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Yiiksek besin degeri ve fonksiyonel gida bilesenleri agisindan olduk¢a zengin olan
kayis1 meyvesi, Malatya bolgesinde en ¢ok tiretilen meyve olup énemli bir ihrag iirtintidiir.
Raf omrii oldukca kisa olan kayisi, mevcut rengini muhafaza etmek ve raf Omriinii
arttirmak amaciyla kiiklirtleme islemine tabi tutulmaktadir. Kiikiirtleme isleminin
avantajlarma karsin, yiiksek kiikiirt diizeyinin saglik agisindan riskler olusturabilecegi ile
ilgili kaygilar mevcuttur.

Okaryot hiicrelerdeki sitoplazmik organellerin en biiyiiklerinden biri olan
endoplazmik retikulum; kalsiyum depolama, detoksifikasyon, lipit sentezi ve protein
katlanmas1 gibi onemli gorevlere sahiptir. Proteinler, endoplazmik retikulumda dogru
sekilde katlanarak son hedeflerine ulagmak {izere bu organelden ayrilmaktadirlar.
Giiniimiizde goriilme siklig1 her gecen giin artan diyabet, obezite, Alzheimer ve kanser gibi
pek c¢ok hastaligin yanlhis katlanan proteinlerle iliskili oldugu diisiiniildiigi igin
endoplazmik retikulum organeli aslinda tiim bu hastaliklarin merkezindedir.

Bu doktora tezi kapsaminda, Prunus armeniaca L. Cv. “Hacihaliloglu” ve
“Kabaas1” kayis1 ¢esitlerinin hem giin kurusu olarak hem de kiikiirtlenmis olarak
kurutulmus metanol ekstraktlarinin sitotoksik, morfolojik ve hiicre gocii 6zellikleri, MCF-7
(insan meme kanseri) ve HCT116 (insan kolon kanseri) hiicre hatlar1 {izerinde in vitro
olarak incelenmigtir. Calismada endoplazmik retikulum stresi olusturulmasinda
Thapsigargin kullanilmustir. Elde edilen MTT testi sonucuna goére, Hacihaliloglu Giin
Kurusu, Hacihaliloglu Kiikiirtli, Kabaasi Giin Kurusu ve Kabaas1 Kiikiirtlii ¢esitlerinin
I1Cs0 degerleri MCF-7 hiicre hatt1 lizerinde 24 saat i¢in sirastyla 60.16, 95.47, 56.32, 108.99
mg/mL ve HCT116 hiicre hatti iizerinde 24 saat i¢in sirasiyla 79.97, 110.11, 74.94, 117.77
mg/mL  bulunmustur. Akridin turuncusu ve etidyum bromiir boyama yonteminde
uygulanan ICsy kayis1 konsantrasyon degerlerine ait floresans mikroskop goriintiileri ile
ICsp belirlemeye yonelik yapilan MTT testi sonucunda invert mikroskopla cekilen hiicre
fotograflari tamamen tutarlidir. Yara iyilesme testiyle gerceklestirilen hiicre gogii deneyi
sonucuna gore, MCF-7 hiicre hattinda kontroliin disinda Thapsigargin uygulannis Kabaagi
Gilin Kurusu ¢esidinde %9.60 olarak en ¢ok hiicre gocii meydana gelmistir. HCT116 hiicre
hattinda ise kontroliin disinda Thapsigargin uygulanmis Hacihaliloglu Giin Kurusu
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cesidinde %41.54 olarak en ¢ok hiicre gécli meydana gelmistir. MCF-7 hiicrelerine yonelik
ELISA sonuglari incelendiginde, ATF6 proteini agisindan MCF-7 Kontrol grubu diger tiim
gruplardan ortalama olarak daha yiiksek degerdedir. Elde edilen ELISA sonuglarindan,
MCF-7 ve HCTI116 hiicrelerinde CHOP proteinine rastlanmamistir. Endoplazmik
retikulum stresinde bir baska yolakta yer alan XBP1 proteini agisindan ise HCT116
Kontrol grubu diger tiim gruplardan ¢ok daha yliksek degerdedir (p<0.05).

Anahtar Kelimeler: Kayisi, Endoplazmik Retikulum Stresi, Katlanmamis Protein Yanit,
Thapsigargin, Kiikiirtleme.
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Apricot fruit, which is very rich in terms of high nutritional value and functional
food components, is the most produced fruit in the Malatya region and is an important
export product. Apricot has a very short shelf life and it is subjected to sulphurisation in
order to preserve its current color and increase its shelf life. Despite the advantages of
sulphurisation, there are concerns that high sulfur levels may pose health risks.

The endoplasmic reticulum is one of the largest of the cytoplasmic organelles in
eukaryotic cells. It has significant functions such as calcium storage, detoxification, lipid
synthesis and protein folding. Proteins leave this organelle to reach their final destination
by folding correctly in the endoplasmic reticulum. Since many diseases, the incidence of
which is increasing day by day, such as diabetes, obesity, Alzheimer's, and cancer,
endoplasmic reticulum organelle is actually at the center of all these diseases which is
thought to be associated with misfolded proteins.

Within the scope of this doctoral thesis, the cytotoxic, morphological and cell
migration properties of Prunus armeniaca L. Cv. “Hacihaliloglu” and “Kabaag1” apricot
species, both as sun-dried and sulphurized methanol extracts, on MCF-7 (human breast
cancer) and HCT116 (human colon cancer) cell lines were investigated in vitro.
Thapsigargin was used as an endoplasmic reticulum stress inducer. According to the
obtained MTT test results, the ICso values of sun-dried Hacihaliloglu, sulphurized
Hacihaliloglu, sun-dried Kabaasi and sulphurized Kabaasi apricots were 60.16, 95.47,
56.32, 108.99 mg/mL for 24 hours against MCF-7 cell line and 79.97, 110.11, 74.94,
117.77 mg/mL for 24 hours against HCT116 cell line, respectively. Fluorescence
microscope images of the 1Csq apricot concentration values applied in the acridine orange
and ethidium bromide staining method and the cell photos taken with the invert
microscope as a result of MTT test performed for ICsy determination are completely
consistent. According to the results of the cell migration test performed with the wound
healing assay, the highest number of cell migration except control group occurred in sun-
dried Kabaas1 variety as 9.60%, which was treated with Thapsigargin in the MCF-7 cell
line. In HCT116 cell line, the most cell migration occurred as 41.54% in sun-dried
Hacihaliloglu apricot that was treated with Thapsigargin except control group. When
ELISA results for MCF-7 cells are examined, MCF-7 Control group has a higher value on
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average than all other groups in terms of ATF6 protein. From obtained ELISA results,
CHOP protein was not detected in MCF-7 and HCT116 cells. In terms of XBP1 protein,
which is involved in another pathway in endoplasmic reticulum stress, HCT116 Control
group has a much higher value than all other groups (p<0.05).

Keywords: Apricot, Endoplasmic Reticulum Stress, Unfolded Protein Response (UPR),
Thapsigargin, Sulphurisation.
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1. GIRiS

Yiiksek besin degeri ve fonksiyonel gida bilesenleri agisindan olduk¢a zengin olan
kayis1t meyvesi (Prunus armeniaca L.), Malatya bolgesinde en ¢ok iiretilen meyve olup
Oonemli bir ihrag¢ triiniidiir. Raf émrii oldukca kisa olan kayisi, mevcut rengini muhafaza
etmek ve raf Omriini arttirmak amaciyla kiikiirtleme islemine tabi tutulmaktadir.
Kiikiirtleme isleminin avantajlarina karsin, yiiksek kiikiirt diizeyinin saglik acisindan
riskler olusturabilecegi ile ilgili kaygilar da mevcuttur. Bununla beraber, kayisi
kiikiirtlemesinin saglik acisindan etkilerini aragtiran c¢alisma sayist literatiirde oldukca
kisithdir.

Okaryot hiicrelerdeki sitoplazmik organellerin en biiyiiklerinden biri olan
endoplazmik retikulum; kalsiyum depolama, detoksifikasyon, lipit sentezi ve protein
katlanmas1 gibi onemli gorevlere sahiptir. Proteinler, endoplazmik retikulumda dogru
sekilde katlanarak son hedeflerine ulagsmak iizere ayrilmaktadirlar. Giinlimiizde goriilme
siklig1 her gecen giin artan diyabet, Alzheimer ve kanser gibi pek cok hastalik yanlis
katlanan proteinlerle iligkili oldugu i¢in endoplazmik retikulum organeli aslinda tiim bu
hastaliklarin merkezindedir. Ayrica, obezite ve damar sertligi gibi lipit metabolizmasiyla
alakal1 sorunlarin da baslica arastirilmasi gereken kaynagi yine endoplazmik retikulumdur.
Bu nedenlerle, endoplazmik retikulum stresinin caligildig: hiicre kiiltiiri aragtirmalart son
yillarda giderek 6nem kazanmaktadir.

Insan beslenmesindeki ihtiyacin yani sira fizyolojik ve metabolik fonksiyonlara da
ek yararlar1 olan fonksiyonel gidalarin 6nemi, 6zellikle COVID-19 pandemi siireciyle
birlikte her gecen giin biraz daha yasantimiza damga vurmaktadir. Fonksiyonel gidalar ya
da gida bilesenleri olarak degerlendirilen meyve ve sebzelerin hastaliklardan korunmada
veya tedavi siirecinde olumlu katkilar1 bulunmaktadir. Bu nedenle, meyve ve sebzelere
yonelik bilimsel arastirmalar tiim hiziyla devam etmektedir. Pek ¢ok hastaligin hiicresel
seviyedeki ana nedeni olarak belirlenen endoplazmik retikulum stresine kars1 halihazirda
genis kapsamli literatiir bilgisi bulunmasina ragmen, bu durum en 6nemli fonksiyonel
gidalardan birisi olarak kabul edilen kayis1 meyvesi i¢in ne yazik Ki tam tersinedir. Bu
doktora tez calismasinin temel amaci, Malatya ilimizde yetistirilen kayisi tiirlerinden farkli
kurutma yontemleriyle hazirlanan metanol ekstraktlarinin uygulandigit MCF-7 ve HCT116
insan kanser hiicre hatlar1 tizerinde, in vitro olarak meydana getirilen endoplazmik
retikulum stresi sonrast olusabilecek sitotoksisite, apoptoz/nekroz ve hiicre gogii
Ozelliklerinin yaninda bu hiicrelerde muhtemel olarak gozlemlenebilecek protein

miktarindaki degisikliklerin arastirilmasidir.



Bu ¢alisma kapsaminda, Malatya'da Haziran-Agustos aylar1 arasinda olgun meyve
olarak yetisen farkli kayisi ¢esitlerinden Hacihaliloglu ve Kabaasi kayisilar1 toplanmistir.
Malatya’daki kayisi agaglarinin yaklasik dortte ticlinii olusturup en 6nemli kurutmalik
kayisi gesidi olan Hacihaliloglu ve Malatya’da aga¢ sayisi bakimindan ikinci sirada olan
Kabaas1 ¢esitlerine ait kayisilarin kiikiirtlenmis (2000 ppm) ve giin kurusu olarak giines
15181 altinda kurutulmus olgun meyvelerinden metanol ekstraktlar1 elde edilmistir. Daha
sonra kiikiirtlenmis ve giin kurusu olarak iki farkli yontemle kurutulmus iki tiir kayisinin
insan meme kanseri (MCF-7) ve insan kolon kanseri (HCT116) hiicre hatlar1 kullanilarak
in vitro deneysel doz profilleri MTT testi ile sitotoksik 6zellikleri ortaya cikarilarak 1Csg
degerleri belirlenmistir. Daha sonrasinda, belirlenen kayis1 ekstraktlarinin 1Csp Ve
thapsigargin i¢in uygulanan 1 pM degeriyle, hiicresel 6liimiin apoptotik veya nekrotik mi
oldugunun saptanmasi i¢in akridin turuncusu (AT) ve etidyum bromiir (EB) boyalar
kullanilarak floresans mikroskopla hiicre fotograflari ¢ekilmistir. Ayrica, 1Csy degerleri
kullanilarak bu iki farkli hiicre hattinda gergeklesen hiicre go¢ii miktarlar1 yara iyilesme
testi yapilarak incelenmistir. Aragtirmamizin son asamasinda, kayisi ekstraktlart ve
thapsigargin verilmis farkli hiicrelerdeki protein izolasyonunu takiben ELISA yontemiyle
endoplazmik retikulum stres yolaklarinda etkin faaliyet gosteren bazi spesifik proteinlerin

miktarlar1 belirlenerek elde edilen veriler detayl bir sekilde yorumlanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kayisiyla ilgili Genel Bilgiler

Kayis1 (Prunus armeniaca L.) meyvesi Malatya ilimizle adeta 6zdeslesmistir.
Ulkemizin en énemli tarim iiriinlerinden biri olan Malatya kayisisi, hem sosyoekonomik
(Akin ve dig, 2008) hem de klinik agidan ¢ok onemli bir meyvedir. Dolayisiyla, diinya
kayis1 liretiminde lider konumda olan iilkemizde kayisiyla ilgili yapilacak her tiirlii
arastirma biiyiik 6nem arz etmektedir ve fevkalade elzemdir. Malatyamiz sadece diinya yas
kayis1 liretiminin ~%11’ini degil, ayn1 zamanda kuru Kayis1 {iretiminin ise ~%70’ini tek
basia gerceklestirmektedir (Unal, 2010). Bundan &tiirii kayisi, iilkemiz i¢in benzersiz bir
tanitict marka ve tirtindiir.

Giilgiller agacinin sert ¢ekirdekli meyvesi olan Kkayisi, Diinya’nin pek ¢ok
cografyasinda yetistirilmektedir. Kayis1 agacinin yapraklar1 genis, oval ve agik yesil
renklidir. Ilkbaharda beyaz renkli ¢icek agan kayisi, taze tiiketilebildigi gibi, ¢ogunlukla
glin kurusu ya da kiikiirtlenmis olarak kurutmalik seklinde de tiim yil sofralar
stislemektedir. Fruktoz orani yiiksek olan kayisi, A vitamini ve demir agisindan olduk¢a
zengindir (Unal, 2010).

Kayisinin kokeninin Ermenistan oldugu seklindeki uzun siire yanlislikla
benimsenen goriise dayali olarak Prunus armeniaca L. isminin verildigi distiniilmektedir.
Gergekte ise kayisi uzak dogu kokenlidir. Cin'in kuzey ve bat1 bolgelerinden diinyanin en
biiyiik ve en yiiksek siradaglari olan Himalaya Daglar1 boyunca Rusya ve Ermenistan‘a
dogru dagilmistir. Ayrica, Glineybat1 Asya tepeleri de kayisi i¢in yabanil tiir ¢esitliliginin
bagka bir noktasidir. Tarihsel olarak ilk kiiltiir edilen kayisi, yaklagik 4000 yil 6nceye Cin
Imparatoru Yu dénemine aittir. Bundan daha énemlisi, kayis1 tarimmin nasil yapilmasi
gerektiginden bu tarihi kayitlarda bahsedilmektedir. Ayrica yine Cin’e ait eski kayitlarda,
kayisinin agilanmasiyla tiirler arasinda genetik ¢esitlilik saglanarak ¢ok daha kaliteli
kayisilarn tiretilmesinden s6z edilmektedir (Adachi ve dig, 2007).

Cok 1iyi antioksidan kaynagi olan kayist meyvesi; sekerleri, lifleri, ozellikle
potasyum, kalsiyum, demir, magnezyum, c¢inko, fosfor ve selenyum gibi mineralleri,
biyoaktif fitokimyasallar iceriginde barindirmaktadir. Ayrica, vitaminler bakimindan A
vitamini, C vitamini, tiamin, riboflavin, niasin ve pantotenik asit agisindan da zengindir.
(Leccese ve dig, 2007). Kayisinin antioksidan igerigini rutin, klorojenik ve neoklorojenik

asitleri de igeren fenolik bilesikler saglamaktadir.



Kayisi meyvesinin farkli c¢esitlerinin meyveleri arasindaki lezzet farkliligi
icerigindeki sekerler, organik asitler, fenolik bilesikler ve ucgucu yaglarin farkh
birlesiminden kaynaklanmaktadir. Karbohidratlar olarak igeriginde glikoz, fruktoz ve
siikroz bulunmaktadir. Kayis1 ¢esidine gore degisiklik gostermekle birlikte, katesin ve
epikatesin kayisida genelde en ¢ok bulunan flavonoidlerdir. Bunun yaninda, kayisidaki
organik asit igeriginde sitrik asit ve malik asit belirgin olarak bulunmaktadir. Kayisidaki
meyve aromasinda ise etil asetat, heksil asetat, limonen, B-siklositral, y-dekalakton, 6-
metil-5-hepten-2-on, 2-heksenal ve heksenal gibi ugucu bilesikler yer almaktadir. Bu ugucu
bilesiklerin igerikleri de tiirden tiire gore degisiklik gostermektedir (Roussos ve dig, 2016).

Malatya yoresinde yetisen kayisi ¢esitlerinin baska yerlerdeki gesitlere kiyasla, kuru
madde ve seker orani yiiksektir. Bunun yaninda, fenolik bilesikler, karotenoidler ve f3-
karoten bakimindan zengin besin kaynagi olan Malatya kayisisinin essiz sorbitol orani
diger kayisi cesitlerine gore kiyasla oldukga yiiksektir. Tiim Malatya kayisi ¢esitlerinde
malik asit baskindir. Ayrica, potasyum igerigi bakimindan olduk¢a zengin olan Malatya
kayisist igeriginde magnezyum, selenyum ve c¢inko gibi Onemli mineraller de
bulundurmaktadir. Sonugta Malatya kayisisi, besin degerini yiikselten fonksiyonel gida
bilesenleri agisindan oldukga zengindir (Akin ve dig, 2008).

Yediklerimizde bulunan antioksidanlar sayesinde reaktif oksijen tiirlerinin meydana
getirdigi oksidatif hasara kars1 koruma saglanabildigi icin Ozellikle son yillarda,
gidalardaki polifenollere ve karotenoidlere ilgi giderek artmaktadir (Ali ve dig, 2011).
Fotosentez yapan canlilarda bulunan karotenoidler, dogada yer alan en yaygmn pigment
grubudur. Meyve ve ozellikle giceklerin renklerinden karotenoidler sorumludur (Bramley,
2003). Gidalardaki antioksidanlarin kardiyovaskiiler hastalik riskini oldukg¢a diisiirdiigi
bilinmektedir. Ayrica, lutein ve zeaksantin gibi gorme islevinde rol oynayan
karotenoidlerin sar1 nokta hastaligin1 engelleyebildigi belirlenmistir (Cammpbell ve
Padilla-Zakour, 2013).

Kaysida bulunan yiiksek antioksidan miktarin, farmakoloji agisindan da 6nemli
fonksiyonellige sahip oldugu goriilmektedir. Farmakoloji bakimindan kayisi, hafif laksatif,
ates diigiiriici, antiseptik ve kusturucu ozellikleriyle kullanilmaktadir (Ali ve dig, 2011).
Ginlik ii¢ adet Japonya kayisisi tiikketiminin, atrofik gastrit sonucu meydana gelen
mukozal enflamasyonu yatistirici etkisinin oldugu bulunmustur (Enomoto ve dig, 2010).
Ayrica, kayisinin ¢ekirdegi analjezik, antiastim spazm Onleyici, gogiis sedatifi olarak
degerlendirilmektedir ve kayisinin ¢ekirdeginin yaglarindan benzaldehit, kozmetik ve

aroma bilesiklerinin tiretilmesinde faydalanilmaktadir (Ali ve dig, 2011).
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Malatya kayisisi ile yapilan calismalardan birinde oksidatif stres bozuklugunun
kayis1 velya B-karoten tedavisiyle engellenebilmesinin yani sira biyokimyasal & histolojik
olarak metotreksatla (MTX) muamele sonucunda bagirsakta meydana gelen hasarin
diizeltilebilecegi bulunmustur (Vardi ve dig, 2008). Bir baska kayisi ¢alismasina gore,
miyokardiyal iskemi-reperfiizyon modeline sahip sicanlarda, tiiketilen kayisinin
antioksidan madde igerigi bakimindan Kalbi koruyucu faaliyet gosterdigi anlasilmistir
(Parlakpinar ve dig, 2009). Ayrica, alkoliin sigan testislerinde yol actig1 histopatolojik
degisikliklerin kayisi agisindan zengin bir beslenmeyle 6nlenebildigi bir baska aragtirmada
anlagilmistir (Kurus ve dig, 2009). Malatya kayisisinin antioksidan savunma sistemlerini
harekete gegirerek, siganlarda hepatoprotektif etki gosterdigi saptanmustir (Yurt ve Celik,
2011). Sonug olarak tiim bu arastirmalar, kayisinin insan sagligi iizerindeki faydali
sonuglar1 bakimindan her yoniiyle degerlendirilmesi gerektiginin alti1 &zellikle

cizmektedir.

2.2. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik retikulum (ER) liimeni, kalsiyumun aktif hareketinin meydana geldigi
0zel bir organel bolmesi olarak hizmet eder. Bu bolme, tiim hiicre i¢i alan boyunca en
yiiksek Kkalsiyum (Ca®*) konsantrasyonuna sahip yerdir. Genel durumda kalsiyum, ER
membrani iizerindeki proton pompast yardimiyla sitozolden ER liimenine alinirken, 6zel
kanallar olan inositol 1,4,5-trifosfat reseptor (IP3R) ve ryanodin reseptor (RyR) ile sitozole
salmir. Boylece, ER'deki serbest kalsiyumun stabilitesi saglanir. Ayrica bu organel i¢inde
biiyilk miktarda kalsiyumun yani sira, protein katlama ve tasima islevine sahip olan
kalretikiilinler ve glikozla diizenlenmis protein 78 gibi molekiiler saperonlar da bulunur.

Kalsiyum konsantrasyonundaki bir dengesizlik hiicre oliimiine yol agabilir. Bu
nedenle, endoplazmik retikulumdaki kalsiyum seviyelerinin siki bir sekilde kontrol
edilmesi gerekir. Buna ek olarak, endoplazmik retikulum igin bir bariyer olan endoplazmik
retikulum plazma zari, hiicre boyunca serbest¢e difiize olabilir ve farkli organelleri ¢esitli
temas bolgeleri araciligiyla birbirine baglayabilir. Endoplazmik retikulum-plazma zar
temas bolgeleri, kalsiyum konsantrasyonu homeostazinin korunmasinda, sinyal iletiminde
ve ayrica lipidlerin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Hiicre i¢i kalsiyum homeostazinin dengesizligi, oksidatif stres, besin yoksunlugu,
glikozilasyonun inhibisyonu ve proteinlerin yanlis katlanmast gibi durumlar, ER

organelinin fonksiyonunu bozabilen ve sonugta ER stresini indiikleyebilen genetik veya



cevresel saldirilara yanit olarak hiicre harekete gecirilebilir. ER stresi meydana geldiginde,
proteinler diizgiin bir sekilde katlanamaz ve ER liimeninde birikir. Buna yanit olarak
hiicrede, ER stresinde aktif hale gecen PERK-elF2a, IRE1-XBP1 ve ATF6-CREBH dahil
olmak {izere bir dizi sinyal yolagi araciligiyla proteinlerin dogru sekilde katlanmasi
saglanir, protein tiretimiyle birlikte birikimi engellenir, islevsel olmayan toksik proteinlerin
bozunmasi hizlandirilir ve ER stresi ile ilgili genlerin transkripsiyonlarinin ve ifadelerinin
tetiklenmesinin yani sira ER’nin kendi kendini onarma kapasitesi gii¢lendirilir (Nazi ve
dig, 2016). Bu yanit dizisi topluca “katlanmamus protein yanit” olarak adlandirilir ve UPR
(Unfolded Protein Response) olarak kisaltilir. ER stresi ¢ok uzun veya yogunsa ve sonug
olarak hiicre ER homeostazini yeniden saglamak i¢in yeterli degilse hiicrede apoptoz
meydana gelir.

