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ONSOz

Aldo-keto rediktazlar (AKR) glikoz indirgeyici ajanlar olarak cok iyi karakterize edilmis ve
diyabet patofizyolojisinde yer alan NAD(P)H’a bagimli oksidoredtiktazlardir. Bu ¢alismada, iki
farkl aldo-keto rediiktaz olan AKR1B1 ve AKR1B10‘un kolorekal patofizyolojisinde dnemli bir
sinyal yolagi olabilecegi hipotez edilmistir. Farmakolojik ve RNA interferans (RNAi) yéntemleri
kullanilarak, AKR’lerin 6zellikle reaktif oksijen turleri (ROT) olusumuna katki saglayip, ¢ok
onemli bir inflamatuar regilator olan nikleer faktér kB (NF-kB) sinyal yolagini aktiflestirerek

kolorektal kanserinin dnemli aktorleri oldugu gosterilmistir.

Bu caligmada, birlegik ve ¢ok disiplinli bir yaklasim yoluyla, yeni AKR inhibitdrlerinin
sentezlenmesi ve AKR enzimlerinin ¢alisma mekanizmasinin ortaya ¢ikarilmasihedeflenmistir.
Elde edilen sonuglar, kolon kanserinde AKR1B21’in onkojenik, AKR1B10’un tumor baskilayici
rol oynadigina isaret etmekte olup, bu 6zgin bulgular literatirde ilk olarak bu projede
gOsterilmektedir.

Bu calisma TUBITAK ve SLOVAK BILIMLER AKADEMISI tarafindan iki yénli olarak
desteklenmektedir.
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OZET

Aldo-keto rediktazlar (AKR) glikoz indirgeyici ajanlar olarak ¢ok iyi karakterize edilmis ve
diyabet patofizyolojisinde yer alan NAD(P)H’a bagimh oksidoreduktazlardir. Bu enzimlerin,
inflamatuar tepkiyi baslatabilen lipit peroksidasyon Urlnlerinin Uretimine aracilik yaptigi da
bilinmektedir. Kolondaki kronik inflamasyon ¢odunlukla kanser gelisimi ile devam etmektedir.
AKR’lar inflamasyonda yer almaktadir ve son ¢alismalar bu enzimlerin kanser ilerlemesindeki

onemli rolind ortaya ¢ikarmistir.

Bu projede, multidisipliner bir yaklasim ile AKR1B1 ve yakindan iligkili AKR1B10’u hedefleyen
dogal bir madde olan kuersetinin, yari sentetik tirevlerinin detayl karakterizasyonu ve bunlarin
kolon kanseri etiyolojisindeki cesitli inflamatuar yolaklar Gzerindeki etkilerinin arastiriimasi
amaglanmigtir. HCT-116 kolon kanseri hicre hattinda, AKR1B1 geni basarili bir sekilde
susturulmus, AKR1B10 geni de asiri olarak ifade edilmistir. AKR1B1 ve AKR1B10 enzimlerini
ifade eden yaban tipi HCT-116 hucreleri, AKR1B1 ifadesi susturuimus ve AKR1B10’'u asiri
ifade eden HCT-116 hicreleri hicreler, bu iki farkli AKR enzimi ifadeledigi bilinen ve yaban tipi
HT-29 hucreleri ile birlikte CHNQ (3,7-dihydroxy-2-[4-(2-chloro-1,4-naphthoquinone-3-yloxy)-
3-hydroxyphenyl]-5-hydroxychromen-4-one) ile muamele edilmistir. CHNQ muamelesi, bitin
hicrelerde hicre canlhihini azaltmistir. Bu durum, apoptozda artis ve G2/M fazinda
tutuklanmayla takip edilmistir. Batlin bu etkiler, parental bilesik kuersetine kiyasla ¢ok daha
guglu bir sekilde gergeklesmis olup, ilging bir sekilde, AKR1B7’in susturulmasindan veya
AKR1B10 ‘un asin ifadesinden bagimsiz olarak ilerlemistir.  Dolayisiyla, g¢alismada,
CHNQ’nun diger etkileri yalnizca yaban tipi hiicrelerde incelenmistir. Oncelikle, CHNQ, 1,4
naftokinon yapisina sahip oldugu igin, bu bilesigin redoks sinyal yolaklarinda gorev alabilecegi
hipotez edilmistir. Hipotez ile tutarli olarak, reaktif oksijen tlrleri (ROT) seviyelerinde gugli bir
artis ile birlikte mitojen aktive protein kinaz (MAPK) sinyal yolaginda artis goézlenmistir. Ayni
zamanda, CHNQ muamelesinden dolayi gérilen dlimlerin ROS kaynakl otofajiden dolayi
oldugu in vitro olarak iki farkli kolon kanseri hiicre hattinda ve in vivo olarak S. cerevisiae maya

hicrelerinde gosterilmistir.

Bunun ardindan, AKR’lerin kolon kanseri tzerindeki kendi basina etkileri incelenmistir. HCT-
116 hucrelerinde AKR1B1 susturulmasi, ROT Uretiminde azalmaya sebep olmus ve bundan
dolay! hicre ¢ogalmasinda, hucre hareketliligi ve migrasyonunda, MAPK ve NF-kB sinyal
yolaklarinda azalmaya ve hucre dongusunde gecikmeye neden olmustur. Batun bu bulgular,
AKR1B1 in kolon kanserinde onkojenik 6zelliklere sahip oldugunu isaret etmektedir. Ote

yandan, HCT-116 hucrelerinde AKR1BO ‘un asiri ifadelenmesi hicre ¢ogalmasi ve hicre
Xi



doéngusinde bir degisime sebep olmazken, NF-kB’nin ndkleer translokasyonunda, DNA

baglanmasinda ve transkripsiyonel aktivitesinde dnemli azalmalar ile sonuglanmistir.

Bulgularimiz, AKR enzimlerinin ve bu enzimlerin inhibitorlerinin ¢esitli fonksiyonlara sahip
olduklarini géstermektedir. ileriye yénelik calismalar, kolon kanseri hasta érneklerinde, AKR
enzimlerinin ifadelenmesinin, aktivitesinin ve altinda bulunan sinyal yolaklarini anlamak

yolunda ve muhtemel terapétik yaklasimlar gelistirmeyi amaglamaktadir.

Anahtar kelimeler: CHNQ, kuersetin, Aldo-keto rediktazlar (AKRIler), AKR1B1, AKR1B10,

otofaji, inflamasyon
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ABSTRACT

Aldo-keto reductases (AKR) are NAD(P)H dependent oxidoreductases that have been best
characterized as glucose reducing agents, and have been implicated in diabetic
pathophysiology. These enzymes are also known to mediate the generation of lipid
peroxidation metabolic products that can induce an inflammatory response. Chronic
inflammation in the colon is very frequently followed by the development of carcinogenesis.
Recent studies have revealed that pharmacological inhibition or genetic ablation of these

enzymes could prevent colon cancer.

The project encompassed a multidisciplinary approach for the detailed characterization of
naturally derived quercetin semi synthetic derivative that target AKR1B1 and the closely
related AKR1B10 as well as their effects on various inflammatory pathways involved in the
etiology of colon cancer. We have successfully silenced AKR1B1 and overexpressed
AKR1B10 in the colon cancer cell line HCT-116. These cells, wild-type HCT-116 cells and wild-
type HT-29 cells were treated with CHNQ (3,7-dihydroxy-2-[4-(2-chloro-1,4-naphthoquinone-
3-yloxy)-3-hydroxyphenyl]-5-hydroxychromen-4-one). CHNQ treatment resulted in a
significant loss of viability in all cells tested. This was accompanied by an increase in apoptosis
and cell cycle arrest at G2/M. All of these effects were induced far more strongly than the
parental compound guercetin and, interestingly, were independent of the overexpression or
silencing of AKRs. Therefore, we have examined the effects of CHNQ alone on wild-type colon
cancer cells. Since CHNQ has a 1,4 napthoquinone structure, we hypothesized that the
compound could be involved in redox signaling. We observed a robust induction of reactive
oxygen species (ROS) along with an increase in signaling through the mitogen activated
protein kinase (MAPK) pathway. Cell death from CHNQ treatment also resulted from ROS

induced autophagy both in vitro in colon cancer cell lines and in vivo in S. cerevisiae cells.

We next examined the effects of AKRs per se on colon cancer cell lines. Silencing of AKR1B1
in HCT-116 cells resulted in a decrease in the production of ROS, along with a decrease in
proliferation, cell motility and migration, reduced MAPK and NF-kB signaling and a delay in
cell cycle progression. All of these data pointed towards AKR1B1 having oncogenic properties
in colon cancer cell lines. On the contrary, overexpression of AKR1B10 in HCT-116 cells
resulted in no change in proliferation or cell cycle progression, however, a robust inhibition in
the nuclear translocation, DNA binding and transcriptional activity of NF-kB was seen. These

data point towards a tumor suppressive function of AKR1B10 in colon cancer.
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Our data indicate diverse functions of AKRs and their inhibitors in colon cancer. Future studies
are aimed towards understanding the expression, activity and downstream signaling pathways

of AKRs in colon cancer patient samples and possible therapeutic approaches.

Keywords: CHNQ, Quercetin, Aldo-keto reductases (AKRs), AKR1B1, AKR1B10, autophagy,
inflammation

Xiv



1. GIRiS

1.1. Aldo-keto rediktazlar (AKRler)

Aldo-keto reduktaz slperailesi, nikotinamit adenin dinukleotit (fosfat) (NAD(P)H) bagimli
oksidoredlktazlardir ve retinaller, steroid hormonlari, safra asiti onculeri, glikoz, lipit
peroksidasyon urunleri, prostaglandinler ve ksenobiyotikleri gibi eksojen bircok substratin
katalizinde goérev almaktadirlar. Superaile, 15 tane aileden (AKR1-AKR15) ve 90°’dan fazla
dyeden olusmaktadir. Bu enzimler yaklasik 34-37 kDa agirhginda monomerik proteinlerdir ve
¢ogunlukla sitoplazmada bulunmaktadirlar. Fonksiyonel olarak, birbirleri arasinda birgok ¢esitli
Ozellige sahip olmalarinda ragmen, hepsi korunmus bir (B/a)8 varil yapisiile piridin nukleotidi
baglanma bolgesine ve yuksek derecede benzer sekans siralamasina sahiptir (Mindnich ve
Penning, 2009). (B/a)8 varil motifi, Gglincll ve dordincil yapilarin olusmasini saglayarak,
kofaktérlerin ve metal iyonlarinin aktif bolgeye baglanmasini desteklemekte bdéylelikle AKR

enzimlerine fonksiyonellik saglamaktadir (Wierenga, 2001).

AKR proteinlerinin isimlendirmesinde, ilk numara aile numarasini temsil ederken (6r: AKR1),
ardindan gelen harf alt-aileyi (6r:AKR1B) ve bunun da ardindan gelen ikinci sayi 6zgln proteini
(6r: AKR1B1) temsil etmektedir. insan aldo-keto rediiktazlari temel olarak 3 ana ailenin altinda
toplanmaktadirlar: AKR1, AKR6 ve AKRY7. Bu 3 ailenin iginde, 15 AKR proteini tanimlanmistir.

Her bir insan AKR’sinin sistematik ve fonksiyonel isimleri Tablo 1.1’de verilmigtir.



Tablo 1.1. AKR Uyelerinin listesi (Mindnich ve Penning, 2009)

Sistematik Isim Fonksiyonel Isim
AKR1A1 Aldehit redUktaz
AKR1B1 Aldoz reduktaz
AKR1B10 ince bagirsak tipi aldoz rediiktaz
AKR1B15 Aldoz rediktaz
AKR1C1 3a(20a)-hidroksisteroit dehidrogenaz
AKR1C2 Tip 3 3a- hidroksisteroit dehidrogenaz
AKR1C3 Tip 2 3a- hidroksisteroit dehidrogenaz
AKR1C4 Tip 1 3a- hidroksisteroit dehidrogenaz
AKR1D1 Steroit 5@3-rediktaz
AKR1E2 1,5-Anhidro-D-fruktoz redlktaz
AKRG6A3 Potasyum voltaj kapili kanal, B-alttnite-1
AKRG6AS Potasyum voltaj kapili kanal, B-alttnite-2
AKRG6A9 Potasyum voltaj kapili kanal, p-alttnite-3
AKR7A2 Aflatoksin aldehit reduktaz 1
AKR7A3 Aflatoksin aldehit reduktaz 2

AKR enzimleri birgcok ortak 0&zellik paylasiyor olmasina ragmen, farkli substratlar

kullanmaktadirlar ve dolayisiyla farkl fonksiyona sahiptirler (Mindnich ve Penning, 2009).

1.2. AKR’ler ve Hastaliktaki Onemi

AKR1B alt ailesi, genel olarak aldoz reduktaz olarak bilinirler ve bu enzimeler aldehitlerin alkole
ve birgok baska substrata indirgenmesini saglarlar. AKR1B1 ve AKR1B10, AKR siper ailesinin
bircok kanser turuyle iligkili iki Uyesidir,’”dur. AKR1B1 enzimi, poliol yolaginin en basinda gérev
almaktadir. NAD(P)H'1 kofaktdr olarak kullanarak glikozu sorbitole gevirir. Ardindan, sorbitol,
sorbitol dehidrojenez enzimi sayesinde ylkseltgenerek fruktoza cevrilir (Brownlee, 2001). Ote
yandan, AKR1B10, ince badirsak tipi aldoz rediktaz olarak bilinir. Genel fonksiyonlari,
aromatik aldehitleri, sekerleri, metilglioksal ve diasetilleri indirgemektedir. Bunun yaninda,
retinalleri retinole gevirerek hiicre godalmasi ve farklilagsmasinda goérev alan retinoyik asit
sinyal yolagini engelleme 6zelligine de sahiptir (Nishinaka vd., 2011). AKR1B1 ve AKR1B10
2



enzimleri aminoasit sekanslarinda %71 benzerlik gd&stermektedir. Substrat kullanma
oncelikleri benzer olsa da, farkli doku tiplerinde farkh ifadelenme modeli gosterirler. AKR1B1
tim doku ve hicre tiplerinde bulunma 6zelligine sahipken, AKR1B10 daha ¢ok karaciger,

kolon, ince bagirsak, timls ve bdbrekistl bezinde bulunmaktadir (Laffin ve Petrash, 2012).

4-hydroxy-trans-2-nonenal (HNE) ve onlarin glutatyon konjugatlar (6r. GS-HNE) gibi lipit
peroksidasyonu tirevli lipid aldehitlerinin, AKR tarafindan, DHN (1,4-dihydroxy-nonene) ve
GS-DHN (glutathionyl-1,4-dihydroxynonene) gibi inflamasyona aracilik eden alkol tirevlerine
etkin bir bicimde indirgendigi gdsterilmistir (Ramana, 2011). indirgenmis aldehit glutatyon
konjugati GS-DHN’nin, sonunda inflamatuar cevaba yol acan, ROT (Reaktif Oksijen Turleri)
tarafindan basglatilan hlicresel sinyal yolagi iletiminde yeni bir araci oldugu distnulmektedir
(Srivastava vd., 2011). AKR inhibisyonunun hem hilcresel dizeyde hem de hayvan
modellerinde, sitokinler, blylime faktorleri, endotoksinler, ylksek glikoz, allerjenler ve
otoimmin reaksiyonlar tarafindan indiklenen inflamatuar sinyali anlamli bir bigcimde
engelledigi tespit edilmigtir (Ramana vd., 2010). Bu nedenle, aldoz redlktaz inhibitorleri (ARI),
ateroskleroz, astim, Uveit, sepsis, artrit, periodontit gibi inflamatuar ve kolon kanseri gibi, asiri
sitokin ve kemokin Uretimi ile iligkili hastaliklarin tedavisinde yeni yaklagimlar sunabilmektedir
(Ramana vd., 2010; Ramana, 2011; Ramana vd., 2011; Saxena, vd., 2011; Yadav v.d, 2011).

Kronik inflamasyonun, kanser gelisimiyle iligkili oldugu ayrintili bir bicimde gosterilmistir
(Mariani vd., 2014). Ayrica AKR’nin asiri ifadelenmesi, akciger, meme, prostat, serviks,
yumurtalik ve kolon kanseriyle iliskilendirilmistir (Laffin ve Petrash, 2012; Liu vd., 2009). AKR
inhibisyonunun, bagisikhk sistemi baskilanmig zenograf fare modellerinde ve kanser hicre
kultdri calismalarinda, kanser hicrelerinin ¢ogalmasini ve sitokin, blylime faktorleri
tarafindan uyariimig inflamatuar sinyalleri engelledigi gésterilmigtir (Liu vd., 2009; Ramana vd.,
2010; Saxena vd., 2013; S.K. Srivastava vd., 2006; Tammali vd., 2006; Tammali vd., 2007).
Ornegin, antitimér etkili antiinflamatuar ilag Sulindac’in AR inhibisyonuna sebep olarak bu
etkiyi gosterdigi dusunulmektedir (Steuber, 2011). Bunlara ek olarak, AKR’nin bazi kanserlerde
agsir ifadelenmesinin doksorubisin direncine yol agtigi, bunun da karbonil indirgenmesi ile
ilacin atihmininda artis yoluyla oldugu gozlenmigtir (Bains vd., 2013; Plebuch vd., 2007). Bu
sebeple, Ozellikle diyabetik komplikasyonlarin tedavisi icin gelistiriimis olan AKR
inhibitérlerinin, anti kanser amacl kullanim igin yeniden degerlendirilmeleri Gnemlidir. Var olan
ve FDA tarafindan onaylanmig ilaglarin bagka hastalik alanlarinda kullanim potansiyallerinin

arastiriimasi, yeni ilaclarin kesfini de destekleyecektir (Simard ve Rauh, 2009).

Kanserde, AKRlerin ifadelenmesi farkli kanser ve doku turlerinde farklilik géstermektedir. Bir

Oncomine gen ekspresyonu veri tabani (https://www.oncomine.org) ¢alismasina gore, AKR
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ifadelenmesi idrar torbasi, serviks, beyin, 6zofagus, bébrek kanserlerinde ve 16semi, lenfoma
ve melanomalarda normal dokuya kiyasla daha fazladir. Baska bir ¢calismada ise, kanserde

AKR’lerin ifade ve aktivitesinde artis oldugu goésterilmistir (Laffin ve Petrash, 2012) .

1.3. AKR inhibitorleri

AKR inhibisyonunun, kolon kanseri gibi inflamasyon temelli neoplazilerin tedavisinde etkili bir
yontem olabilecedi distinilmektedir. AKR inhibitérlerinin gelistiriimesi, AKRIlerin poliol yolagi
araciligi ile diyabet patogenezi ile iligkilendirildiginden beri 6nem kazanmistir (Alexiou vd.,
2009). AKR inhibisyonu temelli bircok ilag gelistirme denemeleri, mevcut kanser ilaglariyla
karsilastirildijinda dusuk olmasina ragmen, kabul edilemeyecek toksisite dlzeyleri nedeniyle
durdurulmustur. Oysaki, AKR inhibitorleri Gizerine toplanan antidiyabetik klinik bulgular, bu
inhibitorlerin anti kanser amagcli donusumlerinde kolaylik saglayacaktir. Bilinen kemoterapi
ilaclari ve ARl'lar (AKR inhibitorler) ile bilesik tedaviler ise butinlesik etkilere yol acabilir ve
ARTI'larin klinikte kullanimini tegvik edebilir (Liu vd., 2009).

Buglne kadar, fitokimyasal tedavi arastirmalarinda ¢ok c¢aba sarf edilmistir. Fitokimyasal
grubundan olan flavonoitler, vitamin, mineral ve liflere benzer sekilde sebze ve meyvelerin
saghda olan etkilerine katki saglamaktadirlar. Flavonoitlerin, oksidatif stress, enzimatik
olmayan glikolizlenme ve poliol yolagi gibi diyabet ile iligkili komplikasyonlarin olusumunda yer
alan pek ¢ok mekanizmayi veya etiyolojik faktora etkiledigi gosterilmistir (Stefek, 2011). Bir
flavonol olan kuersetin, insanlarca en c¢ok tlketilen flavonoittir (Stefek ve Karasu, 2011).
Kuersetin ve diger flavonoitlerin, g6z lensi opasifikasyonuna kargi koruyucu etkilerinin oldugu
gOsterilmistir. Bitkilerde kuersetin genellikle glikoz, galaktoz, ramnoz, rutinoz veya ksiloz gibi
bir seker grubu ile birlikte O-glikozid formundadir ve bu form kuersetinin biyoyararlanimini
onemli Olgide etkilemektedir (Cai vd., 2013; Stefek ve Karasu, 2011). Kuersetin ve diger
flavonoitlerin AR’yi inhibe edici etkisi Stefek (2011), Stefek ve Karasu (2011) yayinlarinda
ayrintih bir bicimde anlatiimistir. Kuersetin, diger bitkisel polifenoller ve onlarin sentetik
analoglarinin anti-proliferatif etkisi, in vitro hiicre kiltiri deneylerinde de gdsterilmistir (Alia
vd., 2006; Loa vd., 2009) Flavonoitlerin anti-proliferatif etki mekanizmalari da gosterilmistir
(Pilatova vd., 2010).

Yakin zamanda kuersetinin yari sentetik turevleri sentezlenmis ve hem antioksidan hem de

AR inhibitéri 6zelliklerine sahip olmalariyla ¢ift yonlu etkileri karakterize edilmistir (Veverka



vd., 2013). Caligilan turevler arasinda, kuersetinin kloronaftokinon turevi olan CHNQ, en

yuksek AR inhibisyonu ve antioksidan aktivitesi ile umut vaad etmektedir.

0
o
HO o O ‘O H
O | OH
o
OH
OH O

CHNQ

Quercetin

Sekil 1.1. 3,7-dihydroxy-2-[4-(2-chloro-1,4-naphthoquinone-3-yloxy)-3-hydroxyphenyl]-5-
hydroxychromen-4-one (CHNQ) ‘nun ve Kuersetin'in kimyasal yapisi.

1.4. Galismanin Amaci

AKR’ler, glikoz metabolizmasinin poliol yolaginda rol alan, glikozu hlicre zarindan gegemeyen
bir bilesik olan sorbitole ¢eviren aldo-keto rediktaz enzimleridir (Saraswat vd., 2006). Bu
enzimlerin asiri ifadesi veya fazla aktivitesi, sitoplazmada asir1 sorbitol birikmesine sebep
olarak oksidatif stres olusturmaktadir. Bu da, diyabet ve kanser gibi inflamatuar hastaliklarin

komplikasyonlarinda dnemli rol oynamaktadir (Srivastava vd., 2006).

Buradan yola gikarak, AKR1B1 ve AKR1B10 enzimlerinin kolorektal kanser gelisiminde etkili
olabilecegi hipotez edilmigtir. Bu amagla, iki farkli kolorektal kanser hicre hatti, HCT-116 ve
HT-29, model olarak segilmistir. HCT-116 hucreleri yuksek miktarda AKR1B1 ifade ederken,
AKR1B10’u ifade etmemektedir. HT-29 hicrelerinde ise yalnizca AKR1B10 ifadesi
goOrulmustur (Ebert vd., 2011). Tum bunlara ek olarak, kolon kanserinde CHNQ’nun roli ve

etkinliginin kuersetin ile karsilastirmasi ise hentiz arastiriimamistir.
Calismadaki amaclarimiz,

1. Ozgin, yar sentetik kuersetin tiirevi olan CHNQ kullanarak farkli hiicre hatlarinda
AKR1B1 ve AKR1B10'u inhibe etmek ve sonugclarini gézlemlemek,

2. AKR1B?1’i HCT-116 hucrelerinde RNA interferans (RNAI) ile susturarak AKR1B1
baskilanmasinin kolorektal karsinogenez Uzerindeki etkilerini incelemek,

3. AKR1B10’u HCT-116 hicrelerinde asiri ifade ederek, bu genin kolorektal karsinogenez

uzerindeki etkilerini incelemektir.



Bu birlesik ve ¢ok disiplinli galismadan elde edilecek olan sonuglar, kolon kanseri etiyolojisinde
yer alan molekller mekanizmalarda aldo-keto reduktazlarin rolu ile, aldo-keto rediktaz
inhibitdrlerinin etki mekanizmasinin anlagiimasina yardimci olacaktir. Bu yeni bilesikler, kolon

kanseri tedavisinde potansiyel bir terapétik olarak kullaniimak tzerepatentlenebilecektir.



