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Bu tez kapsaminda integrinler aktif formda iken ovaryum kanser hiicrelerinde
(SKOV-3) ER stres olusturuldugunda intraselliiler kalsiyum artisinin apoptotik
etkileri incelenmistir. SKOV-3 hiicreleri 50 pg/ml Fibronektin ile baglandiktan
sonra 30 ya da 60 dakika siire ile 24 uM TN uygulamasi ile ER stresi olusturulup,
intraselliiler kalsiyum artis1 ve mobilizasyonu Fluo-3 AM ve Rhod-2 AM boyalari
ile isaretlenerek floresan mikroskopta goriintiilenmistir. Fibronektine bagh
SKOV-3 hiicrelerinin baglanma kapasiteleri ER stresi sonrasinda Gergek Zamanli
Hiicre Analiz Sisteminde (RTCA) incelenmis ve baglamanin TN uygulama
dozuna ve zamanina bagimli olarak azaldig: tespit edilmistir. Integrin aktivasyon
diizeyi arttirilmig SKOV-3 hiicrelerinde, TN uygulamas: sonrasinda RT-PCR ile
Bax, Bcl-2, Bcl-XL, sitokrom ¢, EndoG, AlF, kalpain 1, kalpain 2, kaspaz 3,
kaspaz 8 ve FAK genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri incelenmistir. RT-PCR
sonuglarina gore farkli apoptotik yolaklarin etkili oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak; olusturulan ER stresi modelinde ve metastatik potansiyeli arttirilmig
SKOV-3 hiicrelerinde ER stresinin apoptozu uyardigi gosterilmis olup, kismen
apoptotik mekanizmas1 aydinlatilmistir. Apoptotik yolaklarin tam olarak
belirlenmesi ile elde edilecek sonuglar, ovaryum kanserinde baskilanmis apoptoz
mekanizmasinin detaylarini ortaya koymakla beraber mortalite oran1 yiiksek olan
bu kanser tlirliniin tedavisine yonelik ila¢ gelistirme agisindan fayda saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: SKOV-3, ER stres, apoptoz, kalsiyum, integrin
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In this thesis, apoptotic effects of intracellular calcium increase were investigated
by genetaring endoplasmic reticulum stress in SKOV-3 ovarian cancer cells while
integrins were activated.

During the SKOV-3 cells were adhering to 50 ug/ml fibronectin, endoplasmic
reticulum stress was formed with adding 24 uM tunicamycin and incubated 30 or
60 minutes. Afterwards, intracellular Ca*? increase and mobility were imaged by
marking with Fluo-3 AM and Rhod-2 AM dyes in fluorescent microscope. In
addition to, the binding capacity of SKOV-3 cells to fibronectin was investigated
by using Real Time Cell Analyser (RTCA) system and the results obtained here
were showed that the adhesion of cells decreased dependend on time and dose of
tunicamycin. .In SKOV-3 cells whose integrin activation level increased, mMRNA
expression levels of Bax, BcL-2, Bcl-XL, cytocrome ¢, EndoG, AIlF, calpain
1,calpain 2, caspase 3, caspase 8 and FAK genes were also investigated by RT-
PCR. These result indicated that in our system, SKOV-3 cells might be using the
various apoptotic pathways rather than one.

In conclusion, forming stress in endoplasmic reticulum induced apoptosis in high
metastatic SKOV-3 cells. The results obtained from this study would be useful for
drug development intended for therapy of these cancer type whose mortalite rate
is high.

Keywords: SKOV-3, ER stress, apoptosis, calcium, integrin
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1. GIRIS VE AMAC

Doku ya da organ bolgesinde normal biiylime limitini asan, asir1 agresif
hiicrelerin ¢ogalmasi ve kiimelenmesi “kanser” olarak adlandirilmaktadir. Normal
hiicrelerin kanser hiicresine doniisebilmesi i¢in anti-biiylime sinyallerine duyarsiz
olmalari, apoptozdan (programli hiicre 6liimii) kagabilmeli, anjiogenez olusumunu
stirdiirebilmeli, sinirsiz replikasyon potansiyeline sahip olmali ve dokuyu invaze
edebilmeli buna bagli olarak da metastaz olusturabilmelidir. Birgok kanser
tirtiniin epitel doku hastaligi oldugu (Cairns, 1975), ancak ileri asamalarda kanser
hiicrelerinin mezoderm ve endodermal bolgelerde invazyon yaptigi yani metastaz
olusturdugu bilinmektedir. Metastaz, bu invaziv kanser hiicrelerinin viicuttaki
diger organlara yayilma olayidir ve bu olay, insan kanserlerinde % 90’nin 6liim
ile sonu¢lanmasina neden olmaktadir (Weigelt ve ark., 2005). Kanser teshisi
konan hastalarin % 50’sinin ise metastaza sahip oldugu gosterilmistir. Metastaz;
aktif bir islem olup, coklu basamak sistemine sahiptir (Sekil 1.1). Bu
basamaklardan bir tanesinin basarisiz olmasi tiim metastaz isleminin
sonlanmasina neden olmaktadir ve heterojen tiimor hiicre popiilasyonu iginde
ancak % 0.01’den daha kiigiik sayida hiicre metastatik ozellige sahip olup,
metastaz basamaklarin1 basar1 ile tamamlamaktadir (Ray ve Jablons, 2009;
Schirrmacher, 1985). Ancak, bu sekilde tiimor hiicreleri klinik agidan saptanabilen
lezyonlar olusturabilir. Metastatik potansiyele sahip hiicrelerin  olusum
asamasinda, bu hiicrelerin subpopiilasyonlarinda ya da disemine olmus hiicrelerde
bir seri mutasyon gergeklestigi ve bu sekilde metastatik potansiyele sahip oldugu

belirtilmistir (Nowell, 1976). Metastaz basamaklari su sekilde tanimlanmaktadir;

1. Timor hiicrelerinin ekstraselliiler matriks proteinler (ECM, 6rnegin;
kolajen, laminin, fibronektin ve proteoglikanlar) ile olan baglantilarini

koparmalari,

2. Kan damarlarinda sirkiilasyon, yasam (kan damarlar1 ile gerceklesen
yayilima haematogenous adi verilmektedir ve sarkoma kanser tipi ile ozellikle
bobreklerden orijin alan karsinomalar i¢in uygun yayilim tipidir) ve kan akimina

kars1 kan damar endotel hiicrelerine baglanmanin ger¢eklestirilmesi. Bu asamada,



timor hiicreleri bagisiklik sistem hiicrelerinden kaginmali ve lenfosit, makrofaj ve

natural killer hiicrelerinin saldirilarina karsi duyarli olmalidir. Bununla birlikte,

Birincil tiimér olusumu Local Invazyon Intravazyon

Uzak organ
Ekstravazyon bolgelerinde tutunma Kan dolagiminda hayatta kalma
l Klinik olarak dedekte
edilebilir makroskobik
Mikrometastaz olusumu Metastatik kolonilesme euitie

Sekil 1.1 Metastaz olusum evreleri (Bishoy, 2012)

timor hiicreleri kan akimini tiirbiilans: ile ilgili ortaya ¢ikan mekanik strese ve
toksik etkiye sahip olan yiiksek oksijen stresine karsida dayanikli olmak

zorundadir.

3. Lenfatik ya da peritonel bosluga gecis (lenf kanali ile yayilima lenfatik
yayilim adi1 verilmektedir ve bir¢ok karsinoma i¢in uygun yayilim tipidir) (Braun

ve ark., 2000).

4. Metastatik bolgede yani hedef organda (akciger, karaciger, beyin ya da
kemik gibi) vaskiilarizasyonuda igine alan biliylimenin meydana gelmesi (Ray ve

Jablons, 2009).

Metastatik hiicrelerin hedef organlar1 rastgele se¢medigi ve hedef
dokunun mikro igeriginin tiimor hiicresinin ¢ogalmasi i¢in uygun oldugu one
stiriilen “tohum-toprak™ hipotezi ile agiklanmistir (Keller, 2002). B16 melanoma
hiicreleri ile yapilan deneysel calisma sonrasinda, bu hiicrelerin fareye

enjeksiyonu ile segici organda metastaz gelistigi goézlenmistir. Bu organlardan
2



salgilanan biiyiime faktorleri B16 melanoma hiicrelerinin gogalmasi igin gerekli
ortam kosullarin1 saglamaktadir. Bununla birlikte, kanser hiicresinin hedef

bolgeye ulasmasinin ¢ok sayida faktoriin kontrolii altinda oldugu da bir gergektir.

Kanserli hiicrelerin metastatik bolgede ¢ogalmasi, hem apoptotik
sinyallere direngli olmalarinda hem de mitotik bdliinmelerinin biiyiime faktor
uyaricilarindan bagimsiz olarak gergeklesmesinden kaynaklanmaktadir. Ancak,
bunlarin nedenleri ve etkili anahtar molekiilleri heniiz tam olarak
aciklanamamistir. Hiicre-hiicre ya da hiicre-ECM baglantilarinin siirdiirtilmesi
apoptotik Oliim sinyallerinin iletilmesi ve apoptotik silirecin devamliligi i¢in
gerekli oldugundan, metastazin Onlenmesinde o6zellikle, hiicre baglanmasinin
bozulmasi ile uyarilabilen hiicre oliimii olan, anoikis ve sitoiskelet yapisinin
kaybolmasi ile ortaya ¢ikan hiicre 6liim sekli olan amorfozis’in mekanizmalarinin
son derece onemli oldugu belirtilmektedir (Mehlen ve Puisieux, 2006). Doku ya

da hiicre tipine gore, hiicre-ECM sinyalinin farklilik gosterdigi de bilinmektedir.

Tiimor hiicrelerinin ECM ile etkilesimi; baglanma, matriks par¢alanmasi
ve migrasyon seklinde gergeklesmektedir. Ilk basamak olan baglanma, spesifik
baglanma reseptorleri olarak bilinen kadherinler, selektinler, immunoglobulin
stiperaile iiyeleri ve integrinler araciligi ile olmaktadir. Matriks reseptorleri; basal
membranda bulunan laminin, tip IV kolajen ve fibronektin gibi glikoproteinleri
tanimaktadir. 2 ila 8 saat baglanma sonrasinda, timor hiicreleri dogrudan yikimda
gorev alan enzimleri salgilamaya baglar. Matriks lizis islemi tiimor hiicre
yiizeyine yakin bir bolgede ve spesifik olarak gerceklesir. Daha sonra ise, timor
hiicresi matriksin par¢alanmasi ile olusturulan bélgeden basal membranini gecer.
Hiicre yiizey ligand baglanmasi ve sitoiskelet proteinlerinin koordineli hareketi
sonrasinda tlimor hiicrelerinin migrasyon yonii doku spesifik kemoattraktans
molekiilleri ile belirlenmis olur (Liotta ve Stetler-Stevenson, 1991). Sonug olarak,
timor hiicreleri metastatik basamaklarini tamamlayip prolifere olabilir ve ektopik

dokuda koloni olusturabilir.