Okaryotik hiicrelerde ER stresi meydana geldiginde, UPR cesitli sinyal yolaklarmi
aktive eder. Endoplazmik retikulum iizerindeki efektorleri baglatan farkli sinyal yollar
olarak bunlar ii¢ kategoriye ayrilabilir: PKR benzeri ER kinaz (PERK), tip-1 ER
transmembran protein kinaz (IRE1) ve aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6)
(Szegezdi ve dig, 2006). Ug transmembran reseptdr proteini ve ayrica endoplazmik
retikulumun (ER) liimen bdélmesindeki PERK, IRE1 ve ATF6, normal fizyolojik kosullar
altinda GPR78/BiP ile bagli bir durumda olup, onlar1 inaktive durumda tutan stabil
kompleksler olusturur. ER’de protein katlanma bozuklugu meydana geldiginde, ¢ok sayida
katlanmamis veya yanlig katlanmis protein birikimi oldugunda ER stresi meydana gelerek
GRP78/BiP yukaridaki ii¢ UPR efektoriinden ayrilir ve daha sonra yeni olusmus
katlanmamis proteinlerle birlestirilir. Ayrica ayrilmis haldeki ti¢ aktif transmembran

reseptor proteini, UPR sinyal kaskadi reaksiyonunu baslatir.

2.2.1. Endoplazmik retikulumun islevleri

ER; hiicrede protein sentezinin, taginmasinin ve katlanmasinin, lipid ve steroid
sentezinin, karbohidrat metabolizmasinin ve kalsiyum depolanmasimin yapildigr ana
organeldir (Schwarz ve Blower, 2016).

ER’de proteinlerin katlanmasi; katlayici enzimler (foldazlar), peptidil prolil
izomerazlar ve baglayict immiinoglobulin protein (BiP: GRP78), kalneksin ve kalretikulin
gibi pek c¢ok saperonlarla gergeklestirilir. Ayrica, saperonlar proteinlerin taginmasi ve
yikimmi da denetlerler. Dogru olarak katlanan proteinler tasima kompleksleri ile golgi

organeline tasinarak ¢esitli hiicresel kompartmanlara gonderilir veya endoplazmik



retikuluma yeniden donerek hiicrenin disina sekresyonlari saglanir. Katlanmamis, yanlis
katlanmis ya da kiimelenmis proteinler ubikitinasyon ve endoplazmik retikulumla iliskili
protein degradasyonu (ERAD) yoluyla yikilmalari i¢in sitozole tekrar gonderilirler (Wang
ve Kaufman, 2016).

Endoplazmik retikulum ayrica hiicre igindeki kalsiyumun depolanmasindan da
sorumludur. Normal hiicre i¢i sitozolik serbest kalsiyum iyonu (Ca*?) derisimi ~100 nM,
ER liimeni igerisinde ~100-800 uM ve hiicre dis1 kalsiyum iyonu derisimi ise ~2 mM
dolaylarindadir (Clapham, 2007; Samtleben ve dig, 2013). Sitoplazmada, hiicre disina ve
hiicre i¢i depolara kiyasla yaklasitk 10,000 kat az olan kalsiyum miktari, hiicrenin
uyarilmasiyla yaklasik 100-200 katina (~10-20 puM) ¢ikar. Hiicrenin ¢ogu fonksiyonu
kalsiyum oranindaki artisla gerceklesir. Bu ylikselis; protein fosforilasyonu veya
defosforilasyonu, hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasi, gen transkripsiyonu, hiicre
hareketi ve apoptoz gibi ¢ogu hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinden sorumludur
(Berridge ve dig, 2003). Hiicrede kalsiyum dengesini saglamak amaciyla Ca*? akisi, hassas
bigimde regiile edilmelidir. Kalsiyum kanallari, pompalari, iyon degistiricileri ve kalsiyum
baglayan/tamponlayan proteinlerden olusan hiicredeki sistemler, hiicrenin igindeki

kalsiyum dengesinin siirdiiriilmesini saglamaktadir (Krebs ve dig, 2015).

2.3. Endoplazmik Retikulum Stresi

ER’nin hiicresel strese karst hizli bir sekilde yanit olusturma o6zelligi, hiicrede
homeostazin devami igin 6nemlidir. ER islev kapasitesini asan fizyolojik veya patolojik
durumlarda, ER liimeninde katlanmamis ya da yanlis katlanmig protein birikimi olur. Bu
durum, endoplazmik retikulum stresi olarak adlandirilir (Ron ve Walter, 2007; Zhao ve
Ackerman, 2006).

ER homeostazi bozuldugunda, katlanmamis protein yanmit (Unfolded Protein
Response — UPR) ismindeki adaptif ve koruyucu yolaklar devreye girer. Katlanmamis
protein yanit Oncelikle endoplazmik retikulumdaki islevsel agirligi azaltmaya calisir.
Calismalar sunlari icermektedir: 1) Endoplazmik retikulumda, katlanmamis veya yanlis
katlanmis proteinlerin fazlaca birikmesi nedeniyle yeni protein ifadesinin durdurulmast, ii)
Yanlis katlanmis veya katlanmamis protein yiikiinii hafifletmeye yonelik saperon meydana
getiren gen ifadelerinin artirilmasi, iii) ERAD sisteminin aktive edilmesidir ki bu sistem
proteazomal degradasyonla yanlis katlanmis proteinleri yok edebilir (Lynch ve dig, 2012;
Meusser ve dig, 2005).



2.3.1 Endoplazmik retikulum stresiyle ilgili yolaklar

UPR, li¢ adet ER transmembran reseptdr proteini aracilifiyla gerceklesir. Bunlar:
cift sarmal RNA-aktivasyonlu protein kinaz benzeri ER kinaz (PERK), inositol bagimli
kinaz 1 (IRE1) ve aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6)’dir (Liu ve dig, 2016;
Naidoo, 2009). Bu endoplazmik retikulum stres sensorleri liimenal, transmembran ve
sitoplazmik bolgelerden olusur. Yanlis katlanmig proteinlerin  oranindaki yiikselis,
sensOriin liimenal bdlgesiyle algilanarak degisik yolaklardaki sinyallerle Oncelikle
sitoplazmaya ve daha sonra da ¢ekirdege aktarilir (Bravo ve dig, 2013).

PERK, ilk olarak memeli pankreas adacik hiicrelerinde tanimlanmistir (Shi ve dig,
1998). UPR tetiklenmediginde PERK, BiP ile baglidir ve inaktiftir (Bertolotti ve dig,
2000). UPR yanmiti meydana geldiginde, BIiP/PERK birbirinden ayrilir ve PERK
otofosforilasyonla kinaz bolgesini aktif hale gegirir. Fosforlanmigs PERK, Okaryotik
translasyon baslatic1 faktor 2 (elF2a)’nin o alt tinitesini fosforilleyerek aktif hale gegirir
(Dever, 2002). elF2a. aktif hale geldiginde, geneclde mMRNA translasyonu inhibisyona ugrar
ve boylece protein iiretilmesi yavaslatilir. Sonucta endoplazmik retikulumun gorevi
kaynakli yiikii azaltilmig olur. Ayrica elF2a fosforilasyonu, bir bagka UPR yanit bileseni
olan aktive edici transkripsiyon faktorii 4 (ATF4)’iin ekspresyonunu da meydana getirir
(Harding ve dig, 2000; Cullinan ve dig, 2003). Hiicrenin i¢ dengesinin olusumuyla,
onceden aktiflesmis PERK defosforilasyonla aktif olmayan formuna doniisiir.

Baska bir endoplazmik retikulum stres sensorii olan IRE1, bir N-terminal limenal
sensor alani, bir transmembran alan1 ve C-terminal sitozolik efektér alanindan olusur
(Walter ve Ron, 2011). Memelilerde iki IRE1 paralogu (IREla ve IRE1B) vardir (Iwawaki
ve dig, 2001; Tirasophon ve dig, 1998). IRE1a’nin aktif hale gegmesi, BiP’den ayrilmasina
ve dogrudan katlanmamis proteinlerle etkilesimine baglidir. BiP’in  katlanmamis
proteinlere baglanip yarismali olarak IREla’dan ayrilmasi oligomerizasyonu saglarken,
trans-otofosforilasyonla IREla aktivasyonuna neden olur (Kimata ve dig, 2007). IREla
aktiflestiginde, endoplazmik retikulum stres sinyali sitoplazmaya iletilir. Hemen
sonrasinda, farkli sinyal yolaklar1 aktiflesir. IREla, X-box baglayict protein 1 (XBP1)
mRNA’sinin ugbirlestirilmesine ve XBP1 proteininin sentezine yol agar. XBP1; ER’de
protein sentezlenmesi ve katlanmasi, ERAD, otofaji, redoks metabolizmasi, glikozilasyon,
lipid biyogenezi ve vezikiiler trafik ile ilgili genleri diizenler (Walter ve Ron, 2011). IREla
ayrica, TNF reseptor-baglantili faktor 2 (TRAF2) tizerinden c-Jun N-terminal kinazi (JNK)
aktiflestirerek hiicre Oliimiine yol agar. JNK’ye benzer sekilde, niikleer faktor kappa B
(NF-xB) de TRAF?2 araciligiyla aktif hale geger (Bravo ve dig, 2013).
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UPR’de ig¢iincii sinyal yolagi ise ATF6’dir. ATF6, UPR’deki bazi genlerin
regiilasyonuyla ilgili protein ailesinin bir iyesidir. ATF60 ve ATF6B olmak tizere iki
izoformu bulunan ATF6, endoplazmik retikulum stresi meydana geldiginde golgiye
transloke olur ve sonucta iki proteaz enzimi tarafindan kesilir. Serin proteaz-1 bolgesi
ATF6’y1 limenal alanda keserken, metalloproteaz-2 bolgesi N-terminal parcasini keser.
Hiicre ¢ekirdegine giren ATF6’nin kesilen N-terminal pargcast UPR ile ilgili genlerin
yukari1 yonlii ifadesini indiikler (Liu ve dig, 2016).

Endoplazmik retikulum stresinin kronik olarak devam ettigi durumlarda, hiicresel
islev kayb1 ve daha sonra hiicre 6liimii meydana gelir (Hetz, 2012). IRE1 yolag1, hiicrenin
yasamasit veya Oliimiine karar verilme asamasinda anahtar rol oynar. IRE1 hiicre
koruyuculugu fonksiyonunun yaninda, JNK ve p38 mitojen aktivasyonlu protein kinaz
(MAPK) aktivasyonuna da sahiptir (Ron ve Hubbard, 2008). JNK fosforilasyonu, B-hiicre
Lenfoma 2 (Bcl2) inhibisyonuna yol agar. Bcl2 protein ailesi, Bcl2-baglantili X protein
(Bax) gibi pro-apoptotik ve Bcl2 gibi anti-apoptotik proteinlerden meydana gelir. Bu
proteinler, endoplazmik retikulum stresi aracili hiicre o6liimiinde olduk¢a 6nemli role
sahiptir. Diger taraftan, p38 MAPK transkripsiyon faktorii C/EBP homolog proteinini
(CHOP) fosforilleyerek aktiflestirir. CHOP aktivasyonu gen ekspresyonunu apoptoz lehine
degistirir. Bu durum, Bim ifadesini artirirken Bcl2 ifadesini azaltir (Puthalakath ve dig,
2007; Yamaguchi ve Wang, 2004). Bunun haricinde, IRE1 endoriboniikleaz aktivitesiyle
miRNA’lar kesilebilir. Bu miRNA’lar, pro-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu artirarak
hiicre 6limiinii kolaylastirabilirler (Dufey ve dig, 2014).

Endoplazmik retikulum stresi durumunda ATF6 kesilerek aktive olduktan sonra, N-
terminal pargast hiicrenin g¢ekirdegine giderek BiP ve CHOP gibi hedef genleri indiikler.
ATF6 ayrica, XBP1’e ait mRNA transkripsiyonunu da artirir (Logue ve dig, 2013). PERK
aktivasyonu gergeklesen elF2a fosforilasyonu, ATF4 gibi katlanmamis protein yanit
bagimli genlerin translasyonuna izin verir. ATF4’{in 6nemli hedefleri CHOP, GADD34 ve
ATF3’tir (Sano ve Reed, 2013). PERK, mitokondri-baglantili ER membranlarinda
kalsiyum sinyalinin kontroliinde, ayrica reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi yoluyla
sitokrom ¢ salmimmi ve apoptozun diizenlenmesinde gorev alir (Dufey ve dig, 2014).

Katlanmamuis protein yanit (UPR) bilesenlerine Cizelge 2.1°den ulasilabilir.



Cizelge 2.1 : Katlanmamuis protein yanit (UPR) bilesenleri.

Protein / Gen Gorevi Referans
Bertolotti ve
BIP (HSPAS, GRP78) UPR aktivasyonu dig, 2000; Ng ve
dig, 1992
5 ATE6/ATES ERj—hedefli genlerin upregiilasyonunu Yoshida ve dig,
= saglama 2001
2 BP1 aktivasyonu Minchenko ve
& ER-hedefli mRNA (RIDD) degradasyonuna dig, 2015;
§ IRE1/ERN1 aracilik etme Hollien ve dig,
& TRAF2 molekiiliine baglanarak Ask1/JNK |2009; Urano ve
5 ve IKK/NF-kB yolagin1 aktive etme dig, 2000
elF2a’nin fosforilasyonunun saglanmasi ile rime v b
PERK/EIF2AK3 toplam protein translasyonunu azaltarak ER 2000 ’
homeostazisini diizenleme
. : . - Chen ve dig,
ER biyogenezindeki genleri regiile etme 2002: Jiang ve
Dis L dig, 2015;
iger UPR genlerini regiile etme (ATF6 ve | _ .
) _ CHOP) Gllmcher, 201.0;
BIP, p58IPK, ERdj4, HEDJ, Reimold ve dig,
PDI-P5, EDEM1, ATF6 ve o i 2000; Zhong ve
_ CHOP ER _saperonlarl indiikleme (Bip, p58IPK, dig, 2012;
5 ERdj4, HEDJ, PDI-P5, EDEM1) Yamamoto ve
S o . . | dig, 2007;
= Ok%ldatlf stres, immiin yanit ve lipogenezi | yoshida ve dig,
‘; regiile etme 2000
E; Harding ve dig,
-_g" ATFA/ATF4 Stf(las yanit gelzlerini, oksidatif stres ve Zog?é,é&g](?gi ve
2 anjiyogenezi regiile etme Plaival v cli,
«
= 2004
Proapoptotik ve antiapoptotik genleri regiile | Marciniak ve
etmek, apoptozu baslatma dig, 2004;
CHOP (DDIT3) GADD34  upregiilasyonu  ile  elF2a | McCullough ve
defosforilasyonunu indiikleme dig, 2001
CREB3L3 Akut _fa_z ggnlerini ve enflamatuvar yanit| Zhang ve dig,
genlerini aktive etme 2008
g.: e:FEB inhibisyonu ile genel protein sentezini
= = Rl Ron ve Walter,
g S elF2 2007; Harding
s = dig, 1999
< En ER stresi swasnda ATF4 ve CHOP| & &
§ = translasyonunu arttirma
o
CANX Oligosakkaritleri taniyarak glikozile | Ware ve dig,
proteinlerin katlanmasina yardimei olma 1995
CALR Glikozile proteinlerin katlanmasina yardime1 | Michalak ve
o olmak ve kalite kontrolii saglama dig, 1999
= Disiilfit rediiktaz olarak islev gorerek, ER’de . -
§ ERdj5 hatali katlanmig proteinlerin degradasyonunu Ushlozdglo\ée dig,
2 saglama
z’“ - Katlapmam@ veya hatali katlanm}s Ting ve Lee,
= 1P proteinlere baglanarak proteinlerin 1988
katlanmasina yardimci olma
PDI/PDIA2 Disiilfit bag olusumunu katalizleme AL

Ruddock, 2009
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2.3.1.1 Protein kinaz RNA benzeri endoplazmik retikulum kinaz (PERK) Sinyal
Yolag:
Serin/treonin protein kinaz aktivitesine sahip olan PERK, Tip 1 transmembran

proteinidir. PERK, IRE-1a ile yap1 ve fonksiyon bakimindan benzerliklere sahiptir. Fakat,
farklilik olarak sitozolik kisminda IRE-la gibi RNaz aktivitesi yoktur (Hinnebusch ve
Lorsch, 2012; Vertaillie ve dig, 2012). Aktiflesmis olan PERK, okaryotik baslatic1 faktor
20, (eIF2a)’nin 51. pozisyonundaki serine fosfor baglar. Okaryotik baslatic1 faktor B
(elF2B), guanozin difosfatin guanozin trifosfat (GTP) ile yer degistirmesini saglar. elF2p3,
elF2a’ya GTP’yi baglayamadigindan sonugta translasyon baslangic kompleksi
(elF20/GTP/Met-tRNAI) meydana gelemez (Hinnebusch ve Lorsch, 2012; Verfaillie ve
dig, 2012). Endoplazmik retikulum stresinde PERK, mRNA translasyonunu yavaslatir ve
endoplazmik retikulumun gorevini hafifletir. Ayrica, yeni sentezlenen proteinlerin stres
altindaki ER’ye girisini de onler. eIF2a’nin fosforilasyonu bu yavaglamaya yol agmaktadir
(Cullinan ve Diehl, 2004). elF2a’nin fosforillenmesi, genelde translasyonu yavaslatir.
Sonugta, ER’nin kapasitesi artar ve endoplazmik retikulum stresini azaltan aktive edici
transkripsiyon faktori-4 (ATF4) gibi spesifik mRNA’larin ekspresyonu indiiklenir. CAMP
yanit eleman1 baglayici protein (CREB) ailesinin bir tiyesi olan ATF4, baz1 endoplazmik
retikulum saperon proteinlerinin ve katlanmamis protein yanitla baglantili transkripsiyon
faktorti genlerinin ifadesini indiiklemenin yaninda ATF6’y1 ER’den golgi aygitina
tasimaktadir (Xu ve dig, 2010). ATF4 ayrica, CAMP yanit elemanina (CRE)
baglanmaktadir. Buna ek olarak, CAAT/artiric1 baglayic1 proteini (C/EBP7ATF) cevap
elemanina baglayarak hiicresel/oksidatif stres ve apoptozdan sorumlu genleri
diizenlemektedir (Masuoka ve Townes, 2002; Roybal ve dig, 2004; Zhang ve dig, 2011).
ATF4’tin arastirilmis en iyi hedef genleri, endoplazmik retikulum stresi sirasinda rol
oynayan C/EBP homolog protein-10 (CHOP-10) ve DNA hasari-indiiklenebilir geni 153
(GADDI153)’tiir. CCAAT-artirict  baglayict homolog proteini  (CHOP) sinyalinin
tetiklenmesi, endoplazmik retikulum stresindeki hiicreleri apoptoza gotiiriir. Bu 3
katlanmamis protein yamit yolak, CHOP’u aktiflestirebilir. CHOP transkripsiyonunu
indiikleyen en etkili transkripsiyon faktorii ATF4’tiir. Ilaveten, elF20 fosforilasyonuyla da
CHOP diizenlenebilmektedir (Palam ve dig, 2011). Buna karsiik, DNA hasari
indiiklenebilir protein 34 (GADD34) indiiksiyonu sonucunda CHOP, elF2a’nin
defosforilasyonunu gergeklestirir. Sonucta, elF2o defosforilasyonuyla endoplazmik
retikulumda translasyon durdurulamaz ve protein sentezi devam eder. Boylece, ER’de

artan protein yiikii olusur ve hiicre apoptoza girer (Marciniak ve dig, 2004).
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2.3.1.2 Aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) sinyal yolag:

Tip-2 transmembran proteini olan ATF6, memelilerde ATF6a ve ATF6p olarak iKi
alt tipe sahiptir (Yamamoto ve dig, 2007). GRP-78"den ER stresinde ayrilan ATF6; IRE-1
ve PERK’in zitt1 olarak golgi organeline gider. Golgi cisimcigine yerlesen ATF®6, site 1 ve
site 2 proteazlar aracilifiyla ikiye boliinerek aktiflesir (Chen ve dig, 2002). Kesildikten
sonra ayrilan parga, aktif bir transkripsiyon faktoriine doniisiir. Bu transkripsiyon faktori
cekirdege giderek ERAD ve apoptozda gorev alir. ATF6, ayrica XBPl’e de
baglanmaktadir. XBP1 ve GRP-78 gibi baska saperonlarin ifadesini arttirmaktadir. Hemen
sonrasinda, ER stres yanit elemani-1 (ERSE-1) ve ER stres yanit elemani-2 (ERSE-2),
katlanmamis protein yanit elemani ve ayrica cAMP yanit elemani (CRE) genlerinin
ifadelerini indiiklemek amaciyla ¢ekirdege yonelir. XBP1’in ekspresyonunu diizenlemenin
yani sira ATF6, bu proteine direkt baglanip UPR ile iliskili diger proteinlere ait genlerin
ifadelerini de indiikler. Sonugta, bu bahsedilen siireclerin hepsi ER’de hasar yaratan, hatali
katlanmis ve katlanmamis proteinlerin birikimini azaltmaktadir. Memeli ATF6a ER
saperonlarinin; transkripsiyonel indiiksiyonda ve ERAD bilesenlerinin indiiksiyonunda
gerekliligi belirlenmistir (Yamamoto ve dig, 2007). ATF6a yoklugu veya eksikligi olan
farelerde normal embriyonik/postnatal gelisim meydana gelmistir. Fakat, ATF6a ve
ATF6B nin her ikisinin de eksikliginde embriyonik oliimler gézlenmistir (Yamamoto ve
dig, 2007; Yamamoto ve dig, 2010).