2. LITERATUR OZETi

Kuersetin (Qc) gibi fitokimyasal terapétik ajanlarin, gesitli mitojenik sinyal yolaklarini etkileme
Ozellikleri sayesinde glclu timor engelleyici etkileri oldugu gdsterilmistir (Aradjo vd., 2011;
Ranelletti vd., 2000). Buna karsin, kuersetinin distk ¢ozunurligu ve biyoyararlanilirliginin
dusuk olmasindan dolayi klinik uygulamalari kisithdir (Cai vd., 2013). Kuersetinin 6zgln yari-
sentetik turevlerinin taranmasi sonucunda, CHNQ (3,7-dihydroxy-2- [4-(2-chloro-1,4-
naphthoquinone-3-yloxy)-3-hydroxyphenyl]-5-hydroxychromen-4) biyolojik etki bakimindan en
umut veren tlrev olmustur (Stefek vd., 2015). Proje ortaklarimizla gergeklestirdigimiz énceki
bulgularimizda, asetik asitle indiklenmis koliti iyilestimede, CHNQ’nun kuersetine karsi daha
etkili oldugu in vivo olarak gdsterilmistir (Milackova vd., 2015). Bu sonug, kullanilan
farmakolojik konsantrasyonlarda, CHNQ'nun biyoyeterliliginin, kuersetine kiyasla daha yiksek

oldugunu diastndirmektedir.

Kronik inflamasyonun, 6zellikle kolon kanserinde, neoplastik dontistimde ¢ok énemli bir etkisi
oldugu bilinmektedir. Naftokinonlarin anti-timdr aktivitelerinin oldugu, ayricaoksidatif stres
yaratarak redoks sinyal yolagini etkiledigi gosterilmigtir. CHNQ gibi 1,4-naftokinonlar, 2 adet
kinon grubuna sahip olmalarindan dolayi redoks tepkimesinde bir ya da iki elektron alarak
anyon ya da di-anyon tdrlerini olusturmaktadirlar. Bunun sonucunda da, oksijene elektron
transferi sonucunda olusan ve NADPH-sitokrom-P-450 rediiktaz gibi flavoenzimlerle katalize
olan superoksit gibi reaktif oksijen tirleri (ROT) olusabilir (Araudjo vd., 2011).

Son yillarda yapilan calismalar, AKR enzimleri retinopati, néropati, nefropati ve katarakt
olusumu gibi ikincil diyabetik komplikasyonlarin patojenezinde gorev aldigi gostermektedir
(Saraswathy vd., 2014). Bu sebeple, birtakim AKR inhibitorleri gelistiriimis ve diyabetik
komplikasyonlar igin test edilmistir. Bu inhibitdrler insan sagligina zarar vermiyor olsalar bile,
klinik olarak sinirli yararlihiga sahiptirler (Tammali vd., 2011). AKR’ler glikoz indirgeyici
Ozelliklerinin yani sira oksidatif stres kaynakh uretilen lipit peroksidasyon turevi aldehit ve
onlarin glutatyon konjugelerini de indirgeme yetenegine sahiptir. Lipit aldehitler, NF-kB ve AP-
1 gibi transkripsiyon faktdrlerinin aktivasyonunu dizenleyen hlicresel sinyalleri etkilediginden,
AKR enzimlerinin inhibisyonu da benzer yolaklari baskilamaktadir (Ramana, 2011). Bunlara
ilaveten, AKR inhibitorlerinin sepsis, astim, kanser ve Uveitis gibi inflamatuar hastaliklar

engelleme kapasitesine sahip olabilecedi de in vivo ¢alismalarla gdsterilmistir (Ramana, 2011).



3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kimyasallar

3,7-Dihydroxy-2-[4-(2-chloro-1,4-naphthoquinone-3-yloxy)-3-hydroxyphenyl]-5

hydroxychromen-4-one (CHNQ), Kuersetin’in N,N-diizoprofilletilamin varliginda 2,3-dikloro-1,4
naftokinon ile alkilenmesiyle sentezlenmistir (Sekil 1.1). Sentez iglemleri BEL/NOVAMANN
(Bratislava, Slovakya) firmasi tarafindan yapilmis olup, laboratuvarimiza Slovak partnerlerimiz

tarafindan saglanmistir.

BrdU Cogalma Kiti ve G418 Roche’dan, Muse Hucre Yasayabilirligi Kiti, Muse Annexin V ve
Ol Hiicre Kiti ve Muse Multicaspaz Kiti Millipore’dan, Kuersetin Tocris’den, Propidyum iyodiir
(PI), AkridinTuruncusu, Nitroblue Tetrazolyum (NBT), 3-metiladenin (3-MA) ve Sorbinil
Sigma’dan, AKR1B1 SureSilencing shRNA Plazmit kiti Qiagen’den, Dihidroetidyum(DHE) Life
Technologies’den, Cyto-ID Otofaiji Tayin Kiti Enzo Life Sciences’dan, Annexin V Apoptoz Tayin
Kiti BD, Pharmingen’den alinmistir.

Bu calismada kullaniimis olan antikorlarin listesi asagida Tablo3.1 de gdsteriimektedir.

Isim Uretici Firma Isim Uretici
Firma

AKR1B1 Thermo Scientific p62 Cell Signalling
AKR1B10 Thermo Scientific ICAM-1 Santa Cruz
XIAP Santa Cruz p65 Santa Cruz
Caspase-3 Santa Cruz p50 Santa Cruz
p-ERK Santa Cruz Siklin E Abcam
Total-ERK Santa Cruz P-pRb Abcam
P-INK Cell Signaling Siklin B1 Abcam
Total- INK Cell Signaling a-tubulin Santa Cruz
P-p38 Santa Cruz B-aktin Santa Cruz
P-AKT Santa Cruz GAPDH Santa Cruz
LC3 /I Cell Signaling Topo-Il Santa Cruz
Beklin-1 Cell Signaling




3.2. Hiicre Kilturi

HT-29 hiicreleri (SAP Enstitlist) ve HCT-116 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen) hucreleri %10 fetal sigir serumu (FBS) (v/v), 2 mM L-glutamin, 4,5 g/L glikoz ve
1X penisilin/streptomisin iceren RPMI 1640 besi yerinde buyutilmuistir. CHNQ ve Kuersetin
uygulamalari hem %10 serumlu hem de serumsuz medyumda yapiimistir. CHNQ uygulamasi
icin serumsuz, kuersetin i¢in ise serumlu ortam uygun goériimustdr. Batln hicreler 37°C de ve

%5 CO: ve %95 hava igeren inklbatérde bayutilimastar.

ATCC’den temin edilen HUVEC (insan gbbek kordonu endotel hicreleri), hicre ylzey
tutunmasini kolaylastirmak amaci ile 6nceden jelatin ile kaplanmig hicre Kkaltlrd
flasklarinda/plakalarinda kilttir edilmistir. Bu amagla jelatin solisyonu (Sigma) 1:10 oraninda
steril dH0O ile dilisyon edilmis, flask/plaka ylzeyleri bu sollsyon ile kaplanmis ve 37°C’de 1
saat siire ile inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda jelatin soliisyonu uzaklastiriimis;
bu sekilde hazirlanan kiltir flask ya da plakalari, 4°C’de saklanarak en fazla iki hafta icinde
kullaniimistir. Rutinde, HUVEC hicreleri penisilin/streptomisin (100 units/ml) iceren CC-4133
EGM Bullet kit (Lonza) besiyerinde, 37°C ‘de, %5 CO'li ortamda buyutulmustur. HUVEC
hicreleri primer hicreler oldujundan, en fazla 5. pasajda olan hicreler deneylerde

kullaniimistir.

S. cerevisiae maya hicreleri (sug: RDKY3615) Dr Kyungjae Myung (National Human Genome
Research Institute, MD, ABD) ‘dan alinmistir ve %2 glikoz igceren YPD (yeast extract-maya

Ozutu-, pepton ve dekstroz) besiyerinde 30°C’de buyatilmustar.

3.3. Plazmitler transfeksiyon yontemleri

HCT-116 hucre hattinda AKR1B71’in susturulmasi icin gerekli shRNA Plazmiti SureSilencing
shRNA Plasmids Kiti (Qiagen) kullaniimigtir. Bu kit AKR1B1'in susturulmasi igin dizayn edilmig

4 farkh shRNA ve bir adet kontrol (scrambled sequence) plazmit icermektedir.

HCT-116 hicre hattinda AKR1B10’un asiri ifadesi igin, AKR1B10 bakteri baslatici (promotor)
sekansina sahip olan bir plazmit kullanan Dr. Satoshi ve arastirma grubundan bu plazmit
alinmistir (Endo vd., 2009). Plazmit elimize ulastiktan sonra multi-klonlama bdélgesinde (MCS)
bulunan Nhel ve EcoRI enzimleri ile kesilerek, yine ayni enzimlerle kesilmis olan memeli

hdcreleri icin uygun baslatici (promotdr) sekansini iceren pcDNA3.1(-), Zeo vektdrine
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klonlanmigtir. Yapilan sekanslama sonucu, AKR1B10 geninde higbir mutasyon olmadigi

dogrulanmistir.

3.3.1. AKR1B1 susturulmasinda kalici transfeksiyon

AKR1B1l'in HCT-116 hicrelerinde susturulmasi amaciyla bu hicrelere 2 ug miktarindaki
belirtilen plazmit 4 saat sure ile transfekte edilmistir. Sonrasinda daha 6nce laboratuarimizda
belirlenmis bir konsantrasyondaki (450 pg/ml) neomisin (G418) antibiyotigi transfeksiyon
yapilmayan kontrol hucreleri 6lene kadar hucrelere verilmistir. Yaklasik 10 ginun ardindan
kontrol 6rnegindeki butlin hicrelerin dlmesiyle transfeksiyon yapilan 6rneklerdeki hticreler
monoklonal koloni se¢imi yapilmasi amaciyla daha buaylk bir hicre kiltari plakasina
aktarilmistir. Segilen koloniler basta kullanilan antibiyotik miktarinin yarisinda (225 pg/ml)
blyltiimeye devam edilmistir. Farkli kolonilerden elde edilen hicre lizatlar ile western blot

analizi yapilarak AKR1B1'in susturuldugu koloniler belirlenmistir.

3.3.2. AKR1B10 asir ifadesinde kalici transfeksiyon

AKR1B10’un HCT-116 hucrelerinde asiri ifadesi amaciyla, éncelikle 6 kuyucuklu plakalara
kuyucuk basina 5 x 10° hilcre ekilmistir. Ertesi glin, bu hiicreler 2 ug pcDNA3.1 (-) bos vektori
(empty vector: EV) ve AKR1B10 klonlanmig pcDNA3.1 (-) vektdrt 1:1 oranda Xtremegene HP
transfeksiyon ajani kullanilarak (1 pg plazmit: 1 pl Xtremegene HP) 24 saat transfekte
edilmistir. 24 saatin sonrasinda, tim hticrelere yine daha once laboratuarimizda belirlenmis
bir konsantrasyondaki (250 pg/mL) Zeocin antibiyotigi verilmistir ve bu surec¢ transfekte
olmamis hicreler tamamen dlene devam ettirilmigtir. Yaklasik 15 ginlik antibiyotik segiminin
ardindan, kontrol 6rnegindeki batin hicrelerin dlmesiyle, transfeksiyon yapilan érneklerdeki
hicrelerde koloni segimi yapilmigtir ve her bir koloni buyutilmek amaciyla 96 kuyucuklu
plakanin kuyucuklarina konulmustur. Her koloni yeterince blyidikge daha blylk bir plakaya
aktarihip gogaltilmistir. Secilen koloniler bagta kullanilan antibiyotik miktarinin yarisinda (125
pg/ml) bayitilmeye devam edilmistir. Farkli kolonilerden elde edilen hiicre lizatlari ile western

blot analizi yapilarak AKR1B10'un asiri ifadelendigi koloniler belirlenmistir.
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3.3.3. AKR1B10 asin ifadesinde gegici transfeksiyon

AKR1B10’un kalici ifadesinde istikrarli koloniler elde edilemediginden dolayi, bu genin HCT-
116 hicrelerinde her deneyden énce gecici olarak transfekte edilmesine karar verilmistir. Bu
amagla, oncelikle 6 kuyucuklu plakalara kuyucuk basina 5 x 10° hiicre ekilmistir. Ertesi gin,
bu hicreler 2 yg pcDNA3.1(-) bos vektéri (empty vector: EV) ve AKR1B10 klonlanmig
pcDNA3.1(-) vektoru 1:1 oranda Xtremegene HP transfeksiyon ajani kullanilarak (2 pg plazmit:
2 yl Xtremegene Hp) 24 saat transfekte edilmigtir. 24 saat transfeksiyonun sonunda, deneyin
amacina gore, hicreler ya toplanmistir ya da besiyeri normal RPMI 1640 ile degistirilip hGcreler

48 veya 72 saat sonunda toplanmistir.

3.4. Total Protein izolasyonu

Total protein izolasyonu igin proteaz inhibitor kokteyli, fosfataz inhibitor kokteyli ve 1mM
sodyum ortovanadat ve 1mM sodyum florid iceren hicre lizis tamponu M-PER kullanilmistir.
Yapiskanhgini kaybeden hicreler 4°C de 14.000 x g ‘ de 10 dakika boyunca santrifiijlenmis ve
total protein iceren slpernatan alinmistir. Protein konsantrasyonu oélgtimleri Bradford yéntemi

ile Coomassie Plus Deney kiti kullanilarak yapiimistir.

3.5. Sitoplazmik-Gekirdeksel Protein izolasyonu

Sitoplazmik ve c¢ekirdeksel proteinlerin ayri ayri izolasyonu igin, AKR1B1 kalici olarak
susturulmus veya AKR1B10 gegici olarak transfekte edilmis hiicrelerden, yaklasik 1 x 107
hicre, dnce hicre kiltiri plakasinda bir kez soguk steril PBS’de yikanmis ve kaziyici (scraper)
yardimiyla eppendorf tlplerine aktarilmistir. 300 x g ‘de 5 dakika santriflij edildikten sonra,
slUpernatan atilmis ve hicreler 1X fosfataz inhibitéri iceren PBS’de ¢6zilmustir. Ardindan,
ornekler tekrar 300 x g ‘de 5 dakika santrif(ij edilmis ve sUpernatanlar atilmistir. Sitoplazmik
fraksiyonun izolasyonu igin, hicre pelletleri 300 ul hipotonik solisyonda (100 mM HEPES
pH:7,5, 40 mM NaF, 100 uM Na;MoO4 ve 1 mM EDTA) ¢dzlImus, hiicre suspansiyonu daha
once buzda sogutulmus eppendorf tliplerine aktarilmis ve buzda 15 dakika inkibe edilmistir.
15 dakikalik inkiibasyon periyodunun ardindan, her érnege %10’luk NP-40 ‘den 75 pl eklenmis

ve pipetlenerek karistiriimistir. Sonra, bitin sitoplazmik fraksiyonu almak igin, érnekler yiksek
11



hizda 30 saniye dondUrdimuistir. SUpernatanlar daha énceden buzda sogutulmus yeni
eppendorf tlplerine aktariimistir. Pelletler ise 80 yl Cekirdeksel Ekstraksiyon Sollisyonunda
(nuclear extraction buffer: 20 mM HEPES pH:7.9, 0.2 mM EDTA, 3 mM MgCl>, 840 mM NacCl,
20 % gliserol) ¢cbzulmus ve 15’ser saniye yuksek hizda vortekslenmigtir. Bu agamadan sonra,
ornekler buza konmus 15 dakika yiksek hizda sallanmigtir. Sonra, 30’ar saniye vortekslenmis
ve tekrar 15 dakika buzda ve yuksek hizda sallanmistir. Son olarak, érnekler 4°C’de, 14000 x
g’de 10 dakika santrif(j edilmis ve stipernatanlar alinarak yeni eppendorf tiplerine aktariimigtir.

Bu kisim da gekirdeksel fraksiyondur.

3.6. Western Blot

Ornekler izole edilip konsantrasyonu 8lgiildiikten sonra, 30-50 ug protein sodyumdodesilsiilfat
poliakrilamit jel eklektroforezinde (SDS-PAGE) yuritilmis ve PVDF membrana transfer
edilmistir. Daha sonra membran %5 yagsiz sut veya BSA (bovin serum albimin) iceren PBS-
T veya TBS-T ile 1 saat bloklanmis, uygun birincil antikorlar ile bir gece boyunca problanmistir.
Daha sonra yaban turpu peroksidazi (horse radish peroxidase-HRP) isaretli ikincil antikor
(1:2000 dilusyon) ile 1 saat oda sicakliginda muamele edilmistir. Daha sonra, membran Ustine
BioRad Clarity ECL Substrati eklenmis, kemiluminesan sinyal Chemi-Doc MP (BioRad, USA)

goruntuleme cihazi ile goéruntulenmigtir.

3.7. Hiicre Cogalmasi ve Sitotoksisite Deneyleri

CHNQ ve kuersetinin hicrelere uygulanmasinin ve AKR1B1’in susturulmasi ve AKR1B10’un
agiri ifadesinin kolon kanseri hucrelerinin gogalma ve yasayabilme Uzerindeki etkileri 3 farkh

teknikle test edilmistir.

3.7.1. BrdU ile Cogalma Tayini

5-bromo-2’-deoksiuridin (BrdU) timidin bazinin analogu olan sentetik bir nikleozittir. Bu deney

timidin bazi yerine BrdU maddesinin hlicresel ¢odalma sirasinda DNA zincirine yerlesmesi

prensibiyle calismaktadir. Hicre gogalmasinin tespitinde kullanilan bir diger metot olan MTT
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(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium  Bromide)  yontemi  hucrelerdeki
metabolik faaliyeti NAD(P)H’a bagli oksidorediktaz enzimleri (ayni zamanda AKR enzimlerini
de icerirler) aracihgi ile tespit ettidi igin deney sonucuna etki etme olasiligindan dolay! tercih
edilmemistir. CHNQ ve kuersetin maddelerinin en etkili ¢calistigi deney ortamini bulmak
amaclyla, sirasiyla, serumlu ve serumsuz ortamlarda hicrelere uygulanmislardir. Kit ile birlikte
saglanan protokole dayanarak, Oncelikle hicreler 96 kuyucuklu plakalarda 100 pl'lik
hacimlerde, 24 saat boyunca farkl konsantrasyonlarda CHNQ ve kuersetin ile muamele
edilmistir. Bu surenin sonunda BrdU etiketleme soliisyonu (BrdU labeling solution) kuyucuk
basina 10 uyM BrdU gelecek sekilde eklenip 2 saat 37 °C’'de inklbe edilmistir. 2 saatlik
inkiibasyonun suresinin sonunda, BrdU etiketleme sollisyonu hicrelerden kaldiriimis ve kitte
saglanan fiksatif ajan olan Fix/Denat solisyonundan kuyucuk basina 200 ul eklenip oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra, fixatif ajan plakaya hafifce vurarak
uzaklastiriimig, kuyucuk basina 1:1000 seyreltiimis 100 pl anti-BrdU-POD peroksit konjuge
edilmis BrdU antikoru eklenmis ve oda sicakhdinda 90 dakika inkibe edilmistir. Antikor
konjugati kaldirildiktan sonra, hticreler 3 defa 200-300 ul yikama solisyonu PBS ile yikanmistir
ve kuyucuk basina 100 pl kitte saglanan substrat solisyonu eklenmistir. Substrat sollisyonu
oda sicakhginda yaklasik 30 dakika inkibe edilmistir ve daha sonra mikroplaka okuyucuda
370 nm dalga boyunda absorbanslar ol¢culmustir. Referans dalga boyu olarak 492 nm

kullaniimigtir.

AKR1B1 susturulmasinin ve AKR1B10 asir ifadesinin hiicre ¢cogalmasi Uzerindeki etkisini
gbzlemlemek amaciyla oncelikler 96 kuyucuklu plakalara yaklasik 1x10* hicre ekilmigtir.
Bunun ardindan hicreler 24 ve 48 saat bluyumeye birakilmis ve her bir sirenin sonunda BrdU

¢ogalma tayini protokoll yukarda anlatildigi Gzere uygulanmistir.

3.7.2. Hucre Yasayabilme Deneyi

CHNQ ve kuersetinin hilcreler (zerindeki sitotoksisite etkisini arastirmak igcin 3 farkl
konsantrasyon belirlenerek 24 saat suresince HCT116 ve HT29 hicre hatlarina muamele
edilmis ve Muse™ Sayim ve Yasayabilirlik Kiti (MuseTM Count and Viability Kit) ile sonuglar
analiz edilmistir. Bu kit canh ve 6lU hiicrelerin 2 farkl DNA boyasiyla boyanmasi esasina
dayanmaktadir. Bu boyalardan biri membran bGtinligi bozulan hiicrelerde DNA'y1I boyayarak

Olen ve dlmekte olan hicreleri canli ve saglikli hicrelerden ayirmak icin kullaniimaktadir. Diger
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boya ise membrandan gecgebilmekte ve cekirdedi boyayarak hicrenin boyutu ile iligkisini

belirlemek igin kalintilarindan ayirarak total hiicre miktarinin belirlenmesini saglamaktadir.

Oncelikle, 6 kuyucuklu plakalarda kuyucuk basina yaklasik 1x10° hiicre ekilmistir. Ertesi gln,
hicreler gerekli CHNQ (HCT-116 hicreleri icin 5 uM, 10 uM ve 25 uM; HT-29 hiicreleri icin 10
MM, 20 uM,40 uM) ve Kuersetin (HCT-116 hicreleri igin 50 uM, 100 uM ve 200 uM; HT-29
hicreleri icin 100 uM, 200 uM,300 uM) konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edilmistir. Bu
surenin sonunda, hicrelerin dnce besi yerleri toplanmis, daha sonra her bir kuyucuk 500 ul
soguk PBS ile yikanmig ve toplanmigtir. Son olarak, hicreler 200 pl Tripsin/EDTA (%0,25) ile
37°C’de yaklasik 5 dakika muamele edilip, hlicrelerin plakalardan kalkmasi saglanip besi
yerleriyle ayni tuplere toplanmistir. Bunun ardindan, hicreler Thoma hemasitometre ile
sayllmis ve her bir hlicre slispansiyonundan 2x10° hiicre alinmistir. Hiicreler 1000 x g'de 1
dakika santriflij edilmis, stpernatantlari atilmis ve hicre peleti 500 pl %10 FBS iceren RPMI
1640 besiyerinde ¢ozulmastir. Bdylece her bir 6rnek icin hicre konsantrasyonu 500 pl'de

2x10%ye denk getirilmistir.

Tablo 3.2 . Hicre Sispansiyonu Diltisyon Tablosu

Orjinal Hiicre Diliisyon Hiicre Sayim ve Seyreltilmis
Siispansiyonunun Faktoru Siispansiyon Yasayabilirlik Hiicrelerin
Konsantrasyonu Hacmi Soliisyonunun Konsantrasyonu
Hacmi
1x105-1x106 10 50 ul 450 ul < 1x10°
1x108-1x107 20 20 ul 380 ul < 5x10°
1x107-2x107 30 20 pl 780 pl <5x10°

Kit protokolinde verildigi ve Tablo 3.2’ de gosterildigi Uzere, elimizde hiicre konsantrasyonuna
uyumlu olacak sekilde, her bir érnek icin 380 ul Sayim ve Yasayabilirlik solisyonu 20 pl hiicre
suspansiyonuyla karistiriimis ve 5 dakika karanlikta inkiibe edilmistir. Bu sirenin sonunda, tim

ornekler MUSE Hicre Analizér'inde okunmustur.

3.7.3. S. cerevisiae Canlihik Deneyi

CHNQ maddesinin varliginda S. cerevisiae hucrelerinin yagabilme yetilerini belirlemek
amaciyla yapilan bu deneyde, dncelikle maya hiicreleri -80 °C’de tutulan gliserol stoktan alinip

5 ml'lik YPD besiyerinde 30 °C’de 200 rpm’de sallanarak bir gece buyuatilmuUstir. Ertesi gun,
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5 mllik kdltir 20 mL’lik YPD besiyerine aktariimis ve hicrelerin ODgoo degerleri 0,6-0,8
araligina gelene kadar buyutulmuastir. Daha sonra kaltur, 5 farkli falkon tupine bdlunerek O,
100, 500 ve 750 uM CHNQ ile YPD besiyerinde 24 saat muamele edilmistir. 24 saatin sonunda,
hicreler toplanmig, steril PBS ile bolca yikanmistir. Daha sonra, 100 pl'lik hacimlerde 1°den
10* dilisyona kadar 10’ar kat seri seyreltme yapilarak, her bir dilisyondan 10 yl hacminde
Sekil 3.1’ deki Spotlama Sablonu kullanilarak YPD-Agar petrilerine ekilmigtir. Petriler

kurutulduktan sonra, 30°C’de inklbe edilmis ve 24 saat sonra goruntulenmistir.

