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OZET

HCT-116 Kolon Kanser Hiicre Hattinda Yesil Cay Etken Maddesi Olan
(-)-Epigallokatekin—3 gallat’in Apoptoz Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Ali Burak Ozkaya
Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya Programi
Inciralt1, 35340, Izmir

burak.ozkaya@deu.edu.tr

Amag: Giinlimiize kadar yapilan epidemiyolojik calismalar yesil cay tiiketiminin kolon
kanser riskini azalttigin1 gostermektedir. Yesil ¢aym antikanser 6zelliginin katekin adi verilen
polifenol bilesenlerine baglh oldugu diisiiniilmektedir. Yesil ¢aydaki temel katekin olan (-)-
epigallokatekin-3-gallat (EGCG), ¢esitli kanser hiicre hatlarinda biiylimeyi engelleyici etki
gostermektedir. Bunun yani sira EGCG’nin kullanilan konsantrasyon ve inkiibasyon siiresine
bagimli olarak hiicre dongiisiinde duraksamayi, apoptozu ya da nekrozu tetikleyebildigi
gosterilmistir. Buna karsin EGCG’nin kolon kanser hiicre hatlar1 tizerine -etkilerine
odaklanmis ¢alismalarin sayis1 oldukca kisithdir ve etki sekli tam olarak belirlenememistir.
Bu ¢alismada; EGCG’nin kolon kanseri (HCT-116) ve normal kolon hiicrelerinde (CCD18co)
antiproliferatif etkisinin olup olmadigi, olas1 hiicre 6liim tipinin (apoptoz/nekroz) belirlenmesi

ve EGCG’nin hiicrelerin yagam dongiisii iizerine etkisinin incelenmesi amaglanmaistir.

Gereg¢ ve Yontem: EGCG’nin HCT-116 ve CCD18co hiicre hatlarinda antiproliferatif etkisi
MTT hiicre canlilik testi ile incelendi. Tetiklenen hiicre 6liimiiniin tipi, akis sitometresinde
Annexin/PI boyalar1 ve Cell Death Detection ELISA™Y apoptoz tayin yontemleri ile
saptandi. EGCG’nin hiicre yasam dongiisiine etkisi akig sitometrik hiicre yasam dongiisii

regiilasyon analizi ile saptand1.



Bulgular ve Sonug: Elde edilen veriler, EGCG’nin zaman ve konsantrasyona bagimli olarak
HCT-116 hiicrelerinde hiicre oOliimiine neden oldugunu ancak 50uMdan diisiik
konsantrasyonlarda etkin olmadigini gosterdi. EGCG’nin, 50 ve 100uM konsantrasyonlarinda
%43 ile %72 arasinda degisen oranlarda hiicre Oliimiine neden oldugu, ayni
konsantrasyonlarm ise normal kolon hiicre hattit CCD18co hiicrelerinde liime neden olmadig1
saptandi. Hiicre 0liim tipi incelemelerinin sonucunda elde edilen bulgular, 50 ve 100puM
EGCG ile muamele edilen HCT-116 hiicrelerinde, sirasiyla %23 ve %42 oraninda apoptotik
hiicre Oliimiiniin geregeklestigini gosterdi. Bulgular ayrica nekrozun ve hiicre yasam

dongiistinde duraksamanin EGCG’nin temel etki mekanizmas1 olmadigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: EGCG, yesil ¢ay, kolon kanseri, apoptoz.



ABSTRACT

Investigation of the Effect of (-)-Epigallocathechin-3 Gallate on Apoptosis in HCT-116

Colon Cancer Cell Line

Ali Burak Ozkaya

Dokuz Eylul University, Health Science Institute, Biochemistry Programme
Inciralti, 35340, izmir / TURKEY

burak.ozkaya@deu.edu.tr

Objectives Epidemiologic studies which have been done until today have shown that the
consumption of green tea lowers the risk of developing colon cancer. The anticancer effects of
green tea have been attributed to the biological activities of its polyphenol components,
catechins. The major catechin in green tea, (-)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG), exhibits
growth inhibitory activities against carcinogenesis in various cancer cell lines. Furthermore it
has been shown that EGCG induces cell cycle arrest, apoptosis or necrosis depending on the
concentration and incubation time used. However there are few studies focused on the effect
of EGCG on colon cancer cell lines and the type of this effect has not been determined
completely. In this study we aimed to observe antiproliferative effects of EGCG on HCT-116
colon cancer cells and on CCD18co normal colon cells, to determine the type of the cell death
(apoptosis/necrosis) induced by EGCG and to determine the effect of EGCG treatment to the

cell cycle.

Materilals and Methods: To determine antiproliferative effects of EGCG on HCT-116 and
CCD18co cell lines, MTT cell viability assay was carried out. The type of cell death induced
in HCT-116 cells with EGCG was determined by flow cytometry, using Annexin/PI dyes and
Cell Death Detection ELISA™Y apoptosis assay. The effect of EGCG on cell cycle was

determined by flow cytometric cell cycle regulation assay.



Results and Conclusion:

Data obtained indicated that EGCG induced cell death in a time and concentration depended
manner in HCT-116 cells but not at concentrations less than 50uM. 50 and 100pM
concentrations of EGCG caused 43% to 72% cell death but these concentrations did not
induce cell death in CCD19co cells. Our results on cell death type analysis showed that
apoptotic cell death ratio was 23% and 42% in HCT-116 cells treated with 50 and 100uM
EGCQG, respectively. Our results also indicated that neither necrosis nor cell cycle arrest was

the main type of effect induced in cells.

Key words: EGCG, colon cancer, green tea, apoptosis.



1. GIiRiS VE AMAC

Kanser gilinlimiiziin en 6nemli saglik problemlerinden biridir. Kanser tiirleri arasinda
ozellikle kolon kanseri bati ilkelerinde yiiksek mortalite ve insidans gostermektedir ve Diinya
Saglik Orgiitiiniin verilerine gore yilda 600.000in iizerinde insan kolon kanseri nedeniyle
Olmektedir. Kanser sagaltiminda tiimor hiicrelerinin ¢evre dokuya minimum hasar vererek
oldiiriilmesi hedeflenmektedir. Apoptoz (programli hiicre 6liimii) hiicrelerin enflamatuvar bir
yanit olusturmadan oOldiiriilmesini saglayan fizyolojik bir siirectir ve bu nedenle kanser
sagaltiminda yaygimn olarak kullanilmaktadir. Dogu iilkelerinde kolon kanserinin mortalitesi
ve insidansi diistiktiir. Epidemiyolojik ¢alismalar bunun nedeninin beslenme aliskanliklar1 ve
ozellikle yesil cay tliketimi oldugunu gostermektedir. Yesil caymn antikanser etkisi son
yillarda yaygin olarak ¢alisilmaktadir. Yesil ¢aymn antikanser etkisinin igerdigi katekin adi
verilen polifenollere bagli oldugu disiiniilmektedir. Bu katekin tiirevlerinden (-)-
epigallokatekin-3-gallatin (EGCGQG) antikanser etkisi pek cok hiicre hattinda gosterilmistir. Bu
etki hiicrelerde apoptoz ya da nekrozun tetiklenmesi veya hiicrelerin yasam dongiisiinde
duraksama seklinde gerceklesebilmektedir. Caligsmalar etkinin hiicre tipine, konsantrasyona ve
inkiibasyon siiresine gore degistigini gostermektedir. Buna karsin EGCG’nin kolon kanser
hiicrelerine etkisini gosteren ¢alismalar oldukca kisith sayidadir ve bu etkinin tipi tam olarak

belirlenmis degildir. Biitiin bu bilgiler 151g1inda calismamizda;

1. HCT-116 kolon karsinoma ve CCD18co normal kolon hiicre hatlarinda hiicre canlilig1
tizerine EGCG’nin etkisinin belirlenmesi,

2. Hiicrelerde farkli EGCG konsantrasyonlarinda ve inkiibasyon siirelerinde tetiklenen
hiicre 6liimiiniin tipinin (apoptotik/nekrotik) belirlenmesi,

3. Hiicrelerde EGCG etkisi ile hiicre yasam dongiisiinde duraksamanin gerceklesip,

gerceklesmediginin ortaya konulmasi amag¢lanmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. HUCRE YASAM DONGUSU VE KANSER

2.1.1. Hiicre Yagsam Dongtisti

Hiicrenin yasam dongiisii, hiicrelerin birbirini
takip eden boliinme (mitoz) ve bdliinmeye hazirlik
(interfaz) siirecidir (Sekil 1.). Bu siirec Gy, S
(sentez), G, ve M (mitoz) fazlarindan meydana
gelmektedir (1). Interfaz siirecinin ilk faz1 Gy,
mitozun (M) bitisi i1le DNA sentezinin (S)
baslangici arasinda kalan siirece verilen isimdir. Bu
faz DNA sentezine yani replikasyona hazirhik
fazidir. Hiicre bu fazdayken replikasyon i¢in gerekli
olan c¢esitli proteinlerin sentezini gergeklestirir. S
fazi DNA replikasyonunun gerceklestigi fazdir.
Kromozom sentezi bu fazda tamamlanir fakat
kardes kromatidler birbirinden ayrilmaz bu sayede

hiicre diploid o6zelligini korumus olur. Sentez

Go

5,
\\

.

Sekil 1. Hiicre yasam dongiisii.

Turuncu : 1, interfaz

Sari : M, mitoz

Mavi : Gy, replikasyona hazirlik
Kirmizi : S, sentez, DNA replikasyonu
Yesil : Gy, mitoza hazirlik

Pembe : M, mitoz

tamamlandiktan sonra hiicre G, fazina geger. Bu faz mitoza hazirlik fazidir. 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 zit kutuplarma tasmmasi bu fazda

gerceklesir. Bu faz sonucunda iki yeni hiicre meydana gelmektedir (2).



2.1.2. Hiicre Yasam Dongiisiiniin Regtilasyonu

Hiicrenin yasam dongiisii siklinler ve siklin bagimli kinazlar ad1 verilen ¢esitli proteinler
araciligr ile kontrol edilir. Regiilator siklin proteinleri ve katalitik siklin bagimli kinaz
enzimleri bir arada heterodimer formunda aktivite gosterirler (3). Bu heterodimerin asil gérevi
cesitli hiicre i¢i proteinlerin forforillenmesi ile hiicre yasam dongiisiiniin devamliliginin
saglanmasidir. Siklinlerin baskilanmasi hiicre yasam dongiisiiniin duraksamasma neden olur
(4).

Hiicre yasam dongiisiinde kontrol
DNA replikasyonu tamamlandi m?  Kromozomlar diizgiin noktalar1 hiicrenin bir fazdan digerine
R P T AR gecisi icin cesitli faktorlerin
uygunlugunun kontrol edildigi
siireclerdir (Sekil 2). Hiicrenin igerisinde
bulundugu fazin tamamlanip
tamamlanmadigr ve bir sonraki faza
gecis icin  kosullarin  uygun olup
olmadig1 bu kontrol noktalarinda kontrol

edilir (5).

Kosullar DNA replikasyonu i¢in uygun mu?
G; fazindaki kontrol noktasi

Sekil 2. Hicre yasam dongiisiinde kontrol (restriksiyon noktasi olarak da

noktalari. .. . v 1es
adlandirilir) hiicrenin bdliinmeye devam

G;-S  kontrol  noktasinda  hiicrenin . .
edebilmek amaciyla S fazma gecip

replikasyon i¢in hazir olup olmadigi, G,-M . .
gecmeyecegine karar verdigi noktadir.

kontrol noktasinda hiicrenin mitoz i¢in . L

Hiicre bu noktada bolinmeye ya da
uygun olup olmadigi, M-G; kontrol L

yasam dongiisiinde duraksamaya. CDK4

noktasinda ise kromozomlarin yerlesimi o . o
(siklin bagimh kinaz 4) ve siklin D

kontrol edilir (2).
@) proteinlerinin olusturdugu heterodimer

boliinmeye devam sinyalini uyarirken, timor baskilayic1 p16 ya da p21 proteinleri CDK4ii
inhibe ederek hiicresin S fazina gecisini engeller ve boylece hiicreler yasam dongiisiiniin G
fazinda duraksatilmig olur (6). Ayrica hiicre bu noktada Gy dinlenme fazmna gecisi de
uyarabilir. Bu fazda hiicrenin yasam dongiisiiniin disma ¢ikmistir ve tekrar dongiiye girene

kadar boliinmez. Sinir hiicreleri ve kalp kasi hiicreleri gibi hiicreler normal kosullarda bu



fazdadirlar ve boliinmediklerinden hiicre yasam dongiisiine devam etmezler. Hiicre bu
fazdayken siklinler ve siklin bagimli kinazlar goriilmez. Gy fazindaki karaciger ve bobrek
parensimal hiicreleri gibi bazi hiicreler 6zel durumlarda normal yasam dongiisiine geri

donebilirler (7).

G, fazindaki kontrol noktasinda ise hiicrenin mitoza geg¢is i¢cin uygunlugu kontrol edilir.
Eger hiicrenin DNA’s1 hasarlanmis ise siklin bagimli kinazlar1 aktiflestiren mitoz baglatici
faktor (mitosis promoting factor - MPF) inhibe edilir ve boylece 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 dongiisiinii

duraksatir (Sekil 3.) (6).

Metafazdaki kontrol noktasinda ise kromozomlarin mitotik plak {izerine yerlesimleri
kontrol edilir. Eger kromozomlar diizgiin bir sekilde yerlesmediyse hiicre buna yanit olarak

siklin-B proteini yikar. Boylece hiicre metafazdan

anafaza gecemez ve mitoz tamamlanamaz (9). ;f_,—j i
L -""14".* i
A
anl
DNA Hasan

2.1.3. Hiicre Yasam Dongiisti ve Kanser

Hiicre yasam dongiisii ve kanser gelisimi yakindan
iliskili konulardir. DNA hasarin1 algilayarak p21
proteinini  aktiflestiren ve bu sayede hiicre
dongiisiiniin ilerlemesine engel olan p53 proteini kati
tiimorlerin %50’sinden fazlasinda mutanttir (10). pS3,
p21 ya da p16 gibi tiimor baskilayict proteinler hiicre
yasam dongiisiinlii duraksatma aktivitesi gosterirken
siklinler = ve  CDKlar  hiicreyi  boliinmeye
yonlendirdiklerinden onkogen olarak adlandirilir
Sekil 3. Hiicre vasam déngiisii ve p33. DNA

(Sekil 3). Cesitli kanser tiirlerinde bu timor
hasanm algilavan p33 proteini p2 1 proteinini

aktiflestirir. Aktiflesen p21 gesitli sikhn ve
ise asir1 ekspresyonu soz konusudur (11). Kanserin CDKlar: baskilayarak hitere yasam

baskilayic1 proteinlerin eksikligi, siklin ve CDKlarin

karakteristik Ozelliklerinden en  Onemlisinin déngiisinin Gy, 5 va da Gy fazinda

durakzamasma neden olur. (SABioscisnces)



Mu{:as'g on Himar }:asll:i]aglci.

geni inaktive eder.
Hicre {;c:ga.ln'

kontrolsiiz hiicre boliinmesi oldugu diisiiniildiiglinde protein

ekspresyon profilindeki bu degisimin Onemi

anlagilmaktadir. Benzer sekilde bir proto-onkogen olan RAS
proteini  aktiflestiginde  siklinD-CDK4  kompleksini
aktiflestirerek hiicre dongiisiiniin ilerlemesine neden olur.
Tim insan tiimorlerinin %20-30unda RAS aktiflesmesi

goriilmektedir (12). Kanser olusum mekanizmasinda ardisik

Mutasyon DNA tamir enzimlerini

inaktive eder

Proto-onkogenin mutasyonn
onkogen clusumuna neden olur

Mutasyon diger ban timar
]::-aall:]]a.g 11 ger:.leri de
inalktive eder

KANSER

Sekil 4.
mekanizmasi.

mutasyonlar

hiicrenin  kanser hiicresine

dontismesine neden olabilir.

(wikipedia)

akciger kanseridir (14).

Kanser olusum
Ardigik

normal  bir

mutasyonlar sonucu hiicre dongiisiiniin kontrolden ¢ikmasi
gozlenmektedir (Sekil 4.). Bu mutasyonlar genellikle DNA
tamir enzimlerinde (inaktiflesme), proto-onkogenlerde
(aktiflesme-onkogene doniisiim) ve timor baskilayict

genlerde aktiflesme goriilmektedir (12).

2.1.4. Kolon Kanseri

Cesitli kanser tiirleri tiim diinyadaki O&liimlerin
%]13’linden ve bat1 iilkelerinde Olimlerin %25inden
sorumludur (13). Tiimoriin kdken aldigi dokunun tipine gore

bes farkli kanser tiiriinden bahsedilebilir: karsinoma, sarkoma,
lenfoma ve l1osemi, kok hiicre tiimorleri ve blastoma.
Karsinomalar  epitelyal  hiicrelerden  tiirevlenen  malin
tiimorlerdir ve tiim kanser tiirlerinin %85ini kapsarlar. En

yaygin goriilen karsinoma tiirleri meme, kolon, prostat ve

Kalin barsak; ¢ekum, kolon, rektum ve anal kanal boliimlerinden meydana gelmektedir.

Kolon ise ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon ve sigmoid kolon ad1 verilen bdliimlerden

olusmaktadir. Kolon; sigmoid kolon {izerinden rektuma, ¢ekum araciligiyla ise ince barsagin

ileumuna baglanir. Kolon kanseri ya da kolorektal kanser; kolon, rektum ve apandis

bolgelerinde meydana gelen kanser olusumlarinin tamamini kapsar.

Tim diinyada en yiiksek tigiincii mortaliteye ve dordiincii insidansa sahip kanser tiirii

olan kolon kanseri yi1lda 655.000 kisinin 6liimiinden sorumludur (13). Bati iilkelerinde kolon

kanser mortalitesi akciger kanserinden sonra ikinci siradadir. Dogu {ilkelerine kiyasla bati



iilkelerinde yiiksek mortalite goriilmesiyle bati beslenme aliskanliklar1 arasinda bir iligki
oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle asir1 kirmizi et, islenmis et tiiketimi ve diisiik meyve-sebze
tilketimi kolon kanseri i¢in risk faktorii olarak kabul edilmektedir (15). Kolon kanserinde
hiicre tipi c¢ogunlukla salgt dokusu hiicrelerinden tiirevlenen adenokarsinomadir.
Adenokarsinomanin disinda, epitelyal doku hiicrelerinden tiirevlenen karsinoma ve
lenfositlerden tiirevlenen lenfoma da kolon kanserinde goriilen tiimor hiicre tipleri arasindadir
(16). Kolon kanserinde DNA replikasyon ve tamir enzimlerindeki mutasyonlarla birlikte;

APC, K-Ras, NOD2 ve p53 genlerinde de mutasyon goriilebilmektedir (17).