2.3.1.3 inositol gerektiren enzim-1 (IRE-1) sinyal yolag

IRE-1 yolagi, mayalardan insanlara kadar evrimsel agidan iyi sekilde korunmustur.
Hiicreyi stres ve 6liimden korumada 6nemli bir gérevi olan (Lin ve dig, 2007) bu yolaktaki
IRE-1, ER’de yerlesik Tip 1 transmembran proteindir. Sitozolik kinaz ve endoriboniikleaz
(RNaz) aktivitelerini barindiran bu proteinin, memelilerde IRE-1a ve IRE-1p olmak iizere
iki izoformu vardir (Ron, 2002). IRE-1a, genel olarak ifade edilmektedir ve embriyonik
donemde geninde bir hasar meydana gelirse erken 6liime neden oldugu bilinmektedir
(Iwawaki ve dig, 2009). Buna karsit olarak, IRE-1p ise gastrointestinal epitel hiicrelerde az
ifade edilmektedir ve RNaz aktivitesine sahip degildir. ER membraninda lokalize olabilen
her iki izoform, stresle baglantili sinyallesmeyi baslatabilir ve ikisinin de ER membraninda
sinyal iletme potansiyeli vardir (Bertolotti ve dig, 2001).

Diger UPR yolaklar1 gibi GRP-78 ile birlikte bulundugunda aktif olmayan IRE-1,
ER stresi sirasinda GRP-78’in ayrilmasiyla dimerize olur ve otofosforillenir. Sonug olarak,

RNaz fonksiyonuna sahip kismi aktiflesir. Aktiflesmis IRE-1’in RNaz aktivitesiyle X-box
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baglayict protein 1 (XBP1)’den 26 niikleotid uzaklastiriimaktadir. Olusan kirpilmis XBP1
(XBP1s), translasyona ugrayarak transkripsiyon faktoriine doniismekte ve ER
saperonlarinin ve katlanmaya yardimci olan enzimlerin upregiilasyonuna neden olmaktadir
(Patil ve Walter, 2001). XBP1 normalde sitoplazmada bulunmaktadir, ancak kirpilmamis
sekildedir. XBP1s hiicre ¢ekirdegine girer ve sonugta ERAD, lipit biyosentezi ve protein
katlanmasinda rol oynayan birgok hedef geni indiikler (Chen ve dig, 2014; Zhang ve dig,
2017). Ayrica, IRE-1o bazi miRNA’lara baglanarak kendi mRNA seviyesini ve apoptoz
mekanizmasini da diizenlemektedir (Zhang ve dig, 2017; Maurel ve Chevet, 2013; Dai ve
dig, 2013). Bir transkripsiyon faktorii olan XBP1, ER saperonlarinin indiiksiyonu yoluyla
ER stresine adaptif yanitin ana diizenleyicisi roliindedir. XBP1 eksikligi olan hiicreler,
oksidatif strese ve enflamasyon kaynakli hiicre oOliimlerine karsi oldukga hassastir
(Reimold ve dig, 2000; Zhong ve dig, 2012; Lee ve dig, 2002). Ayrica XBP1; endoplazmik
retikulum biyogenezi, fetal gelisim, lipogenez, adipogenez ve diger hiicresel asamalarda
etkin rollere sahiptir (Jiang ve dig, 2015; Glimcher, 2010).

ER stresi sirasinda IRE-1, endoplazmik retikulum hedefli mRNA’larin yikimina
aracilik ederek, ER’de yeni sentezlenmis proteinlerin yiikiinii hafifletmeye c¢alisir.
Katlanmamig protein yanitin bu yolagi, IRE1l-bagimli yikim (RIDD) olarak
adlandirilmaktadir (Hollien ve dig, 2009). Ayrica miRNA’nin iiretimini Ve
dejenerasyonunu diizenleyen RIDD, post-transkripsiyonel diizeyde hedef proteinlerin

ifadelerini de regiile etmektedir (Upton ve dig, 2012).

2.4 Endoplazmik Retikulum Stresinin Hastahklarla liskisi

ER stresi ve buna eslik eden UPR hiicre 6liimiine yol agabileceginden, protein
yanlig katlanmasinda bir artigsa veya hiicrenin ER'de bu proteinleri isleme kabiliyetinde bir
azalmaya yol acan kosullarin hiicresel islev bozuklugu ve hastaliga neden olabilmesi
sagirtict degildir. Bu tiir hastaliklar, hiicreden salgilanan veya membran proteinlerini
katlama yeteneginin azalmasindan, yanlis katlanmig proteinleri tanima veya bunlara yanit
verme yeteneginin azalmasindan ve/veya yanlig katlanmis proteinlerin artan yiikiinden
kaynaklanabilir. UPR'nin uygun olmayan aktivasyonu, hiicreyi oldiirerek veya hatta
hiicreyi oliimden koruyarak (6rnegin neoplastik transformasyon veya viral enfeksiyon
sirasinda) zararli olabilir. Aslinda, dogal olarak meydana gelen veya deneysel olarak
indiiklenen bu durumlarin her birinin, insanlarda veya model organizmalarda hiicresel
ve/veya organizma hasarina neden oldugu gosterilmistir. Katlanmamis protein yanitiyla
iliskili hayvan modellerini ve meydana gelen fenotipleri Cizelge 2.2 gostermektedir.
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Cizelge 2.2 : Katlanmamuis protein yanit (UPR) hayvan modelleri ve iliskili fenotipler.

UPR . .
Eleman: Hayvan Modeli Fenotip Referans
e . Iwawaki ve dig,
IREla Tamamen Knockout LACS gunl.uk g.eb.?l%.k ten sonra 2009; Zhang ve
embriyonik 6lim. .
dig, 2005
. . Hiperglisemi, hafif hipoinsiilinemi. . .
IREla Siluiyeye @rghL el Asiner pankreas ve tiikiiriik ser6z el v
Knockout . .. 2010
dokularinin anormal histolojik yapisi.
Bertolotti ve dig,
. 2001; Igbal ve dig,
IREIB Tamamen Knockout Deneyse&foiﬁifrsl artan 2008; Martino ve
Y ’ dig, 2013; Tsuru ve
dig, 2013
Hipoplastik fetal karaciger, azalmig . .
XBP1 Tamamen Knockout hematopoez ve gebeligin 12.5 RemBErean
. e . T 2000
giiniinde anemiden embriyonik 6liim.
Biiyiik karaciger anormallikleri yok.
Yetiskin karaciser Hepatik lipid sentezi ve
XBP1 3 g sekresyonunun azalmasi nedeniyle | Lee ve dig, 2008
spesifik Knockout A
plazma kolesterol ve trigliserit
seviyelerinde azalma.
Bozulmus proinsiilin isleme ve
XBP1 B hiicresine 6zgii kosullu |azalmig _1n51_111n se_kres_yonu qedenlyle Lo e e, 201
Knockout hafif hiperglisemi ve glikoz
intoleransi.
setven, ve sindiyim enshlert, p. | Harding ve dig
PERK Tamamen Knockout Hiicre kaybu. Biiyiime geriligi ve 2001.;thang ve
iskelet displazisi. dig, 2002
PERK | Beyin spesifik Knockout | Bilgi islemede bilissel eksiklikler. | Trinh ve dig, 2012
Arizal1 goz mercegi gelisimi. Hettman ve dig,
Bozulmus fetal karaciger 2000; Lange ve
ATF4 RIS [ ot hematopoezi nedeniyle siddetli dig, 2008; Masuoka
anemi. ve Townes, 2002
Pl sk e B | e i, 2012
ATF6a Tamamen Knockout /SN yat . pogtt " | Yamamoto ve dig,
insiilin direnci ve karaciger 2010
yaglanmasi.
ATF6pB Tamamen Knockout Belirgin bir fenotip yok. Yamar;g‘i%ve dig,
ATF_%“ Ve L Rinadkoui e e Yamamero ve dig,

2.4.1 Endoplazmik retikulum stresi ve diyabet

Diabetes mellitus (DM), glikoz metabolizmasinin homeostazini siirdiirmek i¢in
yetersiz insiilin fonksiyonundan kaynaklanir. Tip | DM'de, pankreastaki [ adacik

hiicrelerinin yeterli miktarda insiilin salgilamada birincil basarisizligi vardir. Birgok
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hastada bu kusur, B hiicrelerine yapilan bir otoimmiin saldiridan kaynaklanir. Nadir
durumlarda, B hiicre yetmezligi ve/veya 6liimii mono-genetik bir hastalik olarak kalitilir.
Tip Il DM'de patoloji, ilk olarak periferik dokularda insiilin direnci, yani normal insiilin
seviyelerine uygun sekilde yanit verememe seklinde ortaya ¢ikar. Telafi etmek icin B
hiicreleri insiilini agir1 salgilar ve sonunda o6lebilir. B hiicreleri bir tiir profesyonel salgi
hiicresi olusturdugundan, ER stresi ve UPR'nin, belirli kalitsal DM formlarinda 8 hiicre
islev bozuklugunun yani sira apoptoz ile ve ayrica tip I DM seyrinin sonlarinda 3 hiicre
tikenmesi ile iligkilendirilmesi sasirtici degildir. Bununla birlikte daha beklenmedik bir
sekilde ER stresi, tip I DM'nin erken evrelerinde, insiilin sekresyonunun basarisizligindan
ziyade organ insiilin direncinin asirt oldugu bir zamanda ve ayrica immiin aracili tip |
DM'de de yer almaktadir.

Insan kalitsal DM'nin bir formu olan Wollcott-Rallison sendromu, PERK genindeki
varsayilan inaktive edici mutasyonlardan kaynaklanir (Delepine ve dig, 2000). Benzer
sekilde, PERK knockout fareler de diyabet gelistirir (Harding ve dig, 2001). Her iki tiirde
de, muhtemelen ER stresi kaynakli apoptozun bir sonucu olarak, postnatal gelisim
sirasinda progresif B hiicre kayb1 vardir. PERK'in yoklugunun, 6zellikle insiilin sentezi ve
salgilanmasi i¢in yiiksek talep nedeniyle ER'nin katlama kapasitesinin asildig1 donemlerde,
B hiicresinin ER'ye giren proteinlerin yiikiinii azaltamamasiyla sonuglanir. Bu durumla
uyumlu olarak, fosforile edilemeyen bir elF2a formuna sahip olacak sekilde tasarlanmis
fareler ayrica diyabet gelistirir (Scheuner ve dig, 2001) ¢linkii PERK, fosforilasyon yoluyla
elF2a'y1 inaktive ederek ER iizerindeki yiikii azaltir. {lging bir sekilde bu elF2a mutant
fareler, PERK nakavt farelerden daha erken diyabet gelistirir, bu da diger elF2a kinazlarin
aracilik ettigi bazal fosforilasyon seviyesinin [ hiicresini ER stresinden kismen
korudugunu gosterir. Bununla birlikte, PERK'in yalnizca gelisim sirasinda gerekli oldugu
ve yetiskin farelerin diyabetik olmamak icin PERK'e ihtiya¢ duymadigi gosterilmistir
(Zhang ve dig, 2006). Bu nedenle PERK, B hiicre farklilagsmasi igin farelerin hayatta
kalmalarindan daha 6nemli bir rol oynayabilir. Gelisim sirasinda B hiicresinde yetiskin
yasamindakinden daha fazla ER stresi olup olmadigi veya PERK'in UPR'den ayr1 bir
hayatta kalma yolag1 icin &nemli olup olmadigi bilinmemektedir. Ozellikle, PERK
eksikligi endokrin pankreas islev bozukluguna neden olur. Ancak, karaciger ve plazma
hiicreleri gibi ER yoluyla yiiksek protein akisi olan diger dokular {izerinde belirgin bir
olumsuz etkisi yoktur (Harding ve dig, 2001). Tersine, XBP-1 geni nakavt olan fareler,
normal ekzokrin pankreas, hepatositler, plazma hiicreleri ve tiikiirik bezleri

gelistiremezler. Ancak, pankreas adacik gelisiminde dogum Oncesi bir kusur géstermezler,
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dogum sonrasi gelisim ise perinatal 6liimciilliik nedeniyle incelenemez (Lee ve dig, 2005).
Bu nedenle UPR'nin ¢esitli dallarinin, farkli salgi hiicre tiirleri i¢in agik¢a Onemli
farkliliklar1 vardir. Muhtemel bir agiklama, hiicre tipine 6zgli UPR yollarinin ve/veya
bunlarin hedeflerinin olmasidir. Gergekten de, Wolfram sendromu (bir baska kalitsal DM
formu) olan kisilerde mutasyona ugrayan WFS1 geninin iiriinii (Inoue ve dig, 1998; Strom
ve dig, 1998) cogunlukla pankreastaki f hiicrelerinde eksprese edilen PERK'e yanit veren
bir proteindir (Fonseca ve dig, 2005; Ueda ve dig, 2005). B hiicrelerinde hedeflenen
WFS1'in nakavt edilmesi, bu hiicrelerin ER stresi ve apoptozu ile sonuglanir (Ishihara ve
dig, 2004; Riggs ve dig, 2005). Bu nedenle, PERK e¢ksikliginin, en azindan kismen
WFS1'in yukari regiile edilememesi nedeniyle B hiicre kaybina neden olmasi olasidir. elF2a
fosforilasyon kaybmnin aym1 zamanda WFS1 ekspresyonunun azalmasia yol agip
acmadigin1 ve WFS1'in zorla ifadesinin elF2a fosforilasyon kaybinin neden oldugu DM'yi
en azindan kismen kurtarip kurtaramayacagini belirlemek 6nemli olacaktir. Her durumda,
B hiicre gelisiminde calisan yollar1 anlamak ve Ornegin gelisimin belirli asamalarinda
dokuya 0Ozgii gen nakavtlarmi kullanarak PERK'in hem yukar1 hem de asagi yonli
islevlerini gormek i¢gin ek ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Insiilinin kendisindeki kalitsal bir kusur da farelerde ER stresi yoluyla DM'ye yol
acabilir. Akita fareleri olarak adlandirilan fareler, INSULIN-2 geninde bir yanlis anlamli
mutasyon igerir (Wang ve dig, 1999). Hem heterozigot hem de homozigot olan bu fareler,
yasamin erken donemlerinde DM gelistirir. Farelerde insiilin i¢in iki lokus bulundugundan
ve INSULIN-2 geninin her iki kopyasmin devre dis1 birakilmasi diyabetik bir fenotipe yol
agmadigindan, DM'nin dolasimdaki yetersiz miktarda insiilinden kaynaklanmadigi agiktir
(Leroux ve dig, 2001). Bunun yerine, Akita fareleri tarafindan sentezlenen mutant insiilin
yanlis katlanir ve ER'de birikir, bu da ER stresine ve ardindan B hiicre hasarma ve
apoptoza yol acar (Oyadomari ve dig, 2002). ER stresinin hastalik patogenezindeki roliine
bir bagska ornek ise, CHOP ekspresyonunu devre dist birakmanin, heterozigot farelerde
INSULIN-2 mutasyonu icin diyabetin baslamasii geciktirdigi gdzleminden kaynaklanir
(Oyadomari ve dig, 2002). Insiilin geninin kodlama bdlgesindeki mutasyonlarin insan
diyabetinde rol oynadigina dair hi¢bir kanit olmamasina ragmen, Akita faresi ER stresinin
B hiicre kaybinin 6nemli bir nedeni olabilecegini dogrulamaktadir.

Insanlarda Tip I DM, siklikla B hiicrelerine karsi bir otoimmiin reaksiyondan
kaynaklanir. ER stresi de bu DM formunda yer almustir. Inflamatuar hiicreler tarafindan
salinan sitokinler ve nitrik oksitin, muhtemelen ER stresini indiikleyerek UPR'yi aktive

ettigi gosterilmistir (Cardozo ve dig, 2005; Oyadomari ve dig, 2001). Bununla birlikte,
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model organizmalarda UPR'nin hi¢bir deneysel manipiilasyonu gerceklestirilmemistir. Bu
nedenle, ER stresinin DM hastalik patogenezi ile ilgili olup olmadigi agik degildir.

B hiicreleri i¢indeki ER stresinin tip II DM'de rol oynadigina dair kanitlar da vardir.
ER stresi, dogustan obez db/db farelerin ve tip II DM'li insan hastalarin B hiicrelerinde
bulunmustur (Laybutt ve dig, 2007). Kronik hipergliseminin kendisinin (Lipson ve dig,
2006) yani sira serbest yag asitlerinin de P hiicrelerinde dogrudan UPR'yi indiikledigi
gosterilmis olmasina ragmen (Cnop ve dig, 2007) bu durum belki de insiilin direncinin
tistesinden gelmek i¢in uzun vadeli artan salgilama talebinden kaynaklanmaktadir. Tip Il
DM'de heterozigot fareler, fosforile edilemeyen elF2a ER stresi i¢in mekanik bir rolii
desteklemek {izere, obezite kaynakli DM gelistirmeye yonelik artan bir egilim gostermistir
(Scheuner ve dig, 2005). Bu veriler, obezitenin neden oldugu insiilin direnci ortaminda
artan insiilin sekresyonu talebinin neden oldugu ER stresi nedeniyle B hiicrelerinin islev
bozuklugu veya oliimii ile agiklanabilir. Bununla birlikte, verilerin yorumlanmasi, insiilinin
hedef organlarinda (yani karaciger, yag dokusu ve iskelet kas1) ER stresi ve insiilin direnci
arasindaki iligkinin ortaya ¢ikmasiyla oldukca karmasiktir. Ozcan ve arkadaslari (Ozcan ve
dig, 2004) tarafindan obezitenin karacigerde ER stresini indiikleyip daha sonra IRE1 ve
JNK aktivasyonu yoluyla insiilin reseptdr substrati 1 fosforilasyonu ile insiilin
sinyallesmesinin inhibisyonuna yol ac¢tigi bir ¢alisma vardir. Bir baska galismada ise,
CHOP ile indiiklenen protein TRB3 tarafindan Akt'nin inhibisyonudur (Du ve dig, 2003).
Leptin eksikligi olan ob/ob farelerinin, salg1 proteinlerinin uygun sekilde katlanmasi i¢in
saperon gorevi goren kiigiik molekiiller ile tedavisi, karacigerdeki ER stresinin giderilmesi,
kan glikoz seviyelerinin normallesmesi, insiilin duyarlili@inin restorasyonu ve steatoz
(basit karaciger yaglanmasi) kaybi ile sonuglanmistir (Ozcan ve dig, 2006). Dikkat gekici
bir sekilde, bu saperonlar hem hepatik glikoz ¢ikisini baskilamis hem de periferik
dokularda, muhtemelen iskelet kas1 ve yag dokusunda artan glikoz atilimini engellemistir.
Benzer sekilde Nakatani ve ark., obez db/db farelerin de karacigerde ER stresinden
muzdarip oldugunu gostermistir (Nakatani ve dig, 2005). ER stresini hafifletmeye yardimci
olan tek bir ER saperon proteini olan oksijen regiileli protein 150 (ORP150)’nin karacigere
0zgii asir1 ekspresyonu, glikoz toleransinda ve insiilin duyarliliginda belirgin bir iyilesme
saglarken, genetik olarak normal farelerin karacigerinde ORP150 ekspresyonunu azaltip
insiilin duyarliliginin azalmasina neden olmustur (Nakatani ve dig, 2005). Bu calismalar,
insiilin direncine neden olarak ER stresinin Onemini teyit etmekte ve bu model
organizmalarda diyabetin iyilesmesine yol acanin B hiicrelerinden ziyade hedef dokularda

ER stresinin hafifletilmesi oldugunu ortaya koymaktadir. Bu nedenle, elF2a yolundaki
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heterozigot kusurlarin B hiicrelerinde, hedef organlarda veya her ikisinde de etkileri
yoluyla tip II DM riskini artirip arttirmadigini belirlemek 6nemli olacaktir. UPR'ye dahil
olan ¢esitli genlerin dokuya 6zgili nakavtina sahip fareler, bu konuda yine son derece
faydali olacaktir. Ayrica insiilin direncinin gelismesinde ER stresi ve UPR'nin roliiyle
tutarli olarak, ATF6a polimorfizmleri hem Pima yerlilerinde hem de Kuzey Kafkasya’dan
goc eden Hollandalilar’da tip Il DM ile iliskilendirilmistir (Thameem ve dig, 2006; Meex
ve dig, 2007).

Obezitenin periferik dokularda ER stresini indiikkleme mekanizmasi, serbest yag
asitlerinin olaya dahil olmasina ragmen hala belirsizdir (Kharroubi ve dig, 2004). Ne olursa
olsun, tip Il DM'nin ¢oklu evreleri ve iliskili organlari i¢in ER stresinin potansiyel 6nemi
gdz Oniine alindiginda, ER stresini hafifletmeye yardimeci olan kiiciik molekiiler
saperonlarin sistemik uygulanmasi, bu yaygin ve yikici hastalikta potansiyel olarak ii¢ kat
faydali olabilmektedir. Bu fayda su sekilde oOzetlenebilir: glikoz ¢ikisini azaltarak
karacigerden, periferik dokular tarafindan glikoz kullaniminin artirilmasi ve artan talep
ve/veya hipergliseminin neden oldugu ER stresinin bir sonucu olarak [ hiicrelerinin
kaybinin onlenmesi. Bununla birlikte, ER stresi kosullar1 altinda B hiicre sagkaliminin,
muhtemelen protein birikiminin neden oldugu oksidatif strese karst yardimci olan
antioksidan genlerin ekspresyonuna yol acarak, PERK'in asag1 akis hedefi olan ATF4'iin
ekspresyonu ile ER stresi iyilestirdigi belirlenmistir (Harding ve dig, 2003). Benzer
sekilde, db/db farelerinin glukagon benzeri peptit reseptorii 1'e baglanan ve CAMP yoluyla
ATF4 ekspresyonunu artiran bir molekiil olan eksendin-4 ile tedavisi, bu obez farelerde
DM'yi iyilestirmistir (Yusta ve dig, 2006). Bu nedenle, birikmis tiim ER proteinlerini
temizlemeden veya UPR'nin diger asagi akis efektorlerini bloke etmeden ATF4'lin
sentezini engelleyebilen ER stresinin kismi rahatlamasi, paradoksal olarak f hiicrelerinin
Olimiinti maalesef artirabilir. UPR'nin hiicre iizerinde uyguladigi ikili koruyucu ve
proapoptotik etkiler 1s131nda bdyle bir etki sasirtict olmayacaktir. Ornegin, eIF2a'nin gegici
fosforilasyonu, hiicreleri ER stresinin neden oldugu apoptoza karsi korur (Lu ve dig,
2004), ancak elF2a fosforilasyonunun asagi akisindaki bir transkripsiyon faktorii olan
CHOP, muhtemelen ER protein yiikiinii ve oksidatif stresi artirarak hiicre 6liimiine neden
olur (Marciniak ve dig, 2004). Agik¢asi, uygun terapétik dozajlarin yani sira gesitli
kimyasal saperonlarin yararliligini belirlemek i¢in ¢esitli model organizmalarda uzun siireli

tedavi boyunca her farkli doku tiirliniin daha ayrintili analizi gereklidir.
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2.4.2 Endoplazmik retikulum stresi ve osteoporoz

Osteoporoz yaslhlarda kemik agrisi, azalmig kemik giicii, artan kemik kirillganlig ve
doku mikromimarisinin dejenerasyonu ile karakterize yaygin bir sistemik metabolik
hastaliktir. Osteoporoz, diisik kemik mineral yogunlugu (BMD) ile kendini gosterir.
Diisik BMD, endoplazmik retikulum stresi ile iliskilidir. PERK-¢If20 sinyal yolu,
dogumdan sonra pankreas ve iskelet kasi sistemlerinin biliylimesi ve gelismesi icin
gereklidir (Zhang ve dig, 2002; Harding ve dig, 2001). ATF4, osteoblastlar icinde
osteokalsin ekspresyonunu uyarmak igin cbfal ile sinerji olusturabilen bir PERK yolu
asag1 akis hedef molekiiliidiir. Bu durum, ATF4'in osteoblast farklilagsmasi, olgunlagsmasi
ve kemik gelisiminde énemli bir rol oynadigini gosterir.