1.1. Integrinler (Hiicre Yiizey Baglanma Reseptorleri)
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Sekil 1.2. integrin heterodimerleri ve ligantlar1. integrin heterodimerleri olan o ve B alt iiniteleri
siyah ¢izgi ile gosterilmektedir. Heterodimerlerin ligantlar1 ise mor renkte ile
yazmaktadir. FN, Fibronektin; FR, Fibrinojen; VN, Vitronektin; vWF, von Willebrand
faktér; LN, Laminin; KN, Kollojen; Opn, Osteopontin; TN, Tenascin; Tsp,
Trombospondin (Young ve ark., 2013)

Hiicre ylizey baglanma reseptorleri olan integrinler +2 degerlikli katyon
bagimli heterodimerik glikoprotein yapisina sahip olup, 18 « alt iinitesi (120-180
kDa) ile 8 B alt tinitesinin (90-110 kDa) kombinasyonu sonucunda 24 adet farkli
integrin olusmaktadir (Sekil 1.2) (van der Flier ve Sonnenberg, 2001). a and j alt
tiniteleri kovalent olmayan bir bag ile baglanirlar. Her bir alt {inite biiylik bir
ekstraselliiler bolge; tekli bir transmembrane bolgesi ve kisa ve katalitik olmayan
bir sitoplazmik kuyruk bolgesi (yaklasik 30 ila 40 aminoasit uzunlugunda)
icermektedir (Sekil 1.3) (Colombatti ve ark., 1993).
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Sekil 1.3. integrin yapis1 (Calderwood ve ark., 2013)

Epitel ge¢is (ET) sirasinda tiimor hiicreleri integrin afinitelerini ve ECM
proteinlerine karsi ilgilerini (inside-out sinyal yolagi) ve/veya integrin ekspresyon
seviyelerini degistirerek mikro enviromental (ECM proteinleri, endotelyal
hiicreler, bagisiklik sistem hiicreleri ve fibroblastlardan olusur) sistemden
kagarlar. Ayrica, biliylime faktorleri ve kemokin reseptdr sinyali integrin
konformasyonunu degistirir ve integrin aktivasyonunu diizenler. Integrinlerin
inaktif formunda, o ve B alt initelerinin sitoplazmik kuyruk kisimlart birbiri ile
sik1 bir sekilde etkilesim igindedir. oo ve B zincirlerinin N-terminal kiiresel bas
kisimlar1 ise plazma membrana dogru egilmis bir sekilde bulunur (Sekil 1.4)

(Arnaout ve ark., 2005).
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Sekil 1.4. Aktif ve inaktif integrin (Young ve ark., 2013)

Biiyiime faktorleri, 3 alt {initesinin sitoplazmik ucu ile talin proteininin
etkilesmesini uyarir, ve bu sekilde a ve B alt iinitelerinin sitoplazmik kuyruk
kismindaki tuz kopriileri kirilarak aktif form halinin alinmasi saglanmis olur
(Arnaout ve ark., 2005). Aktif duruma gegen integrinler, ligandina baglanarak
hiicre yiizeyinde kiimelenir ve hiicre baglanmasi, hiicre canliligi, proliferasyonu,
migrasyonu, gen transkripsiyonu ve apoptotik sinyalleri uyarabilir (Aplin ve ark.,
1999). Ligand baglanmas1 sonrasinda, integrinler hiicre yiizeyinde kiimelenerek
fokal kontak bdlgelerini olustururlar. Bu bolgelerin sitoplazmik kisminda ¢ok
sayida farkli aktin-ilgili proteinler (fokal adezyon kinaz, talin, paksillin, Src,
vinkiilin gibi) yer almaktadir (Sekil 1.5) ve bu proteinler integrinlerin sitoiskelet

yapist ile baglantisin1 saglarlar (Sastry ve Burridge, 2000).



integrin

F-Aktin

Sekil 1.5. Integrin aktivasyonu sonrasinda iskelet elemanlarini kiimelenmesi (Billadeau ve ark.,

2007)

Integrinlerin hem ekstraselliiler ligandlara hem de intraselliiler
ligandlarina baglanmalari, biyokimyasal sinyallerin plazma membranindan gegis
icin bir transmembrane baglant1 saglanmasina neden olmaktadir. Bunun yani sira,
integinler kinazlari aktive ederek, sitoiskelet proteinlerinin fosforilasyonuna neden
olurlar ki; bu durumda da stres fiber formasyonunun, hiicre seklinin ve
migrasyonun diizenlenmesinde etkili olmaktadir. integrinlerin sitoplazmik kuyruk
kismi ile kiimelenmesine neden oldugu sitoplazmik sinyal molekiilleri, integrin
tirtine bagli olarak tiimor olusumunu stimiile edebildigi gibi inhibe de
edebilmektedir. Ornegin; o3, a5, av, a6, Bl, avp4, PB4, a9pl ve av p3
integrinleri, c¢esitli timo6r dokularinda asir1 eksprese edildikleri ve timor
olusumunu uyardiklar1 gosterilmistir. Ancak, o2f1 gibi bazi integrinlerin de
meme kanserinde baskilayict bir rol oynadig: bilinmektedir (Rathinam ve Alahari,

2010).



1.2. Integrin Ekspresyonunun Kanserdeki Rolii

Metastatik potansiyeline sahip tiimor hiicrelerinin basal membrana dogru
hareketi, integrinlerin aktive ettigi proteolitik enzimler vasitasiyla basal
membranin degredasyonu ile diizenlenmektedir (Aumailley ve ark., 2000). Bu
durum, tiimor hiicrelerinin agresif ve metastatik potansiyelini arttirmaktadir.
Laminin baglanma reseptorii olan, o6P4 integrinin meme kanserinde asiri
ekspresyonu metastatik yayilim ile dogrudan iligkilidir (Kim ve ark., 2009). Ayni
sekilde, avp3 integrin ekspresyonununda meme kanserli hiicrelerinde normal
hiicrelere kiyasla artis gosterdigi bildirilmistir. B3 integrin alt {initesi patolojik
anjiogenez olusumunda kritik bir role sahiptir (Mahabeleshwar ve ark., 2008).
Farmakolojik olarak (3’in bloke edilmesi bir¢ok kanser tipinde tiimor
anjiogenezini azaltmasi, klinik agidan kullanilmak {izere bir¢ok ila¢ adayinin

gelistirilmesine neden olmustur (Folkman, 2007).

B1 integrin ekspresyon seviyesinin artmasi bir¢ok insan timér olusumu
ile iliskilidir (Yao ve ark., 2007). Bl integrinin asirt ekspresyonunu akciger,
pankreas ve kutandz melanoma kanserlerinin zayif prognozu ile iliskilidir. Kiiglik
hiicreli akciger kanserlerinin ECM ile baglantilar1 B1 integrin/FAK yolu ile
diizenledigi hiicre yasami ve kemotrepdtik apoptozun baskilanmasina neden
olmustur (Marastoni ve ark., 2008). av integrini 1, B3, B5, p6 ve P8 ile
heterodimer yapar ve RGD-iceren vitronektin, fibronektin, fibrinojen ve
osteopontin proteinlerine baglanir. Servikal kanserinde, avp3 integrini hastaligin
seyri ile yakindan alakalidir. Ayrica, pankreatik adenokarsinoma hastalariin %
58’1 avPB3 ekspresyonuna sahiptir (Desgrosellier ve ark., 2009). avp6 integrin
ekspresyonunun, akciger, oral karsinoma, meme, pankreas, mide, kolon, ovaryum
ve salgi bezi kanserlerinde arttigi gosterilmistir (Peng ve ark., 2009). avp4
integrini bu kanser dokularinda invasyonu ve metastazi ekstraselliiler sinyal-ilgili

kinaza (ERK) ile dogrudan baglanarak gerceklestirir (Peng ve ark., 2009).

a8Bl, a4Bl, a5B1, avp5, avp3 gibi integrin reseptorleri ECM protein
olarak fibronektine baglanma yetenegine sahiptirler. Fibronektin proteini, 2.

kromozom (insan) iizerinde tek bir gen ile kodlanmistir (Ayad ve ark., 1994) ve



alternatif splays islemleri ile farkli izoformlar1 bulunmaktadir. Disiilfid baglari ile
birbirine bagl iki alt tiniteden olugmaktadir. Arjinin-Glisin-Aspartik asit (RGD
bolgesi) aminoasitlerinden olusan motif bolgeye a5B1 ve avB3 integrinlerinin
baglandigi, Glutamik  asit-Izolosin-Losin-Aspartik ~ Asit-Valin -~ (EILDV)
aminoasitlerinden olusan bdlgeye de a4f1 integrini baglanmaktadir. Ayrica, tip
Il 'V (CS) bolgesi hiicresel fibronektin proteininin her iki alt {initesinde
bulunurken, plazma fibronektinin yalnizca bir alt iinitesinde yer almaktadir. Bu
alternatif splays bolgesi a4pl, o4pf7 ve o9B1 igin baglanma kismini

olusturmaktadir (Magnusson ve Mosher, 1998).

Ozellikle o5B1 integrini spesifik olarak fibronektin baglanma reseptorii
olarak tanimlanmistir. a5B1 integrini aktin sitoiskelet yapisi ile fokal baglanma
bolgesinde yer alan Tensin protein iizerinden baglanir ve bu durum integrin-baglh
kinazin (ILK) ve sistein-histidin-zengin proteininin (PINCH) inhibisyonuna neden
olarak fokal kontak bolgesinin olusumunu engeller (Stanchi ve ark., 2009). a5p1
integrininin vitro bu etkisi timor timor hiicrelerinin invasif potansiyelini ve
migrasyonunu arttirarak metastaz olusumunu hizlandirir. Bu baglamda o531
integrini ile yapilan deneysel c¢aligmalar, a5B1 integrininin Rab25 proteini ile
etkileserek bazi epitel kanser tiplerinde tiimor yayilimini uyardigi gosterilmistir
(Tang ve Ng, 2009). a5B1 heterodimerinin prostat kanser hiicrelerinin siirekli
olarak invasif bir 6zellik kazanmalarina neden oldugu da bulunmustur (Jia ve ark.,
2004). Bunun tersine; HT29 kolon karsinoma hiicrelerinde (Varner ve ark., 1995)
ve Chinese Hamster Ovary (CHO) (Giancotti ve Ruoslahti, 1990) a5B1
integrininin in vitro ortamda cell proliferasyonunu durdurucu bir etkiye sahip
oldugu rapor edilmistir. a5PB1 integrininin hiicre tipine spesifik olarak hem

tumorijenik etkisi hem de antitumorijenik etkisine sahiptir.

Bu integrinlerin 6zellikle metastatik hiicrelerde asir1 eksprese olmalari,
metastaz i¢in bir isaretleyici olarak gorev alabilecekleri diislinildiigii gibi
antitimorijenik etkileri ile tedavide hedef molekiil olabilme 6zelligine de sahip
olabilecekleri diisiiniilmektedir. Bu amag igin; F8, B7, D5 (Villa ve ark., 2008),
L19 (Kaspar ve ark., 2006), Vitaxin/MEDI-522 (Mcneel ve ark., 2005) ve

volociximab (M200) (Figlin ve ark., 2006) gibi monoklonal antikorlar ve peptitler
9



sentezlenmistir. Volociximab anti-a5B 1 antikoru olarak gelistirilmis ve metastatik
melanoma, renal hiicre karsinomasi ve kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserine
kars1 klinik Faz 1 ve Faz Il galismalarinda degerlendirilmistir (Figlin ve ark.,
2006).

1.3. Integrin ve Apoptoz Iliskisi

Endotel hiicrelerinin fibronektine ya da anti-Bl-integrin antikoruna
baglanmasi, hiicrelerin  baglanma-ilgili apoptozdan (anoikis) kactigini
gostermistir.  Epitel, endotel ve bazi tumdr hiicrelerinin matrikse integrinler
araciligiyla baglanmasi apoptozu inhibe ederek hiicre yasamini uyarmaktadir
(Montgomery ve ark., 1994; Boudreau ve ark., 1994). Spesifik integrinlerin farkli
yetenekleri farkli sinyal yollaklarini kullanarak hiicrelerin anoikisden kagigini
diizenlemektedir. Ancak, bu calismalar az sayidaki hiicre tipi ile yapilmis olup,
farkl: hiicre tiplerinde integrinlerin farkli sinyal yolaklarini tetikledigi ve bir hiicre
tipinde yasam sinyallerini iletirken diger hiicre tipinde anoikis sinyallerinin
iletimini saglayabilmektedir. Integrinlerin ligasyonu, apoptozun baskilanmasinda
anahtar diizenleyici goreve sahip olan Bcl-2 proteininin ekspresyonunu diizenler
(Zhang ve ark., 1995). Endotel hiicrelerinde avfB3’in ligasyonu p53 aktivitesini
baskilayarak, p21WAF1/CIP1 ekspresyonunu inhibe eder ve Bcl-2:Bax oranini
arttirarak hiicre canliligini uyarir (Zhang ve ark., 1995). Diger taraftan (4
sitoplazmik bolgesinin ekspresyonu p21 aktive ederek, rektal karsinoma
hiicrelerinde biiyiimeyi durdurucu etki gosterir (Clarke ve ark., 1995). B1 integrini
P13-kinaz/Akt yasam sinyalini aktive eder ve bu aktivasyon durumu
kemoterapoétik ilaglarin uyardigi hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve kaspaz-3
aktivasyonunu inhibe eder (Hodkinson ve ark., 2006). Prostat kanser hiicrelerinde,
DU145 seramid ya da doketaksel tarafindan uyarilan apoptoz fibronektin-$1
ligasyonu ve insulin-benzer biiyiime faktor tarafindan inhibe edilir (Thomas ve
ark., 2010). MDA-MB-231 ve MDA-MB-435 meme kanser hiicrelerinde
paklitaksel ve vinkristine ile uyarilan apoptoz, P1 alt iinitesinin ligasyonu
sonrasinda baskilanir. Bu etki sitokrom c¢’nin mitokondriden saliniminin

durdurulmasi ile gerceklesir (Aoudjit ve Vuori, 2001).
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Ileri asamada bulunan glioma hiicrelerinde o5B1 integrin sinyal
yolaginin p53 sinyal yolagi ile karsilikli olarak negatif etkilesimi glioblastomanin
kemoterapiye karsi direngli olmasina neden olmaktadir. a5B1 integrinini spesifik
antikor ya da kiigiik RGD-benzer antagonist ile bloke edilmesi kaspaz-8 ve
kaspaz-3 bagimli apoptozun giiglii bir sekilde uyarilmasina neden olur (Renner ve
ark., 2015). Benzer sekilde, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde yapilan bir
calisma, B1 sitoplazmik bolgenin kaspaz-8 ile etkilesimi fukoidan inkiibasyona
sonrasinda gergeklesmis ve apoptozu uyarmistir (Yamasaki ve ark., 2012). av
integrin-ERK-diizenleyici yasam sinyalleri ve hiicre dongiisiinde tutulma ovaryum

hiicrelerinin anoikis’e kars1 dayanakli olmasina neden olabilir (Carduner ve ark.,
2014).