2.2. APOPTOZ

Apoptoz hiicre-i¢i ve hiicre-dis1 pek ¢ok sinyal tarafindan iki temel yolak iizerinden
aktiflesen ve pek ¢ok protein tarafindan regiile edilen, kontrollii ve programli bir hiicre 6liim
siirecidir (18). Fizyolojik sartlardaki ¢ok hiicreli organizmalarda, hem gelisim esnasinda hem
de gelisimini tamamlamis organizmalarin homeostazinin saglanmasinda istenmeyen
hiicrelerin yok edilmesi i¢in evrimlesmis en Onemli mekanizmadir (19). Apoptoz
mekanizmas1 potansiyel zararli hiicrelerin yok edilmesi gorevini iistlendiginden pek cok
hastalik ile yakim iligkilidir. Aswr1 apoptoz, fazla hiicre kaybi1 nedeniyle iskemik ve
norodejeneratif hastaliklara sebep olurken, yetersiz apoptoz otoimmiin hastaliklara ve kansere
neden olabilmektedir. Fizyolojik siirecte biiylime faktorlerinin hiicreye ulasamamasi veya
hiicrenin oksidatif stres, hipoksi, iyonize radyasyon, UV ya da ila¢ uygulamalar1 gibi farkli
etkenlerin etkisinde kalmasi sonucunda olusan hasarli hiicrelerin yok edilebilmesi i¢in

apoptotik mekanizma tetiklenebilmektedir (20).

Morfolojik olarak apoptoz siireci; plazma membraninin tomurcuklanmasi, fosfotidil
serin kalintilarin membranin dis ylizeyine yOnelmesi, hiicre biliziigmesi, kromatin
kondenzasyonu ve hiicre igeriginin ¢oklu membran kapli parcaciklar halinde dagilarak komsu
hiicreler ve fagositler tarafindan yutulmasmni kapsayan bir siiregtir (21). 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 (22). Apoptotik hiicre 6liim mekanizmasinda hiicre igi
bilesenlerin membran ile g¢evrilmis apoptotik parcaciklar halinde c¢evre dokuya dagilmasi

olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle nekrotik hiicre 6liim mekanizmasi ile hiicre i¢i bilesenlerin
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cevre dokuya dagilmasi sonucunda meydana gelen enflamasyon, apoptotik hiicre Sliim
mekanizmasinda olusmamaktadir. Hasarlanmis hiicrelerin yok edilmesini hedefleyen

terapilerde ¢ogunlukla spesifik olarak apoptozun tetiklenmesi tercih edilmektedir (21).

Pek ¢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 reseptdrlerinin aktiflesmesi ile
karakterize edilen ekstrensek yolak ve mitokondri-apoptozom sisteminin aktiflesmesi ile
karakterize edilen intrensek yolak (Sekil 5). Her iki yolagin ayrmntilarmma deginmeden once
apoptoz mekanizmasinda kilit rolii oynayan kaspazlardan bahsetmek gerekmektedir. Kaspaz
enzimlerinin aktivitesi apoptozun tetiklenmesinden DNA fragmantasyonuna, plazma
membraninin tomurcuklanmasindan, fosfolipid asimetrisinin bozulmasina kadar tiim apoptoz

siirecinde yer almaktadir.

EKSTRENSEK YOLAK
R INTRENSEK YOLAK
L UV,rﬂdqﬁsgon, kimgasﬁ_uﬁl, ER Stres
hipoksi (Yanlis katlanmis proteinler)
Hiicre Zan
! Prokaspaz-12
Mitokondri |
Baslatia
. Kaspaz-12
Bid Bcl- : Ca~ 3 ;
_’ ¥
Cytoc . .3
Apaf-1 [0 7] N :
EndoGH & AFF Endoplazmik
- Baslatict Retikulum
Kaspaz-9
R —
l l Niuldeus

APOPTOZ APOPTOZ

APOPTOZ

l Olim balgesi

Sekil 5. Apoptozun ana yolaklar1 ve apoptotik siiregte yer alan temel proteinler (18).
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2.2.1. Kaspazlar ve Kaspaz Aktivasyonu

Daha once yapilan calismalarda, apoptoz mekanizmasi tetiklenen hiicrelerde hiicre igi
polipeptidlerin cogunun biitiinliigiinii korudugunu iddia etmis olsa da; giiniimiizde apoptotik
olim siirecinde 500’iin iizerinde polipeptidin secici olarak yikildigi bilinmektedir (23).
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 (22). Insanlarda bilinen 12 kaspazdan 7’sinin
(kaspaz -2, -3, -6, -7, -8 , -9 ve -10) apoptotik siirecte yer aldig1 oynadig1 saptanmistir.
Kaspazlar, onciil formlarinda inaktif zimojenler olarak sentezlenmekte ve apoptoz sirasinda
aktiflesmektedirler (25). Kaspaz enzimleri hem aktivitelerinde hem de regiilasyonlarinda

onemli olan biiytlik ve kiigiik alt birimlerden olusmaktadirlar (22).

Kaspaz enzimleri, apoptoz stirecindeki rolleri g6z dniinde bulundurularak iki ana grupta
incelenebilir. Bagslatic1 (initiator) kaspazlar, cesitli hiicre-ici ya da hiicre-dis1 sinyalleri
proteolitik aktiviteye ¢evirerek kaspaz kaskadmin baslatilmasindan sorumlu olan kaspazlardir.
Hiicre dis1 sinyaller ile aktiflesen baslatic1 kaspazlar (kaspaz-8 gibi) ekstrensek yolagi, hiicre
ici sinyaller araciligiyla aktiflesen baslatici kaspazlar ise (kaspaz-9 gibi) intrensek yolagi
baslatarak kaspaz kaskadini tetiklerler. Cellat (executioner) kaspazlar ise hiicre igerisindeki
spesifik polipeptid hedeflerini proteolitik olarak keserek apoptoz mekanizmasinin

tamamlanmasini saglayan enzimlerdir (22).

Son zamanlarda yapilan caligmalar kaspaz aktivasyon siirecinin baslatict kazpazlar i¢in
(kaspaz-2, -8, -9 -10) ve cellat kaspazlar i¢in (kaspaz-3, -6, -7) farkli oldugunu
gostermektedir. Baslatict kaspaz aktivasyonuna model olarak intrensek yolagin baslaticisi
olan prokaspaz-9 un aktiflesmesi kullanilabilir. Prokaspaz-9 ters yerlesmis katalitik sistein ve
histidin kalintilar1 iceren ve bu nedenle substrat baglama cebine substratin ulasamadigi
monomerik bir proteindir. Kaspaz-9’un dimerizasyonu sonucu gerceklesen konformasyonel
degisim sayesinde proteinin substrat baglama cebi agilir ve katalitik kalmtilar aktivite
gosterebilecekleri sekilde yerlesir (26). Boylece aktif kaspaz-9 cellat kaspazlar1 keserek
aktiflestirir ve intrensek yolak lizerinden apoptoz siireci baslamis olur. Prokaspaz-8 ve

prokaspaz-10 (ekstrensek yolak baslatici kaspazlari) da benzer sekilde dimerizasyon ile
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aktiflesen sitoplazmik monomerlerdir. Bu proteinlerin aktiflesmesinde de kaspaz-9 gibi

proteolitik kesim s6z konusu degildir (27).

Baslatic1 kaspazlarm aksine, cellat kaspazlarin zimojenleri fizyolojik kosullarda dimerik
yapidadir ve bu kaspazlarin aktivasyonu cesitli aspartat kalintilarindan kesilmeleri ile
gerceklestirilmektedir (27). Spesifik kesim bolgelerinden biri kiiclik ve biiylik alt birimler
arasindaki aspartat kalintisi, bir digeri de onciil bolge ile biiyiik alt birim arasindaki aspartat

kalintisidir (28). Bu kalintilardan kesilmeleri cellat kaspazlarin aktiflesmelerini saglar.
2.2.2. Cellat Kaspazlarin Aktivitesi

Baslatic1 kaspazlar, cellat kaspazlar1 aktiflestirdiklerinde apoptotik siire¢ baslamis olur.
Cellat kaspazlar pek ¢ok hedef proteini proteolitik olarak keser ve bdylece apoptoz siirecine
Ozgiin hiicre i¢i olaylar gergeklesir. Cellat kaspazlarin arasinda fonksiyonu en 1yi tanimlanmis
olan kaspaz-3 proteininin aktiflestikten sonra ylizlerce susbstrati segici olarak kestigi
bilinmektedir (Sekil 2) (23). Bu proteolitik yikim apoptoz siirecinde gerceklesen pek ¢ok
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 (29). Kaspaz-
3 ayn1 zamanda lamin B, niikleer/mitotik aparat proteini (NuMA) ve sitokeratinler gibi hiicre
ici sito-iskelet elemanlarmnin kesiminden de sorumludur (23, 30). Bu proteinlerin temel
fonksiyonunun hiicrenin seklinin korunmasi oldugu diisiiniildiigiinde, kaspaz-3 aktivitesi ile
bu proteinlerin kesiminin apoptotik siirecteki morfolojik de§isim agisindan Onemi

anlasilabilir.
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Sekil 6. Kaspaz-3 enziminin apoptoz siirecinde keserek aktiflestirdigi hiicre i¢i hedeflerden

bazilar1. (SABiosciences)

Kaspaz aracili protein yikimi apoptotik hiicrelerde gozlemlenen bazi biyokimyasal
olaylarin da temelini olugturmaktadir. Kaspaz-3, endoniikleaz inhibitor proteinini (inhibitor of
caspase-activated endonuclease, ICAD) keserek serbest kalan CAD enzimi (caspase-activated
endonuclease) ile DNA’nin fragmantasyonunun gerceklesmesine olanak saglar (Sekil 6) (31).
Bunun yan1 sira kaspaz-3 pek ¢ok protein kinaz enzimini hedefler. Bu enzimlerin inhibitor
bolgelerini keserek aktivasyonunu saglamaktadir (23). Bu protein grubundan olan protein
kinaz Cd enziminin aktivasyonu ile fosfatidilserin fosfolipidinin normal kosullarda bulundugu
plazma membraninin i¢ kismindan dis kismina doniisiini katalizleyen “phospholipid
scramblase” enzimi aktiflesir (32, 33). Hiicre mebranmin fosfolipid asimetrisindeki bu kayip
apaptozun karakteristik gostergelerinden biridir ve makrofajlarin yiizeylerinde bulunan
fosfatidilserin reseptorleri tarafindan apoptotik hiicrelerin tanimlanmasi ile apoptotik hiicrenin

makrofajlar tarafindan fagositozu gerceklesebilir (34).
Farkli proteinlerin kaspaz aracili degredasyonu ile basta DNA tamir mekanizmalar1 ve

protein translasyon sistemi olmak tizere hiicresel sag kalim i¢in gerekli olan pek c¢ok

mekanizma inhibe edilerek hiicre mutlak bir 6liim siirecine siiriiklenir (35).
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2.2.3. Apoptozun Tetiklenmesi: Intrensek Yolak

Intrensek yolak (mitokondriyal yolak); cesitli sinyaller tarafindan mitokondri dis

membranmin gegirgenliginde degisim olmasit sonucunda kaspaz-9’un aktiflesmesi ile

sonuc¢lanan apoptotik aktivasyon siirecidir. Bu siiregteki en kritik basamak, spesifik

polipeptidlerin mitokondrideki membranlar arasi alandan sitoplazmaya salinmalaridir (35).

Membranlar aras1 bolgeden salinan proteinler arasinda en ¢ok, elektron transport sisteminin

bir bileseni olan ve normal kosullarda mitokondri i¢ membranma zayif baglanmis konumda

bulunan, sitokrom c arastirilmistir. Apoptotik slirecte mitokondriden sitokrom c salinmasi

hizli, kantitatif bir slirectir ve kaspaz-9 aktivasyonu iizerinden apoptozun tetiklenmesine

neden olur (Sekil 7) (36).

Apoptozom

Akiif kaspaz-9
O eyte dATP or ATP
@ Aktif Apai-1
Apa'- l(onformasgonu
Procaspase—? caspase 3 _ Procaspase 6 5 SN INRNG!
Prokaspaz-9 Prokaspaz-3
Lamin A/ C
L Kesilmis
ICAD/CAD ‘dgids 'ALtif CAD Lamin A/C
Lompleksi ‘ '
DNA kesimi Nitkleer
Fragmantasgon

Sekil 7. Apoptozun intrensek yolagi. Mitokondriden sitoplazmaya salinan sitokrom ¢ Apaf-1’e baglanir
ve bu proteinde ATP-bagimli konformasyonel bir degisime neden olur. Bunun sonucunda olusan

apoptozom kaspaz-9’u aktiflestirerek apoptozu tetikler (23).
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Sitokrom c sitoplazmaya gectikten sonra oncelikle adaptér Apaf-1 (apoptotic protease
activating factor-1) proteinine baglanir (37). Bu baglanma sonucu protein kompleksinde ATP
bagimli bir konformasyonel degisim meydana gelir ve prokaspaz-9 yapiya katilir (38).
Sonugta olusan 700 kDa biiyiikliigiindeki kompleks, ¢coklu Apaf-1 ve kaspaz-9 molekiillerini
icerir ve “apoptozom” olarak adlandirilir (39). Bu kompleksin etkisiyle aktiflesen kaspaz-9,
kaspaz-3’1 aktiflestirerek intrensek yolak ilizerinden apoptozun tetiklenmesine neden olur

(Sekil 7).

Bu siireci baglatan sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya geg¢isinin biyokimyasal
temelleri halen tartigma konusudur (40). Bazi modeller sitokrom ¢ salinmasmin voltaj-bagimli
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 aracihigi ile gerceklestigini
savunmaktadir (41). Ancak fareler lizerinde gerceklestirilen denemeler apoptotik siirecte
ANT’1in, VDAC’mn ve siklofilinin gerekliligini kanitlamayi basaramamustir (42-44). Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar daha ¢ok Bcl-2 ailesi proteinlerinin sitokrom ¢ salinmasindaki
fonksiyonlar1 iizerinde odaklanmaktadir. Elde edilen sonuglar bu proteinlerin sitokrom c

salinmasindaki en temel kontrol mekanizmasi oldugunu gostermektedir.

2.2.3.1. Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 ailesi proteinleri mitokondriden sitokrom c salinmasini kontrol eden bir protein
ailesidir. Bu ailenin ilk kesfedilen {iyesi olan Bcl-2’nin hiicre dliimiinii engelleyici bir rolii
oldugu gosterilmistir (45). Bugiine kadar yapilan ¢alismalar sonucunda benzer homoloji
gosteren 20 gen tanimlanmistir. Bel-2 ailesine ait proteinler, fonksiyonel ve yapisal kriterler
g0z Oniinde bulunduruldugunda, ii¢ farkli grup halinde incelenebilir. Anti-apoptotik 6zellik
gosteren grup 1 (Bcl-2, Bcel-xp, Bel-w, Mcl-1, A1/Bfll, Boo/Diva, Nrf3 ve Bcl-B), pro-
apoptotik 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 8) (47).
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Sekil 8. Bcl-2 ailesi lyelerinin gsematik gosterimi. Anti-apoptotik grup I
iiyeleri 4 BH bolgesini (Mcl-1 hari¢) ve transmembran bolgeyi igerirler. Mcl-
1’de ise BH4 yerine prolin/glutamat/serin/treonin amino asitlerinden zengin
bolge (PEST) bulunmaktadir. Pro-apoptotik grup II {iyeleri BH4 harig¢ tim BH
bolgelerini ve transmembran bolgeyi icermektedirler. Grup III iiyelerinde ise
sadece BH3 bolgesi ortaktir. Bu bolge disinda oldukga heterojen bir dagilim
gostermektedirler (23).

Anti-apoptotik grup I iiyeleri genellikle olduk¢a korunmus dort BH bdlgesini (Bcl-2
homolojisi) ve mitokondri dig membrani, endoplazmik retikulum membrani gibi ¢esitli hiicre
ici membran yiizeylerine baglanabilmelerine olanak saglayan ¢ terminal transmembran
bolgesini icermektedirler. Pro-apoptotik grup II {iyeleri ise N terminal BH4 bdlgesi disinda
tim diger BH bolgelerini ve transmembran bolgesini icermektedirler. Son olarak grup III
iiyeleri diger gruplara gore olduk¢a heterojendir ve tek ortak homolojileri 15 amino asitlik

BH3 bolgesidir. (Sekil 8) (47).

Grup 11

Giincel bilgiler basta Bax ve Bak olmak iizere grup II {iyelerinin dogrudan sitokrom c
salinmasin1 sagladigini gostermektedir (Sekil 9.) (46). 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 intrensek yolaginda bu iki proteinin bir arada gosterdikleri etkinin 6nemini ortaya

koymaktadir (48).
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Sekil 9. Intrensek yolagm Bcl-2 ailesi proteinleri ile regiilasyonu. Bax ve/veya Bak

proteinlerinin mitokondri dis membranma gociiniin, basta sitokrom c¢ olmak {iizere

apoptozun tetiklenmesinde 6nemli rol {istlenen ¢esitli proteinlerin membranlar arasi alandan
sitoplazmaya salinmasinda dogrudan etkili oldugu diisiiniilmektedir. Grup I {iyelerinin ise
grup II iiyelerine baglanarak sitokrom c salinmasini engelledikleri ortaya konulmustur. Bim

ve tBid gibi grup III tiyelerinin Bax ve Bak proteinlerinin gdgiine neden olan konformasyon

degisimini dogrudan tetikledikleri, PUMA, Bmf ve Bad gibi diger grup III iiyelerinin ise

grup I iyelerini etkisizlestirerek Bax ve Bak proteinlerinin etki gdstermelerini sagladigi

diisiiniilmektedir (23).

Bax proteini apoptotik olmayan hiicrelerde sitoplazmada ya da mitokondri yiizeyine

zayif bagli halde bulunmaktadir ancak apoptoz tetiklendiginde Bax mitokondri dis

membranma  transloke olmaktadir (49). Mitokondri ~membranina

konformasyonunda degisime ve oligomerizasyonuna neden olmaktadir (50).

g0¢

Bax’in
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Bak proteini ise normalde mitokondri dig membraninda bulunurken apoptoz sirasinda
konformasyonel bir degisim gec¢irir ve membranin i¢ taraflarina gdgmektedir (51). Bax
ve/veya Bak proteinlerinin mitokondri dig membraninda sitokrom c salinmasini saglayacak
porlar olusturduklar: diisiiniilmektedir. Buna karsin bu porun yapisi ve por olusumunun

ayrintilar1 heniiz aydinlatilmis degildir (52).

Grup 111

Bax ve Bak proteinlerinin mitokondriye gegisi ve mitokondri membraninda por
olusturmalar1 grup III proteinleri tarafindan saglanmaktadir. Son zamanlarda yapilan
calismalar grup III iiyesi proteinlerin etkilerini iki temel mekanizma tlizerinden gdsterdiklerini
ortaya koymaktadir (53). Bim ya da tBid gibi grup III iiyeleri Bax ile dogrudan etkileserek
proteinin membrana goglinii saglamaktadirlar. Bid proteinin ekstrensek yolak baslaticis
kaspaz-8 tarafindan kesilmesiyle tBid meydana gelir ve apoptozun intrensek-ekstrensek
yolaklar1 arasindaki iliskinin ortaya konulmasi agisindan Bid proteini 6nemlidir (54). PUMA,
Bmf ve Bad gibi diger grup III iiyeleri ise anti-apoptotik grup I iiyelerine baglanip onlar1

etkisizlestirerek dolayli yoldan apoptozun gerceklesmesini saglamaktadirlar (53).

