, ekstrinsik yolak bloke
edildiginde de olusan apoptotik hiicre Oliimiiniin kismen mitokondri biitiinliigiiniin
bozulmasina bagli olabilecegini gdstermektedir. Intrinsik yolagin bloke edilmesini saglayan
siCASP9 transfeksiyonundan elde edilen akis sitometrik veriler EGCG’nin apoptotik
etkisinde kaspaz 9’un kismen etkili olabilecegini ve agirlikli rolii olmadigini ortaya
koymaktadir. Kaspaz 9 gen ekspresyon analizleri ve akis sitometrisinde elde edilen total
apoptoz  ylizdeleri  degerlendirildiginde = EGCG’nin  intrinsik  apoptozu tetikleme
mekanizmasinin sadece kaspaz 9’a bagli olmayabilecegi, mitokonri membran biitlinliigliniin
bozulmasma ve membranlar aras1 bdlgeden proapoptotik proteinlerin salinmasina (endoG,
AIF vb.) veya EGCG’nin hiicrede reaktif oksijen tiirevlerinin (ROT) olusturmasina bagh
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu amagla EGCG soliisyonuuygulamasmm HCT 116 Bax™*

hiicrelerinde olusturabilecegi ROT diizeyinin saptanmasina karar verildi.
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EGCG uygulamasinin HCT 116 Bax™* hiicrelerinde olusturabilecegi ROT diizeyini
belirlemek amaciyla yapilan akis sitometrik ROT analizinde 24 saat EGCG
sollisyonuuygulanan hiicrelerde kontrole gore %?29.0 oraninda ROT artis1 saptanmuistir.
EGCG’nin bir antioksidan oldugu gibi (98-100) ayn1 zamanda prooksidan etki gdsterdigini
gosteren ¢alismalar da literatiirde yer almaktadir. Na Young Min ve ark.’in HCT-116 kolon
karsinoma, HEK293 insan embriyonik bobrek hiicreleri ve MRCS5 insan fetal akciger
fibroblast hiicrelerinde gergeklestirdigi calismalarda EGCG’nin ROS olusturma kapasitesinin
hiicre tipine gore degistigi ve Ozellikle kanser hiicrelerinde ROS olustururarak apoptozu
tetikledigi gosterilmistir (97). Hwang ve ark.’in HT29 kolon kanser hiicrelerinde
gerceklestirdigi calismada ise 100uM EGCG’nin 6 saatte hiicre i¢i ROT artisina neden oldugu
ve AMPK sinyal yolag1 aktivasyonu sonucu apoptozu tetikledigi gosterilmistir (98). Ayrica
G.-X.Li ve ark.’nin (157) HI1299 insan akciger kanseri hiicrelerinde ve tiimor fare
ksenograftlarinda yaptigi ¢alismada 50uM EGCG’nin 24 saatte ROT olusumunu indiikledigi
ve olusan ROTlarin oksidatif DNA hasarina yol agarak apoptozu tetikledigi in vitro ve in vivo
olarak gdsterilmistir. WenJuan Li ve ark.’1n (158) SMMC7721 insan hepatoseliiler karsinoma
hiicreleri ile yaptig1 ¢aligmada EGCG’nin ROT artig1 saglamasi ile mitokondri membran
potansiyelini diisiirdiigii, Bcl-2 ailesi proteinlerinin ve sitokrom c¢’nin mitokondriden sitozole
tasinmasiyla kaspaz-9 ve kaspaz 3 aracili intrinsik apoptotik yolagi tetikleyerek apoptozu
indiikledigi savunulmaktadir. Yapilan bu calismalar gbz Oniline alindiginda, yapmis
oldugumuz bu ¢alismada da EGCG’nin HCT-116 hiicrelerinde kaspaz 8 aracili ekstrinsik
yolag1 oncelikli kullandigini, ROT’larin artis1 ile kaspaz 9, kaspaz 3 ve PARP-1
aktivasyonlarmin dolayli olarak intrinsik yolagi aktive ettigi ve apoptotik etkiyi
giiclendirdigini diisiinmekteyiz. Calismamizda sitoplazmik sitokrom c salinimi1 incelenememis
olamasina karsin 24 saat EGCG uygulamasi sonrast artan ROT verileri bu diisiincemizi

desteklemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

EGCG’nin biyolojik yararlanimi gz oOniine alindiginda emilim mekanizmasina bagl
olarak hiicreler ile etkilesim siiresinin en fazla oldugu sistem gastrointestinal sistemdir. Bu
acidan kanser Onleyici ve kemotorepatik etkileri ile ilgili olan calismalar i¢in yesil cay
tilkketiminin daha diisiik oldugu bat1 iilkelerinde insidansi yiiksek olan kolon kanserlerlerinde
(26) EGCG ile ilgili g¢alismalarin 6ncelikli oldugunu diisiinmekteyiz. EGCG’nin etki
mekanizmasinin hiicre tipine gore farklilik gostermesi kanser tedavisinde destek ajani olarak
kullanilmas: diisiiniildiigiinde etki mekanizmasi bilinmesi ve agiklanmasi gereken bir konu
olarak ortaya g¢ikmaktadir. Her kanser hiicresinde degiskenlik gosterebilen ve hiicrenin
apoptotik mekanizmadan kacisini saglayan mutasyonlar goz oniline alindiginda, EGCG’nin
erdpatik etkinligi i¢in hiicre tipine gore etki mekanizmasinin acgiklanmasi ile kanser tedavisine

destek olunabilecegini diistinmekteyiz.

Sonuglarimiz HCT-116 kolon karsinoma hiicrelerinde EGCG’nin agirlikli olarak
ekstrinsik apoptotik mekanizmay1 tetikledigi ve kanser hiicrelerini Oliime siirlikledigini
gostermistir. EGCG’nin ekstrinsik apoptoz tetiklenme mekanizmalarindaki mutasyonlara
bagl olarak hiicre 6liimiinden kacan kolon kanserlerinde tedaviyi destekleyen bir ajan olarak
kullanilabilecegini 6ngdérmekteyiz. EGCG’nin HCT 116 etki mekanizmasina yonelik yapilan
bu in vitro ¢aligmalarimizin detaylandirilmasi ve in vivo deneyler ile dogrulanmasi gerektigini

diistinmekteyiz.
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