Integrinler ekstrinsik (dis yolak) apoptozu protein kinaz C (PKC)
aktivasyonu tizerinden de diizenlemeye yardimci olurlar. PKC hem hiicreyi
apoptozdan korur hem de apoptozun uyarilmasini saglar. PKCs izoenzim av33
integrini ile birlikte kiimelenir ve adezyon-bagimli ERK1/2 aktivasyonuna katki
saglar. Bir calismada, SKOV-3 ve IGROV1 insan ovaryum hiicreleri, tutunmaya-
bagimli yasam sinyallerin iletilmesinde model olarak kullanilmistir. avp3
integrini IGROV1 hiicrelerinde eksprese edilirken, SKOV-3 hiicrelerinde hem
ovB3 hem de avp5 eksprese edilir. av integrinini ekspresyonu ve PKCs
aktivasyonu, ERK1/2 stimiilasyonu ile birlikte IGROVT1 hiicrelerini anoikis’den
kurtarirken, tutunmadan-bagimsiz durum SKOV-3 hiicrelerinin biiylimesinin

durdurulmasini tetikler (Carduner ve ark., 2014).

1.4. Sitoplazmik Kalsiyum Artisi ile integrin Etkilesimi

Integrinlerinin sitoplazmik kalsiyum hareketliliginin diizenlenmesindeki
rolii trombosit, 16kosit, endotel, fibroblast ve osteoblast gibi bir¢ok hiicre tipinde
gosterilmistir (Sjaastad ve ark., 1996). B2 lokosit integrini kalsiyum artisi ile
birlikte degerlendirilmektedir. Ancak bununla birlikte, RGD baglanma bolgesi
iceren ligandlarla ilgili allbB3, avp5 ve avB3 integrinlerinin de kalsiyum
hareketliligi ile ilgili oldugu bildirilmistir (Schwartz, 1993; Sjaastad ve ark.,
1996). Integrin ve kalsiyum iliskisi olduk¢a kompleks bir yapiya sahip olmakla
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birlikte, birgok hiicre tipinde tam olarak anlagilamamistir. Trombosit hiicrelerinde,
allbB3 integrininin kalsiyum homeostazinda Onemli rol oynar ve trombosit
aktivasyonunu takiben kalsiyum akisin1 uyarmaktadir (Sage ve ark., 1993). Bunun
tersine, baska bir ¢alisma ise trombositlerin uyaricilarina bagh olarak, allbp3’e
ligand baglanmasi ile kalsiyum mobilizasyonu uyarilir ya da inhibe eder (Rosado
ve ark., 2001).

Kalsiyum artigina bagli integrin aktivasyonunda, kalsiyum-baglanma
proteinlerinin 6rnegin; kalretikulin, 6nemli gorevleri bulunmaktadir. Coppolino ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢aligmada; ollb integrin alt iinitesinin KVGFFKR
dizisine kalretikulinin baglandig1 ve integrin aktivasyonu icin gerekli oldugu rapor
edilmistir (Coppolino ve ark., 1995). Kalretikulinin hem integrin reseptoriiniin
baglanma islevinde hem de integrinin baslattig1 sinyal yolaginda 6nemli oldugu,
ancak kalsiyumun depolanmasinda belirli bir rol oynamadigi bilinmektedir
(Coppolino ve ark., 1997). E63 iskelet kasi hiicrelerinde, a7 alt {initesinin laminin
ya da anti-o7 antibody ile baglanmasi intraselliiler serbest kalsiyum diizeyinde
hem kalsiyum hiicre i¢i depolarindan hem de voltaj-diizenleyici L-tipi kalsiyum
kanalarindan bir artisa neden olmustur. o7 integrininin sitoplazmik kuyruk kismi
sitoplazmik kalsiyum konsantrasyonuna bagli olarak kalretikulin ile etkilesir.
Kalretikulin integrinin sitoplazmik aktivatorii olarak gorev yapar ve ayni zamanda

hiicre ylizeyinde kalsiyum kanallar1 ve integrinler arasinda baglantiyr saglar
(Kwon ve ark., 2000).

Integrinlerin fibronektin ile stimiilasyonu kalsiyum sinyali iiretimine ve
buna baglhi olarak da Ras/Raf-1/Mek/Erk  yolagi iizerinden hiicre
proliferasyonunun uyarilmasia neden olmaktadir. Bu sistemdeki kalsiyum artig1
kalsiyum baglanma proteinin olan kalmodulin ve Ca*® / kalmodulin-bagiml
protein kinaz II (CaMKII) ‘nin aktivasyonunu saglar. Integrin-fibronektin
baglanmasi, CaMKII'nin aktivasyonu ve fosforilasyonu ile iligkili olarak
sitoplazmik kalsiyum konsantrasyonunda artisa neden olmaktadir (Illario ve ark.,
2003). T hiicrelerinin kalsiyum akisini uyarict bir molekiil (ionomaysin) ile
inkiibasyonu ya da fibronektine baglanmasi, kalsiyum bagimli proteazlar olarak

bilinen kalpainlerin aktivasyonuna neden olmaktadir. Aktif kalpainler daha sonra
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protein tirozin fosfataz 1B’nin kirilmasma ve pl30cas sinyal yolaginin
uyarilmasina neden olmaktadir (Rock ve ark., 1997). Endotelial hiicrelerde 50
kDa’luk integrin-iliskili proteinin (IAP) integrin-diizenledigi kalsiyum akisinda
spesifik olarak gorev yaptig1r ve IAP proteininin integrin-iligkili kalsiyum kanali

olabilecegi onerilmektedir (Schwartz ve ark., 1993).

1.5. Kalsiyum Iyonunun Apoptozdaki Rolii

Kalsiyum iyonu, normal de bir¢ok fizyolojik olayin baslatilmasinda
gerekli bir sinyal iletim molekiilii olarak gorev yapmaktadir. Normal ortamda,
kalsiyum siirekli olarak endoplazmik retikulum (ER) ile mitokondri arasinda yer
degistirir (Sekil 1.6). Kalsiyum ATPaz (SERCA) pompalar1 vasitasiyla kalsiyum
ER i¢ine pompalanir ve IP3-kapili kanallar (IP3R) vasitasiyla da salinimi
gerceklesir (Demaurex ve Distelhorst, 2003). Kalsiyum mitokondriye ise Ca*?
uniport (mCu) ile girer ve Na*/Ca*? degisim (mNCE) kanallar1 ile salinir. Ancak,
iletimin yanlis zaman ve yanlis yerde gerceklesmesi Oliim sinyal olarak
doniismesine neden olabilir. Mitokondriler kalsiyum sinyalinin 6liim ya da yasam
sinyali oldugunu belirleyen organellerdir (Szalai ve ark., 1999). Kalsiyumun
ER’den mitokondriye taginmasi apoptozun baslamasi icin gereklidir, fakat her

apoptotik sinyal i¢in bu gereklilik gegerli degildir (Scorrano ve ark., 2003).

Pro- ve anti-apoptotik Bcl-2/Bax aile iiyelerinin dengesi ER kalsiyum
icerigini belirler. Anti-apoptotik Bcl-2 aile tiyelerinin asir1 ekspresyonu ER
kalsiyum yiiklemesini azaltarak, hiicreyi apoptozdan korumaktadir (Foyouzi-
Youssefi ve ark., 2000). Bax, Bak gibi pro-apoptotik proteinler ise, ER-
mitokondri baglantisin1 saglarlar (Wang ve ark., 2001) ve bu durum apoptozu

uyartr.
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Sekil 1.6. ER ve mitokondri arasindaki Ca*? iligkisi (Demaurex ve Distelhorst .,2003)
ER ve mitokondri aracili apoptozun uyarilmasi ii¢ kategoriye ayrilir.

1. Arasidonik asit, seramid ve oksidatif stres durumlarinda, uyarict ER
Ca*? kapisina baglanir ve bu durum mitokondride Bax/Bak eslesmesini

gerektirmez.

2. Uyaric1 ER Ca*? kapisina baglanmaz, fakat mitokondride Bax/Bak
eslesmesine ihtiyag duyar. Ornegin; BH3 proteini olan tBid.

3. Uyarict her iki yolagida etkiler. Ornegin; T hiicre reseptdr
aktivasyonunda, etoposide ve brefeldin A (Demaurex ve Distelhorst, 2003). Bu
durumda, mitokondride hem Ca*? hem de Bax ve Bak varligina ihtiya¢ duyulur.

ER Ca'? ve Bax/Bak diizeyi 6liim potansiyelini degistirir.

Ca'*? artis1 ile Bax/Bak proteinleri arasindaki bu degisim oncellikle Ca*?
aktarimina izin veren IP3 reseptorlerinin ve SERCA proteinlerinin aktivitelerinin
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degisimi ile ilgilidir. Bir diger etkili protein ise anti-apoptotik protein olan Bcl-2
dir. Bax/Bak ile anti-apoptotik protein olan Bcl-2 arasindaki denge ER Ca*?

yiiklemesini belirler (Demaurex ve Distelhorst, 2003).

Hiicrede ER stres sonucunda intraselliiler ortamda artan serbest Ca*?
iyonlar sistein proteinaz ailesinden kalpainlerin aktivasyonuna sebep olmaktadir.
Insanlarda 14 izoformu bulunan kalpain genlerinden mikro (u,1)-kalpain ve mili
(m, 2)- kalpain benzer proteaz domeini igermektedir (Sorimachi ve ark., 2010).
Kalpain 1 aktivasyonu sonrasinda mitokondri i¢ membraninda bulunan AIF’in
pargalayarak sitozole salinmasina sebep olur. Bdylece kaspaz bagimsiz olarak

DNA fragmentasyonu olusturup apoptoza sebep olmaktadir (Sevrioukova, 2011).

Kalpain 1 ayni zamanda sitozolde inaktif halde bulunan pro-apoptotik
protein Bid’in aktiflesmesini saglayarak mitokondri membraninda Bax/Bad
lokalizasyonunu etkileyerek mitokondri membraninda permabilizasyona sebep

olur ve apoptoza yol agmaktadir (Smith ve Schnellmann, 2012).

Kalpain 2’nin direkt olarak pro-kaspaz-7-12’yi aktiflestirdigi ve kaspaz
kaskadlar ile ekstrinsik yolak aralifi ile apoptoza sebep oldugu bilinmektedir

(Storr ve ark., 2011).