Grup I

Yillar boyunca grup I proteinlerinin anti-apoptotik etkilerini agiklamaya yonelik pek ¢ok
mekanizma teorisi One siirlilmiistiir. Bu konuda yapilan ilk ¢aligmalar grup I proteinlerinin
Bax ve Bak proteinlerine baglanarak bu proteinleri etkisizlestirdiklerini ve boylece sitokrom c
salinmasin1 engellediklerini 6ne siirmistiir (Sekil 9) (55). Ancak Bax ve Bak proteinlere
baglanabilme 6zelligini yitiren Bcl-xp mutantinin apoptozu inhibe edebilmesi bu teoriye golge
disiirmistiir (56). Bir diger teori, Bcl-2 proteininin hiicrelerdeki antioksidan kapasiteyi
arttirarak apoptozu engelledigini 6ne siirmektedir (57). Buna karsin reaktif oksijen
tiirevlerinin kaspaz-3 aktivitesi sonucu arttiginin belirlenmesi oksidatif stresin sitokrom c
salinmasindan sonra meydana gelmis olabilecegini diistindiirmektedir. Bu sonuglar Bcl-2
proteininin antioksidan 6zelliginin anti-apoptotik mekanizmada 6nemsiz olabilecegini ortaya

koymaktadir (58).
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Ugiincii teori Bel-2 proteininin endoplazmik retikulumdan kalsiyum salinmasimi inhibe
ederek apoptozu engellemesine dayanmaktadir (59). Bcl-2 tarafindan inhibe edilen tiim
apoptotik tetiklemelerde kalsiyum salmmasmin s6z konusu olmadigmi belirlenmesi bu
mekanizmanin da Bcl-2 proteininin anti-apoptotik fonksiyonunun agiklanmasi agisindan tek
basma yetersiz kalmasina neden olmustur. Son olarak grup I iiyelerinin grup III liyeleri ile
etkileserek sitokrom c salinmasmi ve dolayisiyla da apoptozu engelledikleri hipotezi one
stiriilmiistiir. Yapilan calismalar grup I liyelerinin BH3 bdlgesi tizerinden grup III iiyelerine
baglanabildiklerini ortaya koymaktadir. Bunun grup 1 iiyelerinin anti-apoptotik 6zelliklerini
ne derece acikladig ise tartisma konusudur (60). Bu farkl: teorilerin her birinin kismen dogru
oldugu soylenebilir fakat grup I proteinlerinin anti-apoptotik fonksiyonlarmi tam olarak

aciklayan bir model mevcut degildir.

2.2.3.2. Intrensek Yolakta Rol Alan Diger Molekiiller

Bcl-2 ailesine ait proteinler apoptozun erken siirecini regiile ederken; ge¢ siire¢ apoptoz,
apoptoz inhibitorleri (inhibitor of apoptosis-IAP) adi verilen bir protein ailesi tarafindan
regiile edilir (Sekil 10). Bu aileye ait olan XIAP hiicresel IAP1/2, ve ML-IAP, proteinlerinin
apoptoz regiilasyonu ile iliskili oldugu ortaya konulmustur (61). Ozellikle XIAP proteininin
kaspaz inhibisyon mekanizmasi iizerine ¢ok c¢alisilma yapilmis ve XIAP’nin prokaspaz-9
proteinine baglanarak aktiflesmesi icin gerekli olan dimerizasyonu engelledigi one

siiriilmektedir (Sekil 10) (62, 63).
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Sekil 10. Apoptozda yer alan diger molekiiller. IAP anti-apoptotik proteinleri
(cIAP 1/2, XIAP) kaspazlar1 imhibe ederek apoptozu geg siiregte inhibe ederler.
Smac/DIABLO ve HtrA2 gibi pro-apoptotik proteinleri ise IAP proteinlerini

inhibe ederek aktivite gostermelerini engellerler (23).

Kaspaz-9 disinda XIAP; kaspaz-3 ve kaspaz-7 proteinlerinin aktif merkezlerine
baglanarak bu proteinlerin proteaz aktivitesi gostermelerini engellemektedir (64). Bu bulgular
XIAP proteininin intrensek yolagi farkli basamaklardan inhibe edebildigini gostermektedir.
XIAP ekspresyonun ise sag kalim ile iliskili bir transkripsiyon faktorii olan NF-xB aktivitesi

ile arttig1 belirtilmistir (35).

Apoptoz sirasinda mitokondriden sitokrom c¢ disinda pek ¢ok protein sitoplazmaya
gecmektedir (65). Bunlardan endoniikleaz G proteininin CDA-bagimsiz interniikleozomal
DNA degredasyonuna neden oldugu bildirilmistir. Smac/DIABLO ve HtRA2/Omi proteinleri
de apoptoz sirasinda mitokondriden salinmaktadir ve bu proteinlerin XIAP, cIAP1 ve cIAP2
proteinleri ile etkileserek kaspaz inhibisyonunu engelledikleri ortaya konulmustur (Sekil 10)

(66).
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2.2.4. Apoptozun Tetiklenmesi: Ekstrensek Yolak

Apoptozun ekstrensek yolagir ayni zamanda 6liim reseptorleri (death receptor) yolagi
olarak da bilinmektedir ve hiicre dis1 bir sinyalin plazma membranina bagli reseptorler
aracilifiyla apoptotik aktiviteye dontismesi olarak tanimlanmaktadir (18). Ekstrensek yolak
ilk olarak bazi hastalarda meydana gelen bakteriyel enfeksiyonun tiimdr gerilemesine neden
oldugunun belirlenmesi ile ortaya ¢ikmistir (67). Daha sonralar1 izole tiimor nekroz faktori
(TNF) ve lenfotoksin proteinlerinin kiiltiire tiimdr hiicrelerinin §liimiine neden oldugu ortaya
konulmustur (68, 69). Bu faktorler klonlandiktan sonra yapilarmin birbiri ile yiiksek homoloji
gosterdigi ortaya konulmustur (70, 71). Otomatize DNA sekanslama teknolojisi sayesinde
onceden bilinmeyen pek ¢ok homolog mRNA transkripti tanimlanmis ve sonucta homolog

TNF protein ailesi kesfedilmistir (72).

TNF ailesi, reseptor proteinlerin hiicre dis1 bolgelerine baglanarak etki géstermektedir.
TNF ailesinde 19 farkli ligand bulunmaktadir ve bu ligandlar TNF reseptor (TNFr) ailesine ait
29 farkli reseptore baglanmaktadir (73). TNF ailesinin her bir tiyesi TNFr ailesine ait bir ya da
daha fazla reseptore ve bazi reseptorler de bir ya da daha fazla liganda baglanabilmektedir.
TNFr ailesinin apoptozu tetikleyebilen alt smifina ait proteinler 6liim bolgesi (Death Domain-
DD) adi verilen olduk¢a korunmus 80 amino asitlik bir sekansi icermektedirler ve bu bdlgeyi
iceren reseptOrlere Olim reseptorleri adi verilmektedir. Apoptozun ekstrensek yolaginda
onemli rol iistlenen Olim reseptorleri, TNF’nin baglandigi (TNF-a, 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 (69). Apoptoz tetikleyebilen TNFr iiyeleri
ekstrensek yolak baslatict kaspazlarmi (kaspaz-8, -10) baglayarak kaspaz kaskadini tetiklerler.
Ligandin 6lim reseptdriine baglanmasindan sonra reseptdriin yapisinda meydana gelen
konformasyonel degisim, Oliim-tetikleyici sinyal kompleksi (death-inducing signaling
complex-DISC) ad1 verilen protein kompleksinin olusmasini saglar. DISC ilk olarak FasL-Fas
apoptoz sinyalinde tanimlanmistir (74). TRAIL ligandimin 6liim reseptorlerine baglanmasi da
benzer sekilde gerceklesmektedir. Ligand bagli Fas reseptoriine ya da TRAIL baglh 6liim
reseptoriine Fas-iliskili DD (Fas-associated death domain-FADD) ad1 verilen adaptor protein

komplementer DD {izerinden baglanir (75). FADD, DD disinda 6liim-efektor bolgesini de
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icermektedir (death-effector domain-DED) ve insan genomunda hem DED hem DD igeren tek
proteindir. Bagli FADD baslatic1 kaspazlara (kaspaz-8, -10) komplementer DED bolgesi
iizerinden baglanir (76). DISC kompleksinin olusumu tamamlandiktan sonra kaspaz-8, -10
oto-proteolitik aktivite ile aktiflesir ve kompleksten ayrilarak sitoplazmaya gecer (77).
Aktiflesmis kaspaz-8 ve -10 cellat kaspazlar1 (kaspaz-3 ve -7) keserek aktiflestirir. Tip 1 ad1
verilen bazi hiicrelerde bu cellat kaspazlarin aktivasyonu apoptozun tetiklenebilmesi igin
yeterlidir (78). Tip II adi verilen diger bazi hiicrelerde ise kaspaz-8 ve -10 apoptozun
intrensek yolagmni da aktiflestirerek apoptozu tetikler. Kaspaz-8 ve -10 ekstrensek ve
intrensek yolaklar1 Bcl-2 ailesinin grup Il proteinlerinden Bid proteinini keserek birbirine
baglar. Kesilerek aktiflesen Bid (tBid) mitokondri dig membranmin gecirgenligini tetikleyerek
apoptozun intrensek yolagmi aktiflestirir (bakmiz bolim 2.2.3. Apoptozun Tetiklenmesi:

Intrensek Yolak).

TNF ligandinin etki mekanizmasi ise biraz farklidir. 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 iliskili
faktor 2 proteini (TNFr associated factor 2-TRAF2) katilarak kompleks 1 olusturulur (79).
Kompleks 1 niikleer faktor inhibitdor kinaz kompleksini (NF-kB-1kB) keserek NF-kB
yolagmin aktiflesmesine neden olur. Bu yolak basta FLICE inhibitér proteini (FLIP) ve
cIAP1/2 olmak flizere c¢esitli anti-apoptotik molekiillerin ekspresyonunda artisa neden olur
(80). Mekanizma kompleks 1 reseptoriin yapisindan ayrilmasit FADD ve kaspaz-8 ile
kompleks 2’yi olusturmas: ile devam etmektedir. Ortamda yeterli miktarda FLIP proteini
varsa apoptotik siire¢ engellenebilir, yoksa kompleks 2 kaspaz-8 proteinini aktiflestirerek
apoptoza neden olur (81). Sonug olarak hiicrede kompleks 2 tarafindan tetiklenecek olan
apoptoz, kompleks 1 aktivitesi ile engellenmektedir. Bu denge bozuldugunda ise apoptozun

intrensek yolagi aktiflesmis olur.
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2.2.5. Kanser Terapisinde Apoptozun Onemi

15 yildir devam eden ¢aligmalar, kanser tedavisinde kullanilan tiim ilaglarm apoptozu
tetikleyebildigini gostermektedir. Apoptotik yolaklarin aktiflestirilmesi kanser terapisinin
temel ilkelerinden biridir. Cogu kanser ilaci neden olduklart DNA hasar1 iizerinden etki
gostermektedir ve kanser hiicrelerinin DNA tamir mekanizmalarindaki yetersizlikten
yararlanarak hiicreleri apoptotik siirece stiriiklemektedir (82). Kanser ilaglarinin etkinligini
arttirabilmek ve olas1 direng mekanizmalarinin 6niine gecebilmek amaciyla antinoeplastik
ajanlarin aktiflestirdikleri apoptotik yolaklarin tanimlanmasi giincel arastrma konusudur.
Doxorubicin, etoposide, teniposide, methotrexate, cisplatin ve bleomycin gibi pek ¢ok ajan
NF-kB ve AP-1 yolaklar1 tizerinden FasL sentezini tetikler (83). Ayrica DNA hasaria neden
olan ajanlar p53 yolag: iizerinden Fas reseptdr ekspresyonunun artisina neden olmaktadir
(84). Her ne kadar bu bulgular ekstrensek yolagi isaret etse de, ¢esitli gozlemler FasL ve Fas
etkilesiminin ilag¢ ile tetiklenen apoptozda hiicrelerin oldiiriilebilmesi i¢in sart olmadigini
ortaya koymaktadir (85). Bunun 6tesinde anti-Fas antikorlarinin daha 6nceden bahsedilen

ilaglarla tetiklenen apoptozu engelleyemedigi ortaya konmustur (86).

Sonug olarak bazi istisnalar diginda (5-fluorouracil, proteozom inhibitorleri, trans-
restinoik asit ve fenretinide gibi) cogu anti-kanser ilag tarafindan tetiklenen apoptoz Fas/FasL
sisteminden bagimsiz olarak islemektedir (87-90). Bunun yan1 sira, ¢ogu ilag ile tetiklenen
apoptotik siirecte sitokrom c¢ salinmasi (57, 91, 82) ve beraberinde gerceklesen Bax
translokasyonu gosterilmistir (93, 94). Bu ¢alismay1 destekleyen diger bir ¢alismada ise Bax
ve Bak proteinlerinin birlikte delesyonunun, ila¢ ile tetiklenen apoptozun inhibisyonuna
neden oldugu saptanmistir (95). Son olarak dominant negatif kaspaz-9 proteininin ve anti-
apoptotik Bcl-2 tiyelerinin ilag ile tetiklenen apoptoz siirecini inhibe etmesi intrensek yolagin

onemini vurgulamasi a¢isindan 6nemli verilerdir (96-98).
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2.3. YESIL CAY

Camellia sinensis bitkisinden 5000 yildir c¢ay friinleri {iiretilmektedir (99). Cay
bitkisinden iiretim tekniklerindeki farkliliklara gore cay; siyah ¢ay (%75), yesil ¢cay (%23) ve
oolong (%2) c¢ay1 elde edilmektedir (100). Siyah ¢ay liretiminde yapraklar ezilerek cay
polifenollerinin kondenzasyonuna sebep olan enzimatik oksidasyon ve fermentasyon islemleri
gerceklestirilmektedir. Yesil cay iretiminde ise taze yapraklar isitilarak enzimlerin
inaktivasyonu saglanmakta boylece polifenoller oksidasyondan korunmus olmaktadir. Oolong
cay1 ise yesil yapraklarin kismi-fermantasyonu ile iiretilmektedir. Boylece yesil ve siyah cay
karisimi elde edilmeltedir. Her biri “Camellia sinensis ” bitkisinden elde edilse de fakli tiretim
teknikleri bu caylarin farkl bir kimyasal bilesime sahip olmasina neden olmaktadir. Siyah
caym temel antioksidan kapasitesini teaflavinler ve tearubiginler gibi kompleks antioksidanlar
olustururken yesil cay’in temel oksidan kapasitesini kimyasal olarak daha basit bir yapiya

sahip olan katekinler olusturur (Sekil 11) (101).

(—)-Epigallocatechin (EGC)

greerd

(-)-Epicatechin-3-gallate (ECG) (-)-Epigallocatechin-3-gallate (EGCG)

Sekil 11. Yesil ¢ay ekstraktlarindan elde edilen katekin tiirevleri ve kimyasal yapilari
(100).
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Yesil cay ekstraktlar1 geleneksel Cin tibbinda kronik hastaliklarin tedavisinde ve
engellenmesinde yiiz yillardir kullamilmaktadir (102). Yesil cay ekstraktindan elde edilen
temel katekin, toplam polifenollerin %50-80’ini olusturan (-)-epigallokatekin-3-gallatdir
(EGCG). Bir bardak demlenmis yesil cayda (200mL suda kaynatilan 2g cay yapragi) 200-
300mg EGCG bulunmaktadir (103). 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 gegerli oldugu 6ne siiriilmektedir. EGCG’nin
pek cok kanser tiiriinde hiicre biiylimesini inhibe ettigi, hiicre yasam dongiisiinde
duraksamaya yol actig1 ve apoptozu tetikledigi gosterilmistir (104).

Yesil cayin anti karsinojenik etkileri ii¢ temel baslik altinda incelenebilir:
= Antioksidan-prooksidan etki
* Anti-anjiyogenez etki

= Apoptotik-hiicre yasam dongiisiinii diizenleyici etki
2.3.1. Yesil Cayin Antioksidan-Prooksidan Etkisi

Gilinitimiizde 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 hasarmi anlamli 06lgiide diistrdiigii
gosterilmistir (105). Katiyar ve ark. 40uM EGCG’nin UVB’ye maruz kalan insan normal
keratinosit hiicrelerinde (NHEK) H,0O, iiretimini %66 ile %80 arasinda inhibe edebildigini ve
UVB ile tetiklenen ERK1/2, JNK ve p38 fosforilasyonunu engelledigini gdstermislerdir
(106). Ayrica EGCG’nin lipid peroksidasyonunu engelleyerek oksidatif hasara kars1 koruyucu

bir molekiil olarak davrandigi one siirtilmektedir (107).

EGCG ve diger polifenol tiirevi antioksidanlar oksidatif hasar1 g¢esitli mekanizmalar
aracihgr ile engeller. Oncelikle antioksidanlar; reaktif azot ve oksijen tiirevlerini hiicre
bilesenlerine zarar vermeden nétralize ederek, bulunduklar1 ortamdaki serbest radikalleri
temizlerler. Bunun 6tesinde bazi metal iyonlarma karsi yiiksek afiniteye sahip olduklarindan
metal selatlayict 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 stirmektedir (101).
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Bazi durumlarda antioksidan molekiiller metal iyonlarini indirgeyerek hidrojen peroksit
olusumuna neden olabilir (108). Benzer sekilde EGCG’nin, Cu(1l) ve Fe(Ill) komplekslerinin
varliginda pro-oksidan olarak davranarak DNA hasarina neden oldugu savunulmaktadir (109).
EGCG’nin hiicre Oliimiinii tetikleme 0Ozelliginin, en azindan in-vitro kosullarda, bu pro-
oksidan aktiviteye bagl oldugu diistiniilmektedir (110). Yang ve ark. EGCG ile H661 akciger
kanseri ve Ras-transforme insan bronsiyal hiicrelerinde tetiklenen apoptozun ortama katalaz
ilavesi ile kismen engellendigini gostermislerdir. Fakat katalaz ilavesinin biiyiime inhibisyonu
iizerine her hangi bir etkisi gozlenmemistir (111). EGCG’nin insan 6zafagal skuamoz hiicre
karsinoma hiicre hatlarinda (KYSE 510 ve 150) ve 16semi hiicre hattinda (HL-60) DNA
hasarina neden oldugu belirtilmektedir (112). Saglikli insan lenfositlerinde Kanadzu ve ark.
tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, EGCG’nin 10uM ve daha diisiik konsantrasyonlarda
DNA kiriklarmi engelledigi, 1000uM ve daha yliksek konsantrasyonlarda DNA kiriklarinin
olugsmasima neden oldugu gosterilmistir (113). Biitlin bu ¢alismalar yesil caym hiicrelerde
prooksidan 6zellik gostererek hiicre Sliimiinii tetikleyebilecegini gostermektedir. Ancak bu

etkisi hiicre tipine ve EGCG konsantrasyonuna gore farklilik géstermektedir.