Sekil 3.1.S.cerevisiae Spotlama Sablonu

3.8. Hiicre Dongusi Analizleri

CHNQ maddesinin hiicre donglsl Uzerindeki etkilerinin gézlemlenmesi amaciyla yapilan bu
deneyde oncelikle 6-kuyucuklu plakalara 1 x10® miktarinda hiicre ekilmistir. Hiicreler, plakalara
yapistiktan sonra, daha énce belirlenmig 3 farkli konsantrasyonda (HCT-116 htcreleri igin 5
MM, 10 pM ve 25 uM; HT-29 hacreleri 10 uM, 20 uM, 40 pyM) 24 saat muamele edilmistir.
Muamele suresinin sonunda, hucreler oncelikle soguk PBS te yikanmis ve daha sonra
Tripsin/EDTA (%0,25) ile muamele edilerek plakadan kaldiriimistir. Bunun ardindan hticreler
sayllmis ve her bir 6rnekten yaklasik 1 x 10® hicre alinmistir. Toplanan hicreler, fiksasyon

amaciyla 6nce 300 x g'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Pellet 1 mL soduk PBS’de ¢ézllmus ve
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tekrar 300 x g'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Pelletlerin Gzerinde ~50 pl PBS kalacak sekilde
supernatanlar atiimigtir. Ardindan, orta seviyede vorteksleyerek, her bir 6rnege 1 ml %70 ‘lik
soguk etanol eklenmistir. Fiksasyonun yeterli derecede saglanabilmesi icin, drnekler

Propidyum iyodir ile boyanmadan énce en az 2 saat -20 °C’de bekletilmistir.

Fiksasyon saglandiktan sonra, dérnekler oda sicakhginda 300 x g’de 5 dakika santriflj edilmistir
ve supernatan atilmistir. Etanoliin tamamen uzaklastiriimasi icin, hicre pelletleri 500 pl PBS
‘de ¢ozulmdus, tekrar 300 x g’de 5 dakika santrifiij edilmigtir. Pelletler, 6rnek basina 250 pl
Propidyum lyodir boyama soliisyonu (250 ul PBS’de hazirlanmig %0,1’lik Triton X-100, 50 ug
RNase A ve 5 ul 1mg/ml stoktan alinmis Propidyum lyodur) gelecek sekilde ¢ézilmustir. Oda
sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkibe edildikten sonra hicreler BD Accuri C6 Akim

Sitometrisi'nde FL-3 kanalinda analiz edilmistir.

3.9. Apoptoz Deneyleri

CHNQ ve kuersetin maddelerinin, AKR1B1 susturulmasinin ve AKR1B10 asiri ifadesinin
hucreler Uzerindeki etkilerini gézlemlemek amaciyla Annexin V boyamasi ve Multicaspaz

Tespiti olarak iki farkl deney uygulanmistir.

3.9.1. Annexin V Boyamasi ile Apoptoz Tayini Deneyi

CHNQ ve kuersetinin apoptoz lizerindeki etkileri Muse™ Annexin V ve Ol Hiicre Deney Kiti
(Muse™ Annexin V & Dead Cell Assay Kit) ile belirlenmistir. Kit iceriginde Annexin V boyasi
ve 7-AAD boyasi bulunmaktadir. Bu boyalardan Annexin V hicre membraninda bulunan
fosfatidilserinlere baglanma 6zelligine sahipken, 7-AAD DNA’ya baglanma 6zelligine sahiptir.
Deney icin, oncelikle, 6-kuyucuklu plakalarda kuyucuk basina yaklasik 1x10° hiicre ekilmistir.
Ertesi gun, hicreler gerekli CHNQ (HCT-116 hucreleri i¢cin 5 yM, 10 uM ve 25 pM; HT-29
hicreleri igin 10 uM, 20 uM,40 uM) ve Kuersetin (HCT-116 hicreleri igin 50 yM, 100 uM ve
200 uM; HT-29 hdcreleri igin 100 pM, 200 uM,300 uM) konsantrasyonlari ile 24 saat muamele
edilmistir. Bu slrenin sonunda, hilcrelerin énce besi yerleri toplanmis, daha sonra her bir
kuyucuk 500 pl soguk PBS ile yikanmis ve toplanmistir. Son olarak, htcreler 200 pl
Tripsin/EDTA (%0,25) ile 37 °C’de yaklasik 5 dakika muamele edilip, hicrelerin plakalardan

kalkmasi saglanip besi yerleriyle ayni tuplere toplanmistir. Bunun ardindan, hicreler Thoma
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hemasitometre ile sayiimis ve hiicre konsantrasyonu tim érneklerde 1x10%ml olacak sekilde
esitlenmistir. Daha sonra her bir érnekten 100’er pl yeni tlplere aktariimis ve tzerine 100 pl
Muse Annexin V ve Olii Hiicre soliisyonu eklenmis ve vorteks yardimiyla karistiriimistir. Hiicre
ve boya karisimlari, karanlikta ve oda sicakliginda 20 dakika inkibe edildikten sonra, drnekler

Muse Hicre Analizéri’nde analiz edilmistir.

AKR1B1 susturulmus ve AKR1B10 asiri ifade eden hicrelerde apoptozu gézlemlemek icin BD
Pharmingen FITC-Annexin V kiti (Cat no: 556419) kullaniimigtir. Deney igin, oncelikle, 6-
kuyucuklu plakalarda kuyucuk basina yaklasik 1x10® hiicre ekilmistir. Hiicrelere gerekli
muameleler yapildiktan sonra yukarida da anlatildi§i Gzere, hiicreler besi yerleri ile birlikte
toplanmistir. Toplanan hiicreler 2 kere soguk PBS ile yikanip, ardindan hiicre konsantrasyonu
1x10%ml olacak sekilde 1X Baglanma Sollisyonunda (Binding Buffer) (0,1 M Hepes (pH 7,4),
1,4 M NacCl, 25 mM CacCl,) ¢dzllmustir. Daha sonra her bir 6rnekten 100 pl’lik bir sispansiyon
yeni bir tipe aktariimis ve Uzerine 5 pl kitte saglanan FITC-Annexin V boyasi ile birlikte 50
pg/mL ‘lik stok Propidyum lyodirden 10 ul eklenmistir. Bu karisim 6nce nazikge vorteks
edilmis, daha sonra oda sicakliginda ve karanlikta 15 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyonun
sonunda, her bir drnegin tzerine 400 ul 1X Baglanma Soliisyonu daha eklenip BD Accuri C6

Akim Sitometrisi'nde FL-1 ve FL-3 kanalinda analiz edilmistir.

3.9.2. Multikaspaz Tespit Deneyi

CHNQ ve Kuersetin maddelerinin  HCT-116 hucrelerinde toplam kaspaz aktivitesini
gbzlemlemek icin yapilan bu deneyde Muse Multikaspaz Kiti kullaniimistir. Deney igin,
oncelikle, 6-kuyucuklu plakalarda kuyucuk basina yaklasik 1x10° hiicre ekilmistir. Ertesi giin,
hicreler gerekli CHNQ (HCT-116 hicreleri icin 5 yM, 10 uM ve 25 uM; HT-29 hiicreleri igin 10
UM, 20 uM,40 uM) konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edilmistir. Uretici firmanin énermis
oldugu protokolin takip edildigi bu deneyde, hiicreler Béliim 3.7 ve 3.9.1° de belirtildigi gibi
toplanmis ve hiicre yogunlugu 1x10%ml olacak sekilde kitte saglanan 1X Kaspaz
Solisyonunda ¢oézulmastir. Her érnekten 50 pl alinarak yeni tiplere konmustur ve Uzerine 5
ul Muse Multikaspaz Sollisyonun eklenmistir. Ornekler, hizlica pipetlenerek karistirildiktan
sonra, tuplerin kapaklari gevsek bir sekilde kapatilip 30 dakika boyunca %5 CO. igeren 37°C
inkiibatérde bekletiimistir. inkiibasyon sonunda, her bir érnege 150 yl Muse Kaspaz 7-AAD
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solisyonu eklenip tekrar hizlica pipetlenerek karistiriimigtir. Son olarak, 6rnekler oda
sicakliginda ve karanlikta 5 dakika inkibe edildikten sonra Muse Hucre Analizéri’'nde analiz

edilmigtir.

3.10. invazyon ve Migrasyon Tayinleri

3.12.1 In vitro Yara lyilegsme Deneyleri

Yara iyilesmesi analizi, in vitro ortamda dogrudan hicre gog¢ini g¢alismak icin gelistiriimis,
basit, ucuz tekniklerden biridir. Bu metot in vivo ortamdaki yara iyilesmesi suresince hucre

gb¢uni gdsteren bir taklittir.

AKR1B1 susturulmus HCT-116 hicrelerinde hem AKR1B1 susturulmasinin hem de CHNQ
maddesinin bu htcrelerin hucre gogu Uzerinde etkisini gdozlemlemek amaciyla, 12 kuyucuklu
plakalara yaklasik 5 x 10° hiicre ekilmis ve hiicreler hiicre kltiirii plakasina yapistiktan sonra
gerekli CHNQ muameleleri yapilmigtir. Hucreler, hicre kultura plakasinin yuzeyini tamamen
kapladigi zaman, 200ul'lik steril pipet uglari yardimiyla ylzeyde yaralar agilmistir. Hicreler,
steril 1X PBS solUsyonu ile yikandiktan sonra hicrelerin besi yeri tazelenmistir ve 0 saat
fotograflari ¢ekilmistir. Daha sonra, her 24 saatte bir hicrelerin besiyerleri tazelenip, 48 saat
boyunca hicrelerin hareketliligi ve yarayi kapatabilme yetenekleri fotograflandiriimistir.
Fotograflandirmalar, bolimUmuzde Prof. Dr. Mayda Gursel’in laboratuvarinda bulunan JulLi
Smart Cell Imager ile yapilmig olup, hicrelerin go¢ miktarlari gergek dlgekli cetvel yardimiyla

Olclllp analizi yapiimistir.

3.12.2 Transwell Migrasyon Deneyleri

AKR1B1 susturulmus ve AKR1B10’'u asiri ifade eden HCT-116 hicrelerinde hem AKR1B1
susturulmasinin hem de CHNQ maddesinin bu hlcrelerin hicre goéc¢u Uzerinde etkisini

gbzlemlemek amaciyla 0.8 um porlara sahip 24-Transwell plakalar kullaniimistir.
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H ‘ » Transwell

# Alt hazne

Sekil 3.2. Transwell Migrasyon Cemberinin Gortintlisi

Oncelikle, 12 kuyucuklu plakalara yaklasik 5 x 10° hiicre ekilmis ve hiicreler hiicre kiltir(
plakasina yapistiktan sonra gerekli CHNQ muameleleri yapilmistir. Daha sonra, hlicreler
Tripsin/EDTA (%0,25’lik) ile toplanip hemositometre ile sayillmistir. Her bir 6rnekten 5 x 104
hicre alinarak 24 kuyucuklu plakalarda, 100 ul %1’lik FBS iceren RPMI 1640 besiyerinde
Sekil 3.2'de gosterilen dizenegin Ust kismindaki Transwell e ekilmistir. Dizenegin alt
haznesine ise 500 pl %10’luk FBS iceren RPMI 1640 besiyeri konulup, 48 saat boyunca
hicrelerin az FBS igceren kisimdan ¢ok FBS iceren kisma go¢ etmeleri beklenmistir. 48 saatin
sonunda, Transwell’ler 24 kuyucukli plakalardan ¢ikariimis ve Transwell’in Ust ylzeyinde kalan
g6¢ etmemis hiicreler 2 defa eklvyon ile kazinmistir. Daha sonra, Transwell’lerin 10 dakika
boyunca %100 metanolde fiksasyonu saglanmis ve hemen ardindan 2 dakika boyunca
Giemsa sollisyonunda boyanmistir. Boyama sonunda, distile suyla bolca yikanan Transweller,
ceker ocakta tamamen kurutulduktan sonra, kesilerek imersiyon yagi yardimiyla lamlarin
uzerine konmustur. Go¢ etmis hicreler ters 1sik mikroskopu (Leica, Almanya) altinda sayiimis

ve fotograflanmigtir.

3.13 Yeni Damar Olugsumu Tayini

HUVEC hdacreleri, anjiyogenez galismalarinda en ¢ok kullanilan endotel hicre tiplerinden
biridir. Bu htcreler, kanser hucrelerinden alinmis sartlandiriimis besiyerlerinde inklbe

edildiginde in vitro tupler olusturma yetisine sahiptirler.

Sartlandirilmis besiyeri elde edilmesi amaciyla, hicre yogunlugu %70’e ulastiginda, mevcut
besiyeri, taze besiyeri ile degistiriimis, hucreler bu besiyerinde 72 saat boyunca inkube
edilmistir. 72. saatin sonunda, toplanan “sartlandiriimis besiyeri”, 1000 rpm’de 5 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Toplanan sutpernatan ya hemen kullaniimig, ya da 500 ul'lik
béllntller halinde kullanim igin -80°C’de saklanmistir.
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Yeni damar olusumu tayini i¢in, deneye baglamadan bir gece dnce Matrigel -20°C’den
cikariimis ve +4°C’de buz igerisinde gece boyu erimeye birakilmistir. Ayni zamanda, -20°C’ye
bir kutu filtreli 100 pl'lik pipet tipi ve bir paket 96-kuyucuklu plaka konmustur. Ertesi guin, yine
buz Uzerinde her bir kuyucuga 40 pl MatriGel paylastiriimis ve 30 dakika 37°C’de donmasi
beklenmigtir. Bu sure zarfinda, HUVEC’ler 1:1 oraninda endotel hucre besiyeri ve AKR1B1
susturulmus veya AKR1B10 asiri ifade eden HCT-116 hlcrelerinden alinmis sartlandiriimis
besiyeri ile karistinimigtir. MatriGel tamamen dondugunda, bu karisimdan kuyucuk bagina 100
ul eklenmis ve 9 saat 37°C’de %5 CO;igeren hiicre kiiltiri inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. 9
saatin sonunda, HUVEC'lerin olusturdugu tipler cevrik 1sik mikroskopu altinda gortntilenmis

ve tup analizleri Wimasis (http://www.wimasis.com) tarafindan yapiimistir.

3.14 NF-kB ve AP-1 Raportor Gen Deneyleri

Raportér gen deneyleri icin NF-kB’nin transkripsiyonel aktivitesi PathDetect sistemi (NF-kB
konsensls dizini 5 kopya olarak lusiferaz geninin 6niine klonlanmis plazmit) ve AP-1 ‘in
transkripsiyonel aktivitesi yine PathDetect sistemi (AP-1 konsensus dizini 7 kopya olarak
lusiferaz geninin 6nline klonlanmis plazmit) kullaniimistir. Her iki dizenekte de normalizasyon

icin phRL-TK (Promega) Renilla plazmiti kullanilmis ve ikili Lusiferaz Analizi yapilmistir.

Bu amagla, 48 kuyucuklu plakalara, her bir hiicre tipinden kuyucuk basina 5 x 10* hicre
gelecek sekilde ekilmigtir. Ekimden 24 saat sonra, 1(ng):250(ng) oraninda olacak sekilde,
Renilla Lusiferaz (phRL-TK, Promega): NF-kB veya AP-1 Firefly Lusiferaz vektorleriyle, X-
treme gene HP transfeksiyon ajaninin (Roche) Urin klavuzunda 6énerildigi Uzere 1:2 oraninda
transfekte edilmistir. Transfeksiyonu takip eden 24 saat sonunda, Promega Dual Luciferaz Kit
(Ref No:E1910) kullanilarak sonuglar analiz gergeklestiriimistir. Bunun igin, éncelikle kitin
butiin solisyon ve kimyasallari (Pasif Liziz Solisyonu, Stop&Glo Sollsyonu, Stop&Glo
Kimyasali ve LARII Kimyasali) oda sicakliginda eritilmigstir. 5X pasif liziz solisyonu steril distile
su kullanilarak 1X’e seyreltilmis, hicreler 1X PBS sollsyonuyla bir kez yikandiktan sonra
Uzerlerine yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan liziz solisyonundan her bir kuyucuga 50 pl
eklenmistir. Hlcre plakalari oda sicakliginda 20 dakika boyunca hafifgce sallanmig, bdylelikle
hdcrelerin liziz olmalari saglanmigtir. Lizis sirasinda luminesans okuyucusu kullanima
hazirlanmistir. Bunun igin kuyucuk basina 25 pl gelecek sekilde LARIlI ve Stop&Glo
solisyonlari (50X Stop&Glo kimyasali, Stop&Glo sollsyonuyla 1X’e seyreltilerek), Turner

Biosystems Micro-Plaka okuyucusu tuplerine eklenmistir. 20 dakikalik lizis sonunda, lizatlar 96
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kuyucuklu beyaz/opak plaka kuyucuklarina 20’ser ul konulup, Turner Biosystems Micro-Plaka
okuyucusunda liminesans de@erleri okunmustur. Analiz  Firefly/Renilla  oranlari

karsilastirilacak sekilde yapiimistir.

3.15 NF-kB ELISA Olgiimleri

Bu yontem NF-kB konsensus DNA dizisi baglanmis 96-kuyucuklu plaka tzerine proteinlerin
baglanmasi ve baglanan proteinlerin NF-kB alt Gnitesi p65’e 6zel antikorlar ile tespitini igerir.
Bunun icin NF-kB (human p65) Transcription Factor Assay kiti (Cayman Chemicals, ABD)
kullaniimistir. AKR1B1 susturuimus ve AKR1B10 asiri ifade edilmis hlicrelerden Ureticinin
onerdigi sekilde (ayni zamanda 3.5‘de anlatiimistir) nikleer proteinler elde edilmis ve
baglanma tamponu ile 4°C’de gece boyu inkibe edilmistir. Ertesi gin baglanmayan proteinler
yilkama tamponu ile 5 defa yikanmis ve birincil antikor eklenerek 1 saat oda sicakliginda inkibe
edilmistir. Tekrar yikama tamponu ile 5 defa yikandiktan sonra 1saat ikincil antikor ile oda
sicakliginda inkibasyon yapilmis, yikama tamponu ile 5 defa daha yikanmis ve 30 dk
gelistirme ¢ozeltisinde bekletilmistir. Daha sonra durdurma ¢ozeltisi eklenmis ve 450 nm’de

spektrofotometrik olarak olgiimustur.

3.16 Oksidatif Stres Deneyleri

CHNQ uygulamasinin bu iki kolon kanser hiicre hatti Gzerindeki oksidatif stres ile ilgili etkisi
nitro blue tetrazolium (NBT) ve dihidroetidyum bromir (DHE) boyamasi metotlari uygulanarak

incelenmistir.

3.16.1 Nitroblue Tetrazolium (NBT) Deneyi

NBT deneyi, reaktif oksijen turlerinden (ROT) super oksit varliginda tetrazolium tuzunun
formazan maddesine donusmesi prensibiyle galismaktadir. Bu kolorimetrik metod sari olan
tetrazolium tuzunun mavi formazana dénusmesiyle degisen absorbansi ile degerlendirilir. Bu
amagla, 96 kuyucuklu plakalara, her bir hicre tipinden kuyucuk basina 2 x 10 hiicre gelecek
sekilde ekim yapilmistir. EKimden 24 saat sonra, hucreler farki CHNQ konsantrasyonlari (10,
20, 40, 60, 100 uM) ve her kuyucuk icin 0,25 mg/mL NBT sollsyonu ile birlikte 6 saat 37°C’'de
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%5 COzigeren hicre kultirt inklibatérinde inkibe edilmistir. 6 saatin sonunda, hiicreler %70
metanol ile fikse edilmis ve daha sonra kurumaya birakilmigtir. Fikse edilen hicrelerdeki mavi
formazan kristalleri 120 pl 2M potasyum hidroksit (KOH) ve 140 pyl DMSO ile ¢ozilmuastur.
Daha sonra her bir kuyucuktaki degisim mikroplaka okuyucu ile 620 nm dalga boyunda

Olctimustar.
3.16.2 Dihidroetidyum (DHE) Deneyi

Dihidroetidyum (DHE) normal sartlarda sitoplazmada mavi florasan veren bir maddedir.
Serbest radikaller varliginda oksitlendigi zaman ise, hicre DNA’sIinin arasina girer ve hucre
cekirdeginde kirmizi florasan verir. Bu florasan isima, akim sitometrisi ile saptanabilmektedir.
Bunun igin, ilk olarak 6 kuyucuklu plakalarda kuyucuk basina yaklasik 1 x 108 hiicre ekilmistir.
Ertesi giin, HCT-116 ve HT-29 hucreleri farkli konsantrasyonlarda CHNQ (HCT-116 hlcreleri
icin 10 ve 25 uM, HT-29 hucreleri icin 20 ve 40 yM) maddesi ile 24 saat muamele edilmigtir.
Bu surenin sonunda hlcreler toplanmis ve hemositometre ile sayilmistir. Her bir érnekten 5 x
10° hiicre alinmis ve 200 x g'de 5 dakika santriflij edilmis ve pelletler 500 ul DHE boyama
sollisyonunda (steril PBS’te 3.2 mM hazirlanmistir) ¢dzilmustir. Ornekler 37°C’de 15 dakika
inkiibe edildikten sonra BD Accuri C6 Akim Sitometresinde FL-3 kanalinda (605nm dalga

boyu) analiz edilmigtir.

S.cerevisiae hucrelerinde CHNQ maddesinin oksidatif stres Uzerindeki etkilerini gdzlemlemek
icin, hicreler kiltirlenmis, esit miktarda bélinmus ve ardindan, 500 yM CHNQ maddesi ile 24
saat boyunca muamele edilmistir. Kontrol muameleleri olarak, %2,5 DMSO (vehikul kontrol),
5 mg/ml rapamisin (pozitif kontrol; 3 saat 30°C), ve CHNQ ile birlikte 20 mM N-asetilsistein
(NAC, antioksidant) kullaniimigtir. Ardindan, hicreler steril PBS ile bolca yikanmigtir ve hlicre
pelletleri 5mg/ml DHE boyama sollisyonunda ¢ozllip 30°C’de 30 dakika inkibe edilmistir.
Ornekler, BD Accuri C6 Akim Sitometresinde FL-3 kanalinda (605 nm dalga boyu) analiz

edilmistir.

3.17 Otofaji Deneyleri

CHNQ uygulamasinin bu iki kolon kanser hicre hatlari (HCT-116 ve HT-29) Uzerindeki otofaji
ile ilgili etkisi asidik vakuol olusumu deneyi ve Cyto-ID otofaji tespit deneyleri uygulanarak

incelenmigtir.
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3.17.1 Asidik Vakuiol Olugsum Deneyleri

Akridin turuncusu (akridine orange-AO) otofaji durumunda, otofajik vakiollere ve hlicredeki
diger asidik kompartmanlara girip, burada protonlanarak kirmizi kanalda florasan isima veren
zayIf bir bazdir. Bunun igin, ilk olarak 6-kuyucuklu plakalarda kuyucuk basina yaklasik 1 x 108
hucre ekilmigtir. Ertesi gin, HCT-116 ve HT-29 hucreleri farkh konsantrasyonlarda CHNQ
(HCT-116 hucreleri icin 5, 10 ve 25 yM, HT-29 hicreleri i¢cin 10, 20 ve 40 yuM) maddesi ile 24
saat muamele edilmistir. Bu muamelelere ek olarak hucreler, bir otofaji inhibitord olan 3-
metiladenin (3-MA; 5mM) ile 24 saat muamele edilmigtir. 24 saat muamelenin ardindan,
hiicreler toplanmis ve hemositometre ile sayillmistir. Her 6rnekten 5 x 10° hiicre alinmis ve bir
kez PBS’de yikanmistir. Daha sonra, pelletler 500 pyl 100mg/mL AO iceren PBS’de ¢6zilmuis
ve 15-20 dakika inkiibe edilmistir. inkiilbasyonun sonun, hiicreler iki kez PBS’de yikanip, en
son 300 pl PBS’de ¢ozilmustir. Ornekler, BD Accuri C6 Akim Sitometrisi'nde FL-2 kanalinda

analiz edilmistir.