1.6. Integrin Ekspresyonunun Ovaryum Kanserindeki Rolii

Epitel ovaryum kanserleri ovaryum malignant neoplazmalarin en genel
bilinen tipidir. Epitel ovaryum kanserleri fallopian kanalinin epitelium
tabakasindan ya da ovaryum yilizey epitelium tabakasindan orijin almistir
(Koshiyama ve ark., 2014). Bir¢ok epitel ovaryum kanser hastalar1 asemptomatik
yollarla karakterize edilir, ancak teshis ileri evrede miimkiin olmaktadir. Bu
durumda tiimor peritonel boslugu dissemina olmustur. Ileri-diizeydeki hastalarin
ancak %20-30’sinde 5 yi1l yasam orani rapor edilmistir (Brun ve ark., 2000).
Ovaryum kanseri sirasinda karinda biriken assit timoriin intraperitoneal ve
retroperitonel yayillimi ile iligkili olmasindan dolayi, metastazin olusumundan
sorumlu oldugu disiiniilmektedir (Ayhan ve ark., 2007). Kanser hiicreleri
ovaryum yiizeyinden assite tek bir hiicre formunda ya da kiiresel formda yayilim

gosterirler. Bu ylizen malignant hiicreler bulunduklari ortamda yani ECM
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baglantis1 olmadan yasamak ve prolifere olmak zorundadir. Assit ortami dinamik
bir ortam olup, yasam faktorleri (sitokinler, biliylime faktorleri, anjiogenik
faktorler, hormonlar, proteazlar ve ECM proteinleri gibi) icermektedir ve bu
nedenden dolayr 6zel bir timdr mikro cevresi olarak gorev yapar. Tim bu
molekiiller kanser hiicrelerinin migrasyonunu, invasyonunu, yasamini ve kiiresel
formasyonunu diizenler (Puiffe ve ark., 2007). Ozellikle, ECM proteinlerinden
fibronektin ve vitronektin ovaryum tiimoriiniin mikro ¢evresinde bulunan anahtar
molekiillerdendir. Fibronektin, ovaryum kanseri sferoid olusumunu, tutunmay1 ve
disaggregasyonu tetiklemektedir. Metalloproteinaz-2 ile fibronektin ve
vitronektinin kisa fragmantlara ayrilmasi ovaryum kanser hiicrelerini peritoneal
bolgeye baglanmasini arttirmakta ve bu durum metastaz i¢in baslatict basamagi

olusturmaktadir (Kenny ve ark., 2008).

Son yillarda yapilan c¢alismalar, klintk ve molekiiler biyolojik
isaretleyicilerin tek basina epitel ovaryum kanserlerinin teshisi igin yeterli
olmadigint gostermistir (Aust ve Pils, 2014). Bu nedenle, epitel ovaryum
kanserinin molekiiler temelinin tam olarak anlagilmasi, yeni spesifik biyolojik

hedef molekiillerinin tanimlanabilmesi i¢in son derece onemlidir.

Bu ¢alisma, SKOV-3 hiicrelerinde metastatik olarak bilinen integrin
aktivasyonu sonrasinda ER stresine bagli olarak sitoplazmik kalsiyum ve
mitokondriyel kalsiyum mobilizasyonunun goriintiilenmesi, sitoplazmik kalsiyum
artisina bagli olarak hiicre-fibronektin baglanma kapasitesindeki degisimlerin
belirlenmesi ve olusturulan ER stresi sonrasinda apoptotik yolaklarin mRNA

ekspresyon diizeyinde incelenmesini amaglamaktadir.
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2. GERECLER

2.1. Hiicre Hatt1

SKOV-3 (insan ovaryum adenokarsinoma) hiicre hatt: Izmir Yiiksek
Teknoloji Enstitiisii Biyoteknoloji ve Biyomiihendislik Anabilim Dali Baskani

Sayin Prof. Dr. Volga Durmus’un laboratuvarindan temin edilmistir.

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Fibronektin (Sigma, Aldrich-ABD), Tunikamisin (Sigma, Aldrich-ABD),
EGTA (Sigma, Aldrich-ABD), DMEM (Gibco, ABD), dimetilsiilfoksit (DMSO)
(Applichem-Almanya); Etil alkol (Sigma, Aldrich-ABD), Fetal Bovine Serum
(FBS) (Biochrom-Germany), penisilin-streptomisin soliisyonu (Gibco-ABD),
MEM non EAA(Gibco, ABD), sodyum hidroksit (NaOH) (Merck- Almanya),
tripsin (Biochrom- Almanya); Fluo-3 AM (Sigma, Aldrich-ABD), Rhod-2 AM
(Santa Cruz,ABD), Ru360 (Santa Cruz,ABD) Bovine Serum Alblimin, Pluronic
(Sigma, Aldrich-ABD), RNA izolasyon kiti (Norgen, Norveg), cDNA sentez kiti
(Thermo-ABD), PCR Prob Master (Roche-Almanya), Agaroz (Sigma, Aldrich-
ABD), etidyum bromiir (Sigma, Aldrich-ABD), DNA marker (Sigma, Aldrich-
ABD)

2.3. Kullanilan Cihazlar

Azot Tanki (Taylor Wharton-Almanya); buzdolab1 (Arcelik- Tiirkiye);
karbondioksitli (CO;’li) etiiv (Hera Cell 240 Thermo Scientific-Almanya); derin
dondurucu (-20°C) (Argelik No Frost-Tiirkiye); distile su cihazi (Niive- Tiirkiye);
filtre (Sartorious-Almanya); floresan mikroskop (Leica DMI 4000B-Almanya)
hassas terazi (Ohaus-isvigre); inverted mikroskop (Leica-Almanya); laminar kabin
(Steril Kabin) (Heal Force-Cin); otoklav (ALP-Japonya); santrifiij (Hettich-
Almanya); Microfuge 20R Santrifiij (Beckman Coulter-A.B.D) sterilizator (Niive
FN 500-Tiirkiye); su banyosu (Niive BM 302-Tiirkiye); vorteks (Yellowline-
Belgika) DNA/RNA UV kabini UVT-B-AR (Biosan-Tiirkiye); RT-PCR cihazi
LightCycler Nano System (Roche- Almanya), Xcelligence Ger¢ek Zamanli Hiicre
Analiz Sistemi (Roche- Almanya), Jel goriintiileme sistemi BioSpectrum 510
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(UVP-Ingiltere); akim kaynagi E844 (Consdet-A.B.D); yatay jel elektroforezi
tinitesi (Consdet-A.B.D); Nanodrop, BioSpec-Nano, Shimadzu, USA
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3. YONTEMLER

3.1. Hiicre Kiiltiirii
SKOV-3 hiicreleri % 10 FBS, % 1 penisilin-streptomisin, % 1 L-
glutamin iceren DMEM besiyerinde, % 5 CO>’li etiivde 37°C’de kiiltiir ortaminda
tutulmustur. Hiicreler 1% tripsin-EDTA soliisyonu ile her 3 giinde bir 1:3 ile 1:6

oranlar1 arasinda alt kiiltiirlere ayrilarak pasajlanmiglardir.

3.2. Kalsiyum Dagilimimin Floresan Mikroskop ile Goriintiilenmesi

24 kuyucuklu plakalar kaplamasiz olarak ya da 50 ug/ml fibronektin
eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. 1xPBS ile 2 kez yikamanin ardindan
%1 BSA ile 1 saat 37°C’ de inkiibe edilerek her kuyucuga 1 x 10° SKOV-3
hiicresi serumsuz medium igerisinde eklenmistir. Hiicre baglanmasi i¢in 2 saat

37°C’de inkiibasyon sonrasinda 2 kez 1xPBS ile yikama yapilmistir.

intraselliiler Ca*® artigii belirlemek icin Fluo-3 AM boya karisimi
(HEPES buffer igerisinde Fluo-3 AM 16 uM, %0,1 BSA, %1 pluronic f127), her
kuyucuga 100ul eklenmistir. Hiicreler boya ile 37°C’ de 40 dakika inkiibasyona
birakilmistir. PBS ile 2 kez yikamanin ardindan 200ul HEPES buffer (145 mM
NaCl, 5 mM KCI, 1,3 mM MgCl; 1,2 mM NaH,PO4, 1 mM CaCl,, 20 mM
HEPES, 10 mM Glukoz, %1 BSA) igerinde Tunikamisin (12-18-24 uM)
konsantrasyonlar1 eklenmistir ve belirli zaman araliklarinda floresan mikroskop

ile goriintiileme yapilmistir.

Mitokondriyal Ca*® artigii belirlemek igin ise, Rhod-2 AM boya
karisimi (PBS igerisinde Rhod-2 AM 5 uM, %2 pluronic f127) her kuyucuga
100ul eklenmistir. Hiicreler boya ile 37°C’ de 40 dakika inkiibasyona
birakilmistir. PBS ile 2 kez yikamanin ardindan 1mM Ca*? igeren HEPES buffer
icerinde TN (12-18-24uM) konsantrasyonlar1 eklenerek hem hiicre disindan hiicre
icine Ca*? girisi ile hem de hiicre i¢i depolardan Ca*? salinmast ile mitokondriyal
Ca'? artigim dolayli olarak floresan yogunlugu ile iligkilendirilerek belirli zaman

araliklarinda floresan mikroskop ile goriintiilleme yapilmistir.
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Kalsiyum igcermeyen HEPES buffer icerisinde TN konsantrasyonlari
uygulanmasi sonucunda ekstraselliiler ortamda kalsiyum bulunan sadece hiicre igi
depolardaki kalsiyumun salinmasi sonucunda mitokondriyal Ca*? artisin1 dolayh
olarak floresan yogunlugu ile iligkilendirilerek belirli zaman araliklarinda floresan

mikroskop ile goriintiileme yapilmstir.

Rhod-2 AM isaretli SKOV-3 hiicrelerine ekstraselliiler Ca*? selatorii olan
EGTA (5mM) uygulanarak floresan mikroskop ile goriintiileme yapilmistir.

Mitokondriye kalsiyum geg¢isini saglayan kanallarin inhibisyonu ig¢in
SKOV-3 hiicreleri Rhod-2 AM ile boyanmadan 6nce 37 °C’de 1 saat Ru360 (10

uM) ile 6n muamele yapilmistir.

3.3. Hiicre Adezyonu

Fibronektin ile kaplanan 16 kuyucuklu E-plakalarda ovaryum
hiicrelerinin  baglanma kapasiteleri tunikamisin varliginda / yoklugunda
Xcelligence Real Time Cell Analyzer (RTCA) ile belirlenmistir. Fibronektin
eklenen E-plakalar 1 saat 37 °C’de inkiibe edilmesinin ardindan her bir kuyucuk
IXPBS ile 2 kere yikama iglemi yapilmistir. Spesifik olmayan baglanmanin
onlenebilmesi i¢in kuyucuklar % 1’lik BSA (w/v) soliisyonu ile 37 °C’de 1 saat
inkiibe edilmistir. Kuyucuklar 1xPBS ile yitkamanin ardindan 100 ul serumsuz
medium eklenerek Xcelligence sistemi i¢in background Ol¢iimii yapilmustir.
Ardindan 100 ml 1x10* hiicre her kuyucuga eklenerek 2 saat boyunca her 15
dakikada bir kez ol¢lim alinmigtir. Hiicrelerin kuyucuklara baglanmasinin
ardindan TN konsantrasyonlari eklenmistir. Madde uygulamasi sonrasinda, ilk 2
saat boyunca her 2 dakikada bir kez 6l¢iim alinmistir. Sonrasinda ise, her 15
dakikada bir kez 6l¢iim alinarak 24 saat boyunca fibronektin kapli kuyucuklarda
TN uygulamasinin hiicre baglanmasina etkileri Real time cell analyzer (RTCA)
software kullanilarak belirlenmistir. TN uygulamasi sonrasinda E-plakalar 2-24-
48 saat sonrasinda 151k mikroskobu ile goriintiilenerek hiicre morfolojindeki

degisiklikler fotograflanmistir.
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3.4. mRNA Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi (Ger¢ek-zamanh

Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-time PCR) Analizleri

3.4.1. Total RNA izolasyonu

Fibronektin kapli / kaplamasiz besi kaplarinda 1x10° SKOV-3 hiicresi
eklenerek iki saat hiicre baglanmasmin ardindan 30 dakika TN ile 37°C’ de
inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan RNA izolasyonu icin Total RNA
Purification Plus Kit (Norgen, Kat No:48300) prosediirii izlenmistir. Hiicreler bir
kez PBS ile yikamanin ardindan 350 ul Buffer RL olarak besi kaplarina eklenerek
5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Kaziyic1 yardimi ile hiicre lizatlar
genomik DNA (gDNA) uzaklastirma kolonuna alinir. 1 dakika 14.000 x g ‘de
santrifiij sonrasinda gDNA kolana baglanmaktadir. Santrifiij sonrasinda tiipte
biriken siviya her 100 pl igin 60 upl %96 etanol eklenerek vorteks ile
karistirllmistir.  Tiim karisim RNA saflastirma kolonundan gegirilerek RNA’ nin
kolona tutunmasi saglanmistir. RNA bagli kolonlar yikama soliisyonu ile santrifiij
edilmistir ve kolonlarda etanol kalintilarinin uzaklastirilmasi i¢in ekstra santrifiij
yapilarak kolon kurutulmustur. Her kolona 50 ul eliisyon soliisyonu eklenerek
elde edilen total RNA kolondan tiiplere alinmistir ve ¢cDNA sentez asamasina

gecilmistir.