2.3.2. Yesil Cayin Anti-Anjiogenez Etkisi

Kat1 tiimor gelisimi icin ¢ok Onemli olan anjiogenez, yeni kan damarlarmin
olusturuldugu bir stiregtir. Kanser tedavisinde gelecek vaat eden caligma alanlarindan biri de
anjiogenez inhibisyonunun kullanimidir. Ik olusumu sirasinda tiimér ihtiya¢ duydugu besin
ve suyu difiizyon ile alabilir fakat 0,5mm capindan biiylik bir tiimorde cogalan tiimor
hiicrelerinin oksijen ve besin ile “beslenebilmesi” i¢in kan damarlarma gerek vardur.
Anjiogenez, bu siireci aktive ya da inhibe eden proteinlerin gorev aldigi kompleks bir seri
biyokimyasal tepkimeden meydana gelmektedir. Kanser hiicrelerinde bu aktivator ve inhibitor
proteinler arasindaki denge bozulur (114). EGCG’nin son yillarda arastirilan 6zelliklerinden
biri de anti-anjiogenez oOzelligidir. Cesitli calismalar EGCG’nin HNSCC, meme ve kolon
kanser hiicre hatlarinda VEGF (vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii) ekspresyonunu inhibe
ettigini gostermektedir. VEGF en 6nemli anjiogenez aktivatorlerinden biridir ve inhibisyonu
cogunlukla anjiyogenezin engellenmesi anlamma gelmektedir (115-117). Maiti ve

arkadaslarinin  yaptiklar1 bir ¢alismada EGCG’nin anjiogenin aracili anjiogenezi
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engelleyebildigi gosterilmistir. EGCG gibi anti-anjiogenik ajanlarin, farklhh fazlardaki

tiimorlerin tedavisinde kullanilabilecegi diistiniilmektedir (118).

Tiimor invazyonu ve metastaz; ECM (ekstraseliiler matriks) bilesenlerinin proteolitik
degredasyonu, hiicre-hiicre ve hiicre-ECM etkilesimlerinin minimize edilmesi ve de hiicrenin
bazal membrana gocilinii kapsayan bir siirectir. MMP ailesi (matriks metalloproteinazlar)
ECM bilesenlerinin pargalanmasinda gorev alan bir protein ailesidir ve tiimor invazyonundan
sorumlu olduklar1 bilinmektedir. EGCG’nin ¢esitli MMP’leri inhibe ettigini gosteren pek ¢ok
calisma mevcuttur (119-124).

2.3.3. Apoptoz ve Hiicre Yasam Déngiisii Regiilasyonu

Kanser hiicrelerinin karakteristik 6zelliklerinden biri de programli hiicre 6liimiinden
kacabilmeleridir. Apoptoz kompleks genetik olaylar ile regiile edilen bir siirectir. Bu siiregteki
en Onemli transkripsiyon faktorlerinden biri de p53°tir. Genomun gardiyan1 olarak
adlandirilan p53 hiicre yasam dongiisiiniin regiilasyonunda, apoptozun tetiklenmesinde ve
DNA tamir mekanizmalarinin islemesinde kritik 6neme sahiptir. p53 proteini DNA hasarin1
belirleyerek ve hiicre yasam dongiisiinde duraksamanin gergeklesmesini saglamakta ve redoks
potansiyel degisikliklerine cevap olarak apoptozu tetiklemektedir. Kat1 tiimorlerin %50’den

fazlasinda p53 delesyonu ya da nokta mutasyonu mevcuttur (125).

Cay polifenollerinin p53 aktivasyonuna neden oldugu belirtilmektedir (126). EGCG
normal hiicreleri etkilemeden farkli kanser hiicre hatlarinda p53 aktivasyonu iizerinden
apoptoz tetikleyebilmekte ve hiicre yasam dongiisiinde duraksamaya neden olmaktadir (127).
Cesitli caligmalar sonucunda akciger, kolon, pankreas, deri ve prostat kanserlerinde de benzer
sonuglar elde edilmistir (128). Prostat kanseri hiicre hattinda (LNCaP) gerceklestirilen bir
calismada, p53 aktivasyonun p21 ve Bax ekspresyon artisina, NF-«xB inhibisyonun Bcl-2
ailesi proteinlerinde ekspresyon azalisina ve boylece Bax/Bcl-2 oranindaki artisa bagh olarak
apoptozun tetiklendigi ve hiicrelerin GO/G1 fazinda duraksadig1 gosterilmistir (Sekil 12). p53
aktivasyon mekanizmasinda p53’iin kritik serin kalintilarinin fosforilasyonu s6z konusudur bu
nedenle molekiiliin yari-6mrii artmaktadir (129). Hatsak ve ark. LnCaP hiicre hattinda 20-
80uM EGCG ile tetiklenen apoptozun p53-bagimli oldugunu ve p53-/- mutasyonu olan

hiicrelerde apoptozun gerceklesmedigini gostermistir. Bax ve p21°in siRNA ile susturulmasi
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ile apoptozun Onlenebildigi ayni1 c¢alismada gosterilmistir (130). EGCG ile tetiklenen
apoptozda p53 bagimliligin1 gosteren baska calismalar da mevcuttur (131, 132).

NMR spektroskopi ile gergeklestirilen bir

calismada EGCG’nin anti-apoptotik  Bcl-2
ailesinin BH3 bolgesine dogrudan
baglanabildigi gdosterilmistir. Bu baglanma,
EGCG’nin anti-apoptotik Bcl-2 iiyelerini inhibe
etme mekanizmasinin temelini olusturdugu

disiiniilmektedir (133).

Islam ve ark.’nin yaptig1 caligmada insan

kondrosarkoma (HTB-94) hiicre hattinda | [oscmmervesee ]

EGCG’nin diisik konsantrasyonlarda dahi Sekil 12. EGCG’nin p53 ve NF-«xB yolaklari

(5uM) hiicrelerde DNA fragmantasyonu ile iizerinden apoptoz regiilasyonu. EGCG p53

. . . ve NF-«kB iizerinden apoptozu ya da hiicre
belirlenen apoptoz tetiklenmesine ve kaspaz-3 pop . Y N
dongiisiinde duraksamayi tetikleyebilir.

aktivasyonuna sebep oldugunu gdosterilmistir. (129)

Ayni c¢alismada genel kaspaz inhibitori (Z-

VAD-FMK) ve spesifik kaspaz-3 inhibitorii (DEVD-CHO) kullanilarak apoptozun
engellendigi de belirlenmistir (134). Buna karsin, EGCG ile gergeklestirilen ¢aligmalarin
cogunda apoptoz EGCG’nin 50uM’dan yliksek konsantrasyonlarinda gézlemlenmistir (128).
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 (135). Gupta ve ark.’nin yaptiklar1 calismada 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 ¢calismada
genel kaspaz inhibitérii (zVDAC) veya spesifik kaspaz-3 inhibitori (Z-VAD-FMK)
kullanilarak apoptozun engellendigi gdsterilmistir (136). EGCG’nin Kaspaz-9 aktivasyonunu
ve sitokrom ¢ salmmasimi sagladigina dair ¢alismalar mevcuttur (128). Roy ve ark.’nin 2005
yilinda yaptiklar1 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
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Bax pro-apoptotik proteinin ekspresyonunda da artisa yol actig1 belirlenmistir (131). Qin ve
ark. tarafindan 2007°de yapilmis bir ¢aligmada 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 (137). Bu sonuglar; EGCG’nin apoptotik etki mekanizmasinda intrensek
yolagin temel oldugunu ifade etmektedir. Anti-kanser ilaglarmin ¢ogunun da ayni yolagi
kullandig1 diisliniildiigiinde bu beklenen bir sonuctur (bakiniz bolim 2.2.5. Kanser

Terapisinde Apoptozun Onemi).

Buna karsin sayilar1 daha az olmakla beraber EGCG’nin ekstrensek yolak {izerinden
apoptoz tetikleyebildigini gosteren ¢caligmalar da mevcuttur. Das ve ark.’nin yaptiklar1 bir
calismada 50uM EGCG ile malin noroblastoma hiicre hattinda (SH-SYS5Y) tetiklenen
apoptozun mekanizmasinda kaspaz-9 ve kaspaz-3’iin yani sira kaspaz-8 aktivasyonunun da
yer aldig1 ve bu enzimlerin inhibitorleri kullanilarak hiicre Oliimiiniin engellendigi
saptanmistir (138). insan lenfoma hiicre hattinda (U937) yapilan bir ¢calismada ise EGCG’nin
FAS reseptoriine baglanarak kaspaz-8 aktivasyonuna sebep oldugu belirtilmistir (139).

EGCG’nin apoptotik mekanizmasi ile ilgili ¢alismlar inclendiginde; etkisinin hiicre
hattina ve kullanilan katekin konsantrasyonuna gore farklilik gosterdigi goriilmektedir. HPV-
16 ile iligkili servikal kanser hiicre hattinda (CaSki) Ahn ve ark. tarafindan ger¢eklestirilen bir
calismada 24 saatte 35uM EGCG konsantrasyonunda hiicre yasam dongiisiiniin G1 fazinda
duraksamasi belirlenmistir. Apoptoz ise ayni siirede ancak 100uM konsantrasyonda
gozlenebilmistir (140). MCF7 meme kanseri hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada 24 saat
30uM EGCG ile muamele edilen hiicrelerde akis sitometrik DNA analizi ile G0/GI
duraksamasi gosterilmistir (141). 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 (142). Bu calismalar
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 gésterilmistir. Bu enzim
normal hiicrelerde diisiik diizeylerde eksprese edilirken pek c¢ok kanser tipinde (prostat,

meme, yumurtalik, endometriyum, akciger ve kolon) bu enzimin ekspresyonu artmaktadir.
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EGCG hem saglikli hiicrelerde hem de kanser hiicrelerinde enzim inhibisyonuna neden
olmaktadir ancak sadece kanser hiicrelerinde apoptozu tetiklemektedir. Bu durumun, malonil-
CoA gibi toksik Ozellik gosteren lipid Onciillerinin  birikmesinden kaynaklandigi
disiiniilmektedir (143). Biitiin calismlar g6z Oniine alindifinda EGCG’nin anti-kanser

mekanizmasi halen tam olarak aydinlatilamamistir ve dolayisiyla giincel arastirma konusudur.

2.3.4. Kolon Kanserinde Yesil Cayin Etkinligi

Dogu iilkelerinde goriilen diisiik kolon kanser insidansi ile beslenme aliskanliklarmin,
ozellikle de yesil ¢ay tiiketiminin iligkili oldugu diistiniilmektedir (16). Japonyada 8552 olgu
ile gerceklestirilen prospektif bir ¢calismada yesil ¢ay tiiketiminin akciger, kolon ve karaciger
kanserine kars1 koruyucu etkisi oldugu savunulmaktadir (144). Cin toplumunda yapilan bir
calismada ise yesil cay tiiketenlerde kolon kanserinin ortaya ¢ikma riskinin tiiketmeyenlere
oranla daha diistik oldugu gosterilmistir (145). Bu ¢alisma, Sun ve arkadaslarmin 2005 yilina
kadar yapilan 21 caligmanin verileri ile gerceklestirdikleri meta analiz sonuglari ile de

desteklenmektedir (146).

EGCG’nin kolon kanseri iizerine etkisini arastiran in-vitro c¢alismalarda ¢ogunlukla
kolon adenokarsinoma hiicre hatlar1 kullanilmistir ancak kolorektal karsinoma hiicre
hatlarindaki etkisini inceleyen caligma sayis1 oldukca kisitl sayidadir. Jung ve ark.’nin ¢esitli
kolon kanser hiicre hatlarma etkisini arastirdiklar1 c¢alismada EGCG’nin HCT-116
hiicrelerinde sadece hiicre canlilig1 iizerine olan etkisi incelenmistir (147). Useato ve ark.’nin
calismasinda ise benzer sekilde EGCG’nin ve diger yesil cay polifenollerinin (EGC ve EC)
biiylime inhibisyonu {izerinde etkisi incelenmistir (148). 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 gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada, EGCG’nin hiicre canlili1, apoptoz
ve hiicre yasam dongiisii lizerine etkisi arastirilmistir (149). 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

aydimlatilmasina yonelik ¢alismalar halen giincel arastirma konular1 arasindadir.

31



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismamizda kullanilan cihazlar, sarf malzeme ve kitler ilgili tablolarda listelenmistir (Tablo

1, Tablo 2, Tablo 3).

Tablo 1. Calismada kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari

Adi/Modeli

Caliymada Kullanim Amaci

Laminer Flow (Holten Lamin Air Biosafe 1.2)

Hiicre kiiltiirii calismalarinda steril ortamin saglanmasi

CO; inkiibatér ( Nuaire Us Autoflow NU-4750)

Hiicre kiiltiirii calismalarinda hiicrelerin inkiibasyonu

Ters-faz Mikroskop (Nikon Eclipse TS-100)

Hiicre kiiltiirii calismalarinda hiicre sayimi, hiicrelerin izlenmesi

Santrifiij (Eppendorf 5810 R)

Coktiirmenin gerekli oldugu tiim denemelerde

Akis Sitometre

(Beckman Coulter —Epics XL.MCL)

Hiicre yasam dongiisii regiilasyonu ve Annexin-V

apoptoz/nekroz analizleri

Derin Dondurucu -80°C

(Thermo Forma Model 705)

Hiicrelerin kisa siire saklanmasi

Derin Dondurucu -20°C (Vestel RT 455)

Orneklerin ve kimyasallarin saklanmast

Azot tanki (MVE Cryogenics cryosystem 4000)

Hiicrelerin uzun siire saklanmasi

Plak okuyucu (BioTek ELX 800)

96 kuyulu plaklarin absorbanslarmmimn okunmasi

Buz makinasi

(Scotsman AF-100)

Deneylerde soguk zincirin saglanmasi i¢in gereken buzun elde

edilmesi

Otoklav (Hirayama HICLAVE HV-50)

Hiicre kiiltiiriinde gerekli tiim malzemenin sterilizasyonu

Etiiv (Thermo Heraeus)

Gereken tiim malzemelerin istenen sicakliga getirilmesi
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Tablo 2. Calismada kullanilan sarf malzeme ve kullanim amaglar1

Ad1

Katolog Bilgileri

Caliymada Kullamm Amaci

HCT-116 hiicre hatti

Prof. Dr. Henning Walczak
tarafindan hediye edilmistir
(German Cancer Research
Centre-Heidelberg-Almanya)

Tium denemelerde kullanilan kolon karsinoma

hiicre hatt1

American Type Culture

Cesitli denemelerde kullanilan normal kolon hiicre

CCD18co hiicre hatt

Collection, ATCC hatt1
EGCG Sigma E4243-50mg Hiicrelerde etkisi arastirilan ajan
Etoposide Ebewe 20mg/mL Pozitif kontrol, hiicrelerde apoptoz tetikleyici ajan
McCoy’s 5A ortam Biochrom F1015 HCT-116 hiicrelerinin biiyiime ortam
DMEM ortam Biochrom F 0475 CCD18co hiicrelerinin biiyiime ortami
Penisilin/Streptomisin | Biochrom A2212 Hiicrelerinin biiyliime ortami bileseni

Fetal Bovine Serum

Biochrom S0113

Hiicrelerinin biiyliime ortami bileseni

(FBS)
L-Glutamin Biochrom K0282 Hiicrelerinin biiylime ortami bileseni
PBS (phosphate ) )
) Biochrom L1815 Hiicrelerin yikanmast
buffered saline)
) o ) Hiicre sayiminda, canli ve 6lii hiicrelerin ayirt
Tripan mavisi Biochrome L6323 o )
edilebilmesi
Dimetil siilfoksit Sigma D2650 Hiicrelerinin dondurma ortaminin hazirlanmasi
(DMSO)
Tripsin/EDTA ) ) .
. Biochrom 1.2143 Pasaj ve ekimlerde hiicrelerinin kaldirilmasi
¢Ozeltisi
HEPES Sigma H7006 Akis sitometri analizlerinde kullanilan tampon
Akis sitometrik hiicre yasam dongiisii regiilasyon
Formaldehit Sigma F8775 o o )
analizinde fiksasyon ¢dzelti bileseni
Sodyum kloriir Sigma S9625 Akis sitometrik analizlerde tampon bileseni
Kalsiyum kloriir Sigma C8106 Akis sitometrik analizlerde tampon bileseni
Potasyum kloriir Sigma P9541 Akis sitometrik analizlerde tampon bileseni

Propidyum iyodiir (PI)

Alexis 400-043-M001

Akis sitometrik analizlerde fliioresan DNA boyasi

Annexin V-FITC

BD Pharmingen 556419

Akis sitometrik Annexin-V apoptoz/nekroz

analizinde fliioresan fosfatidil serin boyasi

RNAz

Sigma R4875

Akis sitometrik hiicre yasam dongiisii regiilasyon

analizinde RNA bilesenlerinin pargalanmasi

Mutlak etanol

Akis sitometrik hiicre yasam dongiisii regiilasyon

analizi bileseni
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Tablo 3. Calismada kullanilan ticari kitler ve kullanim amaglar1

Ad1 Katolog Bilgileri Cahsmada Kullanim Amaci
MTT Canlilik Testi Roche 11 465 007 001 Hiicre canliliginin degerlendirilmesi
Cell Death Detection ELISA™™™® Roche 11 774 425 001 Hiicrelerde apoptozun degerlendirilmesi

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii calismalar1 denemelerde kullanilmak tizere HCT-116 ve CCD18co

hiicrelerinin ¢ogaltilmasini, pasajlanmasini, dondurulmasini, ¢ziilmesini ve sayilarak istenen

flask ya da plaklara ekilmesini kapsamaktadir.

3.2.1.1 Kullanilan Cihazlar

Laminer Flow

CO; inkiibator

Ters-faz Mikroskop
Santrifiij

Derin Dondurucu -80°C
Derin Dondurucu -20°C
Azot tanki

Etiv

(Holten Lamin Air Biosafe 1.2)
(Nuaire Us Autoflow NU-4750)
(Nikon Eclipse TS-100)

(Eppendorf 5810 R)

(Thermo Forma Model 705)

(Vestel RT 455)

(MVE Cryogenics cryosystem 4000)

(Thermo Heraeus)

3.2.1.2. Kullanmilan Malzemeler

HCT-116 hiicre hatt1
CCD18co hiicre hatt1
McCoy’s SA

DMEM
Penisilin/Streptomisin
Fetal Bovine Serum
L-Glutamin

PBS

Tripan mavisi
Dimetil siilfoksit
Tripsin/EDTA ¢ozeltisi

(German Cancer Research Centre, Heidelberg-Almanya)
(ATCC)
(Biochrom)
(Biochrom)
(Biochrom)
(Biochrom)
(Biochrom)
(Biochrom)
(Biochrom)
(Sigma)
(Biochrom)
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3.2.1.3. Hiicre Hatlar

3.2.1.3.1. HCT-116 kolon karsinoma hiicre hatti

Kaynagi : Yetigkin erkekten elde edilen kolon karsinoma primer kiiltiirii.

Ozellikleri  : Hiicreler 13. kodonlarinda RAS mutasyonu tasimaktadir ve bagisiklik sistemi
baskilanmis farelerde tiimorojeniktir. Hiicreler nemli atmosferde %5 CO, basinci altinda 37°C
de inkiibe edilir. Kiiltiir ortaminda tek tabakali, adheran, epitel benzeri kiiclik hiicreler
seklinde ¢ogalirlar ve 24 saatte dublike olurlar. Hiicrelerde biiyiime ortami olarak %10 FBS,

%1 L-glutamin ve %1 penisilin/streptomisin igceren McCoy’s SA ortami kullanilmistir.
3.2.1.3.2. CCD18co normal kolon hiicre hatti

Kaynagi : 2,5 aylik infantdan elde edilen kolon primer kiiltiirti.