3.17.2 Cyto-ID Otofaji Tespit Deneyleri

Cyto-ID Otofaji Tespit Kiti (Enzo, Life Sciences) yalnizca birikmis otofajik vakuolleri boyayarak,
otofajik vakuolleri dlger ve lizozomal olarak inhibe edilmis canl hlcrelerdeki otofajik akisi
denetler. Bu sayede, otofajinin kolaylikla tespit edilmesini saglar. CHNQ ile muamele edilen
hicrelerdeki otofajik durumu tespit edebilmek igin, dncelikle 6 kuyucuklu plakalarda kuyucuk
basina yaklasik 1 x 10° hiicre ekilmistir. Ertesi giin, HCT-116 hiicreleri 25 yM CHNQ, 10 mM
NAC, 1 uM Rapamisin veya 20 uM Klorokuin (otofaji indlkleyici maddeler) ile 24 saat muamele
edilmistir. Muamelenin ardinda, hiicreler toplanmis ve sayilmistir. Her 6rnekten 1,5 x 10° hiicre
alinmis ve kit ile birlikte saglanan 1X Deney Sollisyonu’'nda yikanmistir. Santrifij ile ¢oktirtlen
hicreler 150 pl Cyto-ID boyama solisyonunda ¢Ozilmus, dérnekler oda sicakliginda ve
karanlikta 30 dakika inklUbe edilmistir. Bu sUrenin sonunda, hucreler tekrar 1X deney
soliisyonunda yikanmis ve en son 200 ul 1X deney sollisyonunda ¢ézilmiistir. Ornekler, BD

Accuri C6 Akim Sitometrisi'nde FL-1 kanalinda analiz edilmigtir.

Konfokal mikroskop analizleri igin, cam yuzeyli petri kaplarina (35 mm, In Vitro Scientific,
Sunnyvale, ABD) 2 x 10° hiicre ekilmis ve hicreler 25 yM CHNQ, 10 mM NAC, 1 uM

Rapamisin veya 20 pM Klorokuin ile 24 saat muamele edilmistir. Muamelenin sonunda,
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hucrelerin Uzerinde besiyeri kaldiriimig ve hucreler 2 kez 1X Deney solusyonu ile yikanmigtir.
Bunu takiben, hucreler 100 uyl Cyto-ID boyama soliisyonu eklenerek oda sicakhidinda ve
karanlkta 30 dakika inklibe edilmigtir. Daha sonra hlcreler bir kez 1X deney sollisyonuyla
yikanmis ve Uzerlerine 100 ul besiyeri konmustur. Ornekler, Leica Konfokal Mikroskopu
(Wetzlar, Almanya) ile goérunttlenmistir (uyariima dalga boyu: 463 nm, 1Isima dalga boyu 534

nm).

S.cerevisiae hucrelerinde CHNQ maddesinin otofaji Uzerindeki etkilerini gézlemlemek igin,
hicreler 3.7.3te tarif edildigi kGltirlenmis, esit miktarda bolinmus ve ardindan, 500 yM CHNQ
maddesi ile 24 saat boyunca muamele edilmistir. Kontrol muameleleri olarak, %2,5 DMSO
(vehikul kontrol), 50 mM H,O; (pozitif kontrol; 3 saat 30 C), ve CHNQ ile birlikte 20 mM NAC
(antioksidant) kullaniimistir. 24 saatlik inkilbasyonun sonunda, hticreler toplanmis, steril PBS
ile bolca yikanmis ve 250 pl PBS’de ¢ozulmastir. Hicre stispansiyonun Uzerine 250 pl Cyto-
ID boyma soliisyonu eklenmis, pipetleyerek karistiriimig ve karanlikta, 30 'C'de 20 dakika

inkiibe edilmistir. Ornekler, BD Accuri C6 Akim Sitometrisi'nde FL-1 kanalinda analiz edilmistir.

3.18 Istatistiksel Analizler

Elde edilen bulgularin analizi ve grafik ¢izimi GraphPad Prism 6 yazihmi (La Jolla, CA, ABD)
kullanilarak yapiimistir. Deney bulgulari arasindaki istatiksel anlamlilik tek yonli veya iki Yonlu
(one way veya two way) ANOVA kullanilarak arastirilmistir (ns —anlaml degil-: p > 0.05; *p <
0.05; **p = 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001).
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4. BULGULAR

4.1. Uygun Hiicre Hatlarinin Belirlenmesi

Farkli hiicre hatlarindaki AKR1B1 ve AKR1B10 ifadelerini belirlemek amaciyla HCT-116, HT-
29 ve CaCo2 (kolon kanseri), MCF-7 (meme kanseri) ve HelLa (rahim agzi kanseri) hicre
hatlarindan elde edilen lizatlar ile western blot analizi yapilmistir. Sekil 4.1, laboratuarimizda

bulunan farkli hiicre hatlarinda ifade edilen AKR1B1 ve AKR1B10 seviyelerini gostermektedir.

HeLa HCT116 HT29 CaCo2 MCF7

AKRIBI '. —
AKRI1B10 — -

Beta Actin — e —

Sekil 4.1. Farkli hucre hatlarinda ifade edilen AKR1B1 (MW: 36kD) ve AKR1B10 (MW: 36kD)
seviyeleri. Beta aktin (MW: 42kD) yikleme kontroll olarak kullaniimigtir.

Sekil 4.1’ de goruldugu uzere farkl hicre hatlari farkh seviyelerde AKR1B1 ve AKR1B10
protein ifadesine sahiptir. HeLa hticre hatti hem AKR1B1 hem de AKR1B10 protein ifadesine
sahiptir. HCT-116 ve CaCo2 hucrelerinde AKR1B1 ifadesi gorulmus olup AKR1B10 ifadesi
saptanmamistir. HT-29 hicrelerinde az miktarda AKR1B1 ve yiksek miktarda AKR1B10
ifadesi gosterilmigtir. MCF-7 hlicre hattinda ise iki protein ifadesi de belirlenememistir. Bu
deney sonucunda AKR1B10 ifade etmeyen HCT-116 ve ylksek miktarda AKR1B10 ifadesi
bulunan HT-29 kolon kanser hicre hatlariyla sonraki deneylere devam edilmesine karar
verilmistir. CaCo2 hdicrelerinin kolaylikla farklilagsma slrecine girdikleri goésterildiginden
(Astarci vd., 2012) ve Hela hucreleri kolon kanser hucre hatti oimadigindan dolay sonraki
deneylerde kullanilmamigtir. MCF-7 hicrelerinde ise AKR1B1 ve AKR1B10 ifadeleri

saptanmadigi icin deneysel amacimiza uygun olmadigi disindlmustr.
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4.2. Belirlenen hiicre hatlarinda uygun CHNQ ve kuersetin dozlarinin

belirlenmesi

CHNQ ve kuersetinin hlcrelere uygulanmasinin kanser hicre gogalmasi uzerindeki etkileri
BrdU inkorporasyon ydntemi ile belirlenmistir. CHNQ ve kuersetin, en etkin deney ortamini
bulmak amaciyla serumlu ve serumsuz ortamlarda hticrelere uygulanmiglardir. Hicreler 24
saat boyunca farkli konsantrasyonlarda CHNQ ve kuersetin ile muamele edilmig, daha sonra
BrdU metodu ile hucre gcogalmalari belirlenmistir. Tablo 4.1'de serumlu ve serumsuz ortamda
uygulanan CHNQ ve kuersetinin HCT-116 ve HT-29 kolon kanser hlicre ¢ogalmalari
uzerindeki etkileri ve 1Cso (hucre gcogalmasinin %50 oraninda inhibisyonuna sebep olan

konsantrasyon) degerleri verilmistir.

Tablo 4.1.Farkh konsantrasyonlarda CHNQ ve Kuersetin uygulayarak HCT-116 ve HT-29
hicre hatlarinda belirlenen ICso degerleri.

HCT-116 Serumlu (24 saat) Serumsuz (24 saat)
CHNQ (uM) 30.3x1 10.3+2.6
Kuersetin (uM) 11748.9 X
HT-29 Serumlu (24 saat) Serumsuz (24 saat)
CHNQ (uM) 23.21+2.4 X

Maddeler 24 saat slreyle serumlu ve serumsuz ortamlarda hicrelere verilmistir. Hicre

miktarini belirlemek icin BrdU inkorporasyon metodu kullaniimistir.

Tablo 4.1’de de go6ruldugu gibi disik molaritelerde belirlenen 1Cso degerleri, CHNQ
maddesinin serumlu ve serumsuz ortamlarda tlrevi oldugu kuersetin maddesinden daha etkili
bir sekilde c¢ahstigini gostermektedir. HCT-116 hucreleri 24 saat boyunca farkli
konsantrasyonlarda CHNQ maddesi ile muamele edilmis ve bu hiicre hatti igin belirlenen ICso
degerleri serumlu ortamda 30 pM, serumsuz ortamda 10 yM olarak belirlenmigtir. Ayni hiicre
hattina kuersetin maddesi uygulandiginda serumlu ortamda ICso degeri 117 yM iken serumsuz
ortamda hucre ¢ogalmasinda belirgin bir azalma gértilmemistir. Bu sonuglara dayanarak, farkli
kosullarda gorulen farkli etkilerden dolayi bilesiklerin en etkili galistigi ortamlarda hicrelere

muamele yapilmasina karar verilmistir. Sonraki deneylerde CHNQ muamelesi serumsuz
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ortamda, kuersetin muamelesi ise serumlu ortamda yapilmistir. HT-29 hlicrelerine serumsuz
ortamda 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda CHNQ maddesi uygulanmig ve 1Cso degeri
23 uM olarak belirlenmistir. Serumlu ortamda uygulanan Kkuersetin ise yuksek
konsantrasyonda bile hiicre cogalmasinda énemli bir degisime neden olmamistir.

4.3, CHNQ ve Kuersetin’in HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinin lizerindeki sitotoksik
etkileri

CHNQ ve Kkuersetinin hicreler Gzerindeki sitotoksisite etkisini arastirmak icin 3 farkli
konsantrasyon belirlenerek HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarina 24 saat slresince belirlenen

dozlarla muamele edilmis ve Muse™ Sayim ve Canlilik Kiti (Muse™ Count and Viability Kit)
ile sonuglar analiz edilmigtir.

HCT-116 HCT-116

Toksisite %
Toksisite %

*o\ ° N L

CHNQ pM

Kuersetin pM

Sekil 4.2.Segilen 3 konsantrasyon ile muamele edilen CHNQ ve kuersetin maddelerinin
HCT116 hlcreleri Gzerindeki sitotoksisite etkisi.

HCT-116 kolon kanser hicre hatti Gzerine CHNQ'yu kuersetin ile karsilastirdigimizda daha

dusuk miktarlarla daha etkili bir bicimde hlcre oOlumune sebep oldugunu gostermis
bulunmaktayiz (Sekil 4.2).
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Sekil 4.3.Secilen 3 konsantrasyon ile muamele edilen CHNQ ve kuersetin maddelerinin HT-
29 hucreleri Uzerindeki sitotoksik etkisi.

Sekil 4.3’ te gorildugu gibi 20 ve 40 uM konsantrasyonlari 6nemli oranda hicre 6limine
sebep olmustur. Ayni kogullarda yapilan kuersetin muamelesi ise hicbir uygulama yapilmayan
HT-29 hicreleri ile ayni sonucu vermistir. Muse™ Sayim cihazindan elde ettigimiz sonuglar

BrdU inkorporasyon metodu ile ortaya c¢ikarilan bulgulari dogrulamaktadir.

4.4, CHNQ ve Kuersetin’in HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinde apoptoz lizerindeki

etkileri

CHNQ ve kuersetinin kanser hicre hatlari Gzerindeki hiicre gogalmasini inhibe edici etkileri
g6sterildikten sonra bu maddelerin apoptoz tizerindeki etkileri Muse ™ Annexin V ve Olli Hiicre
Deney Kiti (Muse™ Annexin V & Dead Cell Assay Kit) ve bazi apoptoz belirteci olan
proteinlerin western blot analizi ile gosterilmistir. Muse™ Annexin V ve Oli Hicre Deney Kiti
icerisinde hucrelerin apoptoz durumuna gectiginde hicre membranlarinda bulunan
fosfatidilserinlere baglanan Annexin V ve membran butunlugu bozuldugunda DNA'ya baglanan
7-AAD boyasi bulunmaktadir. Bdylece bu kit yardimi ile hicre populasyonundaki canl
hicreler, erken ve ge¢ apoptoz evresinde bulunan hicreler ve 6lU hicreler ayirt
edilebilmektedir. Muse™ Annexin V ve Olu Hiicre Deneyi igin HCT-116 ve HT-29 hicreleri
CHNQ ve kuersetin ile dnceden secilen 3 farkli konsantrasyonda 24 saat streyle muamele

edilmistir.
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Sekil 4.4.Secilen 3 konsantrasyon ile muamele edilen HCT-116 hulcrelerinde CHNQ ve
kuersetin maddelerinin apoptoz Gzerindeki etkileri.

HT-29
100-
b d I R I 0.4 % DMSO
80+ 3 CHNQ10 M
[l CHNQ 20 uM
3¢ 601 Bl CHNQ 40 uM
o
:g 40
T
20 |l|
0 |=| .ii =

Canh Erken Geg Toplam Olim
apoptoz apoptoz apoptoz

Sekil 4.5.Secilen 3 konsantrasyon ile muamele edilen HT-29 hicrelerinde CHNQ maddesinin
apoptoz uzerindeki etkileri.

Sekil 4.4 ve Sekil 4.5°te goruldugu Uzere CHNQ hem HCT-116 hem de HT-29 hicre

hatlarinda artan doz miktariyla beraber apoptozun da artmasina sebep olmustur. Kuersetin
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maddesi de yikselen doz miktariyla apoptoza giren HCT-116 hicre miktarini arttirmigtir fakat
CHNQ kadar etkili olmamistir. HT-29 hicrelerinde kuersetin ile muamele edildiginde toksisite
gbzlenmemis oldugundan (bkz.Sekil 4.3 ve Tablo 4.1), bu hicrelerde apoptoz tayini

yapiimamistir.

CHNQ ile karsilastirildiginda, kuersetinin hicre c¢ogalmasi ve apoptoz Uzerindeki etkisi
oldukca dusuk oldugundan, devam eden deneylerde farkli hlicre hatlarinda yalnizca
CHNQ'nun etkisi arastinimigtir. HCT-116 hucrelerinde AKR1B1 susturulmasi ve hicresel
etkileri CHNQ ile muamelenin ardindan HCT-116 ve HT-29 hicrelerinde gorulen hicre
¢ogalmasinda azalma ve apoptozda artisin AKR1B1 ifadesi ile iligkili olup olmadigini
arastirmak amaciyla, HCT-116 hucrelerinde AKR1B1 ifadesi shRNA (short hairpin RNA)
teknolojisi kullanilarak susturulmustur. Bu amagcla Qiagen SureSilencing ShRNA Plasmids Kiti
satin alinmigtir. Bu kit AKR1B1'In susturulmasi icin tasarlanmis 4 farkli shRNA ve bir adet
kontrol (scrambled sequence) plazmiti icermektedir. Transformasyon yoluyla cogaltilan
plazmitlerin memeli hiicre hatlarinda kalici ifadesi i¢in yapilan transfeksiyon deneyinde segilimi
saglamak igin neomisin geni kullaniimistir. Plazmitler arasindan en etkili ¢alisanini segmek
amaciyla Sekil 4.6 'da gosterildigi gibi 4 plazmit ayri ayri ve beraber olacak sekilde HCT-116
hicre hattina 48 saat sureyle gecici olarak transfekte edilmis ve bu sirenin sonunda elde

edilen hacre lizatlari ile western blot analizi yapilmistir.

HCT-116 Negatif AKRI1BI1 shRNA

Kontrol 1 2 3 4 Hepsi
AKRI1BI1
GAPDH

Sekil 4.6. Farkli shRNA plazmidleri ile 48 saat transfekte edilen HCT-116 hicrelerindeki
AKR1B1 (BW: 36kD) seviyeleri. GAPDH (MW: 36kD) yukleme kontroll olarak kullaniimistir.

Bu deneyin sonucunda 4 numarali plazmit memeli hicrelerinde kalici olarak ifade edilmek
amaciyla secilmistir. Kalici transfeksiyon deneyinde en etkili sonucu verecek DNA miktarini
belirlemek amaciyla farkli miktarlardaki (1, 2 ve 5 yg) 4 numaral plazmit 48 saat sureyle HCT-

116 hacrelerine transfekte edilmigtir. Elde edilen lizatlar ile western blot analizi yapiimistir.
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HCT-116 Yaban Tipi AKRI1B1 shRNA4

Kontrol 1 ng 2 ng S png

AKRI1BI1

Sekil 4.7.1 ug, 2 ug ve 5 ug miktarlarinda AKR1B1 shRNA 4 plazmidi ile transfekte edilmis
HCT-116 kolon kanser hucrelerinde AKR1B7’in ifadesi (MW: 36kD). GAPDH proteini (MW:
36kD) yukleme kontroll olarak kullaniimistir.

Sekil 4.7'de goruldigi gibi 2 ve 5 ug miktarinda DNA kullanilan érnekler hemen hemen ayni
etkiyi gostermistir. Fakat fazla miktardaki DNA ve transfeksiyon maddesi hucreler Uzerinde
toksik etki gostereceginden 2 ug DNA kalici transfeksiyon deneyinde kullaniimak Uzere

secilmigtir.

Kullanilacak plazmit ve miktari belirlendikten sonra kalici olarak AKR1B1''n HCT-116
hicrelerinde susturulmasi amaciyla bu hiicrelere 2 ug miktarindaki 4 numarali plazmid 48 saat
sire ile transfekte edilmistir. Sonrasinda daha o&nce laboratuarimizda belirlenen
konsantrasyondaki (450 ug/ml) neomisin (G418) antibiyotigi transfeksiyon yapiimayan kontrol
hicreleri 6lene kadar hicrelere verilmigtir. Yaklasik 10 ginin ardindan kontrol érnegindeki
batdn hicrelerin 6lmesiyle transfeksiyon yapilan érneklerdeki hicreler koloni segimi yapilmasi
amaciyla daha buyuk bir flaska aktarniimistir. Secilen koloniler basta kullanilan antibiyotik
miktarinin yarisinda (225 pg/ml) biyatilmeye devam edilmistir. Farkl kolonilerden elde edilen
hicre lizatlan ile western blot analizi yapilarak AKR1B1susturulmus koloniler belirlenmistir.
Deney sonucu Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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HCT-116 Negatif AKRI1B1 Susturulmus Monoklonlar
Kontrol 1 2 3 4 5 6

Sekil 4.8.AKR1B1'i kalici olarak susturulmus monoklon HCT-116 hucrelerindeki AKR1B1
ifadesi (MW: 36kD). Beta aktin (MW: 42 kD) yukleme kontrolu olarak kullaniimistir.

Farkl seviyelerde susturulmus iki adet monoklon (1 ve 6) ve kontrol plazmiti transfekte edilen
poliklon hicreleri sonraki deneylerde kullaniimak amaci ile secilmistir. Raporun burdan sonraki
kisminda, kontol plazmiti ile transfekte edilmis hicreler NC, susturulmus iki monoklon ise M1

ve M6 olarak adlandirilacaktir.

4.5, HCT-116 hiicrelerinde AKR1B1 susturulmasi ve hiicresel etkileri

4.5.1. AKR1B1 susturulmus HCT-116 hiicrelerinde hiicre gogalmasinin arastiriimasi

CHNQ’nun hicrelere uygulanmasinin hiicre gogalmasi tzerindeki etkileri BrdU inkorporasyon
yontemi ile belirlenmistir. CHNQ maddesi daha once etkinliginden dolayi segilen serumsuz
ortamda ve farkli konsantrasyonlarda, NC, M1 ve M6 hucrelerine uygulanmistir. Hicreler 24
saat boyunca farkli konsantrasyonlarda CHNQ ile muamele edilmis daha sonra BrdU metodu
ile hiicre ¢cogalmalari belirlenmigtir. Tablo 4.2 ' de serumsuz ortamda uygulanan CHNQ'nun
HCT-116 AKR1B1 susturulmus monoklon ve scrambled shRNA hicrelerinde hicre
cogalmalari Gzerindeki etkileri ve ICso (hiicre gogalmasinin %50 oraninda inhibisyonuna sebep
olan konsantrasyon) degerleri verilmistir. Yapilan istatistiksel testler sonucunda yaban tipi
hucrelerin ICso deg@erleri ile scrambled shRNA HCT116 ve monoklon hicrelerinin ICso degerleri

arasinda anlaml bir fark olmadigi géralmustdr.
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Tablo 4.2. 24 saat suresince farkli konsantrasyonlarda uygulanan CHNQ maddesinin
scrambled shRNA, AKR1B1 susturulmus monoklon 1 ve monoklon 6 HCT116 hicrelerinde

ICso deg@erlerinin BrdU metodu ile belirlenmesi.

ICso (MM)

Yaban tipi HCT-116 10.3£2.6

Scrambled shRNA (NC) 9.5+1.95
Monoklon 1 11.05+2.35

Monoklon 6 12.442.6

4.5.2. AKR1B1 susturulmasinin ROT olugsumu lizerindeki etkileri

AKR1B1’in daha o6nce oksidatif stres (zerinden sebep olunan inflamasyona yol actidi
gOsterilmistir (Maccari ve Ottana, 2014). Ayrica, AKR enzimleri NAD(P)H’lar1 kullanarak
glikozu sorbitole cevirdikleri igin oksidatif stres olusturma agisindan ylksek kapasiteye
sahiptirler. Bu sebeple, AKR1B1 susturulmasinin ROT olusumu Uzerindeki etkilerini

gozlemlemek amaciyla NBT deneyi uygulanmistir.

100+

Fokkk

% ROT seviyeleri
(4]
e

Sekil 4.9.AKR1B1 susturulmus ve kontrol HCT-116 hicrelerinde ROT seviyeleri

NC, M1 ve M6 hcreleri 96-kuyucuklu plakalarda, 5 saat NBT sollisyonu ile inkiibe edilmis,
metanol ile fix edilmis ve ardindan kurutulmustur. Olusan formazan kristalleri bazik DMSO’da
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¢6zllmUs ve c¢dzlnmeden elde edilen mavi renk mikroplaka okuyucuda 620 nm‘de
okunmustur. Elde edilen sonuglara gére, AKR1B1 susturulmus hicrelerde kontrol hicrelere

kiyasla daha az ROT olusumu gozlenmistir (Sekil 4.9).

4.5.3. Hucre ¢ogalmasi ile iligkili yolaklarin incelenmesi

Mitojen tarafindan aktive edilen protein kinaz (MAPK) sinyal yolagi hicre icinde hicre
¢ogalmasi, apoptoz ve farklilasma gibi 6nemli fonksiyonlari reglile etmektedir (Keyse, 2000;
Rho vd., 2011). 24 saat suresince 10 ve 20 yM CHNQ uygulanan NC, M1 ve M6 hticrelerinden
elde edilen 30 ug protein lizatlari ile western blot metodu uygulanarak fosfo-ERK1/2, ve total

ERK1/2 proteinlerinin ifadeleriSekil 4.10'da gosterilmigtir.

NC Monoklon 1 Monoklon 6
CHNQ(uM) 0 10 20 0 10 20 0 10 20
pERKL2 | i - @R - . =--. - :z ::g:
TotahERK1/2 | — —— = == .= ﬁ :g:
GAPDH | e e e e = eme s = e | 38kDa

Sekil 4.10.Secilen U¢ konsantrasyon ile 24 saat muamele edilen CHNQ maddesinin scrambled
SshRNA HC-T116 (NC), AKR1B1 susturulmus monoklon 1 ve monoklon 6 HCT116 hicrelerinde
MAPK/ERK proteinlerinin aktiviteleri Gzerindeki etkisinin western blot metodu ile belirlenmesi.
Esit protein yuklenmesi GAPDH proteinleri ile dogrulanmistir.