3.4.2. RNA’nin kalitesi, saflig1 ve miktarinin belirlenmesi

Elde edilen total RNA’nin miktar1 ve safligt nanodrop cihazi ile
belirlenmistir. Tiim Orneklerden 1,5 pl alinarak 260/280 ve 260/230 dalga
boyunda oranlart belirlenmistir. RNA’nin kalitesi ise %1 agaroz jelde yatay

elektroforez yontemi ile belirlenmistir.

3.4.3. Total RNA orneklerinden cDNA sentezi

Izole edilen total RNA o&rneklerinden cDNA sentezi, RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit, (Thermo Scientific, ABD) yardimi ile
gerceklestirilmistir. 500 ng total RNA 6rneklerine 1 pl random hexamer primer
eklenerek toplam hacim 12 ul olacak sekilde niikleaz igermeyen su ile

tamamlanmustir. Tiim 6rnekler 65°C ‘de 5 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyonun
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ardindan revers transkipsiyon amaciyla asagidaki karisim hazirlanarak 12 ul RNA

karigimina eklenmistir.

Cizelge 3.1. cDNA sentezi igin reaksiyon karigimi

Komponent Miktar

5% Reaksiyon Buffer 4 ul

RiboLock RNaz inhibitorii (20 U/ul) 1ul

10 mM dNTP Mix 2 ul

RevertAid M-MuLV RT (200 U/pl) 1l

Hazirlanan 20 pl karisim 5 dakika 25°C ‘de inkiibasyonun ardindan 60
dakika 42°C ‘de inkiibe edilmistir. Sentezlenen cDNA oOrnekleri RT-PCR’ da

kullanilmak iizere -20°C ‘de saklanmuistir.

3.4.4. Primer dizilerinin secilmesi

Hedef genler ve referans gen primer dizileri Roche, Almanya tarafindan
dizayn edilen FAM isaretli single assay primer problar kullanilmistir.
Calismalarda kullanilan single assay primer problar Universal Prob Library

veritabanindan belirlenmistir.
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Cizelge 3.2. Polimeraz zincir reaksiyonlari i¢in kullanilan primer dizileri assay ID’leri

Primer Assay ID Primer Assay 1D
Gapdh 101128 Kaspaz-8 145516
Kalpain-1 108838 Ire-1 145212
Bax 142318 FAK 105750
Sitokrom C 131076 Bcl-2 100083
AlF 100015 Bcl-XL 100088
Endo G 102632 Kaspaz-3 100213

Kalpain-2 109470

3.4.5. Ger¢ek-zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-

time PCR) Analizleri

Polimeraz zincir reaksiyonu Fast Start Essential DNA Probes Master Kiti
(Roche Kat No: 06402682001) kullanilarak gerceklestirilmistir. 8’li PCR

tiiplerine asagidaki karisim hazirlanarak eklenmistir.

Cizelge 3.3. Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in hazirlanan karisim

Komponent Miktar
Master miks 10 ul
Primer prob miks 1ul
Niikleaz igermeyen su 7,5l
cDNA 1,5 ul
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Total hacim 20 ul’ye tamamlanarak 1.500 x g’ de santrifiij yapilmistir ve
8’11 PCR tiipleri Lightcycler Nano cihazina alinmistir. Dongii sayilar1 ve

sicakliklart Cizelge 3.4.5.1° de belirtilmistir.

Cizelge 3.4. PCR dongiileri sicaklik ve siireleri. Pre-inkiibasyon: Enzim aktivasyonu ve kalip
cDNA"nin denatiirasyonu, Amplifikasyon: Hedef bdlgenin primerler yardimi ile
cogaltilmast ve 6zgiin problar yardimi ile diriiniin belirlenmesi, Sogutma: Sistemde

yer alan rotorun sogutulmasi basamaklardir.

Program Dongii sayist Sicaklik Siire
Pre-inkiibasyon 1 95C 10 dk
Denaturasyon 95C 10 sn

Amplifikasyon Annealing 45 60C 30 sn
Ekstensiyon 72C 10 sn

Sogutma 1 40C 10 sn

Ornekler gercek-zamanli PCR asamalar1 tamamlanmasinin ardindan her
bir hedef genin ekspresyon diizeyi referans gen olarak kullanilan Gapdh’a gore
relatif olarak oranlart belirlenmistir. Hedef gene ait mRNA ekspresyon diizeyi,
ayn1 Ornegin Gapdh’a (ayn1 zamanda, relatif kantitasyonda eksternal standard)
ekspresyon diizeyine goére gercek-zamanli PCR sisteminde varolan yazilim
program1 (LightCycler Relatif Kantitasyon Yazilim Programi) kullanilarak
hesaplanmistir ve relatif olarak kantite edilmistir. Eksternal standart, gercek-
zamanli PCR ile kantitasyon sirasinda hedef ve referans cDNA miktarlar
arasindaki farkliligi, 6rnek yiliklemedeki varyasyonlari ve PCR inhibitorlerinin

etkisini dengelemede yardimci olmasi amaci ile segilmistir.
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4. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

4.1. Intraselliiler Kalsiyuam Dagihmimin Floresan Mikroskop ile

Goriintiillenmesi

Fibronektin kaplanmis 24 kuyucuklu plakalarda SKOV-3 hiicrelerinin
Ca'*? indikatrii olan Fluo-3 AM boyasi ile inkiibasyonun ardindan 12-18-24 uM
TN ile uyarilarak Ca*?artis1 gorlntiilenmistir. Fluo-3 AM ester gruplar1 sayesinde
pasif diflizyon yoluyla hiicre membranindan ge¢gmektedir. Hiicre icerisine alinan
AM ester gruplar1 endojen esterazlar tarafindan parcalanir ve boylece intraselliiler
ortamda bulunan serbest kalsiyuma duyarl hale gelmektedirler. Sitozolde bulunan
serbest kalsiyuma baglanan Fluo-3 floresan 1s1ma yapar ve hiicre membranindan

gecemeyen hidrofilik 6zellik kazanmaktadir (Thompson ve ark. 2012).
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AM Esteri dort veya daha fazla Asetoksimetil Gruplari igerir

Floresan olmayan
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Hidrofilik HyC
Gegirimsiz

Plazma Membran

Sitoplazma
ester hidrolize olur

KKK
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Son reaksiyon iirtinii
Ca*

Sekil 4.1. Ca'? problarmmn (Fluo-3 AMve Rhod-2 AM) hiicre igerisine gegisi ve Ca'? ile

baglanmas1 (Thompson ve ark., 2012)

Sitozolde bulunan esterlenmis Ca*® indikatérleri bulundugu bélgedeki

esteraz aktiviteleri sonucunda yeniden esterleserek intraselliiler organellere

gecebilmektedirler. Boylece Fluo-3 c¢ekirdek, mitokondri ve ER’de floresan 1s1ma

yapmaktadir. Ancak, yeniden esterlesen Fluo-3 diflizyon, anyon transportlari yolu

ile hiicre disina ¢ikisi saglanarak kayiplara yol agabileceginden sicakliga

duyarhdir (Thomas ve ark. 2000).
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TN 12uM Fibronektin Kapli

Kontrol

0dk

5dk

10dk

20dk

30dk

40dk

Sekil 4.2. Fibronektin kapli plakalarda HEPES buffer (ImM CaCl,) igerisinde SKOV-3

hiicrelerinin

mikroskop ile goriintiilenmesi
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12 uM TN uygulamasi sonrasinda kalsiyum dagilimmnin floresan



Fluo-3 AM ile isaretlenen fibronektin kapli 24 kuyucuklu plakalarda
SKOV-3 hiicreleri ImM CaCl; iceren HEPES buffer igerisinde kontrol grubu
fotograflanmistir. Daha sonra TN dozlar1 uygulanarak 0’inc1 dakikadan itibaren
belirli araliklar ile fotograflandiginda 12 uM TN uygulamasi sonrasinda sitozolik

Ca+2’art1§1n1n 40 dakika sonrasinda 1s1manin kayboldugu belirlenmistir.

TN 18uM Fibronektin Kapli

Kontrol 0dk 5dk

10dk 20dk 30dk

40dk 50dk 60dk




100 Dk

110 dk

Sekil 4.3. Fibronektin kaplh plakalarda HEPES buffer (ImM CaCl,) igerisinde SKOV-3
hiicrelerinin 18 pM TN uygulamas:t sonrasinda kalsiyum dagiliminin floresan

mikroskop ile goriintiilenmesi (40x biiylitme)

18 uM TN uygulandiktan 40.-50. ve 60’inc1 dakikalarda Ca*? miktar
artisinin en fazla oldugu goriiliirken 60 dakika sonrasinda azaldig1 goriilmektedir.
12 uM TN uygulamasina gore 18 uM TN uygulamasinda tiim zaman dilimlerinde
1s1manin daha fazla olugu goriilmektedir. Ayrica 18 uM TN 1s1ma floresan 151ma
yogunlugu 110 dakikada hala kontrole gore farklilhik gosterirken 12 uM TN

uygulamasinda 1s1ma siiresi 40 dakika sonrasinda kontrol ile ayn1 seviyeye geldigi

gorilmiistiir.
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TN 24uM Fibronektin Kapli

Kontrol

0dk

5dk

10dk

20dk

30dk

40dk

50dk

60dk
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80 dk 100dk 110dk

Sekil 4.4. Fibronektin kapl plakalarda HEPES buffer (1ImM CaCl,) igerisinde SKOV-3
hiicrelerinin 24 pM TN uygulamas: sonrasinda kalsiyum dagiliminin floresan

mikroskop ile goriintiilenmesi (40x biiylitme)

24 uM TN uygulamasi sonrasinda Ca*? miktar1 artigma bagli 1s1ma
yogunlugu 40.-50. ve 60. dakikalarda oldugu goriiliirken 151ma yogunlugu sonraki
zaman dilimlerinde 18 uM TN uygulamasina gore daha fazla oldugu

goriilmektedir.

Yapilan literatiir taramasi sonrasinda, ER stresine bagli kalsiyum
degisimlerinin incelenmesi daha ¢ok Fluo-4 AM boyast kullanilarak
gerceklestirildigi goriilmiistir (Ziomec ve ark., 2014; Torres ve ark.,2010).
Ancak, buna ragmen Fluo-3 AM boyasinin da SKOV-3 hiicreleri iizerinde gii¢li
bir kalsiyum indikatorii oldugunu gosteren birgok yaym bulunmaktadir (Chen ve
ark., 2012; Carlberg ve ark. 1996; Gao ve ark., 2011). Bizim ¢alismalarimizi
destekler nitelikte bir calisma Lei ve arkadaglari tarafindan 2014 yilinda
yaptlmistir. Bu ¢alismada, Fluo-3 ile yiiklenen ovaryum hiicreleri (PEO14,
OAW42 ve COLO316) 48 saat boyunca 2uM TN ile muamele edilerek, kalsiyum
degisimi akim sitometrisi ile belirlenmis ve OAW42 hiicrelerinde en yliksek
kalsiyum artisin oldugu belirlenmistir. Bu artisin apoptozun gostergesi oldugu
belirtilmistir (Lei ve ark., 2014). Bu tez ¢alismasinda, literatiirden farkli olarak
yiiksek TN konsantrasyonu kullanilmis olmasina ragmen kisa siireli apoptotik

etkiye bakilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore, integrin aktivasyonu sonrasinda
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(FN-bagl hiicrelerde) Fluo-3 yiikli SKOV-3 hiicrelerinde maksimum kalsiyum
artisini, 60 dakika 24 uM TN uygulamasi sonrasinda tespit edilmistir. Bu siire
icerinde, integrin aktivasyonu ile metastatik potansiyeli gili¢lendirilmis Fluo-3
yiikli SKOV-3 ovaryum hiicrelerinin ER stresine bagli apoptozu indiikledigi
gosterilmistir. Elde edilen bu sonuglar, pro-apoptotik genlerin mRNA ekspresyon

diizeylerindeki artigin tespiti ile de desteklenmektedir (Boliim 4.4).