Osteoblastlar ve osteoklastlar arasindaki denge, normal kemik biiylimesi ve gelisimi
icin dnemlidir. Calismalar, fosfataz inhibitorii salubrinal'in, elf2a fosforilasyonunu inhibe
ederek osteoblast farklilagmasini artirabildigini gostermistir. Bu nedenle, endoplazmik
retikulum stresinin elF2a ve ATF4 tarafindan diizenlenmesinin osteoporoza karsi
engellenebilecegi tahmin edilmektedir. Insiilin eksikligi ve hiperglisemi, diisiik kemik-
mineral yogunluguna neden olarak kemik olusumunu bozdugu i¢in diyabetik hastalarda
kalga ve iist ekstremite kiriklarina yatkinlik vardir. Ek olarak, diyabetin kendisinin,
osteoblastlarda endoplazmik retikulum stresi Kkarakteristigi olan apoptotik yoldaki
proteinlerin ekspresyonunu indiikleyebildigi ve osteoblast apoptozuna yol agabilecegi
bildirilmistir (Liu ve dig, 2013). Bdylece, osteoblast/osteoklast oranindaki bir dengesizlik
iskelet bozukluklarina yol acar ve sonunda diyabetik osteoporoza ilerler. Patolojik kosullar
altinda, IREla - XBP1 yolu, osteoblast olgunlasmasinda, kemik olusumunda ve kemik
erimesinde 6nemli bir rol oynar (Tohmonda ve dig, 2012). Ayrica yapilan ¢aligmalar,
GRP78/BIP ve protein disiilfid izomeraz gibi endoplazmik retikuluma 6zgii saperonlarin
osteoporoz hastalarindan alinan osteoblast orneklerinde azaldigini bildirmistir (Hino ve
dig, 2010). Bu bulgular, ER stresinin osteoporoz ve iskelet gelisimi ile yakindan iliskili
oldugunu ve ER stresinin kemik hastaliklar1 icin terapdtik bir anahtar olarak

kullanilabilecegini akla getirmektedir.

2.4.3 Endoplazmik retikulum stresi ve norodejenerasyon

Retinitis pigmentosa (RP), kalitsal retina dejenerasyonunun en yaygin nedenidir ve
gozdeki (Berson, 1993) 15181 algilayan ve bu bilgiyi beyne ileten Ozellesmis cubuk

fotoreseptdr noronlarinin ilerlemis kaybina baghdir. Isig1 algilamak igin fotoreseptdrler
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yapisal olarak, fotoreseptdr hiicresindeki tiim proteinlerin %30'unu olusturan ve 1s18a
duyarli bir kromofor olan rodopsin iiretir. Rodopsin, 1s1ga duyarli kiigiik molekiil 11-cis-
retinale kovalent olarak baglanmis 348 amino asit transmembran apoprotein opsin'den
olusur. Opsin protein katlanmasi, yeni olusan polipeptidin, stabil bir fonksiyonel
konformasyon i¢in gerekli olan distlfit bag olusumuna ve glikozilasyon
modifikasyonlarina maruz kaldigi ER'de meydana gelir. Diizgiin bir sekilde katlandiginda,
opsin ER'den ¢ikar ve rodopsin olusturmak iizere bir lizin kalintisinda 11-cis-retinale
kovalent olarak baglandig1 ¢ubuk fotoreseptor dis segmentine tasinir. Isik rodopsine
carptiginda, 11-cis-retinal, 11-trans-retinale izomerlesir. Isikla aktive olan bu durumda
rodopsin, bir elektrik sinyalinin {liretilmesine ve gorsel sinir devresinin aktivasyonuna yol
acan bir biyokimyasal sinyal transdiiksiyon yolag1 baslatir.

Cogu RP vakasi, OPSIN genindeki mutasyonlardan kaynaklanir. Rodopsin'de
retinal dejenerasyonuna yol agan yiiziin tizerinde farkli mutasyon tanimlanmistir ve
Amerika Birlesik Devletleri'nde otozomal dominant RP'ye yol acan en yaygin rodopsin
mutasyonu, opsinin 23. pozisyonunda (P23H) bir prolinin histidine degismesidir (Sohocki
ve dig, 2001). P23H mutasyonunun rodopsin olgunlasmasi ve islevi tizerindeki
biyokimyasal ve hiicresel sonuglari kapsamli bir sekilde incelenmistir ve P23H-rodopsin‘in
ER'de yanlis katlandig1 sonucuna varilmistir (Liu ve dig, 1996; Kaushal ve Khorana, 1994;
Sung ve dig, 1991). Yabanil tip protein ile karsilastirildiginda P23H-rodopsin, tripsine
karsi anormal hassasiyet gosterir. P23H-rodopsin yetersiz bir sekilde glikozile edilir.
P23H-rodopsin, ER'de yerlesik saperonlarla iligkili bulunmustur. P23H-rodopsin birincil
olarak ER/Golgi'de lokalize olurken, yabanil tip rodopsin yiizey zarinda bulunur. In vitro,
P23H-rodopsin, 11-cis-retinale baglanmada basarisiz olur ve islevsel bir 11k sensorii
olarak fonksiyon gosteremez. Sonug olarak P23H-rodopsin eksprese eden fotoreseptorler,
tam olarak anlagilamayan bir mekanizma yoluyla oliirler. Bununla birlikte bir arastirmada,
Drosophila'daki P23H-rodopsin ekspresyonunun saglam XBP-1 mRNA ugbirlestirmesini
tetikledigi gosterilmistir (Ryoo ve dig, 2007). Kiimiilatif olarak tim bu bulgular, yanlis
katlanmig P23H-rodopsin'in ER stresine neden olduguna ve otozomal dominant RP'de
rodopsin yanlis katlanmasindan kaynaklanan retinal nérodejenerasyona neden olan UPR
sinyalini icerdigine dair hiicresel ve genetik kanitlar saglamaktadir.

Alzheimer hastaligi, hipokampus ve bazal 6n beyinde segici noronal kayip ile
karakterizedir. Plaklar ve yumaklardan olusan anormal protein kiimeleri, Alzheimer’in
patognomonik Ozellikleridir. Birincil insan Alzheimer beyin dokularinin 6liim sonrasi

calismasi, UPR aktivitesinin spesifik belirtegleri i¢in gelismis ER saperon ekspresyonu ve
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immiinohistokimyasal reaktivite formunda ER stresinin kanmitin1 saglamistir (Unterberger
ve dig, 2006; Hoozemans ve dig, 2005). Bununla birlikte, Alzheimer’daki kiimelenmis
proteinler (yumaklar ve plaklar) ER iginde bulunmadigindan bu bulgular, Alzheimer’da
UPR sinyalini aktive eden ER stresinin kaynagi sorusunu giindeme getirmektedir.

B-amiloid, Alzheimer hastalarinda bulunan énemli bir yanlis katlanmis polipeptittir
ve salgi yolunda olgunlagsmasi sirasinda trans-membran [-amiloid Oncii proteinin
proteolitik islenmesinden kaynaklanir (Selkoe, 2001). B-amiloidin nérotoksisitesi deneysel
sistemlerde gosterilmistir ve en azindan kismen Alzheimer'da goézlemlenen patolojik
degisikliklerin altinda yattigi 6ne siirilmiistiir (Schenk ve dig, 1999). p-amiloide yanit
olarak sitotoksisiteye aracilik eden sinyal yollari, yogun bir ¢alisma alanidir ve birkag
arastirma, UPR'yi -amiloidin sitotoksisitesine dahil etmistir. Hiicre kiiltiir sistemlerinde
yapilan bu arastirmalarda [-amiloid ekspresyonunun, ER saperon seviyelerini ve aktive
edilmis kaspaz-12'yi (Ferreiro ve dig, 2006) arttirmasinin yaninda kaspaz-4'iin yikilmasi
veya kaspaz-12'nin nakavt edilmesiyle, pB-amiloid aracili sitotoksisiteye direng
kazandirildigi bulunmustur (Nakagawa ve dig, 2000; Hitomi ve dig, 2004). Kiiltiirlenmis
Askl™™ néronlarmm, B-amiloid sitotoksisitesine karst direncli oldugu belirlenmistir
(Kadowaki ve dig, 2005). Bu nedenle, IRE1-ASK1-JNK yolu B-amiloid aracili hiicre
oliimiiyle iliskilendirilmistir. Ilging bir sekilde, sican PC12 hiicrelerinde B-amiloidin
ekspresyonu, diger IREla ve PERK yan sinyal yolaklarini indiiklemeden ASK1 ve JNK
sinyallesmesini segici olarak aktive etmistir (Kadowaki ve dig, 2005). Birlikte ele
alindiginda bu bulgular B-amiloidin, néronlarda sitotoksisiteye aracilik etmede UPR sinyal
yolaklarinin ayri bilesenlerini se¢ici olarak kullanma olasiligini akla getirmistir. Fakat,
yabanil tipte f-amiloid oncii proteinin ekspresyonu, sadece mutant amiloidojenik -amiloid
oncii proteininden degil, ayn1 zamanda hiicreleri ER stresinin neden oldugu apoptozdan da
korumustur (Koge ve dig, 2003; Esposite ve dig, 2004). Sonugta bu durum, hastaligin
gercekte noronlarin karsilastigi bazal ER stres seviyesine karsi B-amiloid ncii proteininin
koruyucu bir fonksiyonunun kaybindan kaynaklanma olasiligini yiikseltmistir.

ER stresi ve UPR aktivasyonu, kusurlu presenilin islevine bagli olarak Alzheimer
hastaliginda da ortaya ¢ikabilir. Presenilinler, p-amiloid iiretmek i¢in B-amiloid 6ncii
proteininin proteolizinde yer alan y-sekretaz enzimatik kompleksinin katalitik alt birimi
olarak meydana getirdikleri gorev igin c¢ok iyi c¢alisilmig olan, ER'de yerlesik zar
proteinleridir (Koo ve Kopan, 2004). Presenilinlere ayrica, ER liimeninden kalsiyum
cikisina izin veren iyon kanallar1 olarak hareket ettikleri ikinci bir bagimsiz gorev

atanmustir (Tu ve dig, 2006). Presenilinlerde, ailesel Alzheimer hastalig1 formlarina neden
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olan ¢ok sayida mutasyon tamimlanmustir (Tandon ve Fraser, 2002). Bu mutasyonlar,
presenilinin in vitro iyon kanallar1 olusturma yetenegini bozar ve ER liimenindeki
kalsiyum seviyeleri, yabanil tip presenilin ile karsilastirildiginda ailesel Alzheimer
hastaligi ile iliskili presenilinleri eksprese eden hiicrelerde 6nemli 6lgiide yiiksektir (Tu ve
dig, 2006; Leissring ve dig, 2000; Yoo ve dig, 2000). ER kalsiyum homeostazinin
farmakolojik bozulmasmin UPR sinyal yollarmi aktive ettigi iyi bilinmektedir. Tipik
olarak, bu ajanlar ER liimenindeki kalsiyum havuzunu tiiketerek ER stresine neden olur.
Omegin, thapsigargin kalsiyumu bagladiginda ve sitozolden kalsiyum alimini
engellediginde ER stresi meydana gelir (Lytton ve dig, 1991). Presenilin disfonksiyonu
tarafindan indiiklenen ER kalsiyum asir1 yiiklenmesinin ER'nin protein katlama ortamini
ve UPR'nin aktivitesini nasil etkiledigi ¢ok net degildir. Bununla birlikte artan ER ici
kalsiyum konsantrasyonu, ER stresini takiben artan apoptoza yol agabileceginden (Oakes
ve dig, 2006) presenilin‘deki mutasyonlarin, hipoksi veya besin ac¢hgi gibi kosullar
tarafindan dis ortamdan indiiklenen hafif fakat tekrarlanan ER stresine karsi noéronlari
duyarli hale getirmesi de miimkiindiir (Bailly-Maitre ve dig, 2006). Alzheimer hastaliginin
ilerleyici ve uzun seyri goz Oniine alindiginda, bagimsiz olarak ER stresini ortaya ¢ikaran
¢oklu kronik hareketler, ndronlara zarar vermek i¢in mutant presenilin ile kiimiilatif olarak

sinerji olusturup kisiye oldukga biiyiik zararlar verebilir.

2.4.4 Endoplazmik retikulum stresi ve kanser

Kanser gelisimi transforme hiicrelerin her zaman kontrolsiiz biiylimesi ve
proliferasyonu ile karakterize edilir. Bu durum, kompakt bir hiicre kiitlesi yani en azindan
kat1 timorler icin oksijen ve glikoz eksikligi ile karakterize bir timor ortami ve ayrica iyi
karakterize edilmis ER stres uyaranlari olan iki kosul ile sonuglanir. Bu nedenle, UPR
aktivasyonunun, ER stres ana proteini olan GRP78'in yukari regiilasyonu ile birlikte birkag
insan kanserinin ayirt edici 6zelligini temsil etmesi hi¢ de sasirtict degildir. Aslinda UPR
aktivasyonu, kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini saglar. Sonu¢ olarak bu durum,
olumsuz ¢evresel kosullara uyumu arttirir ve geleneksel kemoterapiye direnci destekleyen
uyku halini tetikleyerek tiimoriin biiyiimesinin durmasina yol agar (Fels ve Koumenis,
2006; Ranganathan ve dig, 2006; Romero-Ramirez ve dig, 2004; Shuda ve dig, 2003).
UPR ayrica 6nemli olarak, 6zellikle hipoksi ve glikoz eksikliginin tiimor biiylimesini
tehlikeye atabilecegi erken hiicre proliferasyonu sirasinda tiimérle uyarilan anjiyogenezde
yer alir. Aslinda UPR ve hipoksi, ana gen VEGF'nin ekspresyonunu sirasiyla PERK/ATF4

ve HIF1/2 yollariyla uyararak bagimsiz olarak anjiyogenezi indiikleyebilmesine ragmen,
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iki sinyal yolunun eszamanli aktivasyonu, VEGF'nin etkileyici bir sekilde yukari
regiilasyonu ile sonuglanir. Bu nedenle, yalnizca iki bagimsiz uyaranin (ATF4 ve HIF
tarafindan) toplami, giiclii bir sekilde anjiyogenezi uyarir. Aslinda bu fenomen, hem VEGF
promotoriiniin iki transkripsiyon faktorii tarafindan pozitif olarak diizenlenmesinin hem de
VEGF’e ait mRNA'nin stabilizasyonunun bir sonucudur. Boylece, hep birlikte tutarli bir
sekilde arttirilmis gen ekspresyonu meydana gelir (Pereira ve dig, 2014; Garg ve dig,
2014).

UPR'nin tiimorijenezdeki roliine bir 6rnek olarak melanomagenez verilebilir.
Gergekten de NRAS veya BRAF mutasyonlari, melanom gelisimini yonlendiren ana giicii
temsil etseler de, bu mutasyonlar aymi zamanda iyi huylu neviislerde de mevcut
oldugundan, "kendi baglarina" yeterli degildirler. Bu nedenle, melanosit transformasyonu
ve melanom gelisimini yonlendirmek i¢in diger faktorlerin gerekliligi vurgulanmaktadir
(Cantwell-Dorris ve dig, 2011; Aguissa-Touré ve Li, 2012). Elde edilen bazi kanitlar ER
stresinin, melanom gelisiminde 6nemli bir ikincil durum olusturdugunu ve pro-apoptotik
proteinler yerine hayatta kalmanin kalic1 ifadesi yoluyla apoptoza karsi dirence katkida
bulundugunu goéstermistir (Hersey ve Zhang, 2008). Ayrica bu baglamda UPR indiiksiyonu
sirastyla bazal otofaji artisi, tiimor hiicresinin hayatta kalmasi, tiimoriin biiylimesi ve
kemoterapiye direng ile sonuglanir (Giglio ve dig, 2015; Corazzari ve dig, 2015; Corazzari,
2013). Bununla birlikte UPR'nin ti¢ kolunun, farkli timér tiplerinde ve ayrica ilging bir
sekilde gelisme, ilerleme ve tedaviye direng gibi ¢esitli timdr "fazlarinda" farkl sekilde
etkilenebilecegini gdstermektedir. Aslinda bu goriisii destekleyen orneklerden birkagi,
IRE1 sinyalinin hepatoselliiler karsinom baslangici sirasinda ¢ok 6nemli oldugu ve timér
olusturulduktan sonra PERK aktivasyonunun gerekliligidir (Vandewynckel ve dig, 2014).
PERK sinyali, kolorektal karsinomda kanser hiicrelerinin hipoksik strese karsi
adaptasyonunda kritik bir faktordiir (Blais ve dig, 2006). Ayrica PERK sinyali, skuamoz
hiicreli karsinomda olumsuz mikrogevresel kosullar altinda tiimér dormansisini
desteklemektedir (Ranganathan ve dig, 2006). Hem GRP78 yukar1 regiilasyonundan hem
de XBPI1 fiiretiminden sorumlu olan UPR yolaklar, tiimor hiicrelerinin glikoz
yoksunluguna verdigi yanitta, tiimor hiicresinin hayatta kalmasinin siirdiiriilmesiyle de
iliskilendirilmektedir (Spiotto ve dig, 2010; Shiu ve dig, 1977). Bununla birlikte, ii¢ UPR
sinyal faktoriiniin hepsinin birlikte aktive oldugu ve ayni anda prostat kanserinin malign
ilerlemesinde rol oynadig1 gozlemlenmistir (Liu ve dig, 2017).

ER stres yanitina karsi ortaya ¢ikan UPR'nin tiimdrigeneze katkisi olarak kanser

hiicrelerine stresle basa ¢ikma yetenegi verilmesi, tiimor bilylimesi, ilerlemesi ve tedaviye
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direng ile sonuglanan ana Ozelligi ile iliskilendirilmesine ragmen, UPR'nin baska bir
karanlik tarafi daha ortaya ¢ikmakta ve kanser durumunda ATF6, IRE1 ve PERK olmak
tizere UPR sensor genlerinde meydana gelen mutasyonlara dayanmaktadir. Aslinda elde
edilen veriler 1s181nda, bu genlerde hatali, anlamsiz ve sessiz mutasyonlarin varligi ortaya
¢ikarilmistir. Mutasyon tiirli bakimindan PERK'te yanlis anlamli mutasyonlar, ATF6'da
anlamsiz mutasyonlar ve IRE1'de ise sessiz mutasyonlar mevcuttur. Bununla birlikte bu
mutasyonlarin, hiicre transformasyonu ve tiimor gelisimi tizerindeki etkilerini tam olarak
anlamak i¢cin daha fazla analiz yapilmasi1 gerekmektedir (Greenman ve dig, 2007). Daha da
Oonemlisi mutasyon oranlar1 kanserler arasinda farklilik gdsterdiginden, bu mutasyonlarin
timor veya dokuya 6zgii 6nemi tizerinde durulmaktadir (Chevet ve dig, 2015). Bu nedenle,
timorigenezin tiim asamalarinda ve/veya fazlarinda UPR'nin yer almasina ragmen,
UPR'nin kanser tizerindeki gergek etkisini tam olarak belirlemek i¢in tiimdre 6zgii her
bilesenin gorevinin saptanabilmesi i¢in daha fazla ¢alismanin gerekli oldugu ¢ok aciktir.

Hipoksinin ER ig¢indeki normal oksidatif ortami bozdugu ve bdylece proteinin
yanlis katlanmasima yol agtig1 diisiiniilmektedir. Hipoksi, kiiltiirlenmis memeli hiicre
hatlarinda gii¢lii bir PERK sinyali tetikleyicisidir (Koumenis ve dig, 2002; Bi ve dig,
2005). Onceden bahsedildigi gibi PERK aktivitesi, translasyon baslatma faktorii elF2a'nin
fosforilasyonuna ve hiicredeki mRNA'larin biiyiik ¢ogunlugunda protein sentezinin
baskilanmasina yol agar. PERK'in veya asag1 akis efektorleri elF2a ve ATF4'in islevini
bozan genetik mutasyonlar tasiyan hiicrelerin tiimii, diisiik oksijen seviyeleri ile muamele
edildiginde hayatta kalma ve ¢ogalma diizenlerinde bozulma gozlenir (Koumenis ve dig,
2002; Bi ve dig, 2005). Sonug olarak bu tarz arastirmalar, PERK sinyalinin hipoksi
sirasinda hiicre sagkalimini destekleyebilecegine dair genetik kanit saglamaktadir.

Kanser hiicresinin hizli proliferasyonu damar sisteminin oksijen verme yetenegini
geride biraktigindan, kat1 timorlerde hipoksi siklikla geligir. Kanserde hipoksinin varligi
kemo ve radyoterapiye direng, metastaz olasiliginin artmasi ve kotii prognoz dahil olmak
tizere onemli klinik etkilere sahiptir (Koumenis, 2006). Birka¢ ¢alisma, PERK sinyalini
gelismis timor biiylimesi ve hipoksik kosullar altinda hayatta kalma ile iligkilendirmistir.
Biet ve ark. (Bi ve dig, 2005) melanomlar, glioblastoma, meme ve serviks kanserleri dahil
olmak iizere ¢ok cesitli birincil insan tiimorlerinde PERK aktivasyonunun molekiiler
kanitin1 elde etmislerdir. Ayn1 arastirmada, PERK veya elF2a islevine sahip kotii huylu
murin hiicrelerinin daha kii¢iik tiimorler olusturdugu ve apoptoza daha yatkin oldugu
deneysel olarak gosterilmistir. Tiimor biiyiimesine dayali bir bagka fare modelinde, Blais

ve ark. (Blais ve dig, 2006) PERK sinyali kesildiginde bozulmus vaskiilogenez ve kanser
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hiicresi proliferasyonu gozlemlemislerdir. Ayrica, bu bilim insanlar1 sasirtict bir sekilde
birkag anjiyogenezi tesvik eden gende uORF'leri (yukari akis agik okuma cerceveleri)
tanimladilar ve g¢evirilerinin, mRNA'dan gelistirilmis protein sentezine benzer bir sekilde
PERK sinyali tarafindan uyarildigini 6ne stirmiislerdir. Bu arastirmalar, tiimor hiicrelerinin
(@) translasyonel aktiviteyi azaltarak hipoksik bir ortamda canliligi arttirmak, boylece
hiicre i¢indeki metabolik talepleri azaltmak ve (b) diisiik oksijen seviyelerine tepki olarak
anjiyojenik faktorlerin {iretimini artirarak tiimor bilylimesini tesvik etmek i¢in PERK
sinyalinin manipiile ettigi bir model 6nermektedir.