Ozellikleri  : Hiicreler nemli atmosferde %5 CO, basinci altinda 37°Cde inkiibe edilirler.
Kiiltiir ortaminda tek tabakali, adheran, fibroblast benzeri hiicreler seklinde cogalirlar.
Hiicrelerde biiylime ortami olarak %10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin/streptomisin
iceren DMEM ortami kullanilmistir.

3.2.1.4. Hiicrelerin Pasajlanmast ve Dondurulmasi

ilk kez ¢ozilen hiicreler 25cm” flasklara SmL biiyiime ortami icerisinde ekilmistir.
Hiicreler konfluent olduktan sonra 75cm’ flasklara 13mL biiyiime ortam:i igerisinde
pasajlanmig ve denemeler i¢in bu flasklarda c¢ogaltilmistir. Tiim deneyler 6 ya da 96
kuyucuklu plaklarda gerceklestirilmistir. Hiicrelerin bliylime ortamu ii¢ dort giinde bir yeni
biliylime ortamu ile degistirilmistir. Hiicreler konfluent olduklarinda 1:4 ya da 1:5 oraninda
seyreltilerek pasajlanmistir. Hiicreler 4-5 pasajda bir dondurularak (%40 FBS, %10 DMSO,
%350 biiylime ortami) 3-4 hafta igerisinde ¢oziilecekse —80°C’de ya da uzun siire saklanacaksa
siv1 nitrojende saklanmistir. Hiicreler EGCG ya da etoposit ile muamele edilirken, hiicrelerin
yasam donglisiiniin ayn1 fazina ge¢melerini saglamak amaci ile FBS diizeyi %le

diistiriilmiistiir.
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Deney Basamaklar1:

(98]

A A B AR

11.

12.

Flaskin igerisindeki ortam atilir.

Flask steril PBS ile yikanir.

Flasklara; 25cm® flask i¢in 1-2mL, 75cm” flask i¢in 3-5mL énceden 37°Cye 1sitilmig
tripsin/EDTA ilave edilir.

Flask inkiibatorde 4-5 dakika bekletilir.

Flask ylizeyinden ayrilan hiicreler 15 mLIik tiiplere toplanir.

Tiiplere 5’er mL biiyiime ortami ilave edilir.

Tiipler 1300 rpm de 5 dakika santrifiij edilir.

Stipernatan atilir.

Pellet istenen miktarda, onceden 37°Cye getirilmis biliyiime ortami igerisinde
siispanse edilir.

Hiicre siispansiyonu sayilabilir, seyreltilerek flasklara ya da plaklara pasajlanabilir
veya dondurulabilir.

Dondurulacak hiicre siispansiyonuna 1:1 oraninda soguk %80 FBS %20 DMSO
ilave edilir. Bu sekilde tiipteki son konsantrasyonlar: %40 FBS, %10 DMSO, %50
biiylime ortami olmaktadir. Elde edilen siispansiyon cryo tiiplere paylastirilarak -
20°C’ye kaldirilir.

-20°Cde bir saat bekletildikten sonra cryo tiipler 3-4 hafta igerisinde ¢oziilecekse -

80°Cye, uzun siire saklanacaksa sivi nitrojene kaldirilir.

3.2.1.5. Hiicrelerin Coziilmesi

Siv1 nitrojende bekletilen hiicreler gerekli oldugunda ¢éziilerek kullanilir.

Deney basamaklari:

1.

S1vi nitrojen ya da -80°Cden alinan cryo tiipler hizla 37°C’de ¢oziiliir.

Tip icerisindeki siispansiyon 15 mLlik tiiplere aktarilir ve lizerine 10mL Onceden
37°C’ye getirilmis biiylime ortamu ilave edilir.

Tiip 1300 rpm de 5 dakika santrifiij edilir.

Siipernatan atilir.

Pellet 6 mL biiyiime ortaminda siispanse edilir ve 2 adet 25cm’ flaska paylastirilir.

36



3.2.1.6. Hiicrelerin Sayilmast

Yapilacak tiim denemelerde belirli sayida hiicrenin flasklara ekilmesi icin hiicre
siispansiyonunun mililitresindeki hiicre miktarinin belirlenmesi gerekmektedir. Ydntemin
prensibi, membran biitiinliigli bozulmus hiicrelerin Tripan mavisi boyasmi hiicre igine
almalar1 ve Oli hiicre olarak degerlendirilmeleri veya membran biitiinliigiinii koruyan

hiicrelerin ise membrandan boya gecisine izin vermemelerine dayanmaktadir (150).

Deney Basamaklari:
Hiicrelerin pasajlanmasi ve dondurulmasi (3.2.4.1. boliim) 10. basamaktan itibaren;
1. Hazirlanan hiicre siispansiyonundan 20uL alinir ve 96 kuyulu plak kuyucuklarindan
birine aktarilir.
2. Hiicre siispansiyonunun iizerine 30uL biiylime ortami ilave edilir.
3. Bir mikrosantrifiij tiipiine 1:1 tripan mavisi PBS karisim1 hazirlanir.
4. Hazirlanan karisimdan 50uL hiicre siispansiyonunun tizerine ilave edilir. Bu noktada
hiicre siispansiyonu 5 kat seyrelmis olur.
5. Neubauer lami ve lamel arasindaki bosluga, hazirlanan boyali hiicre siispansiyonundan
10uL eklenir.
6. Ters-faz 151k mikroskobunda 10x biiyiitmede sayim yapilir. Mavi boyay1 alan hiicreler
0li, boyay1 diglayan hiicreler canli olarak degerlendirilerek Neubauer lamimin herbiri

16 kiiciik kare igeren 4 farkli alan1 sayilarak ortalamasi alinir.
3.2.1.6.1 Hesaplama

Hiicre sayisy/ml= Ortalama sayim degeri x seyreltme faktdrii x 10°
formiiliinden bir hiicre siispansiyonunun bir mililitresindeki hiicre sayis1 belirlenir. Hiicre
siispansiyonu seyreltilerek istenen konsantrasyonda hiicre siispansiyonu elde edilirek ekim

yapilir.

3.2.1.7. Etoposit ve EGCG Soliisyonlarinin Hazirlanmast

Kemoterapide kullanilan ve topoizomeraz II inhibitorii olan etoposit (Ebewe),
denemelerde pozitif kontrol olarak kullanilmistir. 20mg/mL konsantrasyondaki stok etoposit

(33,98mM) deneme ortamu ile seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda (5, 10, 20, 50, 100, 500

ve 1000uM) etaposit iceren ortamlar hazirlanmistir.
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Yesil ¢ay polifenollerinden EGCG (Sigma) ¢alismalarimizda etkisi arastirilan maddedir.
4,6mg EGCG 10mL steril saf su icerisinde c¢oziiliir. Elde edilen 1000uM (0,46mg/mL)
konsantrasyonundaki ¢ozelti deneme ortamui ile seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda (10,

20, 50, 100uM) EGCG igeren ortamlar hazirlanmistir.

3.2.2. MTT Canlilik Testi (Roche)

Farkli konsantrasyonlardaki EGCG’nin ve pozitif kontrol olarak kullanilan etopositin
farkli inkiibasyon siirelerinde HCT-116 ve CCD18co hiicre canliligi iizerine etkisinin

belirlenmesi amaciyla kullanilmistir.
3.2.2.1. Yontemin Prensibi

Yontem metabolik aktif

hiicrelerde mitokondriyel O Q
N-N

siiksinat dehidrogenaz aktivitesi HN
S Br- —> N
sonucunda sar1 renkli MTT N® =N NN
. . S CHg N \|S,’/ CH3
tuzunun (3-[4,5-dimethylthiazol-
MTT CH, Formazan CH,

2-yl}-2,5-diphenyl Sekil 13. MTT tuzunun siiksinat dehidrogenaz aktivitesi ile formazan
tetrazolium bromid) kolorimetrik kristaline doniisiim reaksiyonu.

olarak tayin edilebilen, mor (Roche)

renkli formazan kristallerine

dontistiiriilmesi prensibine dayanir (Sekil 13.). Her bir 6rnekten elde edilen absorbans

degerleri, ornekteki canli hiicre miktar ile dogru orantihidir (151).

3.2.2.2. Kit Icerigi

o,

< 5x5mL MTT isaretleme ¢ozeltisi

o,

% 3x90mL ¢bziicii ¢ozeltisi (%10 SDS, 0,01M HCl igerisinde)

3.2.2.3. Kullanilan Cihazlar

Hiicre kiiltiirii cihazlarina ek olarak,
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R/
L X4

Plak okuyucu (BioTek ELX 800).

3.2.2.4. Deney Basamaklar

1.

12.

75cm” flasklarda cogaltilan HCT-116 ve CCD18co hiicreleri tripsinize edilir ve
hiicreler Neubauer laminda sayilir .

5x10° HCT-116 hiicresi 100uL siispansiyon i¢inde 96 kuyulu plaklara ekilir. Her bir
parametre i¢in {i¢ ekim yapilir.

10x10° CCD18co hiicresi 100puL siispansiyon i¢inde 96 kuyulu plaklara ekilir. Her
bir parametre i¢in {i¢ ekim yapilir.

Plaklar HCT-116 hiicrelerinin yapismas1 ve hiicre sayismin dublikasyonu i¢in 24
saat, CCD18co hiicrelerinin yapismasi i¢in ise gece boyu inkiibatorde bekletilir.
Kuyucuklardaki ortamlar atilir ve yerine 0, 10, 20, 50, 100uM EGCG ya da Etoposit
iceren deney ortamlar: ilave edilir. OuM EGCG igeren kuyucuklar kontrol, hiicre
icermeyen sadece deney ortami igeren kuyucuklar kor olarak degerlendirilmektedir.
Plaklar 24, 48 ve 72 saat inkiibatorde bekletilir.

Plak kuyucuklarma 10ar pL. MTT isaretleme ¢ozeltisi ilave edilir.

Plaklar inkiibatorde 4 saat bekletilir.

Plak kuyucuklarma 100er pL ¢oziicii ¢ozeltisi ilave edilir.

Plaklar gece boyu inkiibatorde bekletilir.

Plak kuyucuklarinin absorbans degerleri plak okuyucuda 550nm dalga boyuna karsi
okunur.

OuL EGCG igeren kuyucuklardan (kontrol hiicreleri) okunan absorbans degeri %100
kabul edilir ve diger Orneklerin absorbanslarindan rdlatif canlihik degerleri

hesaplanir.

3.2.2.5. Hesaplama ve Istatistiksel Analiz

Tiim absorbans degerlerinden kore ait absorbans degerlerinin ortalamasi ¢ikartilarak asil

absorbans degerleri elde edilir. Her 6rnek i¢in ii¢ ekim yapilmistir. Elde edilen ticlii asil

absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak ortalama absorbans degerleri (ABSoraama) €lde

edilir. Orneklerin ortalama absorbans degerleri, kontrol hiicrelerinden elde edilen ortalama

absorbans degerine boliiniir ve boylece kontrol hiicrelerine karsi rolatif absorbans orani elde
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edilir. Bu oran 100 ile ¢arpilarak her bir 6rnek icin yiizde canlilik degeri hesaplanir. Sonuglar
ortalama deger +/- standart sapma olarak ifade edilmektedir.

Yiizde Canlilik = [Ornek ABSrtalama / Kontrol ABSratama] X 100

3.2.3. Cell Death Detection ELISA™™® Kolorimetrik Apoptoz Tayini (Roche)

Farkli konsantrasyonlardaki EGCG’nin HCT-116 hiicrelerinde neden oldugu hiicre

Oliim tipinin belirlenmesinde kullanilmistir.

3.2.3.1. Yontemin Prensibi

CDD (Cell Death Detection ELISA™ ") kiti hiicrelerin sitoplazmik lizatlarmdaki mono-
ve oligo-niikleozom igeriklerini karsilastirarak  Ornekler arasi oransal apoptoz
degerlendirmesine olanak saglar. Kitin igerigindeki Anti-Histon-Biyotin antikoru histon
proteinleri {izerinden, apoptoz swrasinda olusan, sitoplazmadaki fragmante DNA parcalarina
ve streptavidin kapli plaga baglanir. Boylece mono- ve oligo-niikleozomlar plak ylizeyine
baglanmis olur. Anti-DNA-Peroksidaz antikoru ise plaga baglanan fragmante DNA’ya
baglanir. ABST (2,2'-Azinobis [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]- diammonium salt)
susbstrat1 aracilifiyla Anti-DNA-Peroksidaz aktivitesi kolorimetrik olarak tayin edilebilir

boylece her bir 6rnekteki mono-, oligo-niikleozom miktar: belirlenmis olur (152) (Sekil 14).

o & @
. = O

/T 9 i \dﬁ_ iﬁ;:fq. QD @

e

/J_,b' lo.)‘_gp\ i IL_.:' {:‘J

I\:"\,Etraptavidin Anti-histone- Sample Anti-DNA- ABTS
2 biotin containing peroxidase substrate

Wall of nucleosomes (HRP - horse radish
microplate peroxidase)

Sekil 14. CDD yo6nteminin prensibinin sematik gosterimi. Anti-histon biyotin, streptavidin
kapl plak ile hiicre lizatindaki fragmante DNA pargalarmin histon proteinleri arasinda bir
koprii olusturarak mono-, oligo-niikleozomlar1 plak yilizeyine baglar. Anti-DNA-peroksidaz
ise yiizeye sabitlenmis DNA’ya baglanir. ABST susbtrati ise peroksidaz aktivitesinin

kolorimetrik olarak tayinine olanak saglar (Roche).
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3.2.3.2. Kit igerigi

Anti-Histon-Biyotin (immiinoreaktif bileseni): liyofilizat 450uL bidistile su igerisinde
10 dakika boyunca karistirilarak ¢oziiliir.

Anti-DNA-POD (immiinoreaktif bileseni): liyofilizat 450uL bidistile su igerisinde 10
dakika boyunca karistirilarak ¢oziiliir.

Pozitif kontrol: liyofilizat 450uL bidistile su igerisinde 10 dakika boyunca
karistirilarak ¢oziiliir.

ABTS tabletleri (substrat): Ornek sayisma gore 1, 2 ya da 3 tablet; 5, 10 ya da 15 mL
substrat tamponu igerisinde ¢oziliir.

ABTS stop soliisyonu (kolorimetrik tepkimenin durdurulmasi): soliisyon berrak hale
gelene kadar karistirilarak 37C'ye kadar 1sitilir.

Inkiibasyon tamponu (antikor baglanmalarinin gerceklestigi ortam): kullanima hazir.
Lizis tamponu (sitoplazmik hiicre lizatinin eldesi): kullanima hazir

Substrat tamponu (substrat ¢zgeni): kullanima hazir.

3.2.3.3. Kullanilan Cihazlar

R/
L X4

R/
L X4

Hiicre kulturi cihazlari

Plak okuyucu (BioTek ELX 800).

3.2.3.4. On Islemler

Immiinoreaktifin hazirlanmast: Immiinoreaktif, 1:20 hacimde Anti-DNA-POD, 1:20

hacminde Anti-Histon-Biyotin ve 18:20 hacminde inkiibasyon tamponunun karistirilmasi ile

elde edilir. Elde edilen solusyon saklanmaz denemeden 6nce hazirlanir.

3.2.3.5. Deney Basamaklar

1.

75cm’ flasklarda cogaltilan hiicreler tripsinize edilir ve hiicreler Neubauer laminda
sayilir.

Her bir kuyucuga 5x10°/100pL hiicre ekilir. Her bir parametre icin ii¢ ekim yapilir.
Hiicrelerin yapigsmasi ve hiicre sayisinin dublikasyonu i¢in plak 24 saat boyunca
inkiibatorde bekletilir.

Kuyucuklardaki ortamlar atilir ve yerine 0, 10, 20, 50, 100uM EGCG ve 100uM

Etoposit iceren deney ortamlari ilave edilir.
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12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

21.
22.

23.

Plak inkiibatorde 24 saat bekletilir.

Plak 200gde 10 dakika santrifiij edilir.

Stipernatan dikkatlice atilir.

Pelletler 200er pL lizis tamponunda siipanse edilir.

Lizisin gerceklesebilmesi i¢in plak oda sicakliginda 30 dakika bekletilir.

Plak 200g de 10 dakika santrifiij edilir.

Sitoplazmik fraksiyonu iceren siipernatandan 20 pL dikkatlice streptavidin kapl
plaga aktarilir. Bu agsamada plak sarsilmamalidir ve 6rnek derhal analiz edilmelidir
(6rnegin saklanmasi absorbans degerlerinin diismesine neden olmaktadir).

20ser uL pozitif kontrol (kit igeriginde mevcuttur), negatif kontrol (OuM EGCG
iceren kuyucuklardan elde edilmis hiicre lizatlarnin silipernatanlar)) ve Kkor
(inkiibasyon tamponu) streptavidin kapli plaga aktarilir. Diigiik hacim nedeniyle
ornekler kuyucugun tam ortasina pipetlenmelidir.

Her bir kuyucuga 80'er uL immiinoreaktif ilave edilir.

Plak yapiskan koruyucu ile kaplanir.

Plak oda sicakliginda 300rpmde plak karistiricida 2 saat inkiibe edilir.

Kuyucuklarin igerisindeki soliisyon dikkatlice ¢ekilip atilir.

Kuyucuklar 250-300uL inkiibasyon tamponu ile licer kez yikanir.

Kuyucuklarin igerisindeki soliisyon dikkatlice ¢ekilip atilir.

Her bir kuyucuga 100'er pL ABST soliisyonundan ilave edilir.

Plak, spektrofotometrik analiz i¢in yeterli renk olusumu saglanana kadar (yaklasik
10-20 dakika) 250rpmde plak karistiricida inkiibe edilir.

Her bir kuyucuga 100er pL. ABSR stop soliisyonundan ilave edilir.

Plak kuyucuklarinin absorbans degerleri plak okuyucuda 450nm dalga boyuna karsi
okunur.

Negatif kontroliin zenginlesme faktorii 1 olarak kabul edilir ve diger 6rneklerin

zenginlesme faktorli absorbans degerlerinden rolatif olarak hesaplanir.

3.2.3.6. Hesaplama ve Istatistiksel Analiz

Tiim absorbans degerlerinden kore ait absorbans degerlerinin ortalamasi ¢ikartilarak asil

absorbans degerleri elde edilir. Her 6rnek i¢in ii¢ ekim yapilmistir. Elde edilen ticlii asil

absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak ortalama absorbans degerleri (ABSortalama) elde
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edilir. Orneklerin ortalama absorbans degerleri, negatif kontrol hiicrelerinden elde edilen
ortalama absorbans degerine boliiniir ve bdylece negatif kontrol hiicrelerine karsi oransal
absorbans oranlar1 elde edilir. Bu rdlatif absorbans degeri zenginlestirme faktorii olarak
adlandirilir ve her bir 6rnekteki mono-, oligo-niikleozom miktarinin kontroldekine oranini
ifade eder. Sonuclar ortalama deger +/- standart sapma olarak ifade edilmektedir.