4.2. Mitokondriyal Kalsiyum Artisimin Floresan Mikroskop ile
Goriintiilenmesi
Mitokondriyal serbest kalsiyumun goriintiilenmesi i¢in Fluo-3 AM
sistemine benzer sekilde hilicre membranindan gecebilen AM ester molekiili
iceren Rhod-2 AM kullanilmigtir. Hiicre igine giren Rhod-2 AM esterin
par¢alanmasindan sonra pozitif yiiklenir ve negatif yiiklii mitokondri matriksinde
birikmektedir. Mitokondride biriken Rhod-2 serbest kalsiyuma baglanarak Ca*?

miktarindaki degisimlerin belirlemesini saglamaktadir (Muriel ve ark., 2000).

Kaplama yapilmadan kontrol grubu olarak ya da fibronektin ile kaplanan
24’luk plakalarda SKOV-3 hiicreleri Rhod-2 AM ile isaretlenmistir. Rhod-2
isaretli hiicreler 12-18-24 uM TN ile uyarilarak iki saat siiresince belirli araliklarla

floresan mikroskop ile fotograflandirilmistir.
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KAPLAMASIZ PLAKALARDA 1mM CaCl, [(CEREN HEPES BUFFERDA 5uM
RHOD-2 AM ILE BOYANMIS SKOV-3 HUCRELERI

KONTROL TN 12 uM TN 18 uM TN 24 uM
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Sekil 4.5. Kaplama yapilmadan Rhod-2 AM ile isaretlenen SKOV-3 hiicrelerinin TN
konsantrasyonlar1  ile  uyarilmasiin  ardindan  artan  mitokondriyal ~Ca*

konsantrasyonun floresan mikroskopda 40 x biiyiitmede goriintiileri

Kaplama yapilmadan TN uygulanmamis kontrol grubuna gore, 12 uM
TN uygulamas: sonrasinda mitokondriyal Ca*? konsantrasyonundaki artis ilk
madde eklendigi andan itibaren artis gostermektedir. 40. ve 60. dakikalarda
1simanin  kontrole yakin iken 80 ve 100. dakikalarda yeniden 1simada artis
gozlenmektedir. 100 ve 120. dakikalarda floresan 1s1ma tekrar azalmaya

baslamadig1 goriilmektedir.

18 uM TN uygulamasinda floresan yogunluk 20. dakikaya kadar atig
gosterip 40. dakikada azalirken 80. dakikadan itibaren 120. dakikaya kadar

yeniden floresan yogunlugunun artt1g1 goriilmektedir.
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24 uM TN uygulamasi sonrasinda ise Rhod-2 AM floresan yogunlugu

120. dakikaya kadar stabil bir sekilde artig gosterdigi belirlenistir.

FIBRONEKTIN KAPLI PLAKALARDA 1mM CaCl, iCEREN HEPES BUFFERDA 5uM
RHOD-2 AM ILE BOYANMIS SKOV-3 HUCRELERI

KONTROL TN 12 uM TN 18 uM TN 24 uM
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Sekil 4.6. Fibronektin kapli kuyucuklarda Rhod-2 AM ile isaretlenen SKOV-3 hiicrelerinin TN
konsantrasyonlart ile uyariimasinin ardindan artan mitokondriyal Ca*? konsantrasyonun

floresan mikroskopda 40 x biiylitmede goriintiileri

Fibronektin kapli plakalarda SKOV-3 hiicrelerinde mitokondriyal Ca*?
Rhod-2 AM ile isaretlenmesi sonrasinda 12-18-24 uM TN uygulamasi sonucunda
12 pM TN uygulandiginda floresan 1s1manin yavas yavas fakat uzun siire boyunca
artis gosterdigi goriilmektir. 120. dakikada floresan 1stma TN uygulanmayan

hiicrelere oranlara belirgin sekilde fazla oldugu goriilmektedir.

18 uM TN uygulamasinda ise TN uygulandigi andan itibaren hizli bir
sekilde floresan 1simanin arttifi goriilmektedir. Bu artis 80. dakikadan sonra

azalarak kontrol ile yakin degerlerde oldugu g6zlemlenmektedir.
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24 uM TN uygulamasinda madde eklendigi andan itibaren hizli bir
sekilde florasan yogunluguda artis goriiliirken 120. dakikada hala kontrole gore ve

diger TN dozlarina gore floresan yogunlugunun daha fazla oldugu goriilmektedir.
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KAPLAMASIZ PLAKALARDA KALSIYUMSUZ HEPES BUFFERDA 5uM RHOD-2 AM ILE

BOYANMIS SKOV-3 HUCRELERI

TN 12 uM

TN 18 uM

TN 24 uM
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20 DAKIKA
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40 DAKIKA
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120 DAKIKA

Sekil 4.7. Kaplamasiz kuyucuklarda Rhod-2 AM ile isaretlenen SKOV-3 hiicrelerinin kalsiyumsuz
HEPES buffer igerisinde TN konsantrasyonlar1 ile uyarilmasinin ardindan artan

mitokondriyal Ca*? konsantrasyonun floresan mikroskop goriintiileri

Tunikamisin ekstraselliiler matriksten hiicre igine NCX ve TRP araciligi

ile kalsiyum girisini saglarken aymi zamanda ER’de depo halde bulunan
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kalsiyumun RyR, SERCA ve IP3R araciligl ile sitoplazmaya salinmasini
saglamaktadir (Ziomek ve ark., 2014). 1 mM kalsiyum igeren HEPES buffer
igerisinde TN konsantrasyonlar1 uygulandiginda floresan i1simanin arttigi ve
dolayli olarak kalsiyuma artis1 gosterdigi belirlenmistir. Kaplama yapilmadan
Rhod-2 AM ile isaretlenen SKOV-3 hiicreleri kalsiyum igermeyen HEPES buffer
igerisinde TN konsantrasyonlar1 uygulandiginda 12 uM TN uygulamasinda 10.
dakikadan itibaren floresan isima yogunlugunun arttigt goriilmektedir. 100.
dakikada floresan yogunlugun belirgin sekilde mitokondride biriktigi

gbzlemlenmedir.

18 uM TN uygulamasmin ardindan 120. dakikaya kadar floresan
1stmanin artist devam ederken 120. dakikada 1gimanin azaldigr goriilmektedir. 80
ve 100. dakikalarda floresan 1s1manin mitokondrilerde yogunlastig

goriilmektedir.

TN uygulamasmin 24 uM  konsantrasyonunda floresan  1s1ma
yogunlugunun 20. dakikadan itibaren artis gosterdigi goriiliirken 100. dakikada

mitokondrilerde floresan 1s1malar ayirt edici sekilde goriilmektedir.
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FIBRONEKTIN KAPLI PLAKALARDA KALSIYUMSUZ HEPES BUFFERDA 5uM RHOD-2
AM ILE BOYANMIS SKOV-3 HUCRELERI

TUNIKAMISIN 12 pM TUNIKAMISIN 18 uM TUNIKAMISIN 24 uM
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Sekil 4.8. Fibronektin kapli kuyucuklarda Rhod-2 AM ile isaretlenen SKOV-3 hiicrelerinin
kalsiyum icermeyen HEPES buffer igerisinde TN konsantrasyonlarr ile

uyarilmasmin  ardindan artan mitokondriyal Ca*? konsantrasyonun floresan

mikroskopta 40 x bilyiitmede goriintiileri

Fibronektin kapli kuyucuklarda Rhod-2 ile isaretlenmis SKOV-3
hiicrelerine  kalsiyumsuz ortamda TN dozlar1 uygulandiginda 12 uM
konsantrasyonunda 20. dakikadan itibaren floresan yogunlugunda artis
goriilmektedir. 18 uM konsantrasyonunda 10. dakikadan itibaren isimanin arttigi
goriillirken, 12 uM TN uygulamasina oranla 1simanin daha fazla oldugu
belirlenmistir. 24 uM TN uygulamasinda ise 18 uM TN uygulamasina benzer

derece 1s1ma yogunlugunun artig1 gézlemlenmistir.
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40 DAKIKA

Sekil 4.9. Fibronektin kaplanmis ya da kaplanmamig plakalarda SKOV-3 hiicreleri Rhod- 2 AM
ile igaretlenmesi sonrasinda 5 mM EGTA uygulamasi sonucunda floresan mikroskop

goriintileri

Bir kalsiyum selatorii olan EGTA serbest halde bulunan kalsiyuma
baglanmaktadir. Rhod-2 AM ile boyanan hiicreler EGTA uygulandiginda
ortamdaki ve hiicre icerisindeki Ca*? konsantrasyonunun zamanla azaldig1 ve

bdylece floresan yogunlugun yaklasik 40 dakika igerisinde azaldig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.10. SKOV-3 hiicrelerinin Ru360 ile 6n muamele edilerek ya da edilmeden Rhod- 2 AM ile

isaretlenmesi sonrasinda TN uygulamasinin floresan mikroskop goriintiileri

Sitozolde artan Ca*? konsantrasyonu mitokondriye voltaj bagimli anyon
kanallar1 araciliyla gecerek mitokondriyal Ca*? konsantrasyonunda artisa sebep
olmaktadir (Hajnoczky ve ark., 2006). Bu kanallar Ru360 ile inhibe edilerek
mitokondriyal Ca*? artis1 baskilanmistir. Ru360 ile 6n muamele sonrasinda Rhod-
2 AM ile isaretlenen SKOV-3 hiicrelerinde floresan isimanin olmadigi boylece
mitokondriyal artis goriilmiistiir. Ru360 ile mitokondriyal kalsiyum kanallarinin
inhibisyonu  sonrasinda TN  konsantrasyonlar1  uygulandiginda  Ru360
uygulanmayan hiicrelere gore belirgin sekilde floresan yogunlugunun azaldigi

gorilmektedir.
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4.3. Tunikamisinin Hiicre Adezyonu Uzerine EtKkisi

SKOV-3 hiicrelerinin fibronektin ile kaplanmis E-plakalara eklendikten
sonra iki saat hiicrelerin tutunmasi igin gergek zamanli hiicre analiz sisteminde
inkiibasyonun ardindan TN konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Hiicre baglanmasini
gosteren analizler RTCA software programinda TN eklenen siireye normalize

edilerek normalize hiicre indeksi belirlenmistir.
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Sekil 4.11. SKOV-3 hiicreleri fibronektin kapli E-platelerde tunikamisin (TN) uygulamasinin

hiicre baglanmasina etkisi

Fibronektin kaplanan E-plakalarda SKOV-3 hiicreleri TN ile 2 saat
inkiibasyonun sonucunda kontrol grubunun ortalama normalize hiicre indeksi
(NCI) degeri 1,03 iken 12 uM TN uygulanmasi sonucunda 0,12; 18 uM TN
uygulanmasi sonucunda 0,10; 24 uM TN uygulanmasi sonucunda ise NCI 0,09’e

diistiigii belirlenmistir.

24 saat inkiibasyonun sonucunda kontrol grubunun ortalama NCI 1,26 iken
12 uM TN uygulanmasi sonucunda 0,09; 18 uM TN uygulanmasi sonucunda
0,07; 24 uM TN uygulamas1 sonucunda ise NCI 0,05’e diistiigii goriilmektedir.

48 saat inkiibasyonun sonucunda kontrol grubunun ortalama NCI 1,01 iken
12 uM TN uygulanmasi sonucunda 0,04; 18 uM TN uygulanmasi sonucunda
0,03; 24 uM TN uygulanmasi sonucunda ise NCI 0,02’e diismektedir.

SKOV-3 hiicreleri E-plakalarda TN uygulamasi sonrasinda 2-24-48 saat

sonrasinda 151k mikroskobu ile hiicre morfolojileri goriintiillenmistir.
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Sekil 4.12. Fibronektin ile kaplanmis ya da kaplanmamig e-plakalarda SKOV-3
hiicrelerinin TN uygulamas1 ile 2 saat inkiibasyon sonucunda 151k

mikroskobu goriintiileri
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Baglanma deneylerinden elde edilen sonuglar, ER stresi olusturulan
SKOV-3 hiicrelerinin iki saat igerisinde fibronektine olan baglanma yeteneklerini
yitirdigini gostermistir (Sekil 4.11). Benzer bir ¢alisma; timor suppressor 3
(TUSC3) geninin yoklugunda ve daha diisik TN konsantrasyonunuda
fibronektine bagli hem sferoid hem de monolayer SKOV-3 hiicrelerinden
hazirlanan hiicre siispansiyonunun baglanma yeteneklerinin zamana bagli olarak
azaldigim1 gostermistir. Bu calismada de bizim ¢alismamiza benzer sekilde hiicre
baglanmasinin alt1 saat sonrasinda inhibe oldugu bildirilmistir (Karatochvilova ve
ark., 2015).