PERK'in proapoptotik fonksiyonlarinin tiimorijenezdeki rolii hakkinda az sey
bilinmektedir. PERK tarafindan translasyonun zayiflatilmasi olgiilii olarak koruyucu
faydalar saglarken, protein sentezi hiicresel fonksiyonlar1 siirdiirmek icin gerekli
seviyelerin altina diiserse sonucta bu durum hiicre i¢in zararl olacaktir. Timor hiicrelerinin
ozellikle PERK tarafindan translasyonun zayiflatilmasina toleransli olup olmadig1 agik
degildir. PERK sinyali ayrica CHOP geninin spesifik transkripsiyonel indiiksiyonu ve
aktivasyonu yoluyla hiicre 6liimiinii dogrudan desteklemektedir (Zinszner ve dig, 1998).
Solid tiimorlerde, CHOP'un belirli kosullar altinda antiapoptotik fonksiyonlara sahip
olabilecegi akilda tutulmalidir. Ayrica, PERK sinyalinin bu bolgelerde apoptozu tesvik
edebilecegini gosteren artmig CHOP seviyeleri de bildirilmistir (Arnal ve dig, 1999; Forus
ve dig, 1994; Southwood ve dig, 2002; Mayerhofer ve Kodym, 2003). Tiimor hiicrelerinin,
PERK sinyalinden olusturulan sitotoksik sonuglara karsin kendisi igin faydali durumlari
nasil dengeledigi acik degildir. Merkezi nekroz alanlar1 siklikla hizla biiyliyen kati
timorlerde gozlenir ve hipoksiden sonra tetiklenen PERK sinyalinin koruyucu veya toksik
Ozellikleri arasindaki dinamik gecisin belirtileri olabilir. PERK sinyalinin segici
modiilasyonu, vaskiiler biiylimeyi ve oksijen kaynagini kontrol eden ajanlarla
kombinasyon halinde kullanildiginda ise tiimoér ilerlemesini inhibe etmek igin terapotik
firsatlar saglayabilir.

PERK'in aracilik ettigi hipoksik kosullar altinda tiimor hiicrelerinin hayatta
kalmasi, UPR'nin karsinojenezde yer alabilecegi tek mekanizma degildir. XBP-1 ve ER
saperon GRP78 dahil olmak {izere UPR'nin diger bilesenlerinin de bir¢cok kanserde yukari
dogru diizenlendigi ve tiimor bitylimesinde rol oynadigi gosterilmistir (Romero-Ramirez ve
dig, 2004; Jamora ve dig, 1996). Ayrica ER stresinin, tiimor baskilayict p53'iin
bozulmasini arttirdig1 gosterilmistir (Pluquet ve dig, 2005). Bu nedenle, ER stresinin habis
transformasyonu destekleyebilecegi bir¢cok farkli mekanizma olabilir ve UPR'nin

manipiilasyonunun kanseri tedavi etmek i¢in yeni bir modalite oldugu kanitlanabilir.
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Multipl  miyelom,  immiinoglobulin  salgilayan  plazma  hiicrelerinin
transformasyonundan kaynaklanan hematolojik bir malignitedir. Hem normal hem de
transforme plazma hiicrelerinin ayirt edici bir 6zelligi, immiinoglobulin sentezine uyum
saglamak i¢in ER'nin kapsamli olarak genislemesidir. UPR'nin IRE1 Kkolu, plazma hiicresi
tiretimi i¢in gereklidir ve IREla'nin veya onun asagi akis efektorii XBP-1'in genetik
ablasyonu, oncii B-lenfositlerden plazma hiicrelerinin gelisimini ciddi sekilde tehlikeye atar
(Reimold ve dig, 2001; Zhang ve dig, 2005). IREL sinyali immiinoglobulin iiretimi ve
salgilanmasi i¢in ER'nin protein katlama kapasitesini optimize ederek plazma ve multipl
miyelom hiicrelerinde XBP-1 iiretimini arttirir (Shaffer ve dig, 2004). Ancak, muhtemelen
plazma hiicrelerinde ve bunlarin Onciil lenfositlerinde XBP-1'in asir1 ekspresyonu
transgenik farelerde multipl miyelom benzeri bir hastaligin gelismesine neden oldugu igin
XBP-1, plazma hiicrelerinin gelisiminde ve proliferasyonunda ek roller de oynamaktadir
(Carrasco ve dig, 2007). Sasirtict bir sekilde, normal gelisim ve fonksiyon i¢in plazma
hiicrelerinde IREI sinyali aktive edilirken, UPR'nin PERK yolagi bu hiicrelerde gereksiz
ve/veya inaktif gorlinmektedir (Zhang ve dig, 2005). PERK yoklugunda IREl'in segici
aktivasyonu, plazma hiicrelerinde IRE1 sinyalini tetikleyen fizyolojik uyaricinin kimligi
sorusunu giindeme getirmektedir. Ciinkii en azindan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ER
stresini ortaya ¢ikaran ajanlar, hem IRE1 hem de PERK sinyalini aktive eder. Plazma
hiicreleri, gelisimleri sirasinda spesifik olarak farkli UPR sinyal yollarmi kullanmak igin
transkripsiyon faktorii Blimp1 gibi hiicre tipine 6zgli mekanizmalar kullanabilir (Shaffer ve
dig, 2004).

2.4.5 Endoplazmik retikulum stresi ve viral enfeksiyonlar

Zarfli virtislerin morfogenezi i¢in biiyiik miktarda zar proteiniyle birlikte lipidin
kullanilmas1 gerektiginden ve ayrica zarfsiz bir¢ok viriisiin bile replikasyon ve/veya
morfogenezi igin hiicre i¢i zarlara ihtiya¢ oldugundan, birbiriyle ilgisiz ¢esitli viriislerin
indiikledigi ER stresinin yani sira bu viriisler tarafindan UPR'nin manipiile edilmesi
sagirtict degildir. Buna ek olarak diger hastaliklarda oldugu gibi, her bir viriis ile konakg1
tarafindan meydana getirilen UPR arasindaki etkilesim karmasiktir ve heniiz tam olarak
anlagilamamistir. UPR'nin PERK yolu PKR (bu kinaz, hiicresel antiviral silahlanmanin bir
parcasi oldugu bilinen ¢ift sarmallt RNA ile aktive olan bir protein kinazdir) ile homolog
oldugundan ve benzer kinaz aktivitesine sahip oldugundan, bir konakg¢ida antiviral
savunma iglevi gorebilir. Nitekim, Baltzis ve ark. (Baltzis ve dig, 2004) PERK'te eksik olan

fibroblastlarin, yabanil tip fibroblastlardan ¢cok daha yiiksek seviyelerde vezikiiler stomatit

26



virlisii replikasyonunu destekledigini gostermislerdir. Sonucta meydana gelen hiicre
Olimiintin, ER'nin viral enfeksiyonun artan yiikiine yanit verememesinden mi yoksa
yiiksek hiicresel viral yiikiin bagka bir sitopatik etkisinden mi kaynaklandigi acik
olmamakla birlikte, konake1 hiicrelerin apoptozunda bir artis gozlenmektedir. Beklenmedik
bir sekilde, PKR aktivasyonu da hiicrelerde kismen kusurludur. Bu durum, bu iki kinaz
arasinda simdiye kadar siiphelenilmeyen bir ¢apraz konusmayi diisiindiirtmektedir. Diger
calismalar da benzer sekilde, elF2a'nin fosforilasyonunu bloke etmenin artan vezikiiler
stomatit viriisii replikasyonuna ve sitopatik etkilere yol acgtigin1 gostermistir (Perkins ve
Barber, 2004). Bu olay, PERK'in antiviral etkilerini bir translasyon blogu yoluyla
uyguladigin1 dogrulamaktadir.

PERK aracili elF2a fosforilasyonu, viral replikasyonu kontrol etmek i¢in dnemli bir
hiicresel mekanizma oldugundan viriisler bu yola karst koymak i¢in mekanizmalar
gelistirmistir. Herpes simpleks viriisii tip I buna &rnek olarak verilebilir. Bu virtis,
elF2a'min fosforilasyonuna aracilik eden hiicresel protein GADD34'e homolog olan
ICP34.5 olarak bilinen bir proteini kodlar (Chou ve Roizman, 1994). ICP34.5, belirli hiicre
tiplerinde herpes simpleks viriisiiniin replikasyonu i¢in 6nemlidir (Chou ve Roizman,
1994). Onemli olarak ICP34.5'in yoklugu, viriisiin konak¢1 organizmada biiyiime ve
yayllma yetenegini azaltir (Whitley ve dig, 1993) ve elF2a'nin fosforilasyonunu bloke
eden kiiciik bir molekiil olan salubrinal, murin korneasinda herpes simpleks viriisiiniin
replikasyonunu azaltir (Boyce ve dig, 2005). Bu veriler, antiviral etkilere sahip elF2a
fosforilasyonu ile tutarlidir. Benzer sekilde, Afrika domuz atesi viriisii zarfli bir viriis
olmasina ragmen, enfekte hiicrelerde elF2a fosforilasyonuna neden olmaz (Netherton ve
dig, 2004). Enfekte hiicreler ayrica ER stresinin kimyasal indiikleyicilerine yanit
vermediginden, bu yanit eksikligi UPR'deki spesifik bir bloktan kaynaklaniyor gibi
goriinmektedir. Bu etkiden sorumlu viral faktoriin, herpes simpleks viriisii 1CP34.5
proteinine homoloji gosteren ve aymi zamanda elF2a fosforilasyonunu azaltmada veya
viral replikasyonu kolaylastirmada bu proteinin dogrudan bir rolii olmasina ragmen,
elF2a'y1 defosforile eden enzim olan DP71L ile iliskilidir (Zhang ve dig, 2010). Hem
PERK hem de PKR elF2a fosforilasyonunu indiiklediginden, PERK yolunun aslinda
ICP34.5, DP71L ve benzer viral proteinler tarafindan hedeflenen elF2a'nin ana aktivatori
oldugu bellidir. Bununla birlikte, hem hepatit C viriisii (Pavio ve dig, 2003) hem de herpes
simpleks viriisii (Mulvey ve dig, 2007) tarafindan PERK'nin spesifik inhibisyonu
gosterilmistir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, her iki viriis i¢in de bu islevden sorumlu proteinler

viral zarf glikoproteinleridir: hepatit C viriisii i¢in E2 ve herpes simpleks viriisii i¢in gB.
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Bu proteinler ER stresini indiiklemektedir ve aslinda hepatit C viriisiine ait E2 proteini,
diisiik seviyelerde ifade edildiginde GRP78'in indiiklenmesiyle dl¢lilmiistiir (Pavio ve dig,
2003; Liberman ve dig, 1999). Bu nedenle bahsedilen viriisler, ER stresinin
indiikleyicilerini  ER  stresinin  inhibitorleri olacak sekilde uyarlamis olarak
goriinmektedirler. Hem E2 hem de gB, ilgili viriislerin temel yapisal bilesenleridir. Bu
yiizden, ad1 gecen proteinlerin silinmesinin viriis liretiminin azalmasina yol agip agmadig1
belirlenemez. Her durumda E2 ve gB'nin bu islevi, en azindan UPR'nin PERK yolunun
antiviral islevlere sahip oldugunu desteklemektedir.

UPR'nin diger yolaklari, bazi viriisler onlar1 manipiile ediyor gibi goriindiigii i¢in
antiviral konak savunmasi olarak da islev gorebilir. Ornegin, insan sitomegaloviriis (Isler
ve dig, 2005) ve hepatit C viriisii (Tardif ve dig, 2004) ER stresini Xbp-1 mRNA'nin
ucbirlestirilmesiyle indiikler. Ancak bu durum, EDEM geninin XBP-1'e bagh
transkripsiyonunun indiiksiyonunu géstermez. Bu spesifik blokaj, XBP-1 tarafindan aktive
edilen baz1 genlerin, ER ile iliskili protein degredasyonunda yer alan proteinleri kodladig:
gercegine bagl olabilir (Yoshida ve dig, 2003). Bu nedenle bu yolun aktivasyonu, viral
replikasyon ve/veya morfogenez i¢in gerekli olan viral veya hiicresel ER proteinlerinin
istenmeyen kaybina yol agabilir.

Bununla birlikte ER stresi ve UPR, viral enfeksiyondan korunmada degil, daha ¢ok
viral replikasyona yardimci olmakla iligkilendirilmistir. Sitomegaloviriis US11 proteininin,
siif I major doku uyumluluk kompleksi proteinlerinin (Tirosh ve dig, 2005) yikimini
arttirmak i¢in UPR'yi aktive ettigi ve bunun sonucunda da konak¢inin immiin yanitindan
kagisla sonuglandig1 varsayilmistir. elF20 fosforilasyonunu daha iyi replike eden suslar
olan reoviriisler, artan ATF4 ekspresyonunun yani sira stres graniilleri olarak adlandirilan
ifade edilmemis mesajlar iceren rekabet eden konak¢t mRNA molekiillerinin alikonulmasi
nedeniyle daha iyi ¢ogalirlar (Smith ve dig, 2006). Hepatit B viriisii, ER stresi tarafindan
yukari regiile edilen bir promotore bile sahiptir (Huang ve dig, 2005). Bu nedenle, bazi
viriislerin ER stresinin olumsuz sonuglarindan kagmak i¢in mekanizmalar gelistirmesi ve
ayn1 zamanda UPR tarafindan indiiklenen bazi spesifik faktorleri kendi avantajlari igin
kullanmalart muhtemeldir.

Son olarak, ER stresi viropatik etkilerde ve dolayisiyla viriislerin neden oldugu
hastaliklarda rol oynayabilir. Bazi murin retroviriisleri, norodejenerasyon ve gliozis ile
siingerimsi ensefalopatiye neden olmaktadir. Ilging bir sekilde, bu tiir viriislerin beyinde
ER stresine neden oldugu gosterilmistir (Liu ve dig, 2006; Dimcheff ve dig, 2003).

Yalnizca zarf proteinleri farkli olan izogenik viriisler kullanilarak, retroviriis FrCas®
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durumunda hem ER stresi hem de hastalik tezahiiriiniin zarf proteinine bagli oldugu
aciklanmistir (Dimcheff ve dig, 2004). Bunun haricinde Borna hastalig1 viriisiiniin, ER
stresine neden olan viral protein tanimlanmamasina ragmen, ER stresini ve ardindan
hipokampusta noronal hasar1 indiikledigi belirlenmistir (Williams ve Lipkin, 2006).
Aslinda yukarida belirtilen ornekler, viriis tarafindan enfekte olan ve ER stresine
maruz kalan glial hiicrelerdir. Bu nedenle, néronal hasar veya Olim ya glial hiicre
desteginin olmamasi ya da hasarli glial hiicreler ve/veya enflamatuvar hiicreler tarafindan
toksik sitokinlerin salgilanmasi nedeniyle ikincil olarak kaynaklanir. Enfekte hiicrelerin ER
stresi yoluyla dogrudan yaralanmasi, diger viral hastaliklarda rol oynar. Borna hastaligi
viriisti ile enfekte olan farelerin beyinciklerindeki néronal Purkinje hiicrelerinin ER stresi
gostererek oOlmelerine ragmen ER stresi ile noropati arasinda dogrudan bir iliski
kanitlanamamistir (Williams ve Lipkin, 2006). Benzer sekilde, sigir viral diyare viriisii
olan pestiviriisiin sitopatik bir susu ER stresini indiikler. Ancak, sitopatiklik ile ER stresine
neden olma yetenegi arasinda siki bir korelasyon gosterilememistir (Jordan ve dig, 2002).
Bununla birlikte flaviviriis olan Japon ensefalit viriisiiniin sadece giiglii sitopatik etkiler
gosteren hiicre tiplerinde ER stresine neden oldugu gosterilmistir (Su ve dig, 2002). Bu
durum ER stresinin, sitopatik etkilerin en azindan bir kisminin aracisi oldugu fikriyle
tutarhdir. Son 6rnek olarak, hepatit B viriisii normalde sitopatik degildir ve enfeksiyon
sirasinda meydana gelen karaciger hasarinin, konak¢1 bagisiklik hiicrelerinin saldirisina
bagli olduguna inanilmaktadir. Bununla birlikte, insan veya murin gibi bagisiklig1 yetersiz
konakgilarda, viriis asir1 yliksek diizeyde ¢ogalabilir ve goriiniiste sitopatik hale gelebilir
(Davies ve dig, 1991; Meuleman ve dig, 2006). Hepatit B viriisiine ait zarf proteinlerinden
birinin birikmesiyle olusan fibrozan Kkolestatik hepatitli hastalarda viral lipoprotein
partikiillerinin ER-Golgi ara bdlmesinde tutulmasi, ER'nin balonlagsmasina ve sonugta
apoptoza neden olur (Lau ve dig, 1992). Bu bulgular kiiltiirlenmis hiicrelerde ve yalnizca
genis yiizey proteinini eksprese eden transgenik farelerde tekrarlanmistir (Foo ve dig,
2002). Ayrica, tek basma biiyiik ylizey proteininin de hem transgenik farelerde hem de
kiiltirlenmis hiicrelerde ER stresini indiikledigi gosterilmistir (Xu ve dig, 1997). Bunun
aksine, ylizey proteininin diger formlar ile birlikte normal miktarlarda biiylik yiizey
proteininin ekspresyonu, hiicresel hasara yol agmamaktadir. Bu nedenle, fibrozan
kolestatik hepatitin, viral bir zarf proteininin anormal ekspresyonu nedeniyle bir ER stres
hastalig1 olmasi kuvvetle muhtemeldir ve protein katlanmasma yardimci olan kiigiik
molekiiller, hastalik tezahiirlinii iyilestirmede terapotik olarak faydali olabilir. Bununla

birlikte PERK ve UPR'nin diger dallarinin olasi antiviral islevleri goz 6niine alindiginda,
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bu tiir bir tedavinin enfekte hiicrelerden viral iiretimin artmasina yol acarak ters etki

gostermesi de miimkiindiir.

2.4.6 Endoplazmik retikulum stresi ve obezite

Beden kitle indeksinin eriskinler erkekler icin 30 kg/m?*den yiiksek veya viicuttaki
yag oraninin %?25’ten fazla olmas1 obezite olarak nitelendirilmektedir. Kadinlar i¢inse yag
oraninin %30’dan fazla olmasi halinde obez bir viicuttan bahsedilmektedir (Newbold,
2010; Diamanti-Kandarakis ve dig, 2009). Arastirmalar, obezitenin sebebiyet verdigi
patolojik durumlarin en 6nemli nedenlerinden birinin ER stresi ve JNK aktivasyonu ile
enflamatuvar cevabin meydana gelmesi ve boylece insiilin direncinin tetiklenmesi
oldugunu gostermistir (Hotamisligil, 2005; Ozcan ve dig, 2004).

Kronik ER stresi; insiilin ve leptin direnci, enflamasyon,  hiicrelerinin harabiyeti
ve sonugta apoptoz meydana getirerek obezite ve diyabet basta olmak tizere pek ¢ok
metabolik hastaliga neden olabilmektedir. ER stresi sonucunda, ektopik yag depolari
glikoz tasimimiyla birlikte insiilin sinyallerini engeller ve dolayisiyla insiilindeki bu
degisim iskelet kasinda yag birikimine yol agmaktadir (Coen ve Goodpaster, 2012). 16
kDa agirhiginda ve heliks yapida bir protein olan leptin, OB geninin ifadesiyle sentezlenir
(Zhang ve dig, 1994). Hipotalamustaki reseptorleri araciligiyla viicuda yiyecek alimini ve
enerji metabolizmasin1 negatif geri bildirim ile diizenleyen leptin, bdylelikle obezite
meydana gelmesini engeller (Pelleymounter ve dig, 1995). Baslica iretildigi yer yag
hiicreleri olan leptin (Friedman ve Halaas, 1998), hiicre iginde malonil-CoA ve karnitin
acil transferaz-l gibi yag asidi sentezleyen enzimlerin inhibe etmektedir. Ayrica,
mitokondriyal B-oksidasyonunu azaltmaktadir. Bunun yaninda, yag asidi kullanimini
artirarak hiicre igindeki yag asidi miktarmi1 da azaltmaktadir. Bunlara ek olarak leptin;
plazmadaki kolesterol, trigliserid ve glikoz diizeyini de azalttigi belirlenmistir. Artan
endoplazmik retikulum stresi ve katlanmamis protein yanitin, obez farelerin
hipotalamusunda leptin reseptdr sinyaline engel oldugu saptanmustir. Ayrica baska
aragtirmalarda, ER stresinin leptin direncine sebebiyet vererek obeziteye neden oldugu
gosterilmistir (Ozcan ve dig, 2009). Hem genetik, hem de diyetle meydana getirilen in vivo
obez modellerin, hipotalamusta olusan ER stresiyle iliskili protein ekspresyonlarini
indiikledigi kanitlannstir (Zhang ve dig, 2008). Ornegin; hiicre kiiltiiriinde hipotalamusa
ait hiicreler thapsigargin, tunikamisin, brefeldin A veya ditiyotreitol gibi ER stres
indiikleyicileriyle muamele edildiklerinde, leptinle baslatilan STAT3 fosforilasyonunun

engellendigi  belirlenmistir. Ote yandan, bahsedilen ER stres unsurlar1 farelere
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intraserebroventrikiiler olarak uygulandiginda, hipotalamusta ER stresinin meydana geldigi
ve leptin direnci sonucunda besin alimindaki artisa bagli olarak olusan kilo artisi

gosterilmistir (Hosoi ve dig, 2008).

2.5 Thapsigargin

Guaianolid tipi bir seskiterpen lakton olan Thapsigargin (Tg), koyun ve sigirlar i¢in
yiiksek toksisitesi nedeniyle “Oliimciil havug” olarak bilinen yaygin Akdeniz otu Thapsia
garganica'da (Apiaceae) bol miktarda bulunur. Bu bitkinin cildi tahris edici 6zellikleri ve
tibbi kullanim1 eski zamanlardan beri bilinmektedir. T. garganica'nmin koklerinden ve
meyvelerinden elde edilen regine yiizyillardir halk hekimliginde akciger hastaliklari, kadin
kisirligi, nezle, ates ve romatizma gibi ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek igin
kullanilmaktadir (Andersen ve dig, 2015; Dey ve Bajaj, 2018).

Tg adli cildi tahris edici bilesen, 1978'de Christensen ve c¢alisma arkadaslari
tarafindan yapisal olarak iligkili diger guaianolidlerle birlikte T. garganica'dan izole
edilmistir (Rasmussen ve dig, 1978; Smitt ve Christensen, 1991). Ayrica, bu bilesenin tam
kimyasal yapist ve mutlak konfiglirasyonu 1985 yilinda belirlenmistir (Christensen ve
Norup, 1985).