Mitojen ile aktive olan ERK proteinini aktivitesi fosforile formlarinin miktarindan
belirlenmektedir.Sekil 4.10’da goérildigu Uzere uygulanan CHNQ dozundaki artigla birlikte

fosfo-ERK miktarlarinda artis gézlenmisgtir.

Western blot sonucglarinda, CHNQ ile muamele edilmemis scrambled shRNA HCT-116 ile
monoklon 1 ve monoklon 6 hicrelerini karsilastirdigimizda; fosfo-ERK formlarinda azalma
g6zlemlenmistir (bkz. 1, 4 ve 7. siitunlar). Bu sebeple, AKR1B1 susturulmus monoklon
hicrelerinin, scrambled shRNA HCT-116 hicrelerine kiyasla bélinme hizlarinin ve hicre

canliik kapasitelerini gbdzlemlemek amaciyla, 24, 48 ve 72 saat zamanlamali BrdU
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inkorporasyon deneyleri yapilmistir. Hlcreler serumlu ortamlarda 24 saat, 48 saat ve 72 saat

boyunca buyutilmusg olup, verilen zamanlarin sonunda BrdU inkorporasyon deneyleri
uygulanmistir.

Bl NC
2 Monoklon 1
3 Monoklon 6

Hiicre canhihd

Sekil 4.11.AKR1B1 geninin susturulmasinin hicre gogalmasi Gzerindeki etkisinin scrambled
shRNA HCT-116, AKR1B1 susturulmus monoklon 1 ve monoklon 6 HCT-116 hcreleri ile
BrdU metodu kullanilarak belirlenmesi. Her bar ortalama * standart sapma (n=3)
goOstermektedir. S=saat, ns= istatistiksel olarak anlamli degil.

Sekil 4.11°de goérildigu Uzere, 24 saat, 48 saat ve 72 saat zaman dilimlerinde AKR1B1
susturulmus Monoklon 1 ve Monoklon 6 hdcrelerinin bolinme hizlarinda ve canlilik
kapasitelerinde scrambled shRNA HCT-116 hucrelerine kiyasla ciddi oranda azalma
g6zlenmektedir. Bu durum western blot sonucunda gordigimiz CHNQ ile muamele
edilmemis hudcrelerin fosfo-ERK miktarlarindaki degisimi destekler niteliktedir. Bu sonuglara
gore, AKR1B1 geninin onkojenik bir etkisinin oldugunu, dolayisiyla bu genin susturulmasinin
hicre cogalmasini olumsuz yonde etkiledigini dusinmekteyiz.

4.5.4. AKR1B1 susturulmus HCT-116 hiicrelerinde hiicre déngiisiiniin arastiriimasi

CHNQ’nun ICso degerleri belirlenen AKR1B1 susturulmus HCT-116 hcreleri, iki farki CHNQ
konsantrasyonuyla (10 ve 20 yM) muamele edilmistir. Daha sonra, %70’lik soguk etanol ile
sabitlenen hiicreler, Propidyum iyodiir (P1) ile boyanmistir. PI, DNA kontentini degerlendirmek

amaciyla en sik kullanilan florasan boyalardan biridir. DNA (zerinde iki baz arasina girerek,
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535 nm dalga boyunda uyarilir ve 617 nm dalga boyunda isima verir. Bu sayede, Pl ile

kim sitometresinin FL-3 kanalinda degerlendirilir.

onglsu a

boyanan hucrelerinin hicre d
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Sekil 4.13.CHNQ ile muamele edilen AKR1B1 susturulmus ve kontrol HCT-116 hicrelerinin
hldcre dongusu dagilimi.
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AKR1B1 susturulmus kontrol poliklon ve monoklon HCT-116 hucrelerinde hicre déngisu
ilerlemesinin belirlenmesi amaciyla Pl boyama metodu uygulanmistir. Bunun igin, hucreler
serumsuz ortamda 24 saat boyunca %0,4 DMSO, 20 yM Sorbinil (AKR1B1 ve AKR1B10
inhibitord), veya 10 ve 20pM CHNQ ile muamele edilmis; ardinda Pl ile boyanmistir.

Sekil 4.12’de goruldigu dzere, CHNQ muamelesi, hem kontrol poliklon hicrelerinde, hem de
AKR1B1 susturulmus monoklon hticrelerinde, AKR1B1’in susturulmasindan bagimsiz olarak,
G2/M fazinda bloklanmaya sebep olmaktadir.Sekil 4.13’te, kontrol poliklon ve AKR1B1
susturulmus hicrelerinde, her bir hiicre déngusu fazinda bulunan hicre yizdeleri verilmistir.
Buradan da anlasilacagi tuzere, CHNQ'nun hicre dongusu Uzerindeki etkisi, AKR1B1’den

bagimsizdir.

4.5.5. AKR1B1 susturulmasinin hiicre dongiisu lizerindeki etkisinin incelenmesi

Sekil 4.10 ‘da gosterildigi Uzere, AKR1B1 susturulmasinin ve CHNQ etkisinin mitojen
tarafindan aktive edilen protein kinaz (MAPK) sinyal yolagdi Gzerindeki etkileri gésterilmistir. Bu
sonuglara dayanarak, CHNQ ile muamele edilmemis scrambled shRNA HCT-116 ile monoklon
1 ve monoklon 6 hicreleri karsilastirildiginda, fosfo-ERK1/2 protein formunda azalma
gozlenmistir. Bu azalmanin hiicre dongusundeki etkisini gézlemlemek amaciyla, NC, M1 ve
M6 HCT-116 hucreleri bir gece boyunca serumsuz besiyerinde bekletiimis ve huicrelerin
cogunun G1 fazinda senkronize olmasi saglanmistir. Daha sonra, serumsuz besiyeri serumlu
besiyeri ile degistirilip, O ve 6. saatlerde toplanan hicreler Pl ile boyanarak hicre donguleri

izlenmistir.
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Sekil 4.14. AKR1B1 susturulmasinin HCT116 hcrelerinin hicre déngusu Uzerindeki etkileri.
Mavi ¢izgiler scrambled shRNA hucrelerini, yesil gizgiler monoklon 1 hucrelerini ve kirmizi
gizgiler monoklon 6 hucrelerini temsil etmektedir.

Sekil 4.14.’te de goéruldugu tzere, monoklon 1 ve monoklon 6 hicreleri hiicre donglsuni
scrambled shRNA hicrelerine kiyasla daha geriden takip etmektedir ve bu fark 6 saat ve

sonrasinda belirgin bir sekilde gozlemlenmektedir.

4.5.6. Hucre dongusii ile iligkili yolaklarin incelenmesi

Akim sitometrisinde elde edilen sonuglara gbére, M1 ve M6 hucreleri, en belirgin olarak, 6.
saatte hicre dongusu bakimindan scrambled shRNA hicrelerine gore geride kalmaktadir. Bu
sebeple, serumsuz besiyerinde bir gece senkronize edilen NC, M1 ve M6 hucrelerinden,
besiyerinin serumlu besiyeri ile degistiriimesinin ardindan 0. ve 6. saatlerde protein izole

edilmigtir.
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0 saat 6 saat

NC M1 M6 NC M1 Mé

P-pRb 8 SN sem S (110 kDa

1.00 1.09 069 33 3.0 2.63

Siklin E PO ~-’ 53 kDa

1.00 1.98 161 242 428 3.67

Beta-aktin | weees ase e onmms ssses S | 42kDa

Sekil 4.15.AKR1B1 susturulmasinin hiicre dénglsu Uzerindeki ve hiicre déngusu Uzerinde
gorev alan proteinler Uzerindeki etkisi.

Siklin E proteini, siklin protein ailesinin bir Gyesidir. Hicre donglsu suresinde, G1 fazinda
Cdk2'ye (cyclin-dependent kinase) badlanarak, G1 fazindan S fazina gegisi saglayarak hiicre
bolinmesini kontrol eder. Siklin E/ Cdk2 birlikte retinablastoma proteinini (Rb) fosforlayarak,
G1 fazinda ilerlemeyi tetiklemektedir. Hicreler, hiicre déngusinin bu fazindayken Siklin E
proteini aktif olarak bulunmaktadir. Ancak hicreler, bu fazdan ¢iktindan sonra, Siklin E hizli bir

sekilde yikilir ve bir sonraki fazda aktif olmasi gereken Siklin B1 aktive olur.

Sekil 4.15 ‘de de goérildigu Uzere, 0 saatte, diger bir deyisle hlcreler tamamen senkronize
halde G, fazinda beklerken, Siklin E seviyeleri esittir. Ancak 6 Inci saatte, M1 ve M6
hicrelerinde, Siklin E seviyelerinde sirasiyla yaklasik %60 ve %40 artis gdzlenmektedir.
Bununla uyumlu olarak, 0. saatte fosforile pRB seviyeleri esitken, 6. saatte M1 ve M6
hicrelerinde p-Rb daha azdir. Bu sonuglara bakarak, NC hcrelerinin M1 ve M6 hlcrelerine
kiyasla, hlcre déngusunin bu fazini bitirip bir sonraki faza gectigi, ancak M1 ve M6
hicrelerinin hala bu fazda bulunduklari séylenebilir. Dolayisiyla, bu sonuglar akim

sitometrisinde elde edilen sonuglari destekler niteliktedir.
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4.5.7. AKR1B1 susturulmasinin apoptoz uizerindeki etkileri

CHNQ maddesinin ve AKR1B1 susturulmasinin hicre apoptozu Uzerindeki etkilerini
gbzlemlemek amaciyla hiicrelere Annexin V ve Propidyum iyodiir boyamasi yapilmistir. Bu
boyalardan Annexin V, hicre zarinda bulunan fosfatidilserinlere baglanma yetisine sahip FITC
isaretli bir proteindir; Pl ise DNA'yI boyayan bir florasan boyadir. Normal bir hiicrede, hlicre
zarl zarar gormemis haldeyken, fosfatidilserinler hicre membraninin iginde bulunur,
dolayisiyla digsardan Annexin V verilse bile bu hicreler boyanmayacaktir. Benzer sekilde,
hiicre ve gekirdek zari zarar gérmemis saglikl bir hiicrede PI de hiicre igine giremeyecedi i¢in
herhangi bir boyama olmayacaktir. Ancak, hiicre apoptoza girdigi zaman, éncelikle hiicre zari
zarar gorecek ve Annexin V bu hicreleri boyayabilecektir. Apotozun daha ileri asamalarinda
ise, artik cekirdek zari da zarar gorecegi igin, hucreler hem Annexin V hem de PI ile
boyanabilecektir.
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Sekil 4.16 ‘daki grafiklere gore, sol alt kisimdaki (LL) hicreler iki boya tarafindan da
boyanmamisg, saglikhi ve canli hiicreleri gdsterirken, sag alti kisimdaki (LR) hicreler sadece
Annexin V ile boyanmig erken apoptotik hicreleri, sag ust kisimdaki (UR) hicreler hem Annxin

V hem de Pl ile boyanmis ge¢ apoptotik ve 6li hicreleri gostermektedir.

Etoposit (50 yM) bir topoizomeraz Il enzimi inhibitorididr. DNA ile Gg¢lt bir kompleks kurarak
DNA ipliginde kiriimalara sebep olur. Bu 6zelliginden 6tirt bu kimyasalin apoptoza sebep
oldugu bilinmektedir (Kang vd., 2010). Bu sebeple, apoptoz deneyinde pozitif kontrol olarak

kullaniimistir.

NC, M1 ve M6 hiicrelerinin apoptoz profilleri kiyaslandigi zaman, hlcreler arasinda ciddi bir
fark gézlenmezken, CHNQ’nun her ¢ hlicrede de apoptoza yol agtigi gériimustir. Ancak, her
hicrede de ayni seviyede apoptoz oldugu goérilmektedir ve bu sonuglar CHNQ'nun AKR1B1

uzerinden calismadigini destekler niteliktedir.

4.5.8. AKR1B1 susturulmasinin hicre hareketliligi tizerindeki etkileri

AKR1B1 susturulmasinin ve susturulmus hicrelerde CHNQ maddesinin hiicre hareketliligine
etkisini gézlemlemek amaciyla in vitro yara iyilesme deneyi yapilmistir. Bu metot in vitro
ortamdaki yara iyilesmesi suresince hticre goclini gosteren bir taklittir. CHNQ muamelesi icin,

¢ok fazla hiicre 6limine sebep olmayacak bir konsantrasyon olan 10 yM segilmistir.
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0 saat 24 saat 48 saat

NC

M1

M6

Sekil 4.17.AKR1B1 susturulmus ve kontrol HCT-116 hucrelerinde pipet ucuyla acgilan yaranin
48 saat sonunda kapanma miktarlarinin gésterilmesi.

Sekil 4.17° de goérlldugu uzere, CHNQ tum hulcrelerde yara iyilesme slrecini
yavaglatmaktadir. Bunun yaninda sadece NC, M1 ve M6 hicrelerinin hareketliligini
kiyasladigimiz zaman, 48 saatlik surenin sonunda NC hucrelerinin yarayl tamamen kapattigi
ancak AKR1B1 susturuimug M1 ve M6 hucrelerinin hala agik yaraya sahip olduklari
gorilmektedir. Bu hicrelerin daha az hareketlilie sahip olmalari, Bélim 4.5.3'te gdsterilen
dusuk proliferasyon hizi ve Béliim 4.5.5'da gdsterilen hiicre dongusundeki gecikme ile birbirini

destekler niteliktedir.

4.5.9. AKR1B1 susturulmasinin hiicre gogu lizerindeki etkileri

AKR1B1 susturulmasinin ve susturulmus hicrelerde CHNQ maddesinin hiicre gogu

uzerindeki etkilerini g6zlemlemek amaciyla Transwell migrasyon deneyi yapilmigtir. Bu deney,

hlcrelerin disik konsantrayonda serum igceren bir kompartmandan ylksek konsantrasyonda

serum igeren baska bir kompartmana ge¢gmesi temeline dayanir. CHNQ muamelesi ic¢in, ¢ok
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fazla hicre 6limine sebep olmayacak bir konsantrasyon olan 10 uyM secilmistir. Go¢ etmis

hicre sayisi ile boyanma miktari dogru orantilidir.

NC-Vehikiil NC- CHNQ (10uM)
/ 60007 | |
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>

@ 4000-
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Sekil 4.18.CHNQ maddesinin NC, M1 ve M6 hicrelerinin hiicre gogu 6zelligi Uzerindeki etkisi.

Sekil 4.18'de goruldugu uzere, CHNQ muamelesi hem NC hucrelerinin hem de M6
hicrelerinin Transwell Gzerinden géguini ciddi seviyede etkilemigstir. Buna ek olarak, CHNQ ile
muamele edilmemis (vehikal) NC ve M6 hucrelerini kiyasladigimiz zaman, M6 hucrelerinin

daha az boyandiklarini, dolayisiyla, daha az go¢ etmis olduklarini goérmekteyiz.

4.5.10. AKR1B1 susturulmasinin anjiyogenez uzerindeki etkileri

Anjiyogenezin in vitro olarak degerlendiriimesinde en yaygin olarak kullanilan deney endotel
hicrelerin tip benzeri yapilar olusturabilme kabiliyetine dayali bir deney olan yeni tiip olugsumu
deneyidir. Kanser hucrelerinin sartlandirilmis besiyerleri, bu tiplerin yliksek miktarda tip
olusturmasini indiikleyecek faktérlere sahiptir. AKR1B1 susturulmus HCT-116 hlcrelerinde bu
durumu indukleyecek bir degisikligin olup olmadigini gdézlemlemek amaciyla, 72 saatlik
besiyeri toplanmis ve HUVECIler 1:1 oraninda endotel hilicre besiyeri:kosullu besiyeri
kullanilarak daha énceden Matrigel ile kaplanmis 96-kuyucuklu plakalara ekilmistir. 6 saatlik

inkiibasyonun ardindan tup olusumlari degerlendirilmistir.
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Sekil 4.19.AKR1B1 susturulmus hicrelerin yeni damar olusumu tzerindeki etkileri.

Sekil 4.19'da goéruldugu uzere, HCT-116 hucrelerinde AKR1B1 susturulmasi, HUVEC
hicrelerinde yeni damar olusumu etkileyen istatiksel olarak anlamli bir degisime neden

olmamistir.

4.5.11. AKR1B1 susturulmasinin NF-kB transkripsiyon faktoru Gizerindeki etkisi

Nukleer faktér- kB (NF-kB)/Rel proteinleri NF-kB2 p52/p100, NF-kB1 p50/p105, c-Rel,
RelA/p65 ve RelB proteinlerinden olusmaktadir. Bu proteinler, inflamasyon, stres tepkisi, B-
hicresi gelisimi vb gibi birgok biyolojik stregte gen ifadesini diizenlemek amaciyla dimerik
halde gérev alan transkripsiyon faktorleridir. Normal sartlarda bu proteinler, IkB proteinine bagli
olarak inaktif sekilde dururlar. Digardan gelen herhangi bir inflamatuar etki ile birlikte IKK
kompleksi active olarak IkB proteinlerini fosforile eder. Bu fosforilasyon, IkB’nin proteazom ile
yikimina sebep olarak, NF-kB proteinlerini serbest birakir. Aktif NF-kB/Rel kompleksinin
RelA/p65 alt Unitesi nikleer translokasyon ve transaktivasyon 6zelligine sahiptir. Boylece,

cekirdekten iceri girerek transkripsiyon faktori olarak gorev alir.

46



AKR1B1 susturulmasinin bu proteinlerin ifadelenmesini gézlemlemek amaciyla, ilk olarak NC,
M1, M6 hulcrelerinde sitoplazmik ve c¢ekirdeksel protein fraksiyonu yapilmis ve ardindan

western blot teknigi ile ifadelenme seviyelerine bakilmistir.

sitoplazmik niikleer

| NC M1 M6 NC M1 M6

Topo-II S Sl s | 180 kDa

p65 —ap GEe e . 65 kDa
- - T ES——

p50 W 50kDa

Sekil 4.20.AKR1B1 susturulmus HCT-116 hicrelerinde NF-kB proteinlerinin ifadelenmesinin
Western Blot yontemi ile gosterilmesi. Topo-Il proteini ¢ekirdeksel protein belirteci olarak
kullaniimistir.

Yukaridaki sekilde goéruldigu tzere, M1 ve M6 hiicrelerinin ¢ekirdeksel protein fraksiyonundaki
p65 seviyesinde NC hicrelerine kiyasla azalma goriimektedir. Bu durum, AKR1B1

susturulmasinin anti-inflamatuar etkilerinin olabilecedi ydbnunde umut verici bir 6zellige sahiptir.

NF-kB transkripsiyon faktorinin ifadelenmesi Sekil 4.20°de gosteriimesinin ardindan, bu
sonucu dogrulamak amaciyla, transkripsiyonel aktiviteyi gosteren bir deney olan lusiferaz
tayini deneyi yapiimistir. Bu amacla, 5 kopya NF-kB (TGGGGACTTTCCGC) kuvvetlendirici
dizi iceren PathDetect sistemi kullaniimistir. Deneyde ayni zamanda, CHNQ maddesi de

kullaniimig; onun da NF- kB transkripsiyonel aktivitesi Uzerindeki etkileri gozlemlenmigtir.
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Sekil 4.21.AKR1B1 susturuimus NC, M1 ve M6 hicrelerinde NF-kB transkripsiyonel
aktivitesinin incelenmesi.

Lusiferaz NF-kB transkripsiyonel aktivite deneyinden elde edilen bulgular western blot
sonuglarini destekler niteliktedir: M1 ve M6 hucrelerindeki NF-kB transkripsiyonel aktivitesinin

NC hcrelerine goére daha az oldugu acik¢a goérilmektedir.

AKR1B1 susturulmus HCT-116 hicrelerinde protein miktarlarinda ve NF-kB aktivite
azalmasinda gorilen bu degisimin NF-kB DNA baglanmasina nasil etki ettigini incelemek igin

ELISA yontemi kullaniimistir.
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Sekil 4.22.AKR1B1 susturulmus HCT-116 hicrelerinde NF-kB (p65) DNA baglanma miktari.

Kitle birlikte saglanan rekombinant p65 proteinin pozitif kontrol olarak kullanildigi deneyde,
beklenmeyen bir sekilde, AKR1B1 susturulmus hlicrelerde p65 DNA baglanma kapasitesi ile
kontol (NC) hiicrelerinde p65 DNA baglanma kapasitesi arasinda bir farklilik gérilmemistir
(Sekil 4.22). Bu deneyin, erken pasaj NC, M1 ve M6 hicreleriyle tekrarlanmasi

planlanmaktadir.

4.5.12. AKR1B1 susturulmasinin AP-1 transkripsiyonel aktivitesi lizerindeki etkisi

Aktivator Protein 1 (AP-1) gen ifadelenmesini sitokinler, buyume faktorleri, stres, bakteriyel ve
viral enfeksiyonlar gibi bir ¢cok uyariciya kargi dizenleyen bir transkripsiyon faktéradur. Bu
protein, proliferasyon ve apoptoz gibi bir ¢ok hucresel islemi kontrol etmektedir. AP-1’in
transkripsiyonel aktivitesini gdstermek amaciyla lusiferaz tayini deneyi yapiimistir. Bu amacgla,
7 kopya AP-1 (TGACTAA) kuvvetlendirici dizi iceren PathDetect sistemi kullaniimistir.

49



Z 1.5- ns ns
5 -
(o]
S
§ 1.0
>
Y=
o
E 0.5-
7y
T
©
S 0.0- ;
N
& N N

Sekil 4.23.AKR1B1 susturulmus NC, M1 ve M6 hicrelerinde AP-1 transkripsiyonel
aktivitesinin incelenmesi.

Sekil 4.23° teki sonucglara gore NC, M1 ve M6 hicreleri arasinda AP-1 proteininin

transkripsiyonel aktivitesi acisindan herhangi bir fark gdézlemlenmemistir.

4.6. HCT-116 hiicrelerinde AKR1B10 asin ifadesi ve hiicresel etkileri

AKR1B10 geninin pcDNA3.1(-) zeo vektorine klonlanip, sekanslama ile dogrulanmasinin
ardindan, HCT-116 hicreleri bu vektorle transfekte edilmis ve transfekte hicrelerden,
ifadelenmenin gercgeklestirilebildigini gézlemleme total protein izole edilmistir. Sekil 4.24’te
goruldugu Uzere, hig transfekte edilmemis hicrelerde ve sadece bos vektorle transfekte
edilmis hicrelerde AKR1B10 ifadelenmesi gdzlenmezken, AKR1B10 vektorl ile yapilan

transfeksiyon basariyla gergeklestiriimigtir.
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Sekil 4.24.AKR1B10 gecici transfeksiyonunun western blot ile gdsteriimesi.

Elde edilen bu sonuglarin ardindan, HCT-116 hucrelerinde AKR1B10 kalici transfeksiyonu igin
yapiimigtir ve Zeocin (memeli hlcreleri igin secilim antibiyotigi) ile AKR1B10'u kalici olarak
ifade eden 7 adet monoklon (A1-A7) ve 6 adet poliklon (P1-P6) secilmistir (Sekil 4.25).

HT29 A2 A3 A4 A7

- "= AKR1B10

P —— S e PR Beta Aktin

A1l A5 A6 P1 P2 P3 P4 PS5 P6

= — AKR1B10

D Guap VD T Sm— — v w— | Beta Aktin

Sekil 4.25.AKR1B10 kalici transfeksiyonunun Western Blot yontemi ile gosterilmesi.

Secilmis olan monoklonal ve poliklonal hiicrelerden protein izole edilerek AKR1B10 ifadesi
kontrol edilmistir. HT-29 hiicrelerinden elde edilen protein pozitif kontrol olarak kullaniimistir.
Secilen 7 monoklondan yalnizca 2 tanesi (A1 ve A2) AKR1B10'u ifadelerken, poliklonlardan
yalnizca 1 tanesi (P4) AKR1B10'u ifade etmektedir.

Al ve A2 monoklonlari alt pasajlama yapilirken, hicre kaltiri plakasina yapisamamis ve
tamamen kaybedilmislerdir. Bu sebeple P4 hicreleri ile devam edilmeye karar verilmistir.

Ancak P4 hucrelerinde ise zamanla AKR1B10 ifadesinin kaybedildigi gérulmustur (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26.HCT-116 hicrelerinde AKR1B10'u kalici olarak ifade eden P4 hicrelerinde
AKR1B10 ifadesinin kaybolmasi.