Zenginlesme Faktorii = ABSrlama (her bir 6rnek) / ABS raama (kontrol)

3.2.4. Akis Sitometrik Analizler

Akis sitometri hiicrelerin sivi igerisinde siispanse formda incelenmelerine olanak
saglayan bir yontemdir. YOntem silispansiyondaki her bir hiicrenin ayr1 ayr1 ve farkli belirleme
araclar1 sayesinde pek cok parametre acisindan eszamanli olarak incelenmesini saglar.
Yontemin prensibi hiicrelerin sivi igerisinde tekli akisinin saglanmasi ve ardindan her bir
hiicrenin lazer ile uyarilip eksitasyonun Olg¢iilmesidir. Hiicrelerin tek tek diisebilmesi i¢in
basinghi laminar akis sistemi kullanilir. Hiicreler akis zarfi adi verilen ve akis odasimin
icerisinde bulunan sivinin ortasma enjekte edilir. Bu iki siv1 arasinda akis hiz1 ve yogunluk
fark1 oldugundan, enjekte edilen siispansiyon sivi zarf igerisinde bir tiinel olusturmaktadir.
Olusan bu iki fazli sabit akis sisteminde ortadaki, hiicre siispansiyon sivisinin olusturdugu,
silindirin ¢ap1 50-300pum civarindadir ve hiicrelerin tek sira halinde dizilmelerine olanak
saglar. Akis icerisinde ilerleyen hiicreler istenen dalga boylarinda lazer 15181 ile uyarilirlar
(emisyon). Bunun ardindan uyarilan her bir hiicrenin eksitasyonu ol¢iiliir ve kaydedilir.
Cihazin 6zelligine gore ayni1 anda pek ¢ok emisyon/eksitasyon saglanabilmektedir. Bu sayede

farkl1 fliioresan boyalarm kullanildig: 6l¢iimler es zamanli olarak gerceklestirilebilmektedir.

3.2.4.1. Akug Sitometrik Annexin-V Apoptoz/Nekroz Analizi

Akis sitometrik yontemler kantitatif apoptoz tayininde kullanilmaktadir. Calismamizda
kullanilan Annexin-V apoptoz analizi EGCG etkisi ile hiicrelerde tetiklenen apoptozun ve

nekrozun kantitatif tayini amaciyla gerceklestirilmistir.

Annexin-V apoptoz analizinde kullanilan FITC ile konjlige Annexin-V lektini, apoptotik
hiicrelerin hiicre membraninin dis yilizeyinde bulunan fosfatidil serin fosfolipidine baglanir.
FITC, Annexin-V baglanan hiicrelerin fliioresan (FL1 detektorii; eksitasyon= 488nm,
emisyon=535nm) 1simasina neden olmaktadir. Hiicrelerdeki bu fliioresan 1s1ma akis

sitometrideki FL1 dedektori ile belirlenebilir. Isimanin siddetine gore hiicreler siniflandirilir

43



ve bir diyagrama yerlestirilir. Nekrotik hiicreler ise niikleik asitlere baglanabilen fliioresan PI

(FL2 detektorii, eksitasyon= 488nm, emisyon=562-588nm) boyas1 ile belirlenir. PI nekrotik

hiicrelerin zarar gérmiis hiicre membranindan gecerek DNA’larin1 boyar. DNA’lar1 boyanan

hiicrelerdeki fliioresan 1sima akis sitometrideki FL2 dedektorii ile belirlenir. Isimanin

siddetine gore hiicreler siniflandirilir ve bir diyagrama yerlestirilir (153).

3.2.4.1.1. Kullanilan Reaktifler

FITC ile konjiige Annexin-V (BD)

50ug/mL PI (Alexis), PBS (Biochrom) igerisinde

Baglama tamponu: 100mM HEPES (Sigma) (pH: 7,4), 1,5M NaCl (Sigma), 50mM
KCI (Sigma), 18mM CaCl, (Sigma)

Fluoresan Reaktif: 100uL baglama tamponu, Spl. Annexin-V, 10uL PI

3.2.4.1.2. Kullanilan Cihazlar

R/
L X4

R/
L X4

Hiicre kulturi cihazlari

Akis Sitometre (Beckman Coulter —epics XL.MCL).

3.2.4.1.3. Deney Basamaklari

1.

75cm’ flasklarda ¢ogaltilan HCT-116 hiicreleri tripsinize edilir ve hiicreler Neubauer
laminda sayilir .
Hazirlanan 1x10° hiicre/mL siispansiyonundan 2ser mL 611 plak kuyucuklarma ekilir.

Boylece her bir kuyucuga 2x10° hiicre ekilmis olur.

. Hicrelerin yapigsmasi ve hiicre sayismin dublikasyonu i¢in plaklar 24 saat boyunca

inkiibatorde bekletilir.

Kuyucuklardaki ortamlar atilir ve yerine 0, 10, 20, 50, 100uM EGCG igeren deney
ortamlar1 ilave edilir. Her 6rnek ikiserli ¢calisiimaktadir.

Plak inkiibatorde 24 saat bekletilir.

611 plak kuyucuklarinin igerikleri ayr1 ayr1 tiiplere aktarilir .

Kuyucuklarin icerisindeki hiicreler ler mL tripsin ile kaldirilir ve hiicreler kendi
tiiplerine aktarilir .

Kuyucuklar ler mL PBS ile yikanir ve kendi tiiplerine aktarilir .

Bu siispansiyon Annexin-V apoptoz analizi ve hiicre yasam dongiisii regiilasyon

analizi i¢in ayrilirak kullanilir.
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10. Annexin-V i¢in ayrilan hiicre silispansiyonu oda sicakliginda 1300rpmde 5 dakika
santrifiij edilir.

11. Siipernatan atilir ve her bir pellet 115uL fliioresan reaktifi ile siispanse edilir.

12. Tiipler karanlikta 15 dakika inkiibe edilir.

13. Her bir tiipe 400er uL. PBS ilave edilir ve akis sitometrede FL1 ve FL2 filtreleri

kullanilarak okuma gerceklestirilir.

3.2.4.1.4. Hesaplama ve Istatistiksel Analiz

Hiicreler, her bir hiicrenin Annexin-V ve 10
PI 1s1ma miktarma gore diyagrama yerlestirilir 1 =
. . . - .| =
(Sekil 15). Annexin-V ve PI sinyalinin 2 1 =z % Anmesin (4), PI (5
b - .
algilanmadigi  hiicreler canli, sadece PI = g 7 bl
sinyalinin algilandig1 hiicreler nekrotik, sadece 101_; <
Annexin-V  sinyalinin algilandig1  hiicreler _
. . 10”—5 Annexin-V (-), . A
apoptotik ve hem Annexin-V hem de PI 3 o Annexin-V (+), PI()
1 camn Erken apoptotik
sinyalinin algilandig1 hiicreler ge¢ apoptotik ]

o . . . T \\IIIH‘ T \\IIIH‘ T \IIIHI‘ T T TTTTTT
olarak degerlendirilir. Diyagramdaki her bir 10° ' 10° 10°
bsleeve diisen i Hi Annexin-V

Olgeye diisen hiicre sayisinin (Hiicre sayisiys
£ey ? Y ( YiStoolge) Sekil 15. Annexin-V apoptoz analizi igin akis
sayilan toplam hiicre sayisina oranindan yiizde sitometri diyagrami. Hiicreler 1s1ma siddetlerine
degerler hesaplanur. gore diyagrama yerlestirilir. Her bir alana diisen
Yiizde Hiicre = (Hiicre sayisi v, / Toplam Hiicre sayisi) hiicre sayisinin toplam okunan hiicre sayisina
x 100 oranindan hiicre yiizdeleri belirlenir.

Her bir ornek icin ikiser ekim

gergeklestirilmistir. Her bir ornek icin bu formiile gore hesaplanan yiizde degerlerinin
ortalamalar1 alinir. Elde edilen ortalama hiicre yiizdeleri grafige gecirilerek veriler
degerlendirilir. Veriler grafige gegirilirken tiim Annexin-V pozitif alanlara diisen hiicreler bir
arada apoptotik olarak degerlendirilmistir. Bunun nedenle Annexin-V (+) / PI (-) (erken
apopototik) ve Annexin-V (+) / PI (+) (ge¢ apoptotik) alanlarma diisen hiicre yiizdeleri
toplanmig ve elde edilen toplam degerler kullanilmistir. Sonuclar ortalama deger +/- standart

sapma olarak ifade edilmektedir.
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3.2.4.2. Akus Sitometrik Hiicre Yasam Dongiisii Regiilasyon Analizi

Akis sitometrik analizler hiicrelerin yasam dongiisiiniin hangi fazinda olduklarinin
belirlenmesi amaciyla da kullanilabilir. Calismamizda kullanilan hiicre yasam dongiisi
regiilasyon analizi, EGCG etkisi ile hiicrelerin yasam dongiisiinde meydana gelen degisimin
belirlenmesi amaciyla gerceklestirilmistir. Bu yOntem ayrica hiicrelerde gergeklesen
apoptozun belirlenmesine de olanak saglamaktadir

Hiicre yasam dongiisii regiilasyon analizinde hiicrelerin DNA icerikleri fikse edilir.
Fliioresan PI boyasi hiicrelerdeki DNA iceriklerini boyar. Her bir hiicredeki PI boyasina ait
fiilloresan 1s1ma, akis sitometrideki FL2 dedektorii (575) ile belirlenir. Hiicrelerin yasam
dongiisliniin hangi fazinda olduklarma (Go/;1, S, M ya da SubGy) DNA miktarlarina gore karar
verilir. Hiicrelerdeki DNA igerigi ne kadar fazla ise o kadar yiiksek bir fliioresan sinyal elde
edilir. Apoptotik hiicrelerde ise fragmante DNA fikse edilemez ve sonugta DNA miktar1 ¢cok
diisiik c¢ikar. Bu nedenle Gy pikine kiyasla daha diisiik PI sinyaline sahip (daha az DNA
iceren) hiicreler apoptotik olarak smiflandirilmaktadir. Boylece apoptotik hiicrelerin yiizdesi

belirlenebilmektedir (154).
3.2.4.2.1 Kullanilan Reaktifler

¢ Mutlak etanol
« FA/PBS ¢ozeltisi: 1,5mL %35 formaldehit (Sigma) + 48,5mL PBS (Biochrom)
% 40pg/mL RNAz (Sigma), bidistile su i¢erisinde

o,

« 50pg/mL PI (Alexis), PBS (Biochrom) igerisinde
3.2.4.2.2. Kullanilan Cihazlar:

Hiicre kiiltiirii cihazlarina ek olarak,
)/

+ Buz makines1 (Scotsman AF-100) ve

+» Akis Sitometre (Beckman Coulter —epics XL.MCL).
3.2.4.2.3. Deney Basamaklari

1. Annexin-V apoptoz/nekroz analizi 9. basamakta hiicre yagam donglisi regiilasyonu
icin ayrilan siispansiyon 1300rpmde 5 dakika santrifiij edilir.

2. Pelletler 200er uL. FA/PBS ¢d6zeltisi ile slispanse edilir ve her bir tiip icerigi V-tabanli-
96lik plak kuyucuklarina aktarilir.
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. Buz lizerinde 30 dakika fiksasyon icin beklenir.
. Plak 1300rpmde 5 dakika +4°Cde santrifiij edilir.

Stipernatanlar aspire edilir.

3
4
5
6. Plak yavasga vortekslenir.
7. Her bir kuyucuga 50ser L. PBS ve 100er pL etanol ilave edilir
8. Buzlizerinde 15 dakika beklenir.
9. Plak 1300rpmde 5 dakika +4°Cde santrifiij edilir.
10. Siipernatanlar aspire edilir.
11. Plak yavasc¢a vortekslenir.
12. Her bir kuyucuga 50ser uL. RN Az ilave edilir.
13. RNAz aktivitesi i¢in plak 37°Cde 30 dakika inkiibe edilir.
14. Plak 1300rpmde 5 dakika +4°Cde santrifiij edilir.
15. Siipernatanlar aspire edilir.
16. Her bir kuyucuga 200er uL PI ilave edilir.
17. Oda sicakliginda 15 dakika beklenir.
18. Her bir kuyucugun igerigi ayr1 ayr1 tiiplere aktarilir.
19. Her bir tiipiin tizerlerine 300’er uL PI ve 1 mL PBS ilave edilir
20. Akis sitometrede FL2 filtrede okuma gergeklestirilir.
21. DNA miktar1 kiiciikten biiylige SubG
(apoptotik hiicreler), G, (hiicre yasam , CCNL2
dongiisiiniin Gy ya da G, fazi), S (hiicre yasam S
dongiisiiniin sentez fazi) ve M (hiicre yasam 13““;

dongiisliniin mitoz faz1) olarak degerlendirilir. 1
20+

Mumber

3.2.4.2.4. Hesaplama ve Istatistiksel Analiz

400
Hiicreler her bir hiicreye ait Pl 1simasma gore ]

diyagrama yerlestirilir. Diyagramm X ekseninde 0

. . . . . 0 30 60 O
fliioresan 151ma siddeti, Y ekseninde ise hiicre sayisi , .
Channels (FL2-A)

yer almaktadir (Sekil 16). Diyagramdan elde edilen
) ) o o Sekil 16. Hiicre yasam dongiisii regiilasyon
pikler hiicrelerin DNA igeriklerini ifade etmektedir.

analizi i¢in akis sitometri diyagrami. Kirmizi
Hiicreler DNA igeriklerine gore smiflandirilarak biiyiik pik Gy, pikler arasindaki lacivert
hiicre yasam dongiisiine ait fazlar belirlenir. Gy tarali bélge S, kirmiz1 kiiiik pik G, ve agik

mavi pik SubGy,; fazini ifade etmektedir.
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pikine ait fliloresan 1s1ma siddeti degerinin altinda 1s1ma yapan hiicreler ise apoptotik olarak
nitelendirilir. Fazlara ait piklerin alanlar1 hesaplanarak o alana diisen hiicre miktar1 yiizde
cinsinden hesaplanir.

Yiizde Hiicre = (Hiicre sayis1 pix aian / Toplam Hiicre sayist) x 100

Her bir 6rnek i¢in ikiser ekim yapilmistir. Elde edilen yiizde degerlerinin ortalamasi alinir ve
ortalama degerler grafige gecirilerek veriler degerlendirilir. Sonuglar ortalama deger +/-

standart sapma olarak ifade edilmektedir.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Canhhk Testi

4.1.1. Etopositin HCT-116 Hiicre Canlilig1 Uzerine Etkisi

Tiim deneylerde pozitif kontrol olarak kullanilan 0, 5, 10, 50, 100uM etoposit ile 24, 48,
72 saat inkiibe edilen HCT-116 hiicrelerinin canlilik degisimi MTT canlilik testi ile tayin
edildi. OuM etoposit (kontrol) 6rneginin canliligi tiim zaman dilimleri i¢in %100 kabul edildi

ve diger orneklere ait canlilik degerleri oransal olarak ortalama absorbans degerlerinden

hesapland.

MTT Canlilik Testi

Yizde Canlilik

0 5 10 20 50 100

Mikromolar Etoposit

I 24 saatinkibasyon 048 saatinkiibasyon @ 72 saatinkibasyon

Sekil 17. Pozitif kontrol etopositin HCT-116 hiicre canlilig1 {izerine etkisi. Grafikte X ekseni uM
cinsinden etoposit konsantrasyonunu, Y ekseni ise her bir &rnegin ortalama absorbans
degerlerinden hesaplanan yiizde canlilik degerini ifade etmektedir. ((Yiizde Canlilik = [ABSalama
(her bir 6rnek) / ABSgatama (kontrol)] x 100))

Bulgular, etopositin hiicrelerde konsantrasyon ve siireye bagimli olarak hiicre ¢liimiinii
tetikledigini gostermektedir (Sekil 17). 100uM etoposit hiicre canliligint %51-68 arasinda

inhibe etmistir bu nedenle yapilacak tiim denemelerde 100uM etopositin pozitif kontrol

olarak kullanilmasina karar verildi
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4.1.2. EGCG nin HCT-116 Hiicre Canliligi Uzerine Etkisi

0, 10, 20, 50, 100uM EGCG ve pozitif kontrol olarak 100uM etoposit ile 24, 48, 72 saat
inkiibe edilen HCT-116 hiicrelerinin canlilik degisimi MTT canlilik testi ile tayin edildi. OuM
EGCG (kontrol hiicreleri) 6rneginin canliligi tiim zaman dilimleri i¢in %100 kabul edilerek

diger Orneklere ait canlilik degerleri oransal olarak ortalama absorbans degerlerinden

hesaplandi.
MTT Canlilik Testi
120
100
x
= 80
©
© 60
[}
IS
N 40
>
20
0
0 mkroM 10 mikroM 20 mikroM 50 mikroM 100 mikroM 100 mikroM
EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG Etoposit
@ 24 saatinkiibasyon 048 saatinkiibasyon @ 72 saatinkiibasyon

Sekil 18. EGCG’nin HCT-116 hiicre canlilig1 lizerine etkisi. Grafikte X ekseni EGCG ve etoposit
konsantrasyonlarini, Y ekseni ise her bir drnegin ortalama absorbans degerlerinden hesaplanan
yiizde canliligi ifade etmektedir (Yiizde Canliik = [ABS,iaama (her bir &rnek) / ABSgialama
(kontrol)] x 100).

Bulgular; EGCG’nin etoposite benzer sekilde hiicrelerde konsantrasyon ve siireye
bagimli olarak hiicre 6liimiinii tetikledigini gostermektedir. EGCG’nin 6zellikle 50 ve 100uM
konsantrasyonlarinin %50 oranindan daha fazla hiicre 6liimiine neden oldugu saptandi. 50puM

EGCG konsantrasyonundan diisiik konsantrasyonlarla muamele edilen hiicrelerde ise c¢ok

diisiik oranda hiicre 6liimii belirlendi (Sekil 18).
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4.1.3. EGCG nin CCDI18co Hiicre Canliligi Uzerine Etkisi

0, 10, 20, 50, 100uM EGCG ve pozitif kontrol olarak 100, 500 ve 1000uM etoposit ile
24, 48, 72 saat inkiibe edilen CCD18co hiicrelerinin canlilik degisimi MTT canlilik testi ile
tayin edildi. OuM EGCG (kontrol hiicreleri) 6rneginin canliligi tiim zaman dilimleri i¢in

%100 kabul edilerek diger 6rneklere ait canlilik degerleri oransal olarak ortalama absorbans

degerlerinden hesapland:.

CCD18Co MTT Canlilik Testi

RS

Yiizde Canlihik
[0
o

0 mikroM 10 mikroM 20 mikroM 50 mikroM 100 mikroM 100 mikroM 500 mikroM 1000 mikroM
EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG Etoposit Etoposit Etoposit

‘l 24 saat inkiibasyon O 48 saat inkiibasyon @ 72 saat inkiibasyon ‘

Sekil 19. EGCG’nin CCDI18co hiicre canliligi iizerine etkisi. Grafikte X ekseni EGCG ve etoposit
konsantrasyonlarimni, Y ekseni ise her bir drnegin ortalama absorbans degerlerinden hesaplanan yiizde canlilik

degerini ifade etmektedir.(Yiizde Canlilik = [ABS,aiama (her bir drnek) / ABS, atama (kontrol)] x 100).