Kimyasal yap1 olarak Tg, bir sikloheptan, siklopenten ve bir y-laktonun tiglii
kaynagmis halkasal yapisindan olusur (Sekil 2.1). Bu karbon iskeletinin yapisal
karmasikligi, organik kimyagerler i¢in basta oldukc¢a zorlayici olmustu (Dey ve Bajaj,
2018). %0.6 toplam verimle 42 adimda elde edilen (S)-karvon’dan Tg'nin ilk toplam
sentezi, 2007'de Ley'in grubu tarafindan rapor edilmistir (Andrews ve dig, 2007; ve Ball ve
dig, 2007). Christensen ve arkadaslari, 2015 yilinda nortribolid’den Tg'nin daha kisa bir
sentezini gergeklestirmiglerdir (Crestey ve dig, 2015). 2016'da Baran ve c¢alisma
arkadaslar1 (S)-dihidrokarvon ile baslayarak 11 asamali toplam sentez igeren ikinci bir kisa
sentezi basardilar (Chu ve dig, 2017). 2017 yilinda, ticari olarak mevcut (R)-karvon'dan
%S5.8 toplam verimle 12 agsamali bir bagka sentezi bildirilmistir (Chen ve Evans, 2017).

Tg'nin ilging biyolojik aktivitelerinden 6zellikle yiiksek sitotoksisitesi, bu bilesige
kars1 artan talep sebebiyle antikanser ajani olarak kullaniminin yolunu agmustir. Tg'nin T.
garganica'dan diisiik verimli izolasyonunun yaninda zahmetli ve pahali kimyasal sentezi,
Tg'nin mevcudiyetini ¢ok smirli hale getirmistir. Buna ¢oziim olarak, T. garganica
bitkisinin tarim1 ve birkag sirket tarafindan halihazirda devam etmekte olan Tg tireten bitki

doku kiiltiirleri de dahil olmak tizere (Andersen ve dig, 2015; Makunga ve dig, 2006), Tg

31



igin yeni tiretim platformlarinin gelistirilmesinin yani sira daha kisa ve dolayisiyla uygun

maliyetli sentetik yaklasimlarina da ihtiyag vardir (Dey ve Bajaj, 2018).
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Sekil 2.1 : Thapsigarginin kimyasal yapisi. (Biyolojik aktivite i¢in dnemli olan
farmakoforik gruplar kirmizi kesikli ¢izgilerle daire igine alinmustir.)

2.5.1 Sarko/endoplazmik retikulum Ca?*-ATPaz (SERCA) pompasi inhibitorii olarak
thapsigargin

Sarko/endoplazmik ~ retikulum Ca*-ATPaz (SERCA) pompasi, hiicre
sinyalizasyonu ve hiicre sagkalimi i¢in c¢ok Onemli olan kalsiyum homeostazinin
diizenlenmesinde essiz bir rol oynar (Tadini-Buoninsegni ve dig, 2018; Peterkova ve dig,
2020). SERCA pompasi, iskelet ve kalp kasi hiicrelerinde diisiik sitozolik Ca®*
konsantrasyonunun korunmasinda Ca®* iyonlarmi sitoplazmadan sarkoplazmik retikulum
(SR) liimenine ve kas disindaki hiicrelerin endoplazmik retikulumuna (ER) pompalamak
icin ATP hidrolizinin enerjisini kullanan bir P tipi ATPaz'dir (Aguayo-Ortiz ve Espinoza-
Fonseca, 2020). Ca*"'un hiicre icinde bu sekilde boliimlere ayrilmis dagilimi ¢ogalma,
kasilma, protein katlanmasi, gen transkripsiyonu ve apoptoz gibi cesitli hiicresel
fonksiyonlarin diizenlenmesinden sorumludur (Tadini-Buoninsegni ve dig, 2018; Primeau
ve dig, 2018; Rahate ve dig, 2020). SERCA, ii¢ ATP2A1-3 geni tarafindan kodlanan farkli
hiicre tipine bagh (dokuya 6zgii) olarak birkag izoformda bulunur (Chemaly ve dig, 2018).
Bu izorformlar, homolojilerinin yiiksek yiizdesine ragmen farkli Ca** afinitelerine ve

enzim kinetigine sahiptirler (Aguayo-Ortiz ve Espinoza-Fonseca, 2020; Wootton ve
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Michelangeli, 2006). Bozulmus SERCA islevi, hiicre i¢i Ca®* seviyelerinin yiikselmesine
ve ER depolarinda Ca?* tilkenmesine yol agarak ER stresini ve stres kaynakli apoptozu
tetikler (Chemaly ve dig, 2018). Ca®* metabolizmasimin diizensizligi kas hastaliklarina ve
kardiyovaskiiler hastaliklara, diyabete ve ayrica kansere neden olmaktadir (Tadini-
Buoninsegni ve dig, 2018; Rahate ve dig, 2020; Chemaly ve dig, 2018).

Ote yandan, SERCA inhibitdrlerinin kanser tedavisinde yeni terapétik ajanlar
olarak kullanimini 6neren yayinlar literatiirde mevcuttur (Tadini-Buoninsegni ve dig, 2018;
Peterkova ve dig, 2020). SERCA inhibitorlerinin en iyi bilinen ve en ¢ok calisilan
temsilcisi Tg'dir (Peterkova ve dig, 2020; Michelangeli ve East, 2011). Tg, subnanomolar
veya disik nanomolar konsantrasyonlarda SERCA-ATPaz aktivitesini bloke eder
(Wootton ve Michelangeli, 2006; Sagara ve Inesi, 1991) ve bu konsantrasyonlarda plazma
membraninin Ca**-ATPaz veya Na*, K*-ATPaz iizerinde hicbir etkisi yoktur (Lytton ve
dig, 1991). SERCA pompeasi, hidrolize ATP molekiilii bagina iki Ca2+'y1 tagirken, enzim iki
ana konformasyonel durum olan E1 ve E2 arasinda karsilikli doniisiim gergeklestirir (Das
ve dig, 2017). E1 durumunda, ATPaz iki Ca** iyonunun baglanmasiyla aktive edilir, E2
durumunda ise iki Ca?* iyonu ER limenine salimir. Bu nedenle, E1 ve E2 durumlari
sirastyla Ca®* iyonlart icin yiiksek ve diisiik afinite ile karakterizedir. Tg, kalsiyum
icermeyen bir E2 konformasyonel durumunda SERCA pompasi ile stokiyometrik olarak
etkilesime girer ve Ca®* baglanmasimin yaninda ATPaz aktivasyonunu onleyen geri
dontigsiiz, katalitik olarak aktif olmayan bir inhibitér kompleksi olusturur (Tadini-

Buoninsegni ve dig, 2018; Michelangeli ve East, 2011; Sagara ve dig, 1992).

2.5.2 Endoplazmik retikulum stresi ve katlanmamis protein yamit (UPR) indiikleyicisi
olarak thapsigargin

ER, Ca™ depolanmasinda ve dinamiginde 6nemli bir rol oynar. Ayrica, ER
Okaryotik hiicrelerde protein sentezi, katlanmasi ve olgunlagmasi igin 6nemli bir organeldir
(Adams ve dig, 2019). Limen i¢inde katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin
birikmesine ve protein katlanma kusurlarina yol acan ER islev bozukluklari, ER stresi ile
sonuglanir (Hetz ve dig, 2015). Bu stresi hafifletmek i¢in hiicreler, hasar diizeyine bagh
olarak protein homeostazini (adaptif UPR) eski haline getiren veya apoptozu (apoptotik
UPR) tetikleyen, katlanmamis protein yanit olarak bilinen bir sinyal yollar1 agimni aktive
eder (Hetz ve dig, 2015; Hetz ve Papa, 2018; Iurlaro ve Mufioz-Pinedo, 2016; Qi ve dig,
2017).
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UPR yoluyla sinyal vermek, protein sentezini inhibe ederken protein
katlanmasini, tasinmasini ve ER ile iligkili protein pargalanmasini (ERAD) arttirir (Qi ve
dig, 2017). UPR, transmembran ER sensorleri tarafindan kontrol edilen ii¢ paralel sinyal
yolunu igerir: protein kinaz R-benzeri ER kinaz (PERK), transkripsiyon faktorii-6 (ATF6)
ve inositol gerektiren enzim la (IREla) (Adams ve dig, 2019; Karagéz ve dig, 2019)
oldugu gibi asag1 akis yoniinde kontrol edilen transkripsiyon faktorleri: X-box baglayici
protein 1 (XBP1), aktive edici transkripsiyon faktorii-4 (ATF4) ve transkripsiyon faktorii
C/EBP homolog proteinidir (CHOP) (lurlaro ve Munoz-Pinedo, 2016). Stresli olmayan
hiicrelerde ER sensorleri, baglayici immiinoglobulin protein BiP (GRP78 olarak da bilinir)
ile iligskilerinden dolay1 inaktif durumda kalir. ER stresi ve katlanmamis veya yanlis
katlanmig proteinlerin birikmesi iizerine BiP, homeostaz1 yeniden saglamak i¢in ilgili UPR
yollari aktive ederek ii¢ ER proteini olan IREla, PERK ve ATF6'dan Sekil 2.2 deki gibi
ayrisir (Adams ve dig, 2019; Karagoz ve dig, 2019).

ER Lﬁmen}@—{ﬁ (ag‘ 5
IRE1« ” = (_BIP;

RAG,
Sitozol / B_\ N l
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%’R genlerin transkripsiyonu \

Cekirdek

Apoptoz

Sekil 2.2 : UPR sinyal yollarinin sematik gosterimi. (UPR, ER liimeninde katlanmamis
proteinlerin birikmesi ve ardindan ii¢ ER stres sensoriinden, yani IRE1a, PERK ve

ATF6'dan BiP’in ayrilmasiyla aktive edilir.)

Bununla birlikte ER stresi kalic1 ve ¢6ziilmemis oldugunda, UPR ciddi sekilde

hasar gormiis hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in spesifik apoptotik yollar1 tetikler
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(Yamaguchi ve Wang, 2004; Lu ve dig, 2014; Sehgal ve dig, 2017). ER stresinin neden
oldugu hiicre 6liimii, Bcl-2 proteinleri (Bim, Noxa ve Puma) ve tiimdr nekroz faktorii ile
iligkili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) reseptorlerini iceren hem igsel hem de dissal
apoptotik yolaklarin aktivasyonu yoluyla meydana gelebilir (lurlaro ve Mufoz-Pinedo,
2016).

Kronik ER stresi ve UPR sinyallesmesindeki kusurlar, kanser, diyabet,
norodejeneratif ve otoimmiin bozukluklar dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklara yol agabilir
(Oakes ve Papa, 2016; Wang ve Kaufman, 2016). UPR, hiicrenin 6liim kalim kararlarinin
merkezinde yer alir. Sonugta, ya hayatta kalma ya da apoptotik aktivasyonu saglar. Bu
nedenle ER stresi ve UPR yoluyla hiicre oliimiiniin uyarilmasi, kanser hiicrelerini
oldiirmek i¢in umut verici bir terapotik strateji olarak goriilmektedir (Wang ve Kaufman,
2014).

Tg, UPR aracili apoptozu baslatan bir ER stres etkeni olarak bilinir (Sehgal ve
dig, 2017; Lindner ve dig, 2020; Lam ve dig, 2018) ancak hiicre 6liimiiniin baslatilmasinda
yer alan ¢esitli UPR bilesenlerinin katkilar1 hala belirsizligini korumaktadir. Cizelge 2.3’te
de goriilebilecegi tizere kanser hiicre hatlar1 {izerine yapilan ¢ok sayida ¢alismada, 6lim
reseptorii 5'in (DRS veya TRAIL-R2 olarak adlandirilir) ve kaspaz-8'in ER strese yanit
olarak UPR yoluyla Tg ile indiiklenen apoptozda énemli bir rol oynadigi gosterilmistir
(Yamaguchi ve Wang, 2004; Lu ve dig, 2014; Lindner ve dig, 2020; Lam ve dig, 2018; Ma
ve dig, 2016; Muioz-Pinedo ve Lopez-Rivas, 2018).
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Cizelge 2.3 : Cesitli kanser hiicre hatlarinda Thapsigarginin yer aldig: hiicre 6liim gesidi ve

anahtar diizenleyiciler.

i (g / ATEIETS Diizenleyici Hiicre Hatti Referans
Protein
HCT116
LNCaP Yamaguchi ve
Apoptoz / DR5 CHOP DU145 Wang, 2004
A2780
HCT116
Apoptoz / DI;S ve Kaspaz i SI;SI\I/\I/IEE1 Lu ve dig, 2014
RPMI-8226
PC3
Apoptoz - LNCaP Sehgal ve dig, 2017
MCEF-7
LC3B
CHOP . .
Apoptoz / DR5 ve Kaspaz HCT116 Lindner ve dig,
8 PERK LNCaP 2020
ATF4
IRE1
Apoptoz / DI;S ve Kaspaz i Hgl51916 Lam ve dig, 2018
ARGy DI CHOP
Hiicre gociintin, ATE4
~ yapismasinin ve PERK EC109 .
invazyonunun inhibisyonu IF2a. TE12 Ma ve dig, 2016
TRAIL-DR5-AMPK ) - C109
sinyali yoluyla TRAIL SIS 70l R
ROS
aracili apoptoza duyarlilik
Mel-RM
MM200
DR5 yoluyla TRAIL IREla IgR3
kaynakl1 apoptoza ATF6 Mel-CV Chen ve dig, 2007
duyarlilik CHOP Me4405
Sk-Mel-28
Mel-FH
JNK ve ERS
(INK/MAPK/ERK JNK, ATF6, PERK,
sinyaliyle) yoluyla apoptoz | LC3B, BCL-2 genleri SW-13 .
Proliferasyonun, gociin ve | JINK, MAPK, ERK NCI-H295R WO il 2
invazyonun inhibisyonu proteinleri
. Chidawanyika ve
Apoptoz SEC24A geni HAP1 dig, 2018
XBP1s PC3
Apoptoz ATF4 LNCaP Szalai ve dig, 2018
CHOP MCF-7
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Lindner ve ark. Tg'ye maruz kalan insan prostat (LNCaP) ve kolorektal (HCT116)
kanser hiicre hatlarinda, normalde otofajiyle ilgili olan mikrotiibiil iliskili protein 1A/1B
hafif zincir 3B'nin (LC3B), kaspaz-8'in optimal aktivasyonu i¢in gerekli oldugunu
gostermislerdir (Lindner ve dig, 2020). Bilim insanlari, PERK ve asagi akis transkripsiyon
faktorleri olan ATF4 ve CHOP'un, Tg'min neden oldugu hiicre oliimii icin gerekli
oldugunu, ancak sasirtict bir sekilde, dogrusal bir yol yerine birbirlerine paralel olarak
hareket ettiklerini gostermislerdir. Hem DR5 hem de LC3B'nin ekspresyonu, ATF4 ve
CHOP tarafindan kontrol edilirken, hiicre apoptozu i¢cin PERK’in gerekli oldugu ve bu
yolagin ancak diger yolaklar araciligiyla etki ettigi belirlenmistir (Lindner ve dig, 2020).

CHOP'un DR5'in yukari regiilasyonunda ve Tg ile muamele edilen hiicrelerde
apoptozun tesvik edilmesinde rol oynadigi diger arasgtirmacilar tarafindan da
gozlemlenmistir (Yamaguchi ve Wang, 2004; Ma ve dig, 2016; Chen ve dig, 2007). Chen
ve arkadaslari, Tg uygulanan melanom hiicrelerinde DRS5'in yukari regiilasyonunun,
transkripsiyon faktorii CHOP ile birlikte IREla. ve ATF6 sinyal yolaklarinin isbirligiyle
aracilik ettigini gostermislerdir. Ayrica, Tg'nin melanom hiicrelerinin TRAIL kaynakli
apoptoza duyarli hale getirilmesinde faydali olabilecegini belirtmislerdir (Chen ve dig,
2007). Benzer sekilde Ma ve meslektaglar1 6zofagus skuamoz hiicreli karsinom hiicre hatti
(ESCC) tizerinde yaptiklar1 ¢alismada, TRAIL/DR5-AMP ile aktive edilmis protein kinaz
(AMPK) yoluyla TRAIL kaynakli apoptoza Tg’ nin duyarli hale getirdigini gostermislerdir
(Ma ve dig, 2016). Ayrintili ¢aligmalar, Tg'nin neden oldugu ER stresinin CHOP ifadesini
arttirdigimi ve boylece DR5'i yukart dogru diizenledigini ortaya koymustur. TRAIL/DR5
aktivasyonu, AMPK fosforilasyonu yoluyla oksidatif stresin aracilik ettigi ESCC
hiicrelerinde apoptozu indiiklemistir. Ek olarak, ER stresini indiikleyen Tg, apoptozu
ayrica tesvik eden AMPK fosforilasyonunu dogrudan aktive edebilir (Ma ve dig, 2016).
TRAIL, DRS5'e baglandiginda normal hiicreleri korurken ¢esitli kanser hiicre tiplerinde
apoptoza neden olabilen tiimor nekroz faktorii (TNF) ailesinin bir liyesidir (Wong ve dig,
2019). Bu nedenle, bir ER stres indiikleyicisi olarak Tg'nin kullanilmasi, TRAIL bazli anti-
kanser ajanlarin etkinligini arttirmak icin faydali olabilir (Ma ve dig, 2016; Chen ve dig,
2007).

IREla, ER stresine yanittaki rolii karmasik olan ve tam olarak agiklanamayan
baska bir UPR sensdriidiir. Hem hiicrenin hayatta kalmasin1i hem de apoptozun devam
kararin1 kontrol eder. IREla'min aktivasyonu, alternatif olarak ugbirlestirilmis XBP1
izoformlariin iretilmesine yol agar ki bu durum, c-Jun N-terminal kinazin (JNK)

aktivasyonuyla ER stres tepkisinin sonlarinda hiicre oliimiiyle sonuglanan kararli veya
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nispeten daha 1limli ER stresi sirasinda hiicrenin hayatta kalmasina katkida bulunur
(Adams ve dig, 2019; Brown ve dig, 2016).

JNK sinyal yolunun Tg aracili ER stres apoptozuna dahil olmasi, birka¢ kanser
hiicre hattinda ve in vivo modelde dogrulanmistir (Lindner ve dig, 2020; Wu ve dig, 2019;
Brown ve dig, 2016). Wu ve arkadaslar1 adrenokortikal karsinom hiicrelerinde apoptozun
tesvik edilmesinin ve Tg ile muamele edilen farelerde adrenokortikal karsinom ksenograft
biiylimesinin baskilanmasinin, JNK sinyalleriyle ilgili belirteclerin yukari regiilasyonundan
kaynaklandigim1 gostermislerdir (Wu ve dig, 2019). Tg, JNK sinyaliyle ilgili genlerin
(UNK, ATF6, PERK, LC3B ve BCL-2), proteinlerin (JNK, MAPK, ERK) ve bunlarin
fosforile edilmis formlarinin ekspresyonunu 6nemli Ol¢iide arttirmustir. Bu durum da,
adrenokortikal karsinom hiicrelerinde Tg ile indiiklenen apoptoz INK/MAPK/ERK sinyal
yolunun aktivasyonunu diisindiirtmiistir (Wu ve dig, 2019). Ayrica, JNK sinyalinin
islevsel olarak farkli iki asamasimin oldugu o6ne siiriilmiistiir. Bunlar sirasiyla, ER stres
yanitinda erken bir sagkalim ve geg¢ proapoptotik fazin varligi ve Tg'nin bu her iki fazda
JNK aktivitesini arttirmis olmasidir (Lindner ve dig, 2020; Brown ve dig, 2016). Brown ve
ark., Tg ile indiikklenen ER stresine yanit olarak JNK aktivasyonunun ilk fazinin hem
IREla'ya hem de tiimor nekroz faktorii reseptorii ile iligkili faktdr 2'ye (TRAF2) baglh
oldugunu ve hiicreleri apoptoza gitmekten koruyan anti-apoptotik sinyaller iirettigini
gostermiglerdir (Brown ve dig, 2016). Ote yandan Lindner ve ark., hiicre tipine baglh
olarak kaspaz aktivasyonu ve apoptozu indiikleyen Tg tarafindan JNK'nin ikinci faz
aktivasyonu i¢in IRE1-XBP1'in gerekli oldugunu gostermislerdir (Lindner ve dig, 2020).
Aragtirmacilar, Tg'nin prostat kanseri hiicrelerinde (LNCaP) apoptozu indiikledigini,
JNK'nin 6liim oncesi etkilerine duyarli oldugunu, ancak kolon kanseri hiicrelerinde
(HCT116) ise INK'den bagimsiz olmadigini bulmuslardir (Lindner ve dig, 2020).

Chidawanyika ve ark., Tg ile indiiklenen apoptoza katilan genleri aragtirmislardir.
Haploide yakin bir hiicre hattt (HAP1) kullanarak, HAP1 hiicrelerinde Tg ile indiiklenen
sitotoksisite i¢in gerekli olan yeni bir gen olan SEC24A'y1 tanimlamislardir. SEC24A'nin
ER stresinin neden oldugu hiicre 6liimiinii kolaylastirma yeteneginin Tg'ye 6zgili oldugunu
ve SEC24A'nin Tg'nin neden oldugu UPR ve apoptozun o6nemli bir aracist oldugunu

gostermislerdir (Chidawanyika ve dig, 2018).
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2.5.3 Endoplazmik retikulumdan Ca®" bosalmasi, UPR ve hiicre 6liimii arasindaki
iliski

SERCA pompasini bloke etmenin bir sonucu olarak Tg, ER’deki Ca®* depolarini
tiiketir ve UPR'yi aktive eder. Bu durum da, sonugta hiicre 6liimiiyle sonuglanabilir (Lu ve
dig, 2014; Sehgal ve dig, 2017; Lindner ve dig, 2020). Bununla birlikte, SERCA
inhibisyonunun UPR ve apoptozu indiikledigi kesin mekanizma hala anlasilamamistir.
Sehgal ve ark. (Sehgal ve dig, 2017), Tg'nin ER Ca?* depolarini tiiketme yetenegi ile hiicre
canliligr tlzerindeki zararli etkileri arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. Aragtirmacilar
Tg'nin, SERCA1a aracili Ca®* taginmasini giiclii bir sekilde inhibe ettigini gostermislerdir.
Ayrica, prostat (PC3, LNCaP) ve meme kanseri (MCF-7) hiicrelerinde bir giinliik Tg
maruziyetinin ER’deki Ca”* depolarmim asirt drenajina neden oldugunu bulmuslardir. Bu
Ca’* tiikenmesini, belirgin olarak azalms hiicre proliferasyon oranlari ve 2-4 giin iginde
gelisen ve hiicre 6liimiiyle sonuglanan morfolojik degisiklikler izlemistir. PC3 hiicrelerinde
yapilan bagka bir ¢alisma ise, apoptozu indiikleyen UPR igin gerekli olan Tg tarafindan
uyarilan ER’deki Ca’* tiikenmesinin derecesine ve siiresine odaklanmustir (Szalai ve dig,
2018). Tg (1-3 nM) ile gozlemlenen ER’deki toplam Ca** seviyelerinde meydana gelen
kademeli diisiis, UPR aktivasyonunun yoklugunda ve hiicre 6liimii meydana gelmeksizin
PC3 hiicre proliferasyonunun azalmasiyla iligkilendirilmigtir. Bilim insanlar1 ayrica, hiicre
proliferasyonunu azaltmak i¢in ER’deki Ca®*'nin kismi tiikenmesinin yeterli oldugunu da
gostermislerdir. Ancak hiicreler, herhangi bir UPR belirtisi gostermeden ER’deki Ca?*'daki
giiclii ve siirekli diistisleri tolere edebilir. Daha yiiksek sitotoksik Tg konsantrasyonlarinda
(>3 nM), hiicre 6liimiinde muhtemelen UPR'nin neden oldugu kademeli, kaspaz bagiml
bir artis gozlemleyen arastirmacilar, bunun nedeni olarak artmig XBP1, ATF4, CHOP, BiP
ve LC3B seviyelerini bulmuslardir. Szalai ve arkadaslari, UPR aktivasyonunun ve hiicre
Sliimiiniin, ER’deki Ca?* seviyelerini 6nemli 6l¢lide bosaltmak i¢in esasen daha yiiksek Tg
konsantrasyonlar1 gerektigi sonucuna varmislardir (Szalai ve dig, 2018).