HCT-116 hucrelerinde AKR1B10 ‘un kalici ifadesi cesitli sebeplerle saglanamadigi igin,
deneylere gecici transfeksiyonla devam edilmesine karar verilmigtir. Gegici transfeksiyon ile
72 saate kadar protein Uretimi oldugu Western Blot ile kanitlanmigtir (Sekil 4.27).

24 Saat 72 Saat

Yaban Tipi Mok EV AKR1B10  Yaban Tipi Mok EV AKR1B10

AKR1B10 — »| 34 kDa

Beta-aktin e e W mm - e _1 42kDa

Sekil 4.27.HCT-116 hicrelerinde AKR1B10'un gegici transfeksiyonunda ifadelenme
seviyelerinin 24 ve 72 saatlerde gosterilmesi.

4.6.1. AKR1B10’u asin ifade eden HCT-116 hiicrelerinde hiicre gogalmasinin

arastiriimasi

CHNQ maddesi serumsuz ortamda ve farkli konsantrasyonlarda (0-50 pyM araliginda)
AKR1B10 asiri ifade eden HCT-116 hlcrelere uygulanmistir. Hicreler 24 saat boyunca farkl
konsantrasyonlarda CHNQ ile muamele edilmis daha sonra MTT metodu ile hiicre gogalmalari

belirlenmigtir (Sekil 4.28). Bu ¢alisma erken pasaj AKR1B10 asiri ifade eden poliklon hicreleri
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ile yapilmistir. AKR1B10 ifadesi ilerleyen pasajlarda kaybedildiginden, deneylere gecici

transfeksiyon ile devam edilmistir.
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Sekil 4.28.Farkli konsantrasyonlarda CHNQ uygulayarak AKR1B10'u asiri ifade eden HCT-
116 hacrelerinde 1C50 degerinin belirlenmesi.

Elde edilen sonuglara gore (Sekil 4.28), CHNQ'nun sitotoksik etkisi diger hicrelerle benzer
sekilde olup, AKR1B10’u asiri ifade eden hiicrelerdeki 1Cso degeri yaban tipi hicrelerle
benzerdir ve CHNQ’nun hicre ¢ogalmasini etkileme kapasitesi AKR1B10 ifadelenmesinden
bagimsizdir. Bu sonuglarin ardindan, AKR1B1 susturulmasinin HCT-116 hticrelerinde hiicre
¢ogalmasini negatif yonde etkiledigi géz dnlinde bulundurularak, AKR1B10’un kendi basina

hicre cogalmasini etkileyip etkilemedigi BrdU inkorporasyon yontemi ile incelenmigtir.
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Sekil 4.29.AKR1B10'u asiri ifadesinin hicre c¢ogalmasi U(zerindeki etkilerinin BrdU
inkorporasyon metodu ile gosterilmesi. (*p<0,05, ***p<0,001, ns: istatiksel olarak anlaml
degil).

Ug¢ bagimsiz deney sonucuna gore bos vektorle transfekte edilen hiicrelerle kiyaslandiginda
AKR1B10 vektori ile transfekte edilen hicrelerin hiicre gogalmasinda bir fark gézlenmemistir.
Aradaki fark, istatiksel olarak anlamli bir degisim ifade etmemektedir. Bu deneyde
transfeksiyon 96 kuyucuklu plakalarda gergeklestiriimistir. Bu deney dizeneginde
transfeksiyon etkinligi kontrol edilemediginden (western blot gibi), deneyin 6 kuyulu plakalarda
tekrarlanmasi ve hicre canlihginin transfeksiyon ardindan hicre sayimi ile belirlenmesi
planlanmaktadir. Bu amagla laboratuvarimizda bulunan TC20 (Biorad) hicre sayim cihazi

kullanilacaktir.

46.2. AKR1B10’'u asin ifade eden HCT-116 hiicrelerinde hiicre ddngiisiiniin

arastiriimasi

CHNQ’nun ICso degerleri belirlenen AKR1B10 asiri ifade eden HCT-116 hcreleri, iki farkli
CHNQ konsantrasyonuyla (10 ve 20 pM) 24 saat muamele edilmistir. Daha sonra, %70’lik
soguk etanol ile sabitlenen hiicreler, Propidyum iyodiir (P1) ile boyanmistir. Propidyum iyoddir,
DNA kontentini degerlendirmek amaciyla en sik kullanilan florasan boyalardan biridir. DNA

Uzerinde iki baz arasina girerek, 535 nm dalga boyunda uyarilir ve 617 nm dalga boyunda
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ISima verir. Bu sayede, Pl ile boyanan hucrelerinin hicre dongusu akim sitometresinin FL-3

kanalinda degerlendirilir.

Vehikiil

AD1 EVvehicle 1
g .Gate: P2in (P1 in i)

O T TTTITHT T YT

o

Vehikiil

801 B10 vehicle 1
g OCate (P2in (Pl in

AKR1B10 *

S84

10 yMCHNQ

ADS EV 10um chnq 1
Gate: (P2 in (P! in 3

10 yM CHNQ

805 B10 10uM chnq 1
Gate_ (P2 in (P1 in al)

i

20 uMCHNQ

AO9 EV 20um chng 1
g Qate: (P2 in (P1 in aiD)

20 pM CHNQ

B09 B10 20uM chnq 1
Gate (P2 in (P1 in 34)

Sekil 4.30.Iki farkli konsantrayon CHNQ ile muamele edilen bos vektdor ve AKR1B10 ile
transfekte edilmis HCT-116 hiicrelerinde hiicre donglsunun propidyum iyodur boyamasi ile

akim sitometrisinde gosterilmesi.

AKR1B10 asiri ifade eden HCT-116 hlcrelerinde hicre déngusu ilerlemesinin belirlenmesi

amaciyla Pl boyama metodu uygulanmistir. Bunun igin, hicreler serumsuz ortamda 24 saat
boyunca %0,4 DMSO (Vehikal), 10 ve 20uM CHNQ ile muamele edilmis; ardindan PI ile

boyanmigtir.

Sekil 4.30°de goéruldugl Uzere, CHNQ muamelesi, hem kontrol EV hicrelerinde, hem de

AKR1B10 agiri ifade eden hucrelerde, AKR1B10’in varligindan bagdimsiz olarak aktivite

gostermektedir. Buradan da anlasilacagi tuzere, CHNQ’nun hucre déngusi Uzerindeki etkisi,

AKR1B10 ifadesinden bagimsizdir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31.CHNQ ile muamele edilen AKR1B10 asiri ifade eden ve kontrol (EV) HCT-116
hlcrelerinin hiicre dongisu dagilimi.

4.6.3. AKR1B10 asin ifade eden hiicrelerde hiicre dongiisu ile iligkili yolaklarin
incelenmesi

Daha 6nce akim sitometrisi ile yapilan deneylerde CHNQ'nun AKR1B10 asiri ifade eden
hicrelerde hiicre dongusu ile iligkili herhangi bir etkisi gortilmemistir. AKR1B10 asiri ifadesinin
HCT-116 hucrelerinde herhangi bir hiicre dongusunu etkileyici yapiya sahip olup olmadigini
g6zlemlemek amaciyla hicre dongusu ile ilgili proteinlerin ifadesi western blot yontemi ile

incelenmistir.

EV AKR1B10

O saat 6 saat 30 saat O saat 6 saat 30 saat

P-pRb i — < 110kDa

SIKINE | 5 SN s s S s 53 kDa

Siklin B1 B . - . 58 kDa

Beta-aktin | == — 42kDa

Sekil 4.32 AKR1B10'u asiri ifade eden hicrelerde hiicre déongusu ile iligkili yolaklarin western
blot yéntemi ile incelenmesi.
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Bu amagla, dncelike ~%70 yogunluktaki HCT-116 hicreleri Xtremegene HP ile 1:1 oraninda
serumsuz besiyerinde transfekte edilmistir. Bu sure¢, hem transfeksiyonu saglarken ayni
zamanda hlcreler serumsuz besiyerinde tutulduklari igin tim hicrelerin G1 fazinda senkronize
olmasini da saglamaktadir. Senkronizasyon ve transfeksiyonun ardindan, hucreler 6 saat ve
30 saat surelerine kadar serum igceren besiyerinde inkibe edilip, bu sireclerin sonunda protein

izole edilmigtir.

Elde edilen sonuglara goére, P-Rb seviyeleri EV ve AKR1B10 ile transfekte edilen hlcrelerde
fark gostermezken, Siklin E ve Siklin B1 seviyeleri her saat noktasinda EV hucrelere kiyasla
AKR1B10 asiri ifade eden hiicrelerde daha yuksektir (Sekil 4.32). Bu sonuclar AKR1B10 asiri

ifadesinin kendi basina hiicre dongusunu etkiledigini gostermektedir.

4.6.4. AKR1B10 asin ifadesinin apoptoz lizerindeki etkisi

CHNQ maddesinin hiicre apoptozu Uzerindeki etkilerini gézlemlemek amaciyla hicrelere
Annexin V ve Propidyum iyodiir boyamasi yapilmistir. Elde edilen énceki sonuclara gére,
CHNQ hdcrelerde glcli bir apoptoza sebep olmaktadir. CHNQ'nun sitotoksik etkilerinin
AKR1B10’dan bagimsiz oldugunu ve hicre déngusinde AKR1B10’a bagli olarak farklh bir etki
go6stermedigini g6z 6niinde bulundurarak, Annexin V boyamasi sadece AKR1B10’u asiri ifade

eden ve bos vektdrle transfekte edilmis HCT-116 hicrelerinde yapiimis ve incelenmigtir.
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Sekil 4.33 Bos vektor ve AKR1B10 ile transfekte edilmis HCT-116 hicrelerinde Annexin V-PI
boyamasi ardindan akim sitometrisi ile apoptozun incelenmesi (*p<0,05).

Annexin V apoptoz tayini ile bos vektér ve AKR1B10 geninin gegici transfeksiyonun apoptoz
Uzerindeki etkisi incelenmistir. Etoposit (50 uM) pozitif kontrol olarak kullaniimistir. Sonuglara
gore, etoposit hiicre apoptozunu indiklerken, bos vektér ve AKR1B10 ile transfekte edilen

hicreler arasinda anlaml bir fark gézlemlenmemistir

4.6.5. AKR1B10 asin ifadesinin hiicre gogii tizerindeki etkileri

AKR1B10 asin ifadesinin ve asiri ifade edilen hicrelerde CHNQ maddesinin HCT-116
hucrelerinin hicre gogu Uzerindeki etkilerini gdzlemlemek amaciyla Transwell migrasyon
deneyi yapimistir. Bu deney, hicrelerin dislk konsantrayonda serum iceren bir
kompartmandan yuksek konsantrasyonda serum igeren bagka bir kompartmana gegmesi
temeline dayanir. CHNQ muamelesi igin, ¢ok fazla hicre olimine sebep olmayacak bir
konsantrasyon olan 10 uM segcilmistir. Gé¢ etmis hicre sayisi ile boyanma miktari dogru

orantilidir.
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Sekil 4.34 CHNQ maddesinin bos vektor ve AKR1B10 ile transfekte edilen HCT-116
hlcrelerinde hicre gogu uzerindeki etkilerinin Transwell migrasyon deneyi ile incelenmesi.

AKR1B10 asiri ifadelenmesinin transwell migrasyon deneyiile 10 yM CHNQ muamele edilerek
yapilmistir (Sekil 4.34). Beklendigi tUzere, hicrelerin CHNQ ile muamelesi hlcre sitotoksik
etkilerden dolayi hiicre gociini azaltmistir. iiging bir sekilde, AKR1B10 agsiri ifadesi de, CHNQ
varligidan bagimsiz olarak, hicrelerin hareketliligini azaltmistir: membrandan karsi tarafa olan
gobciun azaldigi gézlenmistir. Simdiye kadar elde edilen bu sonuglar AKR1B10 ifadesinin timor

baskilayici 6zelliklere sahip olabilecedi yonundedir.

4.6.6. AKR1B10 asirn ifadesinin anjiyogenez lizerindeki etkileri

AKR1B10Q’u asiri ifade eden HCT-116 hucrelerinde endotel hicrelerde yeni tip olusumunu
etkileyecek bir degisikligin olup olmadigini gézlemlemek amaciyla, HCT-116 hucreleri
oncelikle 24 saat boyunca Xtreme gene HP ile 1:1 oraninda bos vektér ve AKR1B10 vektériyle
transfekte edilmis, 24 saatlik stirenin sonunda transfeksiyon yapilan besiyeri kaldiriimis ve 48
saat boyunca serumlu besiyerinde inkiibe edilmistir. Bu slrenin sonunda besiyeri toplanmis
ve HUVEC'ler 1:1 oraninda endotel hiicre besiyeri:kosullu besiyeri kullanilarak daha édnceden
Matrigel ile kaplanmis 96-kuyucuklu plakalara ekilmistir. 6 saatlik inkiibasyonun ardindan tiip

olugsumlari degerlendirilmigtir.
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Sekil 4.35 AKR1B10 asiri ifade eden HCT-116 hticrelerdinin yeni damar olusumu tGzerindeki
etkileri.

Yeni damar olusumu deneyinden (Sekil 4.35) elde edilen sonuglara goére, bos vektor ile
transfekte edilen hicrelerle kiyaslandiginda, AKR1B10 ile transfekte edilen hicreler yeni
damar olusumu ve dolayisiyla anjiyogenez Uzerinde bir etkiye sahip olmadigi c¢ikarimi

yapilmaktadir.

4.6.7. AKR1B10 asin ifadesinin NF-kB transkripsiyon faktoru lizerindeki etkisi

AKR1B10 asiri ifadesinin NF-kB protein ifadesi ve hicre igi lokalizasyonundabir degisime
neden olup olmadigini gbézlemlemek amaciyla, ilk olarak bos vektorle veya AKR1B10
vektoruyle transfekte edilmis HCT-116 hlcrelerinden sitoplazmik ve ¢ekirdeksel protein
fraksiyonlari toplanmis ve ardindan western blot teknigi ile protein ifadelenme seviyeleri

incelenmistir.
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Sekil 4.36 AKR1B10 asiri ifade eden HCT-116 hicrelerinde NF-kB proteinlerinin
ifadelenmesinin western blot yontemi ile gosterilmesi. Topo-Il proteini ¢ekirdeksel protein, a-
tabdlin proteini sitoplazmik protein belirteci, beta aktin ylikleme kontroll olarak kullaniimistir.

Yukaridaki sekilde gorildigu tzere, AKR1B10 asiri ifade eden hiicrelerin ¢gekirdeksel protein
fraksiyonundaki p65 ve p50 seviyesinde EV kontrol hicrelerine kiyasla azalma gorulmektedir.
Bununla birlikte, IkB-a’nin ifadelenme seviyesi de ciddi miktarda azalmistir. AKR1B10 asiri
ifadelenmesi NF-KB proteinleri engelleyerek sitoplazmada kalmalarini saglamaktadir. Bu da
NF-KB’nin etkiledigi gen ifadelenmelerinin azaldid1 anlamina gelecektir. Bu durum, AKR1B10

agiri ifadesinin anti-inflamatuar etkilerinin olabilecedi yoninde umut verici bir 6zellige sahiptir.

NF-kB transkripsiyon faktorinin ifadelenmesinin gosteriimesinin ardindan (Sekil 4.36), bu
sonucu dogrulamak amaciyla, transkripsiyonel aktiviteyi gosteren bir deney olan lusiferaz
tayini deneyi yapilmistir. Bu amagla, 5 kopya NF-kB (TGGGGACTTTCCGC) kuvvetlendirici
dizi iceren PathDetect sistemi kullaniimistir. Deneyde ayni zamanda, CHNQ maddesi de

kullaniimig; onun da NF- kB transkripsiyonel aktivitesi Uzerindeki etkileri gézlenmistir.
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Sekil 4.37 CHNQ ile muamele edilmis ve edilmemis AKR1B10 asiri ifade eden HCT-116
hlcrelerinde NF-kB transkripsiyonel aktivitenin incelenmesi.

Sekilde goruldugu gibi CHNQ ile muamele edilmis ve bos vektor veya AKR1B10 geni gegici
transfeksiyonu yapilmis olan HCT-116 hlicre gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
degisim gbzlemlenmigtir. Literatirde daha 6nce gosterildigi tUzere, ROT olusumu NF-kB
yolagini hedefleyerek ifadelenmesini ve aktivitesini etkileyebilmektedir. Bununla tutarli olarak,
CHNQ ile muamele edilen bos vektor transfekte hicrelerde NF-kB aktivitesi ciddi miktarda
artmigtir.  Ancak, ayni bulgu AKR1B10 varlidinda gérilmemektedir (Sekil 4.37). AKR1B10
asir ifade eden hicrelerde CHNQ’nun hicre gogalmasi, hicre dongusu ve hicre apoptozu
Uzerindeki etkisi AKR1B10 ifadesinden bagimsizdir. AKR1B10 asiri ifadesinin, bos vektoér ile
transfekte edilmis kontrol hicreleri ile kargilastiriidiginda NFkB aktivitesinde azalmaya neden
oldugu goérilmustir. Ek olarak, CHNQ ile muamele edilmis kontrol hicrelerinde (bos vektor ile
transfekte edilmis hucreler) NFKB aktivitesinde énemli bir artig gorulirken, ayni durum CHNQ
ile muamele edilen AKR1B10 asiri ifade eden hilicreler i¢in s6z konusu degildir. Bu sonuglara
bakarak, CHNQnun AKR1B10 tarafindan inaktif bir Urine metabolize edildigini

ongormekteyiz.

Bu sonuglarin ardindan, ayni hucrelerde, NF-kB aile Uyesi olan p65'in DNA baglanma
kapasitesini gosteren p65 ELISA deneyi yapilmistir. Oncelikle, hiicreler daha énce tarif edildigi
Uzere transfekte edilmis ve nukleer ve sitoplazmik fraksiyonlarina ayriimis, elde edilen nikleer

fraksiyonlar p65’in baglandigi DNA pargalariyla kaplanmis ELISA plakasina konmustur.
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Sekil 4.38 Bos vektdr ve AKR1B10 vektorl ile transfekte edilmis HCT-116 hlcrelerinde NF-
KB (p65) DNA baglanma miktari.

AKR1B10 agiri ifade edilen HCT-116 hlcrelerinde NF-kB konsensus dizisine baglanan p65
miktari belirgin bicimde azalmistir (Sekil 4.38). Kitle birlikte saglanan rekombinant p65 pozitif
kontrol olarak kullaniimistir. Sonuclar western blot ve NF-kB lusiferaz aktivite sonuclariyla

uyumludur.

4.7. Farkli metodlar ile CHNQ uygulanan HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinde

oksidatif stresin arastiriimasi

CHNQ’nun kolon kanseri hucreleri Uzerindeki cesitli fizyolojik etkilerinin AKR1B1 ya da
AKR1B10 ifadesinden bagimsiz oldugu goérulmustir. Bununla birlikte, MAP kinaz ve NFkB
yolaklari ile hicre proliferasyonu ve hiicre déngusu gibi sureclerde gorulen etkiler ROT
dretimine bagh olabilir. CHNQ, 1,4 naftokuinon yapili oldugundan, bu ¢alismamizda ayrica
CHNQ’nun yaban tipi HCT-116 ve HT-29 hucrelerinde ROT olusumuna ve ROT ile ilintili

yolaklara etkisi incelenmistir.
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CHNQ uygulamasinin HCT-116 ve HT-29 kolon kanser hicre hatlarinda oksidatif strese etkisi
nitro blue tetrazolium (NBT) ve dihidroetidyum bromir (DHE) boyamasi metotlari uygulanarak

incelenmistir.

NBT deneyi, reaktif oksijen turlerinden (ROT) slper oksit varliginda tetrazolium tuzunun
formazan maddesine doénudsmesi prensibiyle calisir. Bu kolorimetrik metod sari olan
tetrazolium tuzunun mavi formazana doéntsmesiyle degisen absorbansi ile degerlendirilir.
Hucrelerdeki oksidatif stresin CHNQ'ya bagl olan degisimi Sekil 4.39'ta gosterilmigtir. HCT-
116 ve HT-29 hucreleri farklh konsantrasyonlarda CHNQ'yva maruz birakilarak NBT

miktarindaki degisim spektrometre ile 620 nm dalga boyu kullanilarak belirlenmigtir.
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Sekil 4.39.Artan konsantrasyonlar ile 24 saat muamele edilen CHNQ maddesinin HCT-116
(acik gri) ve HT-29 (koyu gri) kolon kanser hlcreleri Uzerindeki oksidatif stres etkisinin NBT
metodu ile belirlenmesi. Her bar ortalama absorbans + standart sapma (n=3) gdstermektedir.

Sekil 4.39°da goruldugu uzere artan CHNQ konsantrasyonuyla birlikte elde edilen absorbans
her iki hiicre hattinda da anlamh seviyede artmistir. NBT sonucu gdstermistir ki HCT-116 ve
HT-29 hucrelerine uygulanan CHNQ maddesi bu hicre hatlarindaki reaktif oksijen turlerinin
artmasina sebep olmaktadir. Yiksek miktardaki ROT olusumunun kanser hiicrelerinde 6lume
sebep oldugu bilinmektedir (Yang vd., 2013; Glasauer vd., 2014). Dusuk konsantrasyonlarda
uygulanan CHNQ'nun dahi hucredeki ROT miktarinin énemli 6élgtide artmasina sebep olmasi
bu maddenin prooksidant 6zellikte oldugunu ve bu yolla kanser hicrelerinin 6lumune sebep

olabilecegini 6ngérmekteyiz. Serumlu ve serumsuz ortamda buylyen kontrol HCT-116 ve HT-
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29 hdcreleri arasinda oksidatif stres olusumunda bir fark gértlmemigtir. Ayrica DMSO

uygulamasi yapilan vehikil hiicrelerinde de anlamli miktarda bir ROT artisina rastlanmamistir.

Dihidroetidyum bromir (DHE) boyamasi oksidatif stresin belirlenmesinde kullanilan bir diger
yontemdir. Bu metot, dihidroetidyum bromurin reaktif oksijen tirlerinin varliginda oksidasyona
ugrayarak  2-hidroksietidyuma donlismesi esasina dayanmaktadir. Bu madde
yukseltgeninceye kadar mavi 1sinim yaparken yulkseltgendikten sonra kirmizi i1sinim
yaymaktadir. ICso degerlerine goére secilen CHNQ konsantrasyonlari 24 saat serumsuz
medyumda HCT-116 ve HT-29 hcrelerine uygulanmis ve DHE boyamasi yapildiktan sonra
Isinim miktari akis sitometrisinde 6lgtiimustir. Bu metodun en énemli 6zelligi kirmizi isinimin
20 dakikadan sonra yavas yavas kaybolmasindan dolayi érneklerin boyamadan hemen sonra

akis sitometrisinde olgulmesidir.
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Sekil 4.40.Segilen iki konsantrasyon ile 24 saat muamele edilen CHNQ maddesinin HCT-116
(A, C) ve HT-29 (B, D) kolon kanser hucrelerinde ROT olusumu Uzerindeki etkisinin DHE
boyama metodu ile belirlenmesi. Her bar kat degisimi + standart sapma (n=3) gdstermektedir.

DHE boyamasi sonuglari yiksek konsantrasyonda uygulanan CHNQ' nun oksidatif stresi daha
etkili bir sekilde arttirdigini géstermektedir. Bu sonucun hem HCT-116 (Sekil 4.40-A) hem de
HT-29 (Sekil 4.40-B) hicre hatti igin ayni oldugu gdsterilmistir. Ayrica akis sitometrisinden
elde edilen 1sinim miktarlarindaki degisim her bir renk bir konsantrasyonun isinimini temsil
edecek sekilde HCT-116 (Sekil 4.40-C) ve HT2-9 (Sekil 4.40-D) hucreleri icin grafige
aktariimistir. Kirmizi, yesil ve mavi sirasi ile HCT-116 igin vehikil, 10 ve 25 pM; HT-29 igin
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vehikil, 20 ve 40 pM konsantrasyonunda CHNQ uygulanan orneklerdeki degisimi
gbstermektedir. DHE boyamasindan elde ettigimiz sonu¢ NBT metoduyla CHNQ
uygulamasindan sonra ROT olugumunun arttiini gésteren sonug ile ayni dogrultudadir. iki

farkli metot ile CHNQ maddesinin hlcre igcinde oksidatif stresi arttirdigi dogrulanmistir.