Bulgular EGCG’nin CCD18co hiicrelerinde hiicre Oliimiine neden olmadigini
gostermektedir. Denemede 100uM etoposit ile muamele edilen hiicrelerde de hiicre 6limii
gozlenmemistir. Bu nedenle 500 ve 1000uM konsantrasyonlar denenmistir. 500 ve 1000uM
etoposit CCD18co canliigmmi yiiksek oranda inhibe etmistir. Sonuclar belirlenen
konsantrasyonlarda EGCG’nin kolon karsinoma hiicrelerinde hiicre o6liimiinii tetiklerken,

normal kolon hiicrelerinde hiicre 6liimiine neden olmadigini gostermektedir (Sekil 19).
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4.2. Apoptoz Analizleri

4.2.1 Kolorimetrik Apoptoz Tayini ( Cell Death Detection ELISA™S - Roche)

0, 5, 10, 50, 100uM EGCG ve pozitif kontrol olarak 100uM etoposit ile 24 saat inkiibe
edilen HCT-116 hiicrelerinde tetiklenen apoptoz, Cell Death Detection ELISA™Y (Roche)
kolorimetrik apoptoz tayin kiti ile belirlenmistir. DNA fragmantasyonunu ifade eden mono-
ve oligo-niikleozom zenginlesmesi OuM EGCG (kontrol hiicreleri) 6rnegi i¢cin 1,00 kabul

edildi ve diger 6rneklere ait zenginlesme faktorleri oransal olarak hesaplandi.

CDD Apoptoz Testi

7 6,40

4,46

2 i
1,00 0,82 1,23

Mmoo ™

0 mikroM 10 mikroM 20 mikroM 50 mikroM 100 mikroM 100 mikroM
EGCG EGCG EGCG EGCG EGCG Etoposit

Zenginlesme Faktori

Sekil 20. EGCG’nin HCT-116 hiicrelerine apoptotik etkisi. Grafikte X ekseni EGCG ve etoposit
konsantrasyonlarini, Y ekseni ise her bir drnegin ortalama absorbans degerlerinin kontroliin
absorbans degerine oranmindan hesaplanmis olan zenginlesme faktoriinii ifade etmektedir.

(Zenginlesme Faktorii = ABSa1ama (her bir 6rnek) / ABS,ratama (kontrol))

50 ve 100uM EGCG ile 24 saat inkiibe edilen hiicrelerde zenginlesme faktorii sirasiyla
5,1 ve 6,4 olarak hesaplandi. Bu degerler 50 ve 100uM EGCG ile muamele edilen HCT-116
hiicrelerindeki mono-, oligo-niikleozom miktarmin kontrol hiicrelerindekine oranini ifade
etmektedir. Bu durumda 50uM EGCG ile 24 saat muamele edilen hiicrelerde kontrole gore
5,1 kat, 100uM EGCQG ile 24 saat muamele edilen hiicrelerde kontrole gore 6,4 kat daha fazla
apoptozun tetiklendigi soylenebilir. MTT verileri ile uyumlu olarak daha diisiik dozlarda
apoptotik bir etki belirlenememistir (Sekil 20). S0uM EGCG hiicrelerde 1000uM etopositten
daha etkin bir sekilde apoptoz tetikleyebilmektedir. Ayni dozun CCD18co normal kolon

hiicrelerinde hiicre canliligini etkilemedigi de g6z oniinde bulundurulmalidir.
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4.2.2. Akis Sitometrik Annexin-V Apoptoz/Nekroz Analizi

0, 5, 10, 50, 100uM EGCQG ile 24 saat inkiibe edilen HCT-116 hiicrelerinde apoptotik/
nekrotik hiicre Olimiiniin tipi, Akis Sitometrik Annexin-V Apoptoz/Nekroz Analizi ile
incelendi. Her bir 6rnek icin akis sitometride 20000 hiicre sayimi gerceklestirilmistir.
Annexin-V (-) ve PI (-) hiicreler saglikli, Annexin-V (+) ve PI (-) hiicreler erken apoptotik,
Annexin-V (+) ve PI (+) hiicreler ge¢ apoptotik ve son olarak Annexin-V (-) ve PI (+)
hiicreler nekrotik olarak kabul edilmistir (Sekil 21). Her bir alana diisen hiicre ylizdeleri
hesaplandiktan sonra ortalama ylizde degerler grafi§e gecirilmistir. Grafik siitunlarinda hem
erken apoptotik hem ge¢ apoptotik hiicrelere ait yiizde degerleri toplanarak “apoptotik™ olarak

adlandirilmistir (hesaplamanin ayrintilari i¢in bakiniz boliim 3.2.4.1.4. hesaplama).
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ANNEXIN.V - FITC
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Annexin-V Apoptoz/Nekroz Testi

% Hiicre
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Mikromolar EGCG

@ Apoptotik Hicreler @ Nekrotik Hucreler

Sekil 22. EGCG’nin HCT-116 hiicrelerine apoptotik/nekrotik etkisi. Akis sitometri diyagramindan
elde edilen yilizde degerlerin ortalamalar1 (Y ekseni), uM cinsinden EGCG konsantrasyonuna (X

ekseni) karsi grafige gegirilmistir.

Elde edilen veriler MTT ve CDD bulgulariyla uyumludur. 50 ve 100uM EGCQG ile 24 saat
muamele edilen hiicrelerde sirasiyla %23 ve %42 apoptoz tespit edildi. EGCG ile muamele
edilen hiicrelerde diisiikk miktarlarda nekrotik hiicre 6limii saptandi.. 100uM EGCG ile 24 saat
muamele edilen hiicrelerde kontrole gore %5 daha fazla nekroz tespit edilmistir. Bu yiizde
hiicrelerde tetiklenen apoptozun yaninda oldukga diisiik kalmaktadir ve sonuglar hiicre 6liimiiniin

asil sorumlusunun apoptotik hiicre 6liimii oldugunu diisiindiirmektedir (Sekil 22.).

4.2.3. Akug Sitometrik Hiicre Yasam Dongiisti Regiilasyon Analizi
0, 5, 10, 50, 100uM EGCG ile 24 saat inkiibe edilen HCT-116 hiicrelerinde yasam

dongiisiinde meydana gelen degisim akis sitometrik hiicre yagsam dongiisii regiilasyon analizi ile
tayin edilmistir. Her bir 6rnek i¢in akis sitometride 20000 hiicre sayimi gergeklestirilmistir. Her
bir hiicredeki DNA pikleri degerlendirilip Go/G; ve Go/M fazlar1 belirlenmistir. Bu pikler
arasinda kalan bolge S fazi olarak nitelendirilmistir. Go/G; pikinden az DNA igerigine sahip
hiicreler ise sub Gy/G; fazi ve apoptotik hiicre olarak degerlendirilmistir (Sekil 23.). Pik
alanlarina diisen hiicre sayisinin sayilan toplam hiicre sayisina oranindan her bir faz igin hiicre

yiizdeleri hesaplanmis ve ortalama yiizde degerler grafige gegirilmistir.
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Sekil 23. Akis sitometresinden elde edilen faz
pikleri ve hesaplanan hiicre yiizdeleri. A OuM
(kontrol hiicreleri), B 10uM, C 20uM, D 50uM ve
E 100uM EGCG ile 24 saat muamele edilen
hiicreler. Piklerin iizerindeki yazilar o piklerdeki
hiicrelerin ~ hiicre dongiisiiniin  hangi  fazinda
olduklarmi gdstermektedir. Yiizde degerleri ise o
alana diisen hiicre yiizdesini ifade etmektedir. Gy,
pikine ait sinyalden daha diisiik sinyal elde edilen

hiicreler apoptotik olarak degerlendirilmistir.
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Hiicre Yagsam Dongusi Regililasyon Analizi
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Sekil 24. Akis sitometresinden elde edilen ve hesaplanan fazlara ait pik ylizdelerinin grafiksel ifadesi. Akis

sitometri diyagramindaki pik alanlarindan hesaplanan yiizde degerlerin ortalamalar1 (Y ekseni), uM cinsinden

EGCG konsantrasyonuna (X ekseni) karst grafige gegirilmistir.

Elde edilen sonuglar diger bulgularla uyumludur. 50 ve 100uM EGCQG ile 24 saat muamele
edilen hiicrelerde sirasiyla %31 ve %42 oraninda apoptoz belirlenmistir. Daha diisiik
konsantrasyonlarda ise herangi bir etki saptanmamistir. EGCG konsantrasyonu arttikca Gy
fazindaki hiicre ylizdesi azalmaktadir. Bu durum EGCG’nin HCT-116 hiicrelerinde hiicre yasam

dongiisiiniin Gy/; fazinda duraksamaya neden olmadigni ifade etmektedir (Sekil 24).
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S. TARTISMA VE SONUC

EGCQG ile ilgili yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler; bir katekin tiirevi olan EGCG
etkisinin konsantrasyon, siire ve hiicre tipine gore degisken oldugunu gostermektedir.
Calismamizda HCT-116 hiicre hatti, kolon karsinomalar1 temsilen kullanilmistir. Yaptigimiz
literatiir arastirmasi sonucunda kolon kanseri olgularmin ¢ogu adenokarsinoma oldugundan bu
konuda yapilan ¢alismalarda daha ¢ok HT29 kolon adenokarsinoma hiicre hatti tercih edildigi
gorilmektedir (16). EGCG’nin apoptotik etkisini HT29 hiicrelerinde arastiran ¢alisma sayisi
HCT-116 hiicrelerinde arastiranlara kiyasla oldukga yiiksektir (147,148, 154-157). Bu nedenle
EGCG’nin HT29 iizerindeki etkisinin HCT-116 hiicrelerindekine kiyasla daha iyi anlasildig1
soylenebilir. HCT-116 ve HT29 hiicreleri benzer morfoloji gosterseler de genetik profilleri
olduk¢a farklidir. Bu nedenle apoptoz tetikleyici etkenlere verdikleri cevap g¢esitlilik
gostermektedir. HT29’un aksine HCT-116 hiicrelerinde p53 geni mutasyona ugramamistir ve
aktiftir (158). Bu nedenle HCT-116 hiicreleri apoptotik tetiklemeye karst HT29 hiicrelerine gore
daha duyarhidir. Caligmamizin hipotezi; HT29’a kiyasla HCT-116 hiicrelerinde daha diisiik
EGCG konsantrasyonlarinda ve inkiibasyon siirelerinde apoptoz tetiklenmesinin miimkiin olacag1
dogrultusundaydi. Bunun disinda RAS proto-onkogeni HCT-116 hiicrelerinde mutantken, HT29
hiicrelerinde normal ve inaktiftir (159) . RAS proteini aktiflestiginde siklin ve CDK proteinleri
tizerinden hiicre dongiisiiniin ilerlemesine neden olmaktadir. Bu nedenle iki hiicre hattinin yasam
dongiisiiniin regiilasyonu agisindan farkli tepkiler vermelerinin miimkiin oldugu diisiiniilmektedir.
HCT-116 kolon karsinoma hiicrelerinde EGCG’nin apoptotik etkisini inceleyen ¢alisma sayisinin
oldukca kisitlt olmasi (149, 158) ve HT29 hiicre hattinda gergeklestirilen ¢alisma sonuglarinin
kolon karsinomay1 temsil edemeyecegi diisiiniilerek ¢alismamizda hiicre hatt1 olarak HCT-116

kolon karsinoma hiicre hatt1 tercih edilmistir.

Kanser hiicrelerinde DNA hasarmin onarimi ile iligkili genlerde mutasyonlar siklikla
gozlenmektedir. Bu nedenle normal hiicrelerin DNA hasar1 ile indiiklenen apoptoza kars1 kanser
hiicrelerine kiyasla daha dayanikli olduklar1 sodylenebilir. Kematerapotik ajanlarda istenen
ozelliklerden biri normal hiicrelere minimum hasar1 vererek kanser hiicrelerini 6ldiirmesidir.

Calismamizda CCD18co normal kolon hiicreleri saglikli hiicre kontrolii olarak kullanilmis ve
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EGCG’nin saglikli kolon hiicrelerindeki etkisinin incelenmesi amacglanmistir. Normal
hiicrelerdeki canlilik inhibisyonunun kanser hiicrelerindeki canlilik inhibisyonu ile

karsilagtirilmasinin literatiire katki saglayacagi ongorilmiistiir.

Calismamizda EGCG’nin hiicre canlilig1 lizerine etkisi MTT canlilik analizi ile belrilendi.
MTT ve ayni prensibi kullanan diger yontemler (XTT, MTS, WST1) hiicre canliligmin analizi
icin siklikla kullanilan uygulamasi kolay yontemlerdir. Alternatif olarak tripan mavisi ile
hiicrelerin sayimi da canlilik degisiminin belirlenmesi amaciyla kullanilabilir fakat otomatik bir
sayic1l kullanilmadigi siirece hata payr spektrofotometrik MTT yontemine kiyasla yiiksektir.
Kolon kanseri hiicre hatlarinda gergeklestirilen benzeri ¢aligmalarda da MTT ve MTS yontemleri
tercih edilmistir (111). MTS ve WST1 yontemlerinin MTT den tek farki MTT reaktifi elde
edildikten sonra elde edilen formazan kristallerinin kendiliginden ¢6ziinebilir 6zellikte olmasidir.
Bu nedenle hem islem siiresi kisaltmakta hem de yontemin uygulanmasi basitlesmektedir. Buna

karsin maliyeti MTT yoOntemine kiyasla daha yiiksektir ve bu nedenle tercih edilmemistir.

Apoptozun tayini i¢in kullanilan yontemler apoptozun tetiklenmesi sirasinda meydana gelen
karakteristik olaylarin &lgiimii prensibine dayanir. Ozellikle de DNA fragmantasyonu ve
fosfatidil serin kalintilarinm hiicre membraninin dis ylizeyine ¢ikmasi apoptozun belirlenmesinde

en ¢ok kullanilan 6zelliklerdir (151).

DNA fragmantasyonu akig sitometrik TUNEL, kolorimetrik CDD veya elektroforetik DNA
merdiveni olusumu yontemleri ile belirlenebilir. TUNEL yonteminde terminal deoksiniikleotidil
transferaz enziminin aktivitesi aracilifiyla DNA fragmanlar1 isaretlenir ve akis sitometri ile
isaretlenen fragmanlar analiz edilir. Son yillarda bu yontemin nekrotik hiicreleri de apoptotik
olarak degerlendirebildigi ortaya cikmistir. Artik bu yontem sadece gec-apoptotik hiicrelerin
belirlenmesinde kullanilmaktadir (160). DNA merdiveni olusumu yonteminde ise fragmante
DNA’y1 igeren 0rnegin agaroz jelde yiiriitiiliip etidyum bromiir ya da SYBR Green I araciligiyla
goriintiilenmesi s6z konusudur. Jel goriintiisinde merdivensi goriintiiniin olusu DNA’nin
fragmantasyonunu gostermektedir. Caligmamizda kantitasyonunun miimkiin olmamasi nedeniyle

PLUS

bu yontem tercih edilmemistir. Cell Death Detection ELISA yontemi ise fragmante DNA nin
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plak tabanmna fikse edilerek spektrofotometrik olarak analiz edilmesi ile uygulanir. Yontem
pratiktir ve kisa siirede sonu¢ vermektedir. CDD yontemi drnek gruplarindan elde edilen ortalama
absorbans degerlerinin kontrole ait ortalama absorbans degerine oranlanmasi ile 6rneklerde
tetiklenen apoptozun yari-kantitatif olarak hesaplanmasina olanak saglamaktadir. Calismamizda
CDD yontemi hem pratik oldugundan hem de kantitasyona olanak sagladigindan tercih
edilmistir. Ayrica akis sitometri ile gerceklestirilen hiicre yasam dongiisiiniin analizinde de
fragmante DNA, SubGy piki olarak belirlenebilir. Calismamizda bu yontem hem EGCGnin
HCT-116 hiicrelerinin hiicre yasam dongiisiine etkisinin belirlenmesinde hem de apoptozun
onaylanmasinda kullanilmistir. Kolon kanseri hiicre hatlarinda gergeklestirilen diger ¢calismalarda

da bu yontemin her iki amag i¢in de kullanilabildigi goriilmektedir (148, 157).

Fosfatidil serin kalmtilarmin hiicre membraninin i¢ yilizeyinden dis yiizeyine g¢ikmasi
apoptozun spesifik gdstergelerinden biridir. Annexin-V lektini spesifik olarak bu fosfatidil serin
kalintilarina baglanabilmektedir (152). Apoptotik hiicremebranibda bulunan PS kalintilarina
baglanan FITC isaretli Annexin-V, Annexin-V apoptoz / nekroz analizi yonteminin temel
prensibini olusturmaktadir. Nekrotik hiicrelerin DNA’larmi boyayan PI fliioresan boyasi ile bir
arada kullanildiginda yontem apoptoz / nekroz ayrimmin gergeklestirilebilmesine olanak
saglamaktadir. Calismamizda EGCG’nin olast apoptotik ve nekrotik etkisinin bir arada

degerlendirilebilmesi amaciyla Annexin-V apoptoz / nekroz analizi kullanilmistir.

MTT sonuglar1 degerlendirildiginde EGCG konsantrasyonuyla HCT-116 hiicre canlilig1
inhibisyonu arasinda dogrusal bir iliski oldugu goriilmektedir (Sekil 18). EGCG’nin hiicre
Oliimiinii tetikleyici etkisi hem konsantrasyona hem de siireye bagli olarak artmaktadir. EGCG
ile 24 saat inkiibe edilen HCT-116 hiicrelerinde canliligin 10uM ve 20 uM konsantrasyonlarda
cok diisiikk degisim gosterdigi (sirastyla %2 ve %11) daha yiiksek konsantasyonlarda ise bu
etkinin arttig1 saptanmustir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda ise 50uM EGCG’nin 24 saatte %45,
100uM EGCG’nin %46 oraninda hiicre 6limiine neden oldugu belirlenmistir. Pozitif kontrol
olarak kullanilan 100uM etopositin tetikledigi hiicre 6liim orani ise %58 olarak saptanmuistir.
EGCG ile 48 saat inbiibe edilen hiicrelerde; 10uM ve 20uM konsantrasyonlarinda 24 saat verileri
ile ayn1 canlilik degerleri elde edilmistir. Buna karsin, 50uM ve 100uM EGCQG ile 48 saat inkiibe
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edilen hiicrelerde canlilik orani daha da azalmistir. 50uM EGCG 48 saat inkiibasyon ile %49
oraninda hiicre 6liimiine neden olurken, 100uM etopositin neden oldugu hiicre 6liimii %64 olarak
belirlenmistir. Bu deger 100uM etoposit ile ayni siire inkiibe edilen hiicrelerden elde edilen hiicre
oliim ylizdesine (%69) yakin bir degerdir. Bu veriler géz oniinde bulunduruldugunda 48 saat i¢in
hiicre canliligini %50 oraninda inhibe eden konsantrasyon (iKso) 50uMdan biraz fazladir. EGCG
ile 72 saat inkiibe edilen hiicrelerden elde edilen canlilik verileri de benzer sekildedir ve
konsantrasyon ile artig gostermektedir. 20uM EGCG 72 saatte 6nemli oranda etki gostermis ve
hiicre canliligin1 %44 oraninda inhibe etmistir. S0uM EGCG ile 72 saat inkiibe edilen hiicrelerde
ise etki doruga ulasmis ve hiicre 6liim oram1 %72ye kadar ylikselmistir. Bu verilerden yola
cikilarak 72 saat EGCG inkiibasyonu icin iKso degerinin 20-50uM arasmda oldugu sdylenebilir.
100uM EGCGde 72 saat inkiibasyonda goriilen etki %67dir. Bu etki ayni konsantrasyonun 48
saatte gosterdigi etkiden yiiksek fakat S0uM EGCGnin ayni inkiibasyon siiresinde gosterdigi
etkiden azdir. Bu sonuglar 1s1¢inda S0uM EGCG, HCT-116 hiicrelerinde apoptoz tetiklemek icin
yeterlidir ve bu doz ileriki ¢aligmalarda etkin apoptotik EGCG dozu olarak tercih edilebilir.