4.4. Tunikamisin Uygulamas1 Sonrasinda mRNA Ekspresyon

Diizeylerinin Belirlenmesi

Bu yontem igin dort calisma grubu olusturulmustur.

1. Kontrol grubu: Skov-3 hiicrelerinin kaplamasiz besi kaplarinda

cogaltilmast

2. FN grubu: Skov-3 hiicrelerinin 50 pg/ml fibronektin ile kapli besi

kaplarinda ¢ogaltilmasi

3. TN grubu: Skov-3 hiicrelerinin kaplamasiz besi kaplarinda ve 24 pM
TN varliginda ¢ogaltilmasi

4. FN + TN grubu: Skov-3 hiicrelerinin 50 pg/ml fibronektin ile kapl

besi kaplarinda ve 24 uM TN varliginda ¢ogaltilmasi.

SKOV-3 hiicrelerinin 30 dakika ve 60 dakika inkiibasyonu sonrasinda
elde edilen total RNA yatay elektroforez yontemi ile agaroz jelde
goriintiilenmigstir. Jel goriintiilerinde total RNA bantlarinda 28S bant kalinlig1 18S
bant kalinliginin yaklasik olarak iki kati kalinliginda olmasi RNA’nin intakt bir
yapida oldugunu gostermektedir. 28S bandinin 18S bantlarindan daha az belirgin
olmasi, esit olmasi1 ya da smear seklinde goriildiigli durumunda RNA’nin degrade

oldugu anlamina gelmektedir.
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Sekil 4.13.’de gorildiigii gibi, uygulama gruplarinin tamaminda 28S
band1 18S bandina gore yaklasik iki kati olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.13.Total RNA agaroz jel gorintiileri A) SKOV-3 hiicrelerinin 30 dakika inkiibasyon
sonrasinda total RNA izolasyonu sonuglarinin agaroz jel goriintiileri. B) SKOV-3
hiicrelerinin 60 dakika inkiibasyon sonrasinda total RNA izolasyonu sonuglarinin
agaroz jel goriintiileri. (swrasiyla kontrol, FN: 50ug/ml fibronektin, TN: 24puM
tunikamisin FN+TN: 50pg/ml fibronektin + 24uM tunikamisin)

Her gruptan izole edilen RNA o&rneklerinden c¢cDNA olusturularak,
yontemler 3.4.5 kisminda belirtildigi tizere RT-PCR f{iriinleri sentezlenmistir.

Calisma sonunda mRNA ekspresyon diizeyleri kontrol gurubuna gore
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Kontrol grubu ekspresyon diizeyi her hedef
gen i¢in bir kabul edilip diger gruplar kontrol grubuna gore oranlanarak kat artisi

olarak sayisal degerler verilmistir.
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Kalpain-1
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Sekil 4.14. Caligma gruplarinin 30 dakika ve 60 dakika TN uygulamasi sonrasinda
Kalpain-1 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna

gore oransal degisimi

Kalpain-1 geni mRNA ekspresyon diizeyi 30 dakika 24 uM TN
uygulamasi sonrasinda kontrol grubuna mRNA eksprasyon diizeyi 1,0 iken FN
grubunda 0,349; TN grubunda 0,669 ve FN+TN grubunda 0,741 oldugu
goriilmektedir. 60 dakika TN uygulamasi sonrasinda Kalpain-1 geni mRNA
ekspresyonu kontrol birimde 1,0 iken FN grubunda 0,89; TN grubunda 1,101 ve
FN+TN grubunda 1,359 oraninda arttig1 belirlenmistir. Kalpain-1 geninin mRNA
ekspresyon diizeyi 60 dakika TN uygulamasi sonrasinda FN+TN grubunda
kontrol grubunun 1,359 kati1 kadar arttigi belirlenmistir.
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Sekil 4.15. Caligma gruplarinin 30 dakika ve 60 dakika TN uygulamasi sonrasinda
Bax geninin mRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore

oransal degisimi

Mitokondriyal apoptotik yolagin en 6nemli pro-apoptotik proteinlerinden
biri olan Bax geninin mRNA ekpresyon diizeyi TN uygulamasindan 30 dakika
sonrasinda FN grubunda 1,583; TN grubunda 2,55 ve FN+TN grubunda 2,371
kati kadar artis gostermektedir. TN uygulamasiin ardindan 60 dakika sonrasinda
ise bu artik yaklasik olarak normal degerlerine dondiigii goriilmektedir (Sekil
4.15).
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Sekil 4.16. Calisma gruplarinin 30 dakika ve 60 dakika TN uygulamasi sonrasinda
AIF geninin mRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna goére

oransal degisimi
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Kaspaz-bagimsiz apoptotik yolaklarda gorev alan AIF mRNA
ekspresyon diizeyi TN uygulamasindan 30 dakika sonrasinda tiim ¢alisma
gruplarinda kontrole gére FN grubunda 0,838; TN grubunda 0,792 ve FN+TN
grubunda 0,512 kat1 kadar azalis gostermektedir. Fakat TN uygulamasmin 60
dakika sonrasinda FN grubunda kontrole gore 0,826 kat1 azalig gosterirken, TN
grubunda 1,098 kat1 ile yaklasik olarak kontrol ile ayni seviyede dengelenmistir.
FN+TN grubunda ise AIF gen ekspresyona kontrol grubunun 2,03 kat1 kadar artis
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.17. Calisma gruplarinin 30 dakika ve 60 dakika TN uygulamasi sonrasinda
AIF geninin mRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna goére

oransal degisimi

Apoptotik hiicrelerde genomik DNA’nin degredasyonuna sebep olan
EndoG proteininin mRNA ekspresyon seviyesi TN uygulandiktan ilk 30 dakika
sonrasinda FN grubunda 1,65 kati ve TN grubunda 1,46 kati kadar artig
gosterirken, FN+TN grubunda 0,897 kat1 kadar azaldig1 goriilmustiir (Sekil 4.17).
TN ile 60 dakika inkiibasyonun sonrasinda ise kontrol grubuna gére EndoG
mRNA ekspresyon diizeyi FN grubunda 1,224; TN grubunda 1,381, FN+TN

grubunda ise 1,745 oraninda artis gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.18. Calisma gruplarinin 30 dakika ve 60 dakika TN uygulamasi sonrasinda
sitokrom ¢ geninin mRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna

gore oransal degisimi

Mitokondri membraninin depolarizasyonu sonucunda sitoplazmaya
salinan Sitokrom ¢ mRNA ekspresyon diizeyleri TN ile 30 dakika inkiibasyon
sonrasinda kontrol grubuna gore FN grubunda 1,811; TN grubunda 1,165 kati
kadar artarken FN+TN grubunda 0,779 katina diistiigii goriilmektedir. TN ile 60
dakika inkiibasyonun ardindan ise kontrol grubuna gére FN grubunda 1,101; TN
grubunda 1,328; FN+TN grubunda ise 2,088 kat1 kadar artis gostermektedir (Sekil
4.18).
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Sekil 4.19. Calisma gruplarinin 30 dakika ve 60 dakika TN uygulamasi sonrasinda
Kalpain-2 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna

gore oransal degisimi
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Kalpain 2 geninin mRNA ekspresyon seviyesi TN uygulamasinin
ardindan 30 dakika sonrasinda FN grubunda kontrol grubunun 1,14 kati; TN
grubunda 1,575 kat1 kadar artis gosterirken FN+TN grubunda 0,906 kat1 oldugu
belirlenmigstir. TN ile 60 dakika inkiibasyon sonrasinda ise kontrol grubu FN
grubunda 1,252; TN grubunda 1,601 ve FN+TN grubunda 2,711 kati kadar artis
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.20. Calisma gruplarinin 30 dakika ve 60 dakika TN uygulamasi sonrasinda
IRE1 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore

oransal degisimi

ER’de yanlis katlanan proteinlerin birikmesi sonucunda uyarilan IRE1
proteinin mRNA ekspresyon seviyesi TN uygulamasinin 30 dakika sonrasinda FN
grubunda kontrol grubunun 0,616 kati kadar azalirken, TN uygulamasi sonrasinda
kontrol grubu ile aym seviyededir (Sekil 4.20). FN+TN grubunda ise 0,593
oraninda azaldig1 goriilmektedir. TN ile 60 dakika inkiibasyon sonrasinda FN
grubunda kontrol grubu ile aynmi diizeyde iken TN grubunda 1,3; FN+TN

grubunda ise 2,246 oraninda artig gdstermektedir.
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Sekil 4.21. Calisma gruplarinin 30 dakika ve 60 dakika TN uygulamasi sonrasinda
Kaspaz-3 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore

oransal degisimi

Kaspaz 3 geni mRNA seviyesi 30 dakika TN inkiibasyonu sonrasinda
kontrole gore FN grubunda 0,881; TN grubunda 0,754 ve FN+TN grubunda 0,864
oraninda azaldigi belirlenmistir. 60 dakika TN inkiibasyonu sonrasinda kontrol
grubuna oranla FN grubunda 0,818 kat1 azalirken, TN grubunda yaklasik kontrol
grubu ile ayni seviyede FN+TN grubunda ise 1,517 kati1 kadar artis oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.22. Calisma gruplarinin 30 dakika ve 60 dakika TN uygulamasi sonrasinda
Kaspaz-8 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore

oransal degisimi
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Ekstrinsik yolakta erken apoptotik siiregte aktiflesen Kaspaz 8’in mMRNA
diizeyi 30 dakika TN uygulamasi sonrasinda kontrol grubuna gére FN grubunda
0,563; TN grubunda 0,704 ve FN+TN grubunda 0,858 oraninda azaldigi
goriilmektedir (Sekil 4.22). TN uygulamasindan 60 dakika sonrasinda FN
grubunda kontrol grubuna goére 0,702; TN grubunda 0,89 oraninda azalma
goriilirken, FN+TN grubunda kaspaz 8 mRNA seviyesi 2,015 oraninda artig

gosterdigi belirlenmistir.

4 -
>
S 3,5 -
>
R
225 -
: 2 W 30 Dakika
z
e 1,5 @60 Dakika
€ 1 -
=
8 o5

O .

KONTROL FN TN FN+TN

Sekil 4.23. Calisma gruplarinin 30 dakika ve 60 dakika TN uygulamasi sonrasinda
FAK gninin mRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore

oransal degisimi

FAK mRNA ekspresyonu 30 dakika TN uygulamas: sonrasinda kontrol
grubuna gore FN grubunda 2,224; TN grubunda 1,827 ve FN+TN grubunda 1,84
kati artig goriilmektedir. TN ile 60 dakika inkiibasyon sonrasinda FN grubunda
0,742 oraninda azalma goriiliirken, TN grubunda 1,253 ve FN+TN grubunda
3,777 kat1 kadar artis goriilmektedir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.24. Calisma gruplarinin 30 dakika ve 60 dakika TN uygulamasi sonrasinda
Bcl-2 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore

oransal degisimi

Anti-apoptotik genlerden olan Bcl-2 geninin mRNA ekspresyon diizeyi
TN ile 30 dakika inkiibasyon sonrasinda kontrol grubuna gdére FN grubunda
1,703; TN grubunda 1,131 ve FN+TN grubunda ise 1,388 oraninda arttigi
goriilmektedir. 60 dakika TN uygulamasi sonrasinda ise kontrol grubuna gore FN
grubunda 2,129; TN grubunda 1,489 ve FN+TN grubunda ise 1,563 kati1 kadar
arttigi belirlenmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.25. Calisma gruplarinin 30 dakika ve 60 dakika TN uygulamas: sonrasinda
Bcl-XL geninin mRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore

oransal degisimi
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Bcl-XL geninin mRNA ekspresyon seviyesi TN uygulamasindan 30
dakika sonrasinda kontrol grubuna gore FN grubunda 1,651 kat1 artis gosterirken;
TN grubunda 0,76 ve FN+TN grubunda ise 0,997 oraninda azalma goriilmektedir.
TN uygulamas: 60 dakika sonrasinda ise kontrol grubuna goére FN grubunda
2,325; TN grubunda 1,359 ve FN+TN grubunda ise 1,76 kati kadar arttig
belirlenmistir (Sekil 4.25).