Hucre icerisinde yer alan 6nemli sinyal yolaklarindan mitojen tarafindan aktive edilen protein
kinaz (MAPK) yoladi hucre gogalmasi, apoptoz ve farklilasma gibi 6nemli suregleri
duzenlemektedir (English ve Cobb, 2002; Keyse, 2000; Rho vd., 2011). Bu sinyal yolagini
olusturan ERK, JNK ve p38 proteinleri hticredeki oksidatif stres durumuyla dogrudan iligkilidir.
NBT ve DHE boyamasindan elde ettigimiz bulgular 1siginda artan ROT olugsumu ile MAPK
sinyal yolagi iligkisi incelenmistir. 24 saat suresince 5, 10 ve 25 yM CHNQ uygulanan HCT-
116 ve 10, 20, 40 yM CHNQ uygulanan HT-29 hucrelerinden elde edilen protein lizatlar ile

western blot teknigi uygulanarak ERK, JNK ve p38 proteinlerinin ifadeleri kontrol edilmistir.
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Sekil 4.41.Segilen G¢ konsantrasyon ile 24 saat muamele edilen CHNQ maddesinin HCT-116
ve HT-29 kolon kanser hicrelerinde MAKP/ERK, JNK ve p38 proteinlerinin aktiviteleri
Uzerindeki etkisinin western blot metodu ile belirlenmesi.

Stres ve mitojen ile aktive olan ERK, JNK ve p38 proteinlerinin aktiviteleri fosforile formlarinin
miktarindan belirlenmektedir. Sekil 4.41' de géruldugu Uzere uygulanan CHNQ dozundaki
artisla birlikte fosfo-ERK, fosfo-JNK ve fosfo-p38 miktarlarinda da artis gézlenmistir. Bu artis
hem HCT-116 hem de HT-29 hicre hattinda belirgin olarak ifade edilmigtir. Fosfo-p38'i
gOsteren 6zgul bandin altta bulunan bant oldugunu 6nceki calismalarimizda gdstermis
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bulunmaktayiz (Enayat vd., 2013). MAPK sinyal yolaginda yer alan bu proteinlerin
aktivitesindeki artig NBT ve DHE boyamasi ile belirledigimiz oksidatif stres durumundaki artisi
desteklemektedir. Bunun yaninda &zellikle bu yolaktaki JNK proteinin hicre olumu ve
apoptozu pro-apoptotik proteinler ve p53 lGzerinden dizenledigi bilinmektedir (Ip ve Davis,
1998). Bu bulgular bir énceki proje déneminde gdzlemledigimiz ve raporumuzda yer alan
Annexin V boyamasi ile tespit edilen apoptozdaki artigi dogrulamaktadir. Bu bulgular, CHNQ
maddesinin kanserli hucrelerde ROT olugumunu arttirdidini ve hucrelerin ROT tarafindan

induklenen otofaji mekanizmasi Uzerinden 6ldugunu diguinmekteyiz.

4.8. Farkh metotlar ile CHNQ uygulanan hiicrelerde oksidatif stresin otofaji

uzerindeki etkileri

Yuksek reaktif oksijen turleri (ROT) seviyelerinin DNA veya hilicrede hasara sebep oldugu,
DNA replikasyonunu baskiladigi ve dolayisiyla hicre dongusunde tutuklanmaya sebep oldugu
bilinmektedir. Bu sebeple, CHNQ muamelesinin HCT-116 ve HT-29 hicrelerinde hiicre

dongusu Uzerindeki etkileri arastirmistir.
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Sekil 4.42. Artan konsantrasyonlar ile 24 saat muamele edilen CHNQ maddesinin HCT-116(A)
ve HT-29 (B) kolon kanser hiicrelerinin hiicre déngisi dagiliminin gésterilmesi. Onemli farklar,
kontrol-muamele edilmemis- hiicrelere kiyasla elde edilmistir. Her bar ortalama hiicre ytizdesi
+ standart sapma (n=3) gostermektedir. Analizler tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ardindan
post-hoc Tukey c¢oklu karsilastirma testi ile yapilmistir. * p < 0.05, ** p < 0.01 ve *p < 0.001.

Sekil 4.2'te goruldigu Uzere arttan CHNQ konsantrasyonuyla birlikte G2/M fazindaki
hicrelerin ylzdesi artarken, DMSO uygulamasi yapilan vehikil hiicrelerinde (kontrol hiicreleri)
hicre donglsu tutuklanmasi gdézlenmemistir. Bu sonu¢, CHNQ muamelesi sonucuyla artan
ROT seviyelerinin hicre dongusunin G2/M fazinda tutuklanmaya sebep oldugunu kanitlar
niteliktedir (Verbon, vd, 2012).

Oksidatif stres ayni zamanda otofaji yoluyla hicre o6lumunu tetikleyerek, oksitlenmis
proteinlerin, DNA’'nin ve lipitlerin temizlenmesini saglar. Otofaji sirasinda, ¢ift zarh
otofagozomlar lizozomlarla birleserek otolizozomlari olusturur. Bu zarlarin yeni olusmus
otofagozomlar ile birlesmesi, uzanimi ve genislemesi LC3-lIl proteini tarafindan
yuritilmektedir. LC3 proteini lipitlendigi zaman, LC3-Il proteinine doénlsur (16 kDa) ve bu

ylzden jel tzerinde LC3-l proteininden (18 kDa) daha hizh ilerlemektedir. Bu sebeple, ilk
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olarak HCT-116 hulcrelerinde CHNQ muamelesinin LC-3 proteini Uzerindeki etkileri

incelenmistir.

Western blot sonuglarinda, CHNQ uygulanan hicrelerin hem LC3-1, hem LC3-1l seviyelerinde
ciddi bir artis gozlenmistir (Sekil 4.43). Bu sonuglar bize, bu hiicrelerde otofaji slrecinin

uyarildigini géstermektedir.

Bunun yaninda, hicre buyumesinin merkezi denetmeni, rapamisinin memelilerdeki hedef
protein kompleksi (mammalian target of rapamycin complex 1-mTORC1) de hucresel strese
bagl olarak otofajide gorev almaktadir. PI3K-AKT vyolagi, mTORC?'i negatif olarak
duzenleyerek kanser hucrelerinin hayatta kalabilme yeteneklerinde buyuk rol oynamaktadir.
Sekil 4.43'te gosterilen western blot sonuglarinda, CHNQ uygulanmig hicrelerin fosforlanmig

AKT seviyelerinde ciddi miktarda azalma gozlenmistir.

VPS34’ln-lipid kinaz bosluklu protein- aktivitesini diizenleyen Beklin-1 proteini de fagofor
(phagophore) olusumunu desteklemektedir. Ancak beklenmeyen bir sekilde, CHNQ

uygulanmis HCT-116 hucrelerinde Beklin-1 seviyelerinde azalma gorulmustur.

Otofajinin ROT olusumu sebebiyle olup olmadigini arastirmak Gzere, HCT-116 hlcreleri hem
CHNQ hem de bir antioksidan olan N-acetil sistein (N-acetyl cysteine-NAC) ile muamele
edilmistir. Tek basina NAC uygulanmasi LC3 proteininin lipittenmesine yol agmazken, CHNQ

ve NAC’nin birlikte uygulanmasi LC3-Il seviyesinde ciddi bir azalmaya neden olmustur.
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- —— —
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Sekil 4.43. 3 farkli konsantrasyonda CHNQ uygulanan HCT-116 hicrelerinde ROT iligkili
otofajinin baglatiimasi.
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Lizozomlar ve otolizozomlarin asidik kesecikli organeller (acidic vesicular organelles-AVO)
olusturdugu bilinmektedir. Dolayisiyla, CHNQ uygulanmig HCT-116 hucrelerinin otofajiye
girdigini teyit etmek amaciyla, iki farkli deney uygulanmistir (Sekil 4.44). Bu deneylerden
birincisinde CHNQ uygulanan hucreler florasan bir boya olan Cyto-ID kullaniimistir. Cyto-ID
Ozellikle otofajik kofullari boyamaktadir. Deneylerden ikincisinde ise, akridin turuncusu
(acridine orange) kullaniimistir ve bu boya yalnizca asidik kofullari boyamaktadir. Boyanan
hucreler daha sonra akim sitometrisi ile analiz edilmistir. Bu testlerde 3- metiladenin (3-MA)
otofaji inhibitorl olarak kullaniimistir ve AVO olusumunu engellemesi beklenmektedir. CHNQ
ile muamele edilip, Cyto-ID boyasi ile boyanan hicreler akim sitometrisinin FL-1 kanalinda
analiz edilmigtir. Rapamisin (Rap) ve Klorokinin (CQ) otofajiye sebep oldugu bilinen
maddelerdir ve bu deney dizeneginde pozitif kontrol olarak kullaniimistir. Bu sonuglara
bakarak, CHNQ muamelesinin AVO olusumunda istatistiksel olarak énemli bir artisa sebep
oldugu gorulmektedir. Akridin turuncusu ile boyanip ardindan akim sitometrisinin FL-2
kanalinda analiz edilen HCT-116 hcrelerinde de AVO olusumu gozlenmistir: 10 ve 25 uyM
CHNQ uygulamasi asidik kofullarda ciddi bir artis oldugunu gdsterirlen (p<0.001), CHNQ’nun
otofaji inhibitéri olan 3-MA ile birlikte uygulandiginda hticrelerde bu etki tersine donmustr; bir

baska deyisle AVO olusumu sebepli otofaji engellenmistir.

CHNQ veya Rap+CQ uygulanip, Cyto-ID ile boyanan hicrelerde otofajik pankta olusumu
konfokal mikroskop ile g6zlenmigtir. Pankta olugsumunun CHNQ ve NAC’nin beraber muamele
edildigi hilcrelerde ciddi bir seviyede azaldigi gorilmektedir. CHNQ'nun yalniz
uygulanmasinda hicrelerde morfolojik degisiklikler gézlenirken, CHNQ’nun NAC ile beraber

uygulandigi hticrelerde bu morfolojik degisimlerin onarildig1 gérilmuastir.
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Sekil 4.44A. CHNQ uygulanan HCT-116 hucrelerinde asidik kesecikli koful (AVO) olugsumu. B
ve C: Cyto ID yontem ile belirtelen CHNQ uygulanan HCT-116 hicrelerinde pankta olugumu.

HT-29 hucrelerinde otofaji surecine bakildiginda, LC3 proteininin lipittenmesinin yani sira
AKT/PKB yolaginin fosforlanip aktive olmasindaki azalma dolayisiyla guglu bir otofaji
baslangici gérilmektedir. HCT-116 hucrelerinde goérulen CHNQ uyulanmasiyla gorilen Beklin-
1 seviyelerindeki azalma HT-29 hucrelerinde de goérilmektedir. P62/SQSTM1, LC3-iligkili
domain (LC3-interacting domain-LIR) vyoluyla, kargo ve otofaji mekanizmasiyla
etkilesmesinden dolayi kargo reseptéri olarak gérev almaktadir. p62 proteini kargolari taniyip

otofagozomlara tagiyarak otofajik akisi saglar. HCT-116 hlicrelerinde CHNQ uygulamasi p62
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protein dizeyinde azalmaya neden olurken, HT-29 hicrelerinde p62’'nin birikmesine sebep
olmustur. Klorokuin (CQ), lizozomal pH'1 artirip, otofagozomun lizozom ile birlesmesini
engeller. Bu sekilde lizozomal protein yikimini da énlemis olur. HCT-116 ve HT-29 hicreleri
20 uM CQ ile veya 40 uM CHNQ ile muamele edildiklerinde, HT-29 hiicrelerinde p62 birikmesi
gorulmustur. Gorllen bu sonug, lizozomal yikim kapasitesinin kaybedildigini kanitlar
niteliktedir. Ancak bu degisim, CHNQ ile muamle edilmig HCT-116 hucrelerinde gérulmemistir.

Diger yandan, otofajinin ilerlemesi AVO olusumunu gerektirmektedir. HT-29 hiicrelerinde,
CHNQ uygulamasi AVO olugsumunda bir degisime yol agmamigtir. Dolayisiyla, HT-29
hicrelerinde CHNQ uygulanmasinin, basarili bir otofagozom c¢ekirdeklenmesi ile (LC3-1/11
artisiyla teyit edilmistir) otofaji slrecini baglatti§i, ancak, lizozomlardaki bozulmus

asitlenmeden dolay! otofaji stirecinintamamlanmasinin engellendigi 6ngérilmektedir.
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Sekil 4.45 HT-29 hicrelerinde otofajinin baslatimasi. A. HT-29 hicrelerinde otojanin
tetiklenmesi. B. HCT-116 hucrelerinde p62 seviyesi artan CHNQ konsantrasyonu ile azalirken,
ayni etki HT-29 hiicrelerinde gértilmemektedir: p62 seviyesi HT-29 hicrelerinde CHNQ kon
konsantrasyonuna bagli olarak artmaktadir. Lizozomal asidifikasyon inhibitéri olan klorokin
(CQ) HT-29 hucrelerinde CHNQ'ya benzer etki gostermis, p62 protein seviyesinde artisa
neden olmustur. C. CHNQ ile muamele edilen HT-29 hucrelerinde asidik vakul olusumu (AVO)
agisindan kontrol hicreleri ile karsilastirildiginda bir fark gérilmemistir.

Sekil 4.45A’da goruldigu tzere, artan CHNQ dozlariyla muamele edilen HT-29 hiicrelerinde,

kontrol ve vehikul hicreleri ile kiyaslandiginda, LC3-1 ve LC3-II protein seviyelerinde artma,
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AKT proteinin fosforlanmasinda ve Beklin 1 ifadesinde azalma goériulmektedir. Sekil 4.45 B HT-
29 hucrelerinin farkli dozlarda yalnizca CHNQ ile muamele edilmesi (sol Ust panel), 40 pM
CHNQ ile muamele edilmesi (sag ust panel), klorokin (CQ) ile muamele edilmesi veya CHNQ
ve CQ birlesimi ile muamele edilmesi p62’'nin hicre iginde birikmesine yol acgtigini
gOstermektedir. p62 birikmesi, bu hlcrelerde otofajik akisin engellendigini géstermektedir.
Ayni birikme HCT-116 hicrelerinde gértilmemistir. Bu durum, bu hicre tipinde otofajinin
basarili bir sekilde tamamlandigini acgiklar niteliktedir. Son olarak, Sekil 4.45C’'de akridin

turuncusu ile boyanan HT-29 hicrelerinde, farkl CHNQ konsantrasyonlarinin AVO olusumunu

etkilemedigi gorulmektedir.

Calismada lizozomda yikilabilen bir membran proteini olan ICAM-1’in ifade dizeyi de
incelenmigstir. Farkh CHNQ konsantrasyonlariyla muamele edilen HT-29 hucrelerinde ICAM-1
birikimi go6zlenmigtir. Ayni hucrelerde, LC3-l/ll seviyelerinde de gugli bir artis oldugu
gérilmustir. Bu sonuglara dayanarak, bu hlcrelerde otofajinin baslatilabildigi ancak

lizozomdaki son asitlenme asamasi ve otofagozom yikiminin sorunlu oldugunu éngérmekteyiz
(Sekil 4.46).
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Sekil 4.46 Artan CHNQ dozlariyla (10, 20, 40 yM) muamele edilen HT-29 hilcrelerinde bozulan
lizozomal yikimin ICAM-1 ile gOsterilmesi.

4.9. CHNQ ile muamele edilen hiicrelerde otofaji ve apoptoz iligkisi

CHNQ ile muamele edilen hucrelerde, otofajinin apoptozla iligkili olup olmadigini anlamak

amaciyla, HCT-116 hicreleri CHNQ, NAC ve CHNQ-NAC birlesimi ile muamele edilmistir. Bu
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deney duzeneginin arkasindaki mantiksal temel su sekildedir: NAC’nin daha dnce, CHNQ
uygulamasindan dolayi baslayan otofajiyi basarili bir sekilde baskiladi§i gértlmastir, ancak
NAC kendi basina otofajiyi baglatmamaktadir. Dolayisiyla, CHNQ ve NAC birlikte
uygulandiginda, otofaji sureci baskilanmalidir ve gérilen herhangi bir hiicre 6limU sadece

apoptoz uzerinden olmalidir.
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Sekil 4.47 HCT-116 hdlcrelerinde otofaji ve apoptoz iliskisi AnnexinV boyamasi ile akim
sitometrisi kullanilarak arastiriimistir.

Hucreler yalnizca NAC ile muamele edildiginde, az miktarda apoptoz goérilmuistir. Yalnizca
CHNQ ile muamele edilen hicrelerde ise ¢ok gti¢li bir apoptoz baslangici gorilmektedir. Diger
yandan, hicreler CHNQ ve NAC ile birlikte muamele edildiginde, sadece CHNQ ile muamele
edilen hilcrelerle benzer seviyede apoptoz gorulmektedir (Sekil 4.47). Bu sonuglara
dayanarak, bu hicrelerdeki apoptoz surecinin otofaji slirecinden bagimsiz olarak ilerledigini

One surmekteyiz.

Ek olarak, apoptoz belirteci olan XIAP (anti-apoptotik) ve kaspaz-3 (pro-apoptotik)
proteinlerinin CHNQ ve kuersetin muamelesinden sonraki degisimleri western blot yontemi ile
incelenmistir (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48 Ug farkli konsantrasyonda CHNQ ve kuersetin uygulanan (A) HCT116 ve (B) HT29
hicrelerindeki XIAP, Kaspaz-3 ve kesilmis (cleaved) kaspaz-3 seviyeleri. Beta Aktin yukleme
kontrol( olarak kullaniimigtir.

XIAP miktari iki hiicre hattinda da uygulanan en ylksek dozdaki CHNQ 6rneklerinde dnemli
bir azalma gdstermistir. Aktif kaspaz 3 ise HCT-116 hicre hattinda bir artis gosterirken HT-29

hicrelerinde bir degisiklige sebep olmamistir.

Annexin V boyamasi ve western blot deneylerine ek olaraki CHNQ ve kuersetin maddelerinin
kolon kanser hticrelerindeki kaspaz aktiviteleri Uzerindeki etkisi Muse™ MultiKaspaz Kiti ile de
arastinimistir (Sekil 4.49). Kaspaz proteinleri apoptozu destekleyici sinyallerin varliginda
programli hicre 6lim sureci igerisinde merkezi bir rol oynamaktadirlar. Kaspaz proteinlerinin
aktiviteleri hlcredeki apoptoz isleyisini gosteren 6nemli belirteclerden biridir. Muse™
MultiKaspaz Kiti ayni anda birgok farkli kaspaz proteininin (caspase-1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, ve 9)
aktivitesini olgebilmektedir. MultiKaspaz Kiti aktif kaspaz proteinlerine baglanan ve floresan

tasiyan VAD peptiti ve 6lu hucrelerin belirlenmesinde kullanilan 7-AAD boyasi icermektedir.
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Sekil 4.49.Segilen konsantrasyonlarda CHNQ ve kuersetin uygulanan (A) HCT116 ve (B)
HT29 hiicrelerindeki kaspaz aktiviteleri.

Yukarida da goéruldigu gibi artan dozla birlikte CHNQ, HCT-116 ve HT-29 hucrelerinde total
kaspaz aktivitesini arttirma 6zelligi gostermistir. Artan kaspaz aktivitesi CHNQ ile muamele
yapilan hucrelerin apoptoz surecine girdigini gostermektedir. Diger bir deyigle, Muse™
MultiKazpaz deneyinden elde ettigimiz sonuglar ile Muse™ Annexin V ve Oli Hiicre Deneyinin
sonuglari paralellik gostererek birbirini desteklemektedir. CHNQ muamelesi ardindan HT-29

hicrelerinde gorilen apoptozun kaspaz-3'ten bagimsiz oldugunu distinmekteyiz.

4.10. CHNQ uygulanan S.cerevisiae hiicrelerinde oksidatif stres ve otofajinin

arastiriimasi

CHNQ maddesinin, in vivo bir model olan S.cerevisiae (sus:RDKY3615) maya hicrelerindeki
etkilerini gérebilmek amaciyla, ilk olarak CHNQ ile muamele edilen bu hlcrelerin canliliklar
kontrol edilmistir.
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Sekil 4.50. CHNQ maddesinin RDKY3615 S.cerevisiae hucrelerinin hicre ¢ogalmasi ve
canlihgi Uzerindeki etkisi.

Maya hucreleri oncelike 0-750 yM CHNQ ile muamele edilmig ardindan seri seyreltme
yapilarak YPD-Agar petrilerine ekilmigtir. Sekil 4.50’de goruldugu tzere, 500 yM CHNQ
konsantrasyonunda canlilikta ciddi bir azalma gérilmis ve diger deneylere bu

konsantrasyonda devam edilmistir.
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Sekil 4.51.CHNQ ile muamele edilmis maya hicrelerinde oksidatif stresin ve otofajinin
baslatiimasi.
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Sekil 4.51-A’da verilen sonuglara gore, 500 uM CHNQ ile muamele edilen maya hicrelerinde
guclu miktarda oksidatif stres gortlmustur. Bununla birlikte yalnizca NAC (antioksidan) ile
muamele edilen hlcrelerde herhangi bir ROT olugsumu gézlenmezken, CHNQ ve NAC beraber

muamele edildiginde ise ROT olusumda geri ddnme durumu s6z konusudur.

Ote yandan, 500 yM CHNQ ile muamele edilen maya hiicrelerinden otofajinin basladig
gorulmustur (Sekil 4.51-B). Beklendigi gibi antioksidan NAC ile yapilan muamele herhangi bir
otofaji belirtisi gostermezken, CHNQ ve NAC’In beraber kullaniimasi CHNQ tarafindan
baslatilan etkiyi geri dondlirmede etkisiz olmustur. Bu sonuglar, maya hicrelerinde ROT

olusumunun otofajinin gergceklesmesinde bir dnkosul olmadigini géstermektedir.
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5. SONUG ve TARTISMA

Aldo-keto rediktaz (AKR) enzim ailesinin diyabetik komplikasyonlarin gelismesindeki dnemli
roli acik bir sekilde gosterilmistir (Alexiou vd., 2009). Son calismalar, bu enzimlerin ayni
zamanda inflamatuar hastaliklarin gelisimde de O6nemli bir role sahip oldujunu acida
cikarmistir. Ancak, AKR1B1'’in kolorektal kanser Uzerindeki rolli pek fazla bilinmemektedir.
AKR1B1’in kolorektal kanseri hiicre hatlarida sorbinil ve zopolrestat gibi bazi bilinen inhibitorlier
ile inhibe edilmesinin biyime faktért kaynakli hiicre cogalmasini, hicre dongistni ve ROT
olusumunu inhibe ettigi daha dnce gdsterilmistir (Ramana vd., 2010). Calismamizda, AKR
enzimlerinin hem farmakolojik inhibisyonu, hem RNAI kullanilarak susturulmasi hem de asiri

ifadesi ile kolorektal kanser lizerindeki 6neminin anlasilmasi amacglanmistir.

Dogal polifenollerin kanser hucrelerinde birgok 6nemli sinyal iletim yolagini etkiledigi
bilinmektedir (Hasima ve Ozpolat, 2014). Ancak, bu bilesiklerin, 6rnegin kuersetinin,
biyoyararliidi oldukga dusuktir. Kuersetinin aktivitesini ve biyoyaralihdini artirmak igin
baslatilan bu projede, kuersetinin bir naftokinon tirevi olan CHNQ tasarlanmis ve
sentezlenmistir. CHNQ, kuersetinin katekol pargasiyla birlikte O-arillenmis naftokuinon
parcasini tagsimaktadir, ve bu da gozlenen degisimlere aciklama getirmektedir. Bu ¢calismada,
kuersetin ve CHNQ’'nun sitotoksik rolleri incelenmis ve hem kuersetin ile ve hem CHNQ ile
kolon kanseri hiicre hatlarinda hicre cogalmasinda azalma ve apoptozda ise artis
g6zlemlenmistir. CHNQ’nun etkileri kuersetine goére ¢ok daha fazla olmakla olup, hicre

¢ogalmasini daha fazla inhibe etmis ve apoptozu arttirmistir.