EGCG’nin kolon kanseri hiicre hatlarinda hiicre canlilig1 iizerine etkilerini inceleyen
caligmalarda elde edilen sonuglar farklilik gostermektedir. Uesato ve ark.’nin (147) yaptiklar1 bir
calismada HCT-116 hiicrelerinde 24 saat EGCG inkiibasyonu icin elde edilen iKso degeri
71,3uM ve 72 saat EGCG inkiibasyonu i¢in elde edilen K5y degeri 47,7uM olarak belirtilmistir.
Bizim ¢alismamizda 24 saat EGCG inkiibasyonunda iKsy degerinin 100uMin iizerinde oldugu,
72 saatte ise IKso degerinin 20-50puM arasinda oldugu belirlenmistir. Uesato ve ark.’nin yaptiklar1
¢alismada manuel MTT yontemi kullamlmustir ve hiicreler kuyucuk basma 2,5 x 10* hiicre
diisecek sekilde ekilmistir. Calismada hiicreler deneysel siire¢ baglamadan once 1-3 giin
inkiibatorde bekletilmistir. Bu durumda deneye baslandiginda hiicre sayisinm 5,0 - 20,0 x 10*
hiicre/kuyucuk civarinda olmasi beklenmektedir. Bizim ¢alismamizda ise ayn1 deyene 1,0 x 10*
hiicre/kuyucuk hiicre sayist ile baglanmistir. Bu nedenle ayni etki belirlenememis olabilir.
Benzeri bir calisma da Inaba ve ark. (148) tarafindan gerceklestirilmistir. WSTI1 ile
gergeklestirilen ¢alismada kuyucuk basmna ekilen HCT-116 hiicre sayist 5,0 x 10> — 5,0 x 10’

arasinda denenmistir ve her bir hiicre saysi i¢in 24 saat EGCG inkiibasyonunun IKs, degerleri
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hesaplanmistir. Calismadan elde edilen veriler IKso degerinin hiicre sayisma gore farklandigini
gostermektedir. Calismada 1,0 x 10* hiicre/kuyucuk hiicre konsantasyonunda 24 saat inkiibasyon
icin EGCGnin IKso degeri =130uM olarak belirlenmistir. Calismamizda bu konsantrasyona
cikilmadigr icin 24 saatte 1Kso degeri ancak 100uMm iizerinde olarak ifade edilmektedir.
Shimizu ve ark. (157) HCT-116 ve HT29 gibi ¢esitli kolon kanseri hiicre hatlarinda EGCGnin
hiicre canlilig1 {lizerine etkisini MTT yontemi ile incelemislerdir. Calismanin sonuglaria gore
cesitli kolon kanseri hiicre hatlarimda (HCT-116, HT29, Caco2 ve SW837) 48 saat EGCG
inkiibasyonu icin hesaplanan IKs, degerleri 40-50uM arasinda degismektedir. HCT-116 igin ise
hesaplanan 1Kso degeri 47,7uMdir. Bizim ¢aliymamizda da benzer bir sekilde 48 saat EGCG
inkiibayonu i¢in 1Kso degerinin 50uMm biraz iizerinde oldugu belirlenmistir. HT29 kolon
adenokarsinoma hiicre hattinda gerceklestirilen c¢alismalarda gesitli EGCGnin konsantrasyon
araliklar1 500uMa kadar 24-72 saat inbiibasyon araliginda denenmistir (154-157). Elde edilen
tiim sonuglar EGCG konsantrasyonu ile HT29 hiicrelerinde tetiklenen hiicre dliimiiniin dogru
orantili oldugunu, bu etkinin konsantrasyon ile birlikte inkiibasyon siiresine de bagimli oldugunu
ortaya koymaktadir. Chen ve ark. (154) yaptiklar1 ¢alismada HT29 hiicrelerinin 36 saat EGCG
inkiibasyonu igin 1Ksp degerini 100uM olarak belirlemislerdir. Shimizu ve ark.’min (157)
yaptiklar1 ¢alismada ise HT29 hiicrelerinde 48 saat EGCG inkiibasyonu icin elde edilen 1Kso
degeri 50,2uM olarak ifade edilmektedir. Bu sonuglara bakildigimda EGCG’nin HT29 ve HCT-
116 hiicreleri arasindaki etkisinin ¢ok farkli olmadig1 anlagilmaktadir. Tartismanin ilk boéliimiinde
belirtildigi gibi 6zellikle p53 bakimindan bu iki hiicre hatt1 farklilik gostermektedir. Etkinin her
iki hiicre hattinda benzer olmasi apoptoz mekanizmasinin p53 bagimsiz olabilecegine isaret
etmektedir. Buna karsin literatiirdeki veriler EGCG ile tetiklenen apoptozun p53 bagimliligmi
ortaya koymustur (126-132). Birden fazla mekanizmanin ayn1 anda isledigi diisiiniilebilir.

Calismamizda EGCGnin CCD18co normal kolon hiicrelerine etkisi MTT testi ile tayin
edilmistir. Calisilan konsantrasyon ve inkiibasyon araliginda hiicre 6liimii belirlenememistir. Elde
edilen veriler artan EGCG konsantrasyonu ile hiicre canliliginin da dogru orantili olarak arttigmi
gostermektedir. 24 satte 100uM EGCG hiicre canliligmi kontrole kiyasla %41 oraninda

arttirirken 72 saatte bu etki %15e gerilemektedir. Benzer sekilde 100uM etoposit de hiicrelerde
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hiicre 6liimiinii tetikleyememistir. Ancak konsantrasyon 500-1000uMa c¢ikildiginda hiicrelerde
canlilik inhibisyonu goézlenmektedir. EGCGnin pro-oksidan olarak davranabildigini, yiliksek
konsantrasyonlarda H>O; olusumuna ve DNA hasarina neden oldugu c¢esitli ¢aligmalarda ifade
edilmektedir (96-100). Kanser hiicrelerinin DNA hasar tamir mekanizmalar1 ¢ok iyi ¢aligsmadigi
icin EGCG normal bir hiicreye kiyasla kanser hiicresine daha fazla zarar verebilmektedir. Yine de
bu EGCG’nin proliferatif etkisini agiklamamaktadir. Normal hiicrelerde (CCD18co) ortamdaki
EGCG antioksidan etki gostererek hiicreleri hasardan koruyor olabilir veya normal hiicrenin
kanser hiicresinden farki disiiniildiigiinde etkisi tamamen farkli bir mekanizma {izerinden
gercgeklesiyor olabilir. Literatiirdeki ¢alismalarda EGCGnin etkileri incelenirken CCD18co hiicre
hatt1 tercih edilmemistir. Buna karsin FHC (fetal human colon) ile gergeklestirilmis iki ¢alisma
mevcuttur. Bunlardan ilki Chen ve ark. (154) tarafindan gerceklestirilmistir. MTT yOnteminin
kullanildig1 ¢alismada 36 saat EGCG inkiibasyonu icin hesaplanan iKso degeri 250pMin
tizerindedir. Ayni ¢alismada HT29 hiicreleri i¢in hesaplanan degerin 100uM oldugu diisiiniiliirse,
normal kolon hiicrelerinin kolon kanseri hiicrelerine kiyasla EGCG ile tetiklenen hiicre dliimiine
kars1 daha diren¢li olduklar1 agiktir. Shimizu ve ark. (157) benzer sekilde 24 saat EGCG
inkiibasyonu igin HT29 hiicrelerinin IKso degerini 91uM olarak hesaplamistir. Calismada
denenen tiim kolon kanseri hiicre hatlarmda degerin 40-50uM oldugu diistiniildiigiinde elde

edilen sonug farkli degildir.

Calismamizda elde edilen CDD verileri MTT verileri ile uyumludur. Hiicrelerde 10uM ve
20uM EGCQG ile 24 saat muamele edilen hiicrelerde apoptotik hiicre orani kontrolden ¢ok farkli
degildir (sirastyla 0,82 ve 1,23). 50uM EGCG ile 24 saat inkiibe edilen hiicrelerde bu oran 5,14¢
ve 100uM EGCQG ile 24 saat muamele edilen hiicrelerde 6,40a ¢ikmistir. Bu sonuglar hiicrelerde
50 ve 100uM EGCGnin 24 saatte apoptozu tetikleyebildigini gostermeketedir. CDD yonteminin
prensibi DNA fragmantasyonuna dayanmaktadir. Literatiirde apoptozun belirteci olarak DNA
fragmantasyonunun degerlendirildigi ve kolon kanser iizerine EGCGnin etkisinin arastirildigi
calismalarda elde edilen gesitli veriler mevcuttur. Chen ve ark.’nin (154) yaptiklar1 ¢alismada
DNA fragmantasyonu DNAnin agaroz jelde yiiriitiilmesi ile kalitatif olarak degerlendirilmistir.
Deney sonuglar1 50uM EGCG ile 36 saat inkiibe edilen HT29 kolon adenokarsinoma
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hiicrelerinde DNA merdiven olusumu gozlenmistir. Bu etki 100 ve 200uM EGCGde daha
belirginken 25uM EGCGde benzeri bir etki belirlenememistir. Calismamizda 24 saat
inkiibasyonda 50uM EGCG konsantrasyonunda DNA fragmantasyonu belirlenirken, 20uM
konsantrasyonda belirlenememistir. Her ne kadar hiicre hatlar1 ve inkiibasyon siireleri farkli olsa
da, her iki kolon kanseri hiicre hattinda da sonug¢larin uyumlu oldugu sdylenebilir. Calismamizda
bu etki daha kisa inkiibasyon siirelerinde de belirlenebilmistir. Shimizu ve ark. (157) ise CDD
yontemi ile gergeklestirdikleri calismada HT29 hiicrelerinde 48 saatte 44uM EGCGnin kontrole
kiyasla 3,5 kat daha fazla apoptoza neden oldugunu bulmuslardir. Calismamizda HCT-116
hiicrelerinde 5S0uM EGCG daha diisiik inkiibasyon siiresinde (24 saat) daha yiiksek apoptoza
(5,14 kat artis) neden olmaktadir. Calismamizda sunulan canlilik testi sonuglart HCT-116 ve
HT29 kolon kanseri hiicre hatlarina EGCG’nin benzer etkisinin olduguna isaret etmekteydi.
Diger hiicre hatlari ile yapilan ¢alismalrin sonuglar1 g6z 6niine alindiginda, HCT-116 hiicrelerinin
EGCG ile tetiklenen apoptoza daha duyarli olabileceklerini ortaya koymaktadir. HT29
hiicrelerinde EGCG etkisi ile meydana gelen hiicre Oliimiiniin apoptoz dis1 etkenlerden
kaynaklanma olasilig1 (nekroz ya da otofaji gibi) mevcuttur. Buna karsm Inaba ve ark. (148)
apoptozu agaroz jelde DNA merdiveni olusturulmasi ile belirlemislerdir ve HCT-116
hiicrelerinde ancak 200uM EGCG ile 24 saat inkiibe edilen hiicrelerde merdiven olusumu
gozlenmektedir. Ayn1 calismada DNA fragmantasyonu ve kromatin kondenzasyonu
fliioresan Hoechst boyasi ile kalitatif olarak degerlendirilmistir ve apoptotik etkinin 5S0uM EGCG
konsantarsyonunda gozlemlenebildigi belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde 50uM
ve daha yiiksek konsantrasyonlarda apoptoz tetiklendigini belirtmis idi. Hoechst boyasinin
apoptoz tayini i¢in kullanildig1 bagka bir calisjma da Hwang ve ark. (155) tarafindan
gercgeklestirilmistir. Calismada 100uM EGCGnin HT29 hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon sonucu

kromatin kondenzasyonuna ve DNA fragmantasyonuna neden oldugu ifade edilmektedir.

Annexin-V apoptoz/nekroz analizi sonuglar1 CDD ile benzer sekilde apoptotik hiicre
oranimin 50uMin altindaki konsantrasyonlarda kontrolden farkli olmadigini, 50uM EGCG ile 24
saat muamele edilen hiicrelerde apoptotik hiicre sayisinin %11den %23e ¢iktigin1 ve 100uM

konsantrasyona ¢ikildiginda ise bu etkinin %42lere ulastigmni gostermektedir. Nekrotik hiicre
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orani ise kontrolde %3tiir ve 100uM EGCGde %8e kadar ¢ikmaktadir. Nekrotik hiicre oraninda
bir miktar artis olsa da dlen hiicrelerin cogu apoptotik olarak belirlenmistir. Bu sonug hiicrelerde
tetiklenen hiicre 6liimiinden asil sorumlu mekanizmanin apoptoz oldugunu diisiindiirmektedir.
Apoptoz enerji gerektiren aktif bir siirectir ve apoptoza giden hiicrenin ATPsinin tiikkenmesi
sonucunda nekrotik hiicre 6liimii meydana gelebilmektedir (161). Nekrotik hiicre ylizdesindeki
artig ATP tiikkenmesine bagl olabilir. Literatiirde kolon kanseri hiicrelerinde EGCGnin nekrotik
etkisini arastran ya da nekroz/apoptoz ayrimmi hedefleyen bir ¢alisma heniiz
bulununmamaktadir. Fakat baska hiicrelerde EGCGnin nekrotik etkisini belirlemeye yonelik
gerceklestirilmis ¢aligmalar meveuttur Hsuuw ve ark.’nin yaptiklari bir ¢alismada MCF-7 meme
kanseri hiicre hattinda 50uM EGCG konsantrasyonunda apoptozun, 100uMin {izerinde
konsantrasyonlarda ise nekrozun tetiklendigi gosterilmistir (142). Calismada Annexin-V
apoptoz/nekroz analizi kullanilmistir. Ayrica Orneklerdeki ATP miktarlar1 da Olgiilmiis ve
konsantrasyon artis1 ile ATP miktar1 arasinda ters oranti oldugu belirtilmistir. Ozellikle 100uM
ve tizerindeki konsantrasyonlarda ATP miktar1 kontrole kiyasla anlamli 6l¢iide diisiik (p<0,01)
bulunmustur. Bu sonuglar da az dnce bahsedilen hipotezi desteklemektedir. Hiicrelerdeki 6lim
mekanizmast ATP miktar1 belli bir seviyenin altina indiginde apoptozdan nekroza kaymaktadir
fakat bu durum HCT-116 hiicrelerinde ¢alistiimiz konsantrasyon ve inkiibasyon araliginda

oldukca diisiik bir etki gostermistir.

Hiicre yasam dongiisii regiilasyon analizi sonuglar1 hiicrelerde konsantrasyon ile artis
gosteren apoptoz tetiklenmesini (SubGy,) gostermektedir. Hiicre yasam dongiisiiniin Gy
fazindaki hiicre yiizdesi artan EGCG konsantrasyonu ile birlikte azalmaktadir. Bu sonug hiicre
yagam dongiisiinde duraksamanin, EGCG etkisi ile tetiklenen asil hiicre canlilik inhibisyon
mekanizmast olmadigmi gostermektedir. Kontrolde SubGy,; fazindaki hiicre yiizdesi %9 iken
100uM EGCG ile bu deger %42’ye ulagmistir. Bu 6rnekte hiicre yagsam dongiisiiniin SubGoy
fazindaki hiicre sayis1 Gy, fazindakine kiyasla daha yiiksektir. Inaba ve ark. (148) tarafindan
gergeklestirilen ve HCT-116 hiicrelerinde 200uM EGCGnin 24 saat inkiibasyonda hiicre yasam
donglisii iizerine etkisinin arastirildigi c¢alismada hiicre yasam dongiisiinde duraksama
belirlenmemistir. Bu sonug elde ettigimiz verilerle uyumludur. Buna karsin ayn1 ¢alismada yasam

dongiisiiniin SubGy,; fazinda da hiicre belirlenememistir. Ayn1 ¢calismada akis sitometrik TUNEL
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analizi ile 200uM EGCQG etkisi ile 24 saat inkiibasyon sonucu HCT-116 hiicrelerinde tetiklenen
apoptoz gosterilmistir. Iki farkli ydntem sonucu elde edilen zit iki sonucun nedeni belli degildir
ve ¢aligmanin yazarlari bu konuda her hangi bir yorum yapmamislardir. Shimizu ve ark. (157) ise
44uM EGCQG etkisi ile 48 saat inkiibasyon sonucunda HT29 hiicrelerinde G; fazindaki hiicre
sayisinin kontrole kiyasla %261k bir artis gosterdigini bulmuslardir. Akis sitometrik hiicre yasam
dongiisii regiilasyon analizi ile gerceklestirilen ¢alismada apoptoz, yani SubGy, fazindaki hiicre
miktari, degismemistir. Calismada elde edilen bu sonu¢ HT29 hiicrelerinde EGCG etkisi ile hiicre
dongiisiiniin G; fazinda duraksama meydana geldigini gdstermektedir. Iki kolon kanseri hiicre
hattinda EGCGnin apoptotik etkisinin farkli ama canlilik inhibisyonunun benzer olmasinin
nedeni bu durum olabilir. HCT-116 hiicrelerinde RAS onkogeni aktiftir ve hiicre dongiisiinii
ilerlemeye yonlendirmektedir. Ayni1 zamanda p53 normaldir ve hiicrelerin apoptoza karst daha
direngsiz olmalarina neden olmaktadir. HT29 hiicrelerinde ise p53 mutasyonu vardir ve bu
nedenle hiicreler apoptoza kars1 daha direnglidir. Ayn1 zamanda RAS inaktiftir ve bu nedenle

hiicre yasam dongiisiine miidahale daha kolaydir.

Calismamiz, HCT-116 hiicrelerinde EGCG etkisi ile 24 saatte 50-100uM
konsantrasyonlarda hiicre 6limiiniin tetiklenebildigini ve temel mekanizmanin agirlikli olarak
apoptoz oldugunu gostermektedir. Elde edilen veriler nekroz veya hiicre yasam dongiisiinde
duraksamanin apoptoz kadar etkin olmadigin1 gostermektedir. Fizyolojik bir siire¢ olan apoptoz,
enflamasyona neden olmadigindan ve c¢evre dokulara zarar vermediginden kanser terapisinde
tercih edilen bir yoldur. EGCG’nin potansiyel anti-kanser etkisinin daha derinlemesine
anlasilabilmesi i¢in calismamizin temel olusturabilecegine inanmaktayiz. EGCGnin normal
hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerine daha fazla hasar vermesi bu maddenin kanser hiicrelerine
yonelik kullanim potansiyelini arttirmaktadir. Yapilacak ileri ¢alismalar ile EGCG’nin etki
mekanizmasinin anlagilmasi ve etkisinin normal hiicrelere daha az, kanser hiicrelerine daha fazla

zarar verebilecek sekilde modifiye edilmesi amag¢lanmalidir.
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