Baz1 bilim insanlar;, ER’deki Ca”" tikenmesinin neden oldugu hiicre dliimii igin
depolanmis kontrollii Ca** girisinin (SOCE) aracilik ettigi sitozolik Ca®** seviyelerindeki
artiglarin gerekli oldugunu belirtmislerdir (Tombal ve dig, 2000; Flourakis ve dig, 2010).
Bununla birlikte daha yakin zamanda, Tg tarafindan indiiklenen apoptoza, daha Once
belirtildigi gibi sitozolik Ca?* seviyelerindeki artisin eslik etmedigi gosterilmistir. iki temel
SOCE bileseninin, kalsiyum salinimi ile aktive olan kalsiyum kanal proteini 1 (ORAI1) ve
stromal etkilesim molekiili 1'in (STIM1) yikilmasi, PC3, LNCaP veya MCF-7

hiicrelerindeki Tg sitotoksisitesini azaltmamistir. Bu durum, SOCE ile aracilik edilen
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sitozolik Ca®"'daki artigmn, Tg'nin neden oldugu hiicre oliimii i¢in kritik olmadigini
gostermistir (Sehgal ve dig, 2017). Bundan baska Tg, sitozolik Ca?* seviyelerindeki
saptanabilir artiglart indiiklemek icin gerekenden Onemli Olgiide ¢ok daha diisiik
konsantrasyonlarda maksimum hiicre 6liimii meydana getirmistir (Sehgal ve dig, 2017,
Dubois ve dig, 2013).

Ozetle, Tg ile indiiklenen apoptozun ER’deki Ca®* titkenmesi ve siirekli UPR
aktivasyonu ile baglatildigi, buna karsin hiicre 6liimii olaylarin1 baslatmak iginse yiiksek
sitozolik Ca?* konsantrasyonu ve SOCE’nin gerekmedigi saptanmustir (Sehgal ve dig,
2017; Szalai ve dig, 2018).

2.6. Tezin Amaci

Bu tez galismasindaki temel amacimiz, giin kurusu ve kiikiirtlenmis olarak Malatya
genelinde en ¢ok agaca sahip olan iki tiir olan Hacihaliloglu ve Kabaasi kayisilarin, MCF-7
insan meme kanseri ve HCT116 insan kolon kanseri hiicre kiiltiir sistemleri iizerinde
thapsigarginle meydana getirilen endoplazmik retikulum stresi sonucunda hiicrelerin
sitotoksisite, morfoloji ve go¢ yeteneginin yani sira farkli endoplazmik retikulum stres
yolaklariyla ilgili proteinlerin miktarlarindaki degisikliklerin incelenmesidir.

Bu baglamda, kapsamli deneysel ¢alisma sonuglarinin ve ayni sistemde hem giin
kurusu olarak ve hem de kiikiirtlenerek kurutulup tiikketime sunulan en yaygin agaca ve
dolayistyla da tiiketime sahip iki kayisi tiiriiniin endoplazmik retikulum stresi {izerine
etkilerinin karsilastirilmasini igeren objektif bilgilerin ortaya konmasinin, iilkemizin en
onemli ihracat kalemlerinden birisi olan Malatya kayisimiz agisindan oldukg¢a Onemli
olacagi, elde edilen deneysel sonuglarla birlikte endoplazmik retikulum stresinin ve
dolayisiyla endoplazmik retikulum stresine baghi hastaliklarin  goriilme  sikliginin
azaltilmasi yoniinde hem Malatya kayisimizin bilimsel ve saglik agisindan tanitimina daha
fazla destek saglayarak tiiketiminin arttirilmasinin yolunu agacagi hem de sonugta iilkemiz

0zelinde Malatyamiz i¢in daha fazla katma deger elde edilecegi kanaatindeyiz.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyaller, Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan Hacihaliloglu ve Kabaasi kayisi ¢esitleri Malatya
Kayis1 Aragtirma Enstitiisii Mudiirliigii’nden temin edilmistir. Bu kayisi cesitlerine ait
olgun meyveler Haziran-Agustos aylarinda toplanmistir. Toplanan olgun kayisilarin
cekirdekleri ¢ikarilarak giin 15181 altinda kurutulmustur. Bunun haricinde, olgun kayisilarin
bir kismi standart olarak kullanilan 2000 ppm’de kiikiirtlenerek hazir hale getirilmistir. Bu
calisma kapsaminda, Hacihaliloglu ve Kabaas1 ¢esitlerine ait giin kurusu olarak kurutulmus
ve ayrica kiikiirtlenmis olarak tiiketime hazir hale getirilmis kayisilarin metanol
ekstraktsiyonlar1 yapilarak deneylerde kullanilmistir.

Farkli kayis1 cesitlerine ait deneylerde kullanilan kimyasallar olarak 3-[4,5-
Dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT), PBS ve DMSO (Molekiiler
biyoloji safliginda, >%99.5) Merck firmasindan tedarik edilmistir. Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM), Fetal Bovine Serum (FBS), Streptomisin/Penisilin, metanol,
tripan mavisi, akridin turuncusu ve EtBr ise Sigma-Aldrich’ten satin alinmistir.
Endoplazmik retikulum stresi indiikleyici ajan olarak kullanilan Thapsigargin, Abcam
firmasina (1 mg, ab120286, Lot: APN18067-1-1) aittir. Ayrica, LabSolute marka 6, 24 ve
96 kuyucuklu plakalar hiicre kiiltiirii galismalarinda kullanilmistir. ELISA ¢alismalarindan
ATF6 ve XBP1 kitleri Abbexa LTD firmasindan, CHOP (DDIT3) kiti ise Reddot Biotech
Inc. sirketinden satin alinmustir.

Deneyler boyunca kullanilan cihazlar ve markalar1 soyledir: Distile su cihazi
(Millipore, Almanya), hassas terazi (Shimadzu, Japonya), %5 CO’li inkiibator (Esco,
Singapur), sicaklik ayarli calkalayici (Miprolab, Tiirkiye), hemositometre (Marienfeld,
Almanya), blender (Tefal, Fransa), buzdolabi (Argelik, Tiirkiye), -40 °C derin dondurucu
(Ugur, Tirkiye), -80 °C derin dondurucu (New Brunswick, Kanada), invert floresan
mikroskop (Olympus, Japonya), spektrofotometre — mikroplaka okuyucu (Eon Biotek,
A.B.D.), laminar flow kabin (Teknomar, Tiirkiye), santrifiij (Niive, Tiirkiye), otoklav
(Niive, Tiurkiye), pH metre (Hanna Instruments, A.B.D.), su banyosu (WiseBath,
Almanya), vorteks (Dragon Lab, Cin), sivi azot tanki (International Cryogenics, A.B.D.).
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3.2. Cozeltiler ve Hazirlanmalari

3.2.1. Hiicre besiyerinin hazirlanmasi

Tez projemizdeki deneyler sirasinda MCF-7 (insan meme kanseri hiicreleri) ve
HCT116 (insan kolon kanseri hiicreleri) hiicre hatlariyla ¢alisildigi igin bu hiicrelerin
besiyeri olarak Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) satin alinmistir. Besiyerleri

kullanilmadan 6nce igerisine %10 FBS ve %1 Penisilin-Streptomisin eklenmistir.
3.2.2. Hiicre dondurma ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Hiicrelerle ilgili herhangi bir deney yapilmayacagi zaman hiicreleri dondurarak
stoklamamiz i¢in fetal sigir serumu (FBS, %90) ve dimetilsiilfoksit (DMSO, %10)
kullanilarak toplam hacim 1 mL olacak sekilde hiicre dondurma ¢6zeltisi hazirlanmistir.
Santrifiij sonrasi elde edilen peletteki hiicreler bu c¢ozeltiye koyularak -20 °C’de
dondurulmustur. Daha sonra, dondurulan hiicreler sivi azot tankina koyularak sonraki

calismalarda kullanilmak {izere uzun siire muhafaza edilmeleri saglanmistir.

3.2.3. Fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltisinin (PBS) hazirlanmasi

8 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.44 g Na;HPOQO4 ve 0.24 g KH,PO, tartilmistir. Daha sonra, 900
mL deiyonize su iginde ¢Oziinmiistiir. pH 7.4’e ayarlanmis ve son hacim 1 litre olacak
sekilde deiyonize su ile tamamlanmistir. Hazirlanan PBS ¢6zeltisi otoklavda 1 atm basing

altinda 121 °C’de 20 dakika boyunca steril edilmistir.
3.2.4. MTT cozeltisinin hazirlanmasi

Son konsantrasyonu 5 mg/mL olacak sekilde PBS ile hazirlanan MTT ¢ozeltisinden
151k gegmemesi saglanmustir. Hazirlanan ¢ozelti daha sonra 0.20 um’lik filtreden
gegirilerek steril edilmistir ve +4 °C’de bir hafta boyunca saklanmistir. Thtiyac halinde

yeniden hazirlanarak kullanilmustir.

3.2.5. AKridin turuncusu ve etidyum bromiir boya karisiminin hazirlanmasi

Toz halindeki akridin turuncusu boyasindan steril bir falkon tiip i¢erisine 1 mg tartim
yapilarak toplam hacim 1 mL olacak sekilde etanolle ¢oziinmiistiir. Bu stok boyadan,
ihtiyaca gore 1 ug/mL olacak sekilde steril fosfat tamponu (pH: 7.4) icinde seyreltme
yapilabilir. Bu seyreltme sonunda, igerisinde 1 pg/mL olacak sekilde etidyum bromiir
boyasindan katilmistir (Carl Roth, ana stok: 10 mg/mL). Bu boya karisimi, hiicrenin
tizerini kaplayacak sekilde uygulanmistir. Yaklasik 3-4 dakika sonra boya ¢ekilip atilmigtir
ve bol miktarda steril PBS ile hiicreler 3 kere yikanmustir.
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3.3. Kayis1 Cesitlerinin Metanol Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

2019 yilinin hasadi olan Hacihaliloglu ve Kabaasi gesitlerine ait giin kurusu ve
kiikiirtlenmis (2000 ppm) olarak kurutulmus kayisilarin ekstraktsiyonlari yapilmistir.
Ekstraktsiyonlar igin, literatiirde en fazla tercih edilen polar ¢oziiciilerden biri olan metanol
kullanilmistir. Deneydeki ekstraktsiyonlarin polar ¢oziicii ile yapilmasinin nedeni ise polar
coziiciiler (metanol veya etanol gibi alkoller) ekstraktsiyon i¢in yiiksek verim saglarken,
apolar c¢oziiciiler (toluen, n-heksan ve sikloheksan vb.) ekstraktsiyon veriminin zayif
olmasina neden olmaktadir (Schneider ve dig, 2009). Hassas terazide kayis1 dérneklerinden
elliser gram tartilmistir ve daha sonra blender i¢ine alinmistir. Her bir 6rnegin iizerine 150
mL soguk metanol ilave edilmistir. Ornekler, 30 saniye boyunca diisiik hizda ve 1 dakika
boyunca da yiiksek hizda blender ile pargalanmistir. Bu sirada blenderda meydana gelen
ani sicaklik artisinin Oniine gegerek orneklerin igerigindeki proteinlere herhangi bir zarar
gelmemesi igin islem buz igerisinde yapilmistir. Daha sonra, homojenat filtre kagidiyla
stiziilerek ornekler 1 hafta boyunca isiticili galkalayicr iizerinde 37 °C ve 80 rpm’de
calkalanmistir. Bu siirenin sonunda metanoliin buharlagmasiyla ¢oziiciiden arindirilan
ornekler, petri kaplarina alinarak deney giiniine kadar +4 °C'de saklandi. Sekil 3.1 ve Sekil
3.2’de farkli kayis1 g¢esitlerine ait hazirlanan metanol ekstraktsiyon fotograflari

goriilmektedir.
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Hacihaliloglu \,1 Kabaasi
| Gun Kurusu | Guin Kurusu

Sekil 3.1 : Hacihaliloglu Giin Kurusu ve Kabaasi Giin Kurusu kayisilarin metanol

ekstraktlarinin fotograflari.
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Sekil 3.2 : Hacihaliloglu Kiikiirtlii ve Kabaas1 Kiikiirtlii kayisilarin meta;nol ekstraktlarinin

fotograflari.

3.4. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri
3.4.1. Hiicrelerin temin edilmesi ve gelisimlerinin saglanmasi

Hiicre kiiltiirii deneyleri indnii Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii
Biyokimya Anabilim Dali Hiicre Kiiltiiri Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Deneylerde
kullanilan MCF-7 hiicreleri Innii Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’ndan,
HCT116 hiicreleri ise Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’ndan
temin edilmistir. Hiicreler diizenli olarak invert mikroskopla incelendi. Hiicrelerin hiicre
kiltir flaskinin yiizeyini tamamen kaplamasi durumu olan konfluentlik meydana gelene
kadar ti¢ giinde bir eski besiyerleri yeni besiyerleri ile degistirilmistir. Hiicreler tamamen

konfluent olduklarinda ise pasajlar1 veya deneyler igin ekim islemleri gergeklestirilmistir.
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Hiicrelerin bir kismi ise tezdeki caligmalarin siirekliligi agisindan sivi azot tankinda

dondurularak saklanmistir.

3.4.2. Hiicre kiiltiiri ortam

Hiicre kiiltiirinde yapilan deneylerde, hiicrelerin laboratuvar kosullarinda yasayip
¢ogalabilmeleri i¢in dogal ortamlarini taklit eden gerekli besiyerleri temin edilmelidir.
Besiyerinin farkli igerigi genellikle hiicrelerin tipine bagli olmakla birlikte, hiicrenin elde
edildigi organizmanin tiiriine gore de farkli olabilmektedir. Hiicreler degisik besiyerlerinde
kendilerinden beklenen karakteristigi sergileyemediklerinden, yiiriitiilen arastirmanin ana
hedefine gore hiicrenin ihtiyaclar1 karsilanmalidir. Arastirmalarimizda besiyeri ortami
olarak hem MCF-7 hem de HCT116 hiicre hatlar1 igin DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) kullanilmistir. Ayrica, besiyerinin igerisine ek besleyici olarak %10 FBS ve %1
penisilin-streptomisin antibiyotik karisimi da herhangi bir bakteriyel kontaminasyonu
onlemek i¢in eklenmistir. %5 CO;’li inkiibatorde, 37 °C’de ve %95 neme sahip ortamda

inkiibe edilen hiicrelerin gelisimleri diizenli olarak gozlenmistir.

3.4.3. Dondurulmus hiicre hattinin acilmasi

Dondurulmus hiicre hatlar1 deneysel kullanim i¢in agilirken hizlica hiicre dondurma
¢ozeltisinin erimesi saglanir. Bunun igin gerekli hiicre hatlarini igeren kriyoviyal tiip -196
°C’den alinarak 37 °C’lik su banyosunda eritilmistir. Daha sonra, hiicre dondurma
¢ozeltisinin i¢inde bulunan DMSO’dan hiicreleri arindirmak i¢in 9 mL besiyerinin igine
kriyoviyal tlipteki hiicreler eklenerek 2000 rpm’de 5 dakika santrifiijten sonra siipernatan
atilarak 6 mL taze besiyeriyle peletteki hiicreler nazikge pipetaj yapilarak T25’lik flasklara
alinmigtir. Hiicrelerin flask tabaninin yilizeyine tutunup c¢ogalmalari i¢in T25 flasklar
inkiibatore konmustur. Sonraki giin hiicrelerin besiyeri degistirilmistir. Diizenli olarak
hiicrelerin morfolojileri invert mikroskop altinda gozlemlenmistir. Kiiltiir ortamindaki
hiicreler her giin invert mikroskop ile kontrol edilerek konfluent hale geldiklerinde

pasajlanmustir.
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3.4.4. Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicreler konfluent oldugunda diger bir deyisle kiiltiir flasklarinin yiizeyleri hiicreler
tarafindan tamamen kaplandiginda hiicrelerin 6lmemesi i¢in bir an dnce pasaj yapilmalidir.
Hiicreleri flask yiizeyinden kaldirip pasajlamak i¢in oncelikle flask igerisindeki eski, agik
sartya yakin renkli besiyeri ¢ekilerek atilmistir. Daha sonra flask ylizeyine yapisik haldeki
hiicreler PBS ile yikanarak kirli besiyeri kalintilar1 PBS ile ortamdan uzaklastirilmistir.
T25’1ik flask igerisine 1.5 mL olacak sekilde tripsin enzimi flask yiizeyine yapisan
hiicrelerin flasktan ve birbirlerinden ayrilmalari i¢in eklenmistir. Tripsinin optimum
calisma sicakligi 37 °C oldugundan tripsinli flask CO’li inkiibatérde 5 dakika
bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, invert mikroskop ile hiicrelerin flaskin
ylizeyden ayrildig1 kontrol edilerek tripsini inhibe etmek i¢in, tripsin hacminin en az iki
kat1 olacak sekilde besiyeri eklenmistir. Bu islemin ¢ok hizli bir bigimde yapilmasi
gerekmektedir zira tripsin hiicreleri yiizeyden ayirdiktan sonra hiicrelerle birlikte
bekletildigi siire boyunca hiicrelere zarar vermektedir. Sonrasinda hiicreler birkag kez
pipetlenerek birbirlerinden ayrilmalar1 saglanarak tek hiicre stispansiyonu haline getirilip
falkon tiipe alinmistir. Elde edilen siispansiyon, 2000 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek
slipernatan ortamdan ¢ekilerek atilmustir. Hiicreler 10 mL besiyerinde seyreltilerek
hiicrelerle ilgili yapilacak deney zamanina gore flasklara belirli miktarlarda hiicre koyulup
flasklar karbondioksitli inkiibatore kaldirilmistir. Eger deneyde kullanmak igin ¢ok fazla

sayida hiicreye ihtiya¢ olmasi halinde T75’lik flasklar kullanilmistir.

3.4.5. Hiicrelerin dondurulmasi

T25’lik flask igerisinde bulunan eski besiyeri ortamdan uzaklastirilmistir. Hiicreler
PBS ile dikkatli bir sekilde yikanip daha sonra PBS atilmistir. Flask yiizeyinde yapismis
hiicrelerin iizerine tripsin konularak karbondioksitli inkiibatorde 5 dakika boyunca
bekletilmistir. Inkiibasyondan sonra flask yiizeyinden ayrilan hiicrelerin hacminin en az iki
kat1 kadar DMEM besiyeri eklenerek tripsinin etkinligi azaltilmistir. Hiicrelerin birbirinden
ayrilmalart i¢in pipetleme islemi yapilarak hiicrelerin tek hiicre siispansiyonu haline
gelmesi saglanmistir. Sonrasinda, siispansiyon bir falkon tlipe aktarilarak 2000 rpm’de 5
dakika boyunca santrifiijlenerek olusan siipernatan atilmistir. Falkondaki hiicre peleti
tizerine toplam hacim 1 mL olacak sekilde %90 FBS ve %10 DMSO eklenmistir. 1 mL’lik
hiicre ¢ozeltisi dondurma islemi icin 6zel olarak iiretilmis kriyoviyal tiiplere alinmustir.

Hiicrelere zarar gelmemesi agisindan kademeli olarak dondurma islemi yapabilmek igin
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tiipler ilk olarak 24 saat boyunca -20 °C’ye, ardindan bir tam giin boyunca da -80 °C’de
bekletilmistir. Sonunda, -80 °C’den alinan kriyoviyal tiipler -196 °C’deki siv1 azot tankina

aktarilmistir.

3.4.6. Hiicrelerin sayimi

Flask icerisindeki eski besiyeri ortamdan uzaklastirilmistir ve serumdan arindirmak
i¢in hiicreler PBS kullanilarak yikanmistir. Hemen sonrasinda, PBS de flasktan ¢ekilerek
atilmistir. Tripsinle inkiibatérde 5 dakika siiresince inkiibe edilen hiicrelerin iizerine
kullanilan tripsin hacminin 2-3 kati kadar besiyeri eklenerek enzimin aktivitesi
azaltilmistir. Birbirine yapisan hiicreleri ayirmak ve homojen dagilmalarini saglamak
amaglariyla pipetaj yapilmistir. Tek hiicre olarak siispansiyon haline gelen hiicreler bir
falkon tiipe serolojik pipet yardimiyla alinmistir. Daha sonra, falkon tiip 2000 rpm’de 5
dakika boyunca santrifiij edilerek olusan siipernatan uzaklastirilmistir. Falkon tiip i¢indeki
hiicre peletinin tizerine 10 mL DMEM besiyeri eklendi ve iyice pipetaj yapilmistir.
Sonrasinda, bu hiicre siispansiyonu karigimindan bir ependorf tiipe 100 uL alinmis ve
ayrica izerine de 100 pL tripan mavisi eklenerek nazik¢e birkag kez pipetleme
gerceklestirilmistir. Sayim ic¢in temiz bir lamel hemositometrenin tizerine koyulduktan
sonra ikisinin arasindaki bosluktan tripan mavisi igeren hiicre siispansiyonu mikropipet
kullanilarak birakilmistir. invert mikroskop altinda 4 bdlgeyi kapsayan 16 kiiciik karenin
icindeki hiicreler sayilmistir. Hesaplama olarak ise, 4 bolgede sayilan hiicrelerin ortalamasi
mililitredeki hiicre sayisini bulmak amaciyla 10* ile arpilmustir. Bulunan sayisal deger,
tripan mavisiyle tek hiicre siispansiyonu iki kat seyreltildigi i¢in 2 ile garpilmistir. Elde
edilen sonug, 1 mL’deki yaklasik hiicre sayisim1 gostermektedir. Falkon tiipiin igerisinde 10
mL besiyeri oldugundan ¢ikan sonug 10 ile carpilarak toplam hiicre sayisi yaklasik olarak

bulunmustur.