Naftokinonlar, bir bilesigin indirgenmesinde doéngusel islemlerine aracilik eden bir bilesik
sinifidir. Bunu takiben, reaksiyon Grinunin oto-oksidasyonu surekli bir reaktif oksijen tdrleri
(ROT) olusumuna sebep olmaktadir. Bir elektronun indirgenmesiyle, CHNQ'nun 1,4
naftokuinon pargasi yari-kinonlar olusturup, direk olarak oto-oksidasyonla tekrar kuinona
cevirilip ROT olusturabilmektedir. Buna ek olarak, kuiononlar elektrofiliktirler ve nukleofilik olan

hicresel makromolekiiller ile tepkimeye girip hlcresel sitotoksisiteyi artirabilirler.

Kanser hucreleri yiksek metabolik stres ve ¢ogalma kapasitelerinden dolayl zaten endojen
olarak yuksek ROT seviyelerine sahip oldugu igin, buna ek olarak gelen ROT hicreleri oksidatif
zarara daha duyarl hale getirir. Boylelikle ROT, apoptoz veya otofaji gibi segici hiicre 6lim
mekanizmalarini aktive edebilmektedir. Naftokinonlarin oksidatif stres olusumunu indukledigi
bilinmektedir; bu sebeple, CHNQ ile muamele edilmis yaban tipi, AKR1B1 susturulmus veya

AKR1B10 asiri ifade eden hicrelerde ROT olusumunu incelenmistir. Tutarh olarak, yalnizca
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kolon kanseri hucre hatlar’'nda degil ayni zamanda bir maya hicresi olan S. cerevisiae
hicrelerinde de ¢ok glgla ve hizli ROT olusumu gézlemlenmistir. Bunun sonucu olarak, ROT
araciligiyla baglatilan sinyal yolaklari sayesinde, CHNQ ile muamele edilmis epitel hiicrelerde
G2/M fazinda hucre dongusu tutuklanmasi gorilmustur. Bu noktaya kadar elde ettgimiz
bulgular AKR1B1 susturulmasinin veya AKR1B10 asin ifadelenmisinin kontrol hucrelere
kiyasla hucresel Ozelliklerde degisime neden oldugunu go6stermektedir. Bu sonugclar,
CHNQ’nun calisilan modellerde bir AKR inhibitérii olmaktan ¢ok, bir ROT indukleyicisi olarak
goérev yaptigini disundirmektedir. Bu konuyla ilgili, literatirde ¢ok az bilgi bulunmaktadir.
Yalnizca birka¢g calismada, kolon kanserinde AKR1B7?’in farmasétik inhibisyonunun
inflamatuar sinyalleri, hiicre ¢codalmasini, metastazi ve anjiyogenezi azalttigi gosterilmistir. Bu
sebeple, hipotezimizi test etmek amaciyla, AKR1B1 susturuimus veya AKR1B10 asiri ifade
eden hucrelerde hlicre gogalmasi, hiicre dongusit dagihmi, hiicre hareketliligi ve inflamatuar

sinyal yolaklari incelenmistir.

Yaptigimiz ¢alismalar gdstermektedir ki AKR1B1 mitojenik etki gésterirken, AKR1B10 asiri
ifadesinin hiicre proliferasyonu, apoptoz ve hiicre déngusu ilerleyisi sureglerinde anlamli bir
etkisi yoktur. Her iki proteinin de poliol yolaginda benzer etkinlige sahip oldugu
disunuldiginde elde edilen bu sonug sasirticidir (Mindnich ve Penning, 2009). Kanser
hicreleri diyabetik néropati tedavisi i¢in kullanilan gu¢li bir AKR baskilayicisi olan fidarestat
ile muamele edildiginde, fidarestatin kanser hucrelerinin G1 fazindan S fazina gegiglerini
geciktirdigi daha 6nce gdsterilmistir (Ramana vd., 2010). Senkronize edilmis hicrelerin hicre
doéngusu dagilimini zamana bagli olarak inceledigimizde, AKR1B1 geni susturulmus hicrelerin
hicre dongusundeki devamhligi en erken 6. saat olmak Uzere dnemli oranda gecikme
g6stermislerdir. Ornegin, kontrol HCT-116 hiicreleri S fazina 6. saatte basladiklarinda AKR1B1
geni susturulmus htcrelerin hala G1 fazinda ilerledikleri gézlemlenmistir. Benzer olarak 6.
saatte, kontrol hicreleri hiicre dongusunin S fazinin sonlarina yaklasirken, AKR1B1 geni
susturulmus hicrelerin halen G1 fazinda oldugu goérilmustir. 6. saatte, kontrol hicrelerine
kiyasla, AKR1B1 geni susturulmus hiicrelerde oldukga ylksek miktarda Siklin E goértlmustur.
Fazla miktarda Siklin E’'nin, pRB’nin hiper-fosforile formu ile birlikte gézlenmesi gerekmesine
ragmen, elde ettigimiz western blot sonugclari bu yonde degildir. Bunun sebebi blylk olasilikla,
antikorun 6zellikle Ser 807/811 rezidisinde sadece mono fosforilasyonu tanimasi ve hiper-
fosforliasyonu tanimamasidir. Dolayisiyla, 6.saatte, AKR1B1 susturulmus hicreler G1/S
fazindayken Siklin E ylUksek oranda aktiftir; ancak kontrol hiicrelerinde blyuk olasilikla bu fazi
tamamlanmis oldugundan bu hicrelerde diusik Siklin E ifadesi gorulmektedir. Genel olarak,
bu sonucglar AKR1B1 inhibisyonunun hucre proliferasyonunda dizenleyici bir etkisinin

olduguna ve hicre déngusinde gecikmeye sebep olduguna isaret etmektedir. Senkronize
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edilerek transfekte edilen AKR1B10'u asiri ifade eden hicrelerde de Siklin E ve pRb
fosforilasyonundaki benzer trend gézlenmis olmakla birlikte, bir G2/M fazi proteini olan Siklin

B1 miktarlarinda da énemli farkliliklar belirlenmistir.

Hucre dongulsu ve proliferasyon metastatik potansiyel ile iligkili streclerdir (Ouhtit vd., 2013).
Calismamizda, HCT-116 hucrelerinde AKR1B1 geninin susturulmasinin metastazla iligkili bir
baska sure¢ olan motiliteyi de etkileyecek herhangi bir fonksiyonel degisiklige sebep olup
olmadigini da arastirdik. AKR1B1 geni susturulmus HCT-116 hucrelerinin Transwell go¢
testinde kontrol hiicrelerine gore gog kabiliyetindeki azalma goésterilmektedir. Hlicresel hareket
kabiliyetindeki degisim, in vitro yara agma testi ide de gdsterilmistir. Buna gérede AKR1B1 geni
susturulmus hdcrelerin  kontrol hticrelerden 6énemli oranda daha az hareketli oldugu
gorulmustur. AKR1B1 in farmakolojik baskilanmasinin, kolon kanseri hicrelerindeki buyime
faktorunun tetikledigi, ICAM, VCAM ve E-cadherin adhezyon molekdllerini azaltarak go¢ ve
invazyonu baskiladigi bilindigi igin elde ettigimiz sonuglar beklenen sonuglardir (Tammali vd.,
2011). Ote yandan, AKR1B10 asiri ifadesinde bu deney yontemi tercih edilmemistir, ¢link{
AKR1B10 asin ifadesine gegici transfeksiyon yontemi ile devam edilmektedir ve gegici
transfeksiyonu takiben gegen 48 saatlik slire yara iyilesmesi igin yeterli olmayacaktir. Hlicre
doéngusu devamliligi, motilitesi ve proliferasyonu kanserin temel ayirici 6zellikleridir (Hanahan
vd., 2011). Bu yolaklara etkisi anlaminda NF-kB, bahsedilen slreclerde kilit rol oynamaktadir.
Ayrica NF-kB ve AP-1 gibi transkripsiyon faktorlerinin, oksidatif stres ile aktif hale geldigi
bilinmektedir (Morgan ve Liu, 2011) AKR1B1 susturulmus hlcrelerde AP-1 ve NF-kB
aktivasyonu incelenmistir. Lusiferaz testinde, AP-1'de herhangi bir aktivasyon goriimemigken,
kontrol hicrelerle kiyaslandiginda AKR1B1 susturulmus hicrelerde, NF-kB’nin hem nukleer
translokasyonunda hem de transkripsiyonel aktivitesinde onemli bir dusus gordlmuagstur.
Benzer sekilde, AKR1B10 asiri ifade edilmis hicrelerde, NF-kB'nin nukleer
translokasyonunda, transkripsiyonel aktivitesinde ve DNA baglanma kapasitesinde azalma,
farkli yontemlerle gdsterilmistir. Genel olarak elde ettigimiz verileri degerlendirildigimizde,
AKR1B1 geninin susturulmasi ile azalan ROT Uretiminin NF-kB aktivasyonunda da azalmaya
nden oldugu ve akabinde hucre proliferasyonunda vemotilitesinde azalma ile hucre
déngusunin ilerleyisinde aksamaya sebep oldugunu énermekteyiz. Ote yandan, AKR1B10
geninin asiri ifadesi hicre proliferasyonunu ve hicre déngisi sureglerinde bir degisime yol
acmazken, NF-kB aktivasyonunda azalmaya neden olarak anti-inflamatuar etkilere neden

olabilecegini 6ngérmekteyiz.
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Otofaji, proteinlerin, sitoplasmik bilesenlerin ve lizozomdaki organellerin yikimini veya geri
doénUsiminid saglayan katabolik bir hicre islemidir. Hlcresel stresin artmasiyla (6r: ROT
birikimi) birgok otofaji iligkili genlerin aktivasyonuna ihtiya¢ duyan iyi organize edilmis bir hiicre
olayidir. Bu sebeple, CHNQ ile muamele edilmis HCT-116 ve HT-29 hicrelerinde ROT
tarafindan indiklenmis otofaji incelenmigtir. ROT tarafindan indiklemis MAPK proteini olan
ERK1/2 aktivitesi, otofajiye ve otofajik hicre élumune sebep olabilmektedir (Eum ve Lee,
2011). Buna ilaveten, MAPK yolagini aktive etme kapasitesine sahip epidermal buyume
faktort (EGF) stimulasyonu, MAPK proteinlerinin otofaji ile ilgili proteinler ile (ATG12, ATG5
ve LC3-Il) birlikte konuslandigi gosterilmistir (Martinez-Lopez vd, 2013). Dolayisiyla,
calismamizda, ROT tarafinan indiklenmis MAPK yolaginin aktivasyonu CHNQ ile muamele
edilmis iki hicre hattinda da goralmis olup, otofaji baslatimasindan etkili olmus olacagi
disundlmektedir. Ayrica, CHNQ ve bir antioksidan olan NAC ile muamele edilmis HCT-116

hicrelerinde gorilen otofajik belirteclerin yok olmasi bu kaniyi desteklemektedir.

Otofajinin otofagozomun nucleasyonundan sorumlu LC-3 ve Beklin-1 gibi proteinleri icerdigi
bilinmektedir. Yakin zamanda, otofaji icin, Beklin-1’den bagimsiz bir non-kanonik mekanizma
Onerilmistir. Yliksek dozda CHNQ ile muamele edilen HCT-116 ve HT-29 hicrelerinde,
lipittenmis LC-3 (LC3-II) seviyelerinde gugli degisimler ve AKT/PKB fosforilasyonunda azalma
go6rilmustar. Bununla birlikte, Beklin-1 seviyelerinde artistan ziyade bir azalis goértlmastir.
Ancak, Beclin-1’in otofaji surecindeki gerekligi henuz tam olarak anlasilmig degildir.(Hasima
ve Ozpolat, 2014).

Daha sonra deneylere, CHNQ ile muamele edilmis HCT-116 ve HT-29 hucrelerindeki otofajik
isleyis, p62 protein seviyeleri arastirilarak devam edilmistir. p62 seviyelerinde azalma, otofajik
akisin ve asidik vakiol olusumunun (AVO) bir belirtegi olup, otofagozom lizozomla birlegirken
olmaktadir. Bu iki durum, CHNQ ile muamele edilmis HCT-116 hucrelerinde gdzlenirken,
CHNQ ile muamele edilmis HT-29 hiicrelerinde p62 seviyelerinin arttigi gérilmuis ve herhangi
bir AVO olusumu veya otofajik akis goériimemistir (akridin turuncusu boyamasi ve Cyto-ID
yontemler ile). Ayrica, CHNQ ve bir otofaji inhiitérti olan Klorokin ile birlikte muamele edilmis
HT-29 hucrelerinin p62 seviyelerinde gézle gorulur bir artis gézlenmistir. Bu nedenle, CHNQ
ile muamele edilmis HT-29 hucrelerinde CHNQ'nun ROT'u aktiflestirdigi ve otofajinin
baslatildigi goértlmektedir. Ancak, blylk ihtimalle lizozomlarin asitlenmesi gergeklesemedigi
icin otofaji tamamlanamamistir. Benzer bir tamamlanamamis otofaji neuregiilin ile muamele
edilmis LNCaP prostat kanseri hicrelerinde ve dogal bir poliprenoik asit olan geranilgeranoik
asit ile muamele edilmis HuH-7 hepatoma hicrelerinde rapor edilmigtir. Her iki ¢galisma da

otofajinin ROT ile indUklenerek erken asamalarinin baslatilmasini gdstermektedir; ancak,
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otofagolizozomun olgunlagsmasi ve otofajinin ge¢ asamalari p62 seviyelerinin artis ile
kisitlanmistir (Schmukler vd, 2012; Okamoto vd, 2011).

Nitrojen eksikliginde otofajiye ugradigi bilinen (Zimmerman vd, 2013) S.cerevisiae susu
(RDKY3615), CHNQ ile muamele edildiginde vehikul kontrole gore otofajide 2.6 kat artis
gorulmustir. Ancak, ilging bir sekilde bu hicrelerdeki otofaji ROT Uretimine bagh olarak
artmamigtir ve hicrelere CHNQ ve antioksidant NAC’nin bir arada muamele edildiginde
otofajide tersine donls olmamistir. Benzer bir fenomen iskelet kas hiicrelerinde gosterilmis,
NAC ile muamele hiicreler bazal seviyede otofajiden korunmus, ancak acgliktan kaynaklanan
otofajiden korunamamistir. ROT’un konstitltif otofajiye neden oldugu, fakat acliktan
kaynaklanan otofajinin ROT Ureten mitokondriden bagimsiz oldugu konusunda calismalar
mevcuttur (Qi vd, 2014). Literatlrdeki bilgilere dayanarak, maya hucrelerinin CHNQ ile
muamele edilmesi ile gorulen otofajinin acliktan kaynaklanan otofajiye daha yakindan
benzemesinden dolayl, ROT dretiminden bagimsiz olarak baglamis olabilecegi dnerilmigtir.
Dolayisiyla, CHNQ’ nun farkli hiicre tiplerinde otofajiye sebep olduguna siphe yokken, bu
surece sebep olan sinyal mekanizmalarinin farkli modellerde farkli olmasi mimkindur.
Apoptoz ve otofaji genellikle karsilikli bagiml olaylar olarak g&sterilmiglerdir. Otofajinin
metabolik stres sirasinda enerji saglamasi ve kanser geligimini ilerletmesi ile yaygin bir sekilde
hayatta kalma mekanizmasi olarak dusinulmesine ragmen, uzatilmig otofaji tumorijenezi
olumsuz yénde dizenleyebilmektedir. Son ¢alismalar, belirli kosullarda, p53, PI3K/AKT ekseni
ve Bcl-2 ve Beclin-1 arasindaki etkilesimin, otofaji ve apoptozu parallel olarak aktive
edebilecegini gostermistir. BOylece kusurlu apoptoz dizeneginden dolayl kemoterapiye
direngli hucrelerde, otofajik hicre O6liumU uygulamasi alternatif bir mekanizma olarak
dusutndlebilir. HCT-116 hucreleri CHNQ ile muamele edildiginde, apoptoz ve otofajinin guglu
bir sekilde bagladigi gézlenmistir. Bu sureclerin birbirleriyle ilgili olup olmadigini anlamak igin
yalnizca CHNQ ile muamele edilmis (otofaji tetiklenmis) ve CHNQ ve NAC ile birlikte muamele
edilmis (otofaji engellenmis) HCT-116 hiicrelerindeki apoptoz degerlendirilmistir. iki durumda
da, apoptoz benzer seviyelerde tetiklenmistir. Tek basina NAC muamelesi ise otofajiye ya da
apoptoza sebep olmamaktadir. Bu nedenle, bu veriler CHNQ ile muamele edilmis hicrelerde

otofaji ve apoptozun birbirleriyle paralel olaylar olabilecegini gdstermektedir.

Ozetle, bu arastirma projesinde pek ¢ok yeni bilgi elde edilmistir. ilk dnemli bilgi, CHNQ’nun
turevlendigi kuersetin molekulu ile karsilastirildiginda daha etkin bir kanser élduricu ajan
oldugudur. CHNQ yuiksek miktarda ROT olusuma neden olarak otofaji, hiicre déngisu
tutuklanmasi ve apoptoz siireglerini etkilemektedir. ikincil olarak, CHNQ, Slovak partnerlerimiz

tarafindan AKR inhibitéri olarak tasarlanmis olmasina ragmen, kolon kanser epitel
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hucrelerinde gozlenen CHNQ fizyolojik etkilerinin AKR1B1 ve AKR1B10 ifadesinden bagimsiz
oldugundan gdéstermis bulunmaktayiz. Gozlenen etkiler buyik olasilikla CHNQ muamelesi
ardindan artan ROT duzeyi ile iligskil olmalidir. Caligmada elde ettigimiz bir diger 6nemli bulgu
ise AKR1B1 ve AKR1B10 ifadesinin hicre i¢i ROT araciligi ile hicre proliferasyonu, hicre
dongusu ilerleyisi, mitojenle aktive olan yolaklari ve NF-xB aktivasyonunu etkilemesidir.
Calistigimiz gesitli fizyolojik stirecler géz dnline alinip birlikte degerlendirildiginde, AKR1B1 ve
AKR1B10’un birbriyle ters olarak ¢alistigini gérilmektedir: AKR1B1 onkogenik, AKR1B10 ise
timor baskilayici 6zellikler géstermistir. Bu sonugclar, bazi AKR’ler timoérijenik etki gosterirken
bazilari timdér baskilayici rol oynadigindan, AKR inhibitérlerinin kolorektal kanserde tedavi
amacl kullaniminda dikkatli olunmasi gerektigine isaret etmektedir. Bu cergevede, kolon
kanseri hastalarinda AKR1B1 ve AKR1B10 ifade dlzeylerinin belirlenmesi, bahsedilen
proteinlerin ifade dizeyleri ile prognostik ve diagnostik belirteclerdeki degisimlerin

karsilastiriimali olarak incelenmesi elzemdir.
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Aldo-keto rediktazlar (AKR) glikoz indirgeyici ajanlar olarak ¢ok iyi karakterize edilmis ve
diyabet patofizyolojisinde yer alan NAD(P)H?a bagimli oksidorediktazlardir. Bu enzimlerin,
inflamatuar tepkiyi baglatabilen lipit peroksidasyon Urtnlerinin Uretimine aracilik yaptigi da
bilinmektedir. Kolondaki kronik inflamasyon ¢ogunlukla kanser gelisimi ile devam etmektedir.
AKR?lar inflamasyonda yer almaktadir ve son galismalar bu enzimlerin kanser ilerlemesindeki
6nemli rolinl ortaya ¢ikarmistir.

Bu projede, multidisipliner bir yaklagim ile AKR1B1 ve yakindan iligkili AKR1B10?u
hedefleyen dogal bir madde olan kuersetinin, yari sentetik tlrevlerinin detayli
karakterizasyonu ve bunlarin kolon kanseri etiyolojisindeki ¢esitli inflamatuar yolaklar
Uzerindeki etkilerinin arastiriimasi amaglanmistir. HCT-116 kolon kanseri hiicre hattinda,
AKR1B1 geni basarili bir sekilde susturuimus, AKR1B10 geni de asiri olarak ifade edilmigtir.
AKR1B1 ve AKR1B10 enzimlerini ifade eden yaban tipi HCT-116 hucreleri, AKR1B1 ifadesi
susturulmus ve AKR1B10?u asiri ifade eden HCT-116 hiicreleri hiicreler, bu iki farkli AKR
enzimi ifadeledigi bilinen ve yaban tipi HT-29 hiicreleri ile birlikte CHNQ (3,7-dihydroxy-2-[4-
(2-chloro-1,4-naphthoquinone-3-yloxy)-3-hydroxyphenyl]-5-hydroxychromen-4-one) ile
muamele edilmistir. CHNQ muamelesi, bitin hicrelerde hicre canliigini azaltmistir. Bu
durum, apoptozda artis ve G2/M fazinda tutuklanmayla takip edilmigtir. Bltun bu etkiler,
parental bilesik kuersetine kiyasla ¢ok daha guglu bir sekilde gergeklesmis olup, ilging bir
sekilde, AKR1B1?in susturulmasindan veya AKR1B10 ?un asir ifadesinden bagimsiz olarak
ilerlemistir. Dolayisiyla, calismada, CHNQ?nun diger etkileri yalnizca yaban tipi hiicrelerde
incelenmistir. Oncelikle, CHNQ, 1,4 naftokinon yapisina sahip oldugdu igin, bu bilesigin redoks
sinyal yolaklarinda gdrev alabilecegi hipotez edilmistir. Hipotez ile tutarl olarak, reaktif oksijen
turleri (ROT) seviyelerinde guglu bir artis ile birlikte mitojen aktive protein kinaz (MAPK) sinyal
yolaginda artig gézlenmistir. Ayni zamanda, CHNQ muamelesinden dolayi gorulen dlimlerin
ROS kaynakli otofajiden dolayi oldugu in vitro olarak iki farkli kolon kanseri hiicre hattinda ve
in vivo olarak S. cerevisiae maya hucrelerinde gdsterilmistir.

Bunun ardindan, AKR?lerin kolon kanseri (izerindeki kendi basina etkileri incelenmistir. HCT-
116 hucrelerinde AKR1B1 susturulmasi, ROT Uretiminde azalmaya sebep olmus ve bundan
dolayi hiicre gcogalmasinda, hiicre hareketliligi ve migrasyonunda, MAPK ve NF-?B sinyal
yolaklarinda azalmaya ve hicre déngusiinde gecikmeye neden olmustur. Batun bu bulgular,
AKR1B1 in kolon kanserinde onkojenik 6zelliklere sahip oldugunu isaret etmektedir. Ote
yandan, HCT-116 hicrelerinde AKR1BO0 ?un asiri ifadelenmesi hiicre gogalmasi ve hiicre
doénglsinde bir degisime sebep olmazken, NF-?B?nin nikleer translokasyonunda, DNA
baglanmasinda ve transkripsiyonel aktivitesinde 6nemli azalmalar ile sonuglanmigtir.
Bulgularimiz, AKR enzimlerinin ve bu enzimlerin inhibitorlerinin ¢esitli fonksiyonlara sahip
olduklarini géstermektedir. ileriye yénelik calismalar, kolon kanseri hasta érneklerinde, AKR
enzimlerinin ifadelenmesinin, aktivitesinin ve altinda bulunan sinyal yolaklarini anlamak
yolunda ve muhtemel terapétik yaklasimlar gelistirmeyi amaclamaktadir.
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CHNQ, kuersetin, Aldo-keto rediiktazlar (AKRler), AKR1B1, AKR1B10, otofaji, inflamasyon
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Fikri Urin Bildirim Formu Sunuldu
Mu?:

Hayir

Projeden Yapilan Yayinlar:

1- 2-Chloro-1,4-naphthoquinone derivative of quercetin as an inhibitor of aldose reductase
and anti-inflammatory agent (Makale - indeskli Makale),

2- Effects of AKR1B1 silencing in HCT-116 colon cancer cells (Bildiri - Uluslararasi Bildiri -
Poster Sunum),

3- CHNQ exerts antitumor activity against colorectal cancer through the induction of apoptosis
and oxidative stress (Bildiri - Uluslararasi Bildiri - S6zIG Sunum),

4- CHNQ, a novel 2-Chloro-1,4-naphthoquinone derivative of quercetin, induces oxidative
stress and autophagy both in vitro and in vivo (Makale - indeskli Makale),

5- Treatment with the quercetin analong CHNQ induced oxidative stress both in vitro and in
vivo (Bildiri - Uluslararasi Bildiri - Poster Sunum),
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