Ozet olarak; integrin aktivasyonu sonrasinda TN inkiibasyonu ile ER
stresi  olusturulmus SKOV-3 hiicrelerinin apoptotik potansiyeli pro-apoptotik
(Bax, sitokrom c, Endo G, AIF) ve anti-apopoptotik (Bcl-2 ve Bcl-XL)
proteinlerin yani sira kaspaz enzimlerinin (Kaspaz 3 ve kaspaz 8) mRNA
ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi ile 6l¢iilmiistiir. Bununla birlikte, ER stres
gostergesi olan IRE-1 mRNA ekspresyon diizeyi de belirlenmistir. Hiicre igi
kalsiyum artisina bagli olarak ER stresi sonrasinda aktive olan ve apoptoz
baslatict enzim olarak bilinen kalpain 2 ve mitokondriyel apoptotik yolaga
baglanan kalpain 1 mRNA ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Son olarak;
integrin  aktivasyonuna bagli olarak sitoplazmik iskelet proteinlerinin
kiimelenmesinde goérev alan FAK’in mRNA ekspresyon diizeyi gosterilmistir.
Elde ettigimiz sonuglar; 30 dakika TN uygulamasi sonrasinda Bax’in mRNA
ekspresyon diizeyi en yiiksek bulunmustur (Sekil 4.15). Integrin aktivasyonu ve
TN muamelesi sonrasinda da, Bax mRNA ekspresyon seviyesi Sadece TN
muamelesi sonrasindaki Bax mRNA ekspresyon seviyesine esit diizeyde oldugu
goriilmistiir. Kazpaz 3 mRNA aktivasyon seviyesinin ise, TN ve integrin
aktivasyonu gergeklestirilen SKOV-3 hiicrelerinde 60 dakika sonunda en yiiksek
diizeyde oldugu goriilmistir (Sekil 4.21). TN ve integrin aktivasyonu
gerceklestirilen SKOV-3 hiicrelerindeki Bel-2 mRNA ekspresyon diizeyi, integrin
aktivasyonu yapilmig SKOV-3 hiicrelerine kiyasla azalmistir (Sekil 4.24). Yapilan
literatiir taramasinda SKOV-3 ovaryum hiicrelerinde TN ile ER stresinin
olusturulmas1 sonrasinda Bax, kaspaz 3’tin ve Bcl-2 ekspresyon diizeyini
belirleyen bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak, TN ‘nin 6zelliklerine sahip olan
intarselliiler kalsiyum artirict Tubeimoside-1 maddesi ile yapilan bir ¢aligmada,
Bax mRNA ekspresyonu SKOV-3 hiicrelerinde madde dozuna bagimli olarak
artarken, Bcl-2 mRNA seviyesi azalmigtir. Ayni ¢alismanin devaminda kaspaz-3
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protein seviyesi western blot yontemi ile incelendiginde yine doza bagli olarak

artig gosterdigi belirlenmistir. (Chen ve ark., 2012).

Bu ¢alisma sonucunda IRE1 mRNA ekspresyon diizeyinin, integrinlerin
aktif durumunda ve 24 uM TN uygulamasinin sonrasinda arttigir gozlenmistir.
SKOV-3 hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada 20 pg/ml TN uygulamasi ile 24 saat
inkiibasyon sonucunda western blot yontemi ile IRE1 molekiiliiniin protein

diizeyinde artis gosterdigi belirlenmistir (Watanabe ve ark., 2008).

Murin myoblast hiicreleri TN ile diisiik konsantrasyonda 24 saat inkiibe
edildiginde immunoblot analizleri sonucunda kaspaz 3, kaspaz 9 ve kaspaz 12
proteinlerinde yiiksek oranda artis goriilmesine ragmen, Bcl-XL protein
seviyesinde artig gériilmemistir (Morishima ve ark., 2002). Bizim sistemimizde
integrinlerin aktif durumunda ve 60 dakika TN uygulamasi sonrasinda kaspaz-3

mRNA ekspresyon diizeyinde artis goriilmektedir (Sekil 4.21).

Anti apoptotik genler olarak bilinen Bcl-2 ve Bcl-XL’in mRNA diizeyleri
de SKOV-3 hiicrelerinde tespit edilmistir. Elde ettigimiz sonuglar diger kanser
hiicreleri kullanilarak yapilan Bcl-2 ve Bcl-XL proteinlerinin ekspresyon
diizeyleri ile paralellik gdstermistir. Integrinler aktif durumda iken SKOV-3
hiicrelerinde TN uygulamas1 60 dakika sonrasinda Bcl-2 ve Bcl-XL genlerinin

mRNA ekspresyon diizeylerinde yaklasik 1,5 kat artis goriilmektedir.

Kiigiik olmayan akciger kanseri hiicreleri (H1650) ile yapilan diisiik
konsantrasyondaki TN uygulamasi immunoblot yontemi ile incelendiginde 24 saat
sonrasinda Bax proteini artig gosterirken, 48 saatte protein seviyesinde azalma
goriilmektedir.  Aynmi ¢alismada Bcl-2 ve Bcl-XL 24 saat TN uygulamasi
sonrasinda protein diizeyi diisiik oranda artis goOsterirken 48 saat sonrasinda

kontrole gore azalma gostermektedir (Ling ve ark., 2009).

Yapilan bagka bir ¢alismada, insan tiroid kanser hiicrelerinde diisiik
dozda TN uygulamasinin 24 saat ardindan immunoblot yontemi ile Bcl-2 ve Bcl-
XL protein diizeylerinde artis goriliirken, siklin D1 proteininde azalma

goriilmistiir (Zhang ve ark., 2009).
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ER stresine ve intraselliiler kalsiyum artisina bagli olarak kalsiyum-
bagimli sistein kinaz enzimleri olan kalpainler aktif hale gegcmektedir (Huang ve
ark., 2010) Kalpainlerin aktivasyonu sitoplazmada bulunan bir¢ok proteinin
substrat olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Bu proteinlerden (enzim) biri
kaspaz 8’dir. Kaspaz 8 hem ER iizerinden hem de mitokondriyel yolak {izerinden
apoptozun devamui i¢in gerekli bir enzimdir. Yaptigimiz c¢alisma sonrasinda ER
stresi olusturulmus SKOV-3 hiicrelerinde integrinlerin aktif olma durumunda
kalpain 2 mRNA ekspresyon diizeyi 60 dakika iginde yaklasik 2,5 kat artis
gostermistir. Buna benzer sekilde, kaspaz 8 mRNA ekspresyon diizeyinde ayni
inkiibasyon siiresinde iki kat artmistir. Bu da uygulanan diizenekte ER stresine
bagli olarak, integrin aktivasyonu olmasima ragmen apoptotik yolagin kalpain-
araciligiyla tetiklendigini gostermektedir. Hepatik stellite hiicreleri (HSCs) ile
yapilan diisiik dozda TN ile 24 saat inkiibe edilerek yapilan western blot
calismalarinda Bax, kaspaz 3, kalpain ve kaspaz 8 proteininde artis goriilmiistiir
(Minicis ve ark., 2011).

Mikro diizeyde intraselliller kalsiyum artis1 sonrasindaki apoptotik
stirecte kalsiyum-bagimli kalpain ailesinden kalpain 1’in aktif hale gectigi
bilinmektedir (Kar ve ark., 2010). Kalpain 1 aktive olduktan sonra mitokondri
intermembran boslugunda bulunan bir flavoprotein olan AIF’in parcalanarak
mitokondriden sitoplazmaya dogru salinir ve kaspaz 9 bagimsiz olarak c¢ekirdege
gecer (Sanges ve Marigo, 2006). Bundan sonra AIF siklofilin A ile komplek
olusurarak DNA ve niiklear komponentlere baglanarak kromotinolizizi saglayarak
ge¢ apoptozu baslatir (Sevrioukova, 2011). Sitokrom ¢ ve EndoG proteinleri ise
yine mitokondriyel yolak iizerinden ama kaspaz 9 bagimli bir mekanizma ile geg
apoptoza neden olmaktadir. Bu calisma, ER stresi olusturulmus SKOV-3
hiicrelerinde integrin aktivasyonu sirasinda mRNA diizeyinde Kalpain 1’in 60
dakika sonunda 1,3 kat arttig1 bununla birlikte AIF mRNA diizeyinin 2 kati1, Endo
G’nin 1,7 kat1 ve Sitokrom c’nin 2 kati arttigi tespit edilmistir. Bu sonuglar;
uygulanan  sistemin  mitokondriyel yolak {izerinden devam ettigini

vurgulamaktadir.
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NIH3T3 fibroblast hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada, diisik
konsantrasyonda TN ile 48 saat inkiibasyon sonrasinda kalsiyum artis1 kalpain 1
tarafindan aktifleserek mitokondriden salinmasi saglanan AIF protein seviyesi
western blot yontemi ile artis gosterdigi belirlenmistir ve mitokondriden niikleusa

translokasyonu konfokal mikroskop ile belirlenmistir (Sanges ve Marigo, 2006).
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4.5. Sonuc Ve Oneriler
Bu ¢alisma ile SKOV-3 hiicrelerinin aktif integrin durumunda ve ER

stresinin olusturulmasi (TN varliginda) sonrasinda, intraselliiler ve mitokondriyal
kalsiyum artis1 ve dagilimi, Fluo-3 AM ve Rhod-2 AM boyalari ile fliioresan
mikroskop altinda gorintiilenmistir. Bunula birlikte, fibronektine-bagli SKOV-3
hiicrelerinin baglanma kapasiteleri ER stresi sonrasinda kalitatif ve kantitatif
olarak incelenmis ve baglamanin TN uygulama dozuna ve zamanina bagimli
olarak azaldigi tespit edilmistir. Olusturulan ER stres modelinin dogrulanmasi igin
katlanmamis ya da yanlis katlanmig protein cevabi (UPR) iiyelerinden olan ER
membran iligskili IRE1 ekspresyon diizeyine bakilmistir ve iki kat artis tespit
edilmistir. Ancak, diger UPR gostergesi PERK ve ATG genlerinin ekspresyon

diizeylerinin farkli zaman araliklarinda belirlenmesine de gerekmektedir.

Olusturulan ER stres modelinin, integrin aktivasyon diizeyi arttirilmig, SKOV-3
hiicrelerinin apoptotik mekanizmasi iizerine etkilerinin aragtirilmasi amaglanarak
pro- ve anti-apoptotik genlerin ekspresyon diizeyleri mRNA seviyesinde RT-PCR
yontemi ile incelenmistir. Elde edilen sonuglar, ER stresi sonrasinda kalpain 2 ve
kaspaz-8’in mRNA diizeyinde aktive oldugunu gostermektedir. Ancak, sistemin
bu yolak {lizerinden aktive oldugunun kanitlanabilmesi i¢in bu genlere ek olarak
kaspaz 7, kaspaz 12 ve tBid mRNA seviyeleri incelenmeli ve bununla birlikte
yukarida belirtilen genlerin protein ekspresyon seviyeleri de arastirilmalidir.
Ayrica, kalpain ve kaspaz enzim aktivitelerinin akim sitometrisi ya da ELISA

yontemi ile de belirlenmesi gerekmektedir.

Elde ettigimiz sonuglar olusturulan ER stresi sonrasinda SKOV-3 hiicrelerinin
mitokondriyel yolak iizerinden apoptozu indiikledigini isaret etmektedir. Ancak,
bu sonuglarin kesinlesebilmesi i¢in mitokondriyel yolak {izerinden aktive olan
diger sinyal molekiillerinin ekspresyon diizeylerinin de hem mRNA hem de
protein diizeyinde gosterilmesi gerekmektedir. Kaspaz 9, Apaf gibi molekiillerin
aktivasyonun yani sira ATP diizeyi ve mitokondriyel membran polarizasyonunun

arastirilmasi onerilmektedir.

Sonug olarak; olusturulan ER stresi modelinde ve metastatik potansiyeli arttirilmis

SKOV-3 hiicrelerinde apoptozun uyarilip uyarilmadigi ve bununla birlikte
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apoptotik mekanizmanin aydinlatilmasi amaglanan bu tez c¢alismasinda; ER
stresinin apoptozu uyardigi gosterilmis olup, kismen apoptotik mekanizmasi
aydinlatilmistir. Yukarida onerilen deneysel asamalarin tamamlanmasi halinde ER
stresine-bagimli apoptotik yolaklarin tam olarak belirlenecegini diislinliyoruz.
Elde edilecek sonuglar, ovaryum kanserinde baskilanmis apoptoz mekanizmasinin
detaylari1 ortaya koymakla beraber mortalite orani yliksek olan bu kanser

tiirliniin tedavisine yonelik ilag gelistirme agisindan fayda saglayacaktir.
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