3.4.7. Hiicrelerin plakalara ekimi

MTT testi i¢in, 96’11k plakanin her bir kuyucuguna 100’er uL olacak sekilde MCF-7
hiicre hattindan 10,000 ve HCT116 hiicre hattindan ise 15,000 hiicre ekilmistir. Hiicre
gocti, akridin turuncusu/etidyum bromiir boyama ve ELISA yontemleri igin, 6’11 plakanin
her bir kuyucuguna MCF-7 hiicre hattindan 300,000 ve HCT116 hiicre hattindan ise
450,000 hiicre ekilmistir. Ekilen hiicreler 24 saat siiresince %5 CO, igeren 37 °C’lik
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ortamda hiicrelerin plaka yiizeyine tutunmalar1 i¢in inkiibe edilmistir. Sekil 3.3 ve Sekil
3.4’te sirastyla inkiibasyondan sonraki MCF-7 ve HCT116 hiicre hatlarina ait 200X

biiyiitmeli invert mikroskop fotograflar1 goriilmektedir.

Sekil 3.3 : MCF-7 hiicrelerinin invert mikroskop fotograflari (200X) (Bar = 100 um).
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Sekil 3.4 : HCT116 hiicrelerinin invert mikroskop fotograflari (200X) (Bar = 100 um).

3.4.8. Farkh kayis1 ekstraktlariin hiicre kiiltiir ortamina eklenmesi

MCF-7 ve HCT116 hiicreleri kullanilarak yapilan MTT testi i¢in, ekimin ertesi giinii
hiicreler plaka ylizeyine yapistiktan sonra 96’lik plakanin tiim kuyularindaki besiyeri plaka
ters g¢evrilerek dokiilmistiir. Hemen sonra, 6lmemeleri igin hiicrelerin iizerine 50 pL
DMEM besiyeri eklenmistir. MCF-7 hiicreleri ekilmis kuyucuklara Hacihaliloglu Giin
Kurusu kayist tiirtiniin 24 saatlik inkiibasyonu i¢in 50, 55, 60, 65, 70 ve 75 mg/mL, 48 ve
72 saatlik inkiibasyonu i¢in 40, 45, 50, 55, 60 ve 65 mg/mL; Hacthaliloglu Kiikiirtli kayist
tirtiniin 24 saatlik inkiibasyonu i¢in 25, 50, 75, 100, 125 ve 150 mg/mL, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonu i¢in 50, 55, 60, 65, 70 ve 75 mg/mL; Kabaas1 Giin Kurusu kayis1 tliriiniin 24
saatlik inkiibasyonu i¢in 55, 60, 65, 70, 75 ve 80 mg/mL, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonu
icin 40, 45, 50, 55, 60 ve 65 mg/mL; Kabaas1 Kiikiirtlii kayisi tiiriiniin 24 saatlik
inkiibasyonu i¢in 100, 105, 110, 115, 120 ve 125 mg/mL, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonu
igin 50, 55, 60, 65, 70 ve 75 mg/mL konsantrasyonlara sahip besiyeri iginde hazirlanmis
kayis1 ekstrakt c¢ozeltilerinden 50°ser pL  koyulmustur. HCT116 hiicreleri ekilmis
kuyucuklara Hacihaliloglu Giin Kurusu kayis1 tliriiniin 24 saatlik inkiibasyonu i¢in 55, 60,
65, 70, 75 ve 80 mg/mL, 48 saatlik inkiibasyonu i¢in 45, 50, 55, 60, 65 ve 70 mg/mL, 72
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saatlik inkiibasyonu igin 40, 45, 50, 55, 60 ve 65 mg/mL; Hacihaliloglu Kiikiirtli kayist
tirtiniin 24 ve 48 saatlik inkiibasyonu i¢in 100, 105, 110, 115, 120 ve 125 mg/mL, 72
saatlik inkiibasyonu i¢in 25, 50, 75, 100, 125 ve 150 mg/mL; Kabaas1 Giin Kurusu kayisi
tiriiniin 24 saatlik inkiibasyonu igin 55, 60, 65, 70, 75 ve 80 mg/mL, 48 saatlik
inkiibasyonu igin 50, 55, 60, 65, 70 ve 75 mg/mL, 72 saatlik inkiibasyonu igin 40, 45, 50,
55, 60 ve 65 mg/mL; Kabaas1 Kiikiirtli kayist tiiriiniin 24 ve 48 saatlik inkiibasyonu i¢in
100, 105, 110, 115, 120 ve 125 mg/mL, 72 saatlik inkiibasyonu i¢in 50, 55, 60, 65, 70 ve
75 mg/mL konsantrasyonlara sahip besiyeri i¢inde hazirlanmis kayisi ekstrakt
¢ozeltilerinden 50°ser pL koyulmustur. Kontrol kuyucuklarindaki hiicrelere sadece
toplamda 100 pL olacak sekilde DMEM besiyeri eklenmistir. Farkli konsantrasyondaki
ornekler iceren hiicre plakalari 24, 48 ve 72 saatlik siireler boyunca 37 °C’de CO;’li

inkiibatorde bekletilmistir.

3.4.9. Farkh kayisilara ait %0Canhilik ve ICsy degerlerinin MTT testiyle belirlenmesi

In vitro kosullar altinda hiicre canlilik degerleri MTT testiyle belirlenmistir.
Kantitatif olan bu testin mantig1, spektrofotometrik bir metottur ve genel olarak belirli bir
dalga boyunda herhangi bir ¢ozeltideki renk degisiminin 6l¢iimiine dayanmaktadir. 3-[4,5-
Dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) sar1 renkli bir tetrazolyum
tuzudur. Bu tuzun, canli hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz enzimine afinitesi
vardir. Canli hiicrelerde bu tuz suda ¢Ozliinmeyen formazana indirgenir. Sonugta,
formazanin bir organik ¢oziicii olan DMSO ile ¢6ziiniir hale gelmesiyle olusan mavi-mor
renk spektrofotometre cihazi kullanilarak 540 nm dalga boyunda olgiiliir ve elde edilen
deger canli hiicre sayisiyla dogru orantili olarak degisir.

Farkli kayist c¢esitlerine ait yiizde canlilik ve sonugta ICsy degerlerinin
belirlenebilmesi i¢in uygulanan MTT testinde, kayisilar 1 mg/mL olacak sekilde DMEM
besiyerinde (%10 FBS ve %1 Streptomisin/Penisilin) hazirlanmis ve daha sonra farkli
konsantrasyonlara yine ayni besiyeri kullanilarak seyreltilmislerdir. Deneyin 1 giin
oncesinde 96-kuyucuklu plakalara sirastyla 10* hiicre/kuyucuk ve 1.5x10* hiicre/kuyucuk
olacak sekilde MCF-7 ve HCT116 hiicreleri ekilerek 24 saat boyunca 37°C sicaklikta %5
COy’li ortamda inkiibe edilmislerdir. Ertesi giin hiicreler tizerindeki besiyerleri atilmis ve
hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki kayisi ¢ozeltileri 100 pl/kuyucuk olacak sekilde
plakalara koyulup 24, 48 ve 72 saat siirelerle 37 °C’de, %5 CO;’li ortamda inkiibasyona

birakilmistir. Inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicrelerin iginde bulundugu besiyeri
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kuyucuklardan ¢ekilerek atilmis ve kuyucuklara 10 pL olacak sekilde MTT (%10
hacim/hacim) (5 mg/mL PBS, pH 7.4) ¢ozeltisi igeren taze besiyeri karanlik ortamda
eklenerek 4 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda 96-kuyucuklu
plakalardaki vasat atilarak plakalardaki her bir kuyucuga karanlik ortamda 100 uL DMSO
eklenmistir. Bu islemin hemen ardindan, spektrofotometre cihazi kullanilarak 540 nm’deki
absorbans degerleri 6l¢iilmiis ve hiicre canlilik degerleri yiizde olarak belirlenmistir.
Herhangi bir kayisi ¢ozeltisi igermeyip sadece hiicre barindiran (+) kontrol kuyucuklarinin
absorbans degerleri ylizde yiliz canli olarak kabul edilmistir. Kayisi ¢ozeltilerinin yilizde
hiicre canliligi sonuglari (+) kontrol grubuyla karsilastirilarak belirlenmistir. Besiyeri
yerine sadece DMSO igeren ortam, (-) kontrol olarak degerlendirilmistir. Bu doktora tez
calismasindaki sonuglar, degisik yoOntemlerle hazirlanmis kayisi gesitlerine ait farkli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin MCF-7 ve HCT116 hiicreleri iizerindeki 24, 48 ve 72
saatlik direkt hiicre canlilik ve yiizde inhibisyon yani sitotoksisite (%100 - % Hiicre
canlilik degerleri) degerleri ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. Ayrica, farkli
konsantrasyonlardaki kayisi ¢ozeltilerinden elde edilen yiizde hiicre canliligi sonuglariyla
olusturulan standart grafiklerden (0.95<R?) I1Csp (%50 hiicre inhibisyonu saglayan ekstrakt
konsantrasyonu) degerleri belirlenmistir. Diisiik 1Cso degeri, yiiksek sitotoksik aktivite
gostermektedir. Calismadaki biitiin analizler ti¢ paralel olarak calisilmistir ve her bir
paralel deney en az 6 tekrardan olugmaktadir.

MCF-7 hiicre hattinda Hacihaliloglu Giin Kurusu, Hacihaliloglu Kiikiirtlii, Kabaasi
Giin Kurusu ve Kabaag1 Kiikiirtlii kayisi cesitlerinin metanol ekstraksiyonlar1 sirasiyla 24
saat icin 60.16, 95.47, 56.32 ve 108.99 mg/mL 1Cs degerlerine sahip oldugundan akridin
turuncusu/etidyum bromiir boyama, hiicre gog¢ii ve ELISA deneylerinde bu degerler
kullanilmistir.

HCT116 hiicre hattinda Hacihaliloglu Giin Kurusu, Hacihaliloglu Kiikiirtli,
Kabaas1 Giin Kurusu ve Kabaasi Kiikiirtlii kayis1 gesitlerinin metanol ekstraksiyonlari
sirastyla 24 saat i¢in 79.97, 110.11, 74.94 ve 117.77 mg/mL ICsy degerlerine sahip
oldugundan akridin turuncusu/etidyum bromiir boyama, hiicre gogli ve ELISA

deneylerinde bu degerler kullanilmistir.
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3.4.10. Endoplazmik retikulum stresinin olusturulmasi icin thapsigarginin in vitro
olarak hiicrelere uygulanmasi

MCF-7 ve HCT116 hiicrelerinde endoplazmik retikulum stresinin meydana
getirilmesi i¢in hiicrelerin ekim yapildig1 plaka hangi tip olursa olsun endoplazmik
retikulum stresi indiikleyici ajan olarak kullanilan Thapsigargin’in son konsantrasyonu
DMEM besiyerinin i¢inde 1 pM olacak sekilde ana stoktan (Thapsigargin ana stogu: 1
mg/mL DMSO. Thapsigargin, DMSO i¢inde ¢oziinebildigi i¢in besiyeri yerine sadece
DMSO igeren ortam bu tez ¢alismasinda (-) kontrol olarak kullanilmustir.) seyreltildikten
sonra hiicreler, %5 CO; igeren 37 °C sicakliktaki inkiibatorde 24 saat boyunca

bekletilmistir. Daha sonra, yapilacak deneyin igerigine gore diger asamalara gegilmistir.

3.4.11. Akridin turuncusu (AT)/etidyum bromiir (EB) boya karisiminin uygulanmasi

Hiicre olim g¢esitlerinden apoptoz ve nekrozun morfolojik olarak tespiti igin
floresan mikroskobu kullanilarak akridin turuncusu ve etidyum bromiir boyamalari
yapilmistir. Bu metod DNA’ya baglanan floresan Ozellikteki boyalar olan akridin
turuncusu ve etidyum bromiiriin; canli, apoptotik veya nekrotik hiicreler tarafindan hiicre
icine farkli miktarlarda alinarak hiicrelerin sagliklart hakkinda bilgi vermektedir. Akridin
turuncusu hem canli hem de 6lii hiicreler tarafindan hiicre i¢ine alinmaktadir. Bu boya, ¢ift
sarmalli niikleik asitlere baglaninca yesil floresans; tek sarmalli niikleik asitlerle etkilesime
girip baglaninca kirmizi renkli floresans 1sik yaymaktadir. Diger bir floresans boya olan
etidyum bromiir ise sadece Olii hiicrelerdeki DNA’ya baglanarak kirmizi floresans 1sik
yaymaktadir. Sonugta, canli hiicreler parlak agik yesil bir ¢ekirdek ve nispeten daha koyu
yesil renkte sitoplazmaya sahiptir. Erken apoptotik bir hiicrenin heniiz membran biitiinligii
bozulmamistir fakat yesil renkli cekirdeginde bulunan DNA’s1 parcalanmaya yeni
baslamistir. Bu durumda, hiicrenin ¢ekirdegi sar1, agik kahverengi halinde gézlenmektedir.
Geg apoptotik bir hiicrenin ¢ekirdegindeki DNA asir1 sekilde pargalandigi i¢in koyu
kahverengi ve kirmizi renklerde goriilmektedir. Buna karsin, nekrotik bir hiicrede bulunan
cekirdek, diizgiin ve parlak turuncu renginde goziikmektedir (Takahashi vd. 2004; Nikhil
vd. 2013).

Akridin turuncusu/etidyum bromiir boyama yontemi igin, MCF-7 ve HCT116
hiicreleri sirastyla 300,000 ve 450,000 hiicre/kuyu olacak sekilde 6’11 plakalara ekilerek 24
saat inkiibasyondan sonra kuyucuklarin yiizeyine yapigmis olan hiicreler tizerindeki eski

besiyeri uzaklastirilmistir. Disaridan miidahaleyle herhangi bir zarar vermemek igin

53



dikkatlice PBS ile yikanan hiicrelerin tizerine MTT testinden elde edilen 24 saatlik 1Cs
degerlerine gore giin kurusu ve kiikiirtlenmis kayisi ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlari
uygulanmistir. Daha sonra, plaka inkiibatore kaldirilarak hiicrelerin 6rneklerle birlikte 37
°C’de 24 saat inkiibasyonu saglanmistir. Toz halindeki akridin turuncusu boyasindan steril
bir kabin igerisine 1 mg/mL olacak sekilde tartim yapilarak etanolde ¢ozlinmiistiir. Stok
boyadan ihtiyaca gore 1 ug/mL olacak sekilde steril fosfat tamponuyla (pH: 7.4) seyreltme
yapilarak kullanilmistir. Bu seyreltme sonunda, igerisinde 1 pg/mL olacak sekilde etidyum
bromiir boyasindan (10 mg/mL) katilmistir. Bu boya karisimi kullanilarak boyanacak
hiicrenin tizerini gegecek sekilde uygulanmistir. Yaklasik 3-4 dakika sonra boya ortamdan
cekilerek atilmis ve bol miktarda steril PBS ile 3 kere yikanmustir. Hiicre zar
gecirgenligini, ¢ekirdek ve sitoplazma morfolojisini inceleyip hiicrelerin sagliklar
hakkinda bilgi sahibi olmak amaciyla, hiicreler akridin turuncusu/etidyum bromiir boya
karisimiyla boyanarak invert mikroskobun 200X’lik objektifle floresans fotograflar

¢ekilmistir.

3.4.12. Yara iyilesme testi
Hiicrelerin gogii, yara iyilesme testi yapilarak incelenmistir. MCF-7 ve HCT116

hiicrelerinin ekimi 24’1k plakanin her bir kuyucugunda MCF-7 ve HCT116 hiicreleri igin
sirastyla mL’de 60,000 ve 90,000 hiicre olacak sekilde 400 pL besiyeri kullanilarak
gergeklestirilmistir. Hiicre ekiminin ardindan plakalar %5 CO; igeren 37 °C sicakliktaki
inkiibatore kaldirilmistir. Sonraki giin hiicreler plaka yiizeyine yapistiktan sonra besiyeri
uzaklastirilmistir. Kontrol kuyucuklar: da dahil olmak iizere tiim kuyucuklar PBS ile
yikanarak temizlenmistir. %70’lik alkolle steril hale getirilen bir kiirdan kullanilarak
kuyucuklarin tam ortasina diiz ¢izgiler ¢izilerek in vitro olarak yara meydana getirilmistir.
Bu islemin hemen sonrasinda plakanin yilizeyinden kalkan veya tam olarak plakadan
ayrilmamis hiicreleri uzaklastirmak i¢in kuyucuklar PBS ile tekrar yikanmustir. Farkli
kayis1 tiirlerinin MTT sonucglarindan elde edilen 24 saatlik ICso degerlerine ait
konsantrasyonlar  hiicrelere uygulanarak invert mikroskop kamerasiyla hiicre
proliferasyonundaki degisimler 0. ve 24. saatlerdeki fotograflar 100X biiyiitmede ¢ekilerek

gozlenmistir. Elde edilen sonuglar ImageJ programi kullanilarak analiz edilmistir.
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3.5. ELISA Testleri

Abbexa LTD firmasina ait insan ATF6 (Test Araligi: 0.312 ng/mL — 20 ng/mL,
Duyarlilik: 0.19 ng/mL), XBP1 (Test Araligi: 78 pg/mL — 5000 pg/mL, Duyarlilik: 46.9
pg/mL) ve Reddot Biotech Inc. firmasma ait CHOP (Test Araligi: 0.312 ng/mL — 20
ng/mL, Duyarlilik: <0.138 ng/mL) ELISA Kkitleri firmalarin protokollerine gore
calisilmigtir. Buna gore, hiicre i¢i igerigin elde edilmesi i¢in hiicre ornekleri birkag kere
dondurup ¢oziindiiriilmiistir. Bu yol sayesinde, hiicrelerin parcalanmasiyla elde edilen
homojenat 20 dakika boyunca 2000 rpm’de santrifiij edilerek supernatant toplanmustir.
Daha sonra, mikrosantrifiij tiiplerinde 400 uL olacak sekilde toplanan supernatantlar (~400
mg) 1:1 oraninda PBS tamponu ile seyreltilip ELISA protokollerine ge¢ilmistir:

1. ELISA Standartlarimin Seyreltilmesi:

ATF6

ATF6’ya ait ELISA i¢in 96 kuyucuklu plakada her bir standart igin tiger tekrarli
olmak tizere toplamda 21 kuyucuk ayarlanmistir. Ayrica, standart igermeyen kor i¢in de
ticer tekrarli olmak iizere toplamda 3 kuyucuk bos birakilmistir. Kitten ¢ikan standardin
icine yine kitten ¢ikan standart seyreltici soliisyondan 1 mL eklenerek konsantrasyonun 20
ng/mL olmasi1 saglanmistir. Daha sonra, steril 6 mikrosantrifiij tiipiiniin igine standart
seyreltici soliisyondan 500 pL eklenmistir. Hemen ardindan, 20 ng/mL olarak hazirlanan
ana stoktan 500 pL alinarak steril 6 mikrosantrifiij tiipiiniin ilkine ilave edilmistir.
Sonrasinda, ilave edilen bu ilk mikrosantrifiij tlipiinden baslayarak sirasiyla bir onceki
mikrosantrifiij tiipiinden 500 pL alinip sonraki mikrosantrifiij tlipine ilave edilerek
standartlarin seri seyreltmesi yapilmistir. Standartlar mikrosantrifiij tiiplerinde seri olarak
seyreltilip ayr1 ayr1 hazirlandiktan sonra, tiim standart kuyucuklarina toplam hacim 100 pL
olarak yiiklenmistir. Standartlara ait son konsantrasyonlar sirasiyla 20 ng/mL, 10 ng/mL, 5
ng/mL, 2.5 ng/mL, 1.25 ng/mL, 0.63 ng/mL ve 0.31 ng/mL'dir.

CHOP
CHOP’a ait ELISA igin 96 kuyucuklu plakada her bir standart icin iiger tekrarli

olmak iizere toplamda 21 kuyucuk ayarlanmistir. Ayrica, standart icermeyen kor i¢in de
ticer tekrarli olmak {izere toplamda 3 kuyucuk bos birakilmistir. Kitten ¢ikan standardin
icine yine kitten ¢ikan standart seyreltici solisyondan 1 mL eklenerek konsantrasyonun 20

ng/mL olmasi saglanmistir. Daha sonra, steril 6 mikrosantrifiij tlipliniin i¢ine standart
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seyreltici soliisyondan 500 pL eklenmistir. Hemen ardindan, 20 ng/mL olarak hazirlanan
ana stoktan 500 pL alinarak steril 6 mikrosantrifiij tiipiiniin ilkine ilave edilmistir.
Sonrasinda, ilave edilen bu ilk mikrosantrifiij tliplinden baglayarak sirastyla bir onceki
mikrosantrifiij tliplinden 500 pL almip sonraki mikrosantrifiij tiiptine ilave edilerek
standartlarin seri seyreltmesi yapilmistir. Standartlar mikrosantrifiij tiiplerinde seri olarak
seyreltilip ayr1 ayr1 hazirlandiktan sonra, tiim standart kuyucuklarina toplam hacim 100 pL
olarak yiiklenmistir. Standartlara ait son konsantrasyonlar sirasiyla 20 ng/mL, 10 ng/mL, 5

ng/mL, 2.5 ng/mL, 1.25 ng/mL, 0.625 ng/mL ve 0.312 ng/mL'dir.

XBP1

XBP1’e ait ELISA i¢in 96 kuyucuklu plakada her bir standart i¢in iicer tekrarl
olmak iizere toplamda 21 kuyucuk ayarlanmistir. Ayrica, standart icermeyen kor i¢in de
ticer tekrarli olmak tizere toplamda 3 kuyucuk bos birakilmistir. Kitten ¢ikan standardin
icine yine kitten ¢ikan standart seyreltici soliisyondan 1 mL eklenerek konsantrasyonun
5000 pg/mL olmasi saglanmistir. Daha sonra, steril 6 mikrosantrifiij tiipiiniin i¢ine standart
seyreltici soliisyondan 500 pL eklenmistir. Hemen ardindan, 20 ng/mL olarak hazirlanan
ana stoktan 500 pL alinarak steril 6 mikrosantrifiij tiipiiniin ilkine ilave edilmistir.
Sonrasinda, ilave edilen bu ilk mikrosantrifiij tliplinden baglayarak sirastyla bir onceki
mikrosantrifiij tiipiinden 500 pL alimip sonraki mikrosantrifiij tlipline ilave edilerek
standartlarin seri seyreltmesi yapilmistir. Standartlar mikrosantrifiij tiiplerinde seri olarak
seyreltilip ayr1 ayr1 hazirlandiktan sonra, tlim standart kuyucuklarina toplam hacim 100 uL
olarak yiiklenmistir. Standartlara ait son konsantrasyonlar sirasiyla 5000 pg/mL, 2500
pg/mL, 1250 pg/mL, 625 pg/mL, 312 pg/mL, 156 pg/mL ve 78.1 pg/mL'dir.

2. Gruplara ait 6rnekler 100 pL olarak kuyucuk duvarina degmeden plakanin dibine

yuklenmistir.

3. Inkiibasyon: Plakamin {izeri yapiskan filmle tamamen kapatildiktan sonra
spektrofotometre (mikroplaka okuyucu), 6nceden ayarlanan Gen5 programi
sayesinde plakay1 i¢ine alip 5 saniye boyunca orbital olarak sallayip iyice
karistirmas1 saglanmigtir. Cihaz i¢indeki ATF6, CHOP ve XBP1 plakalar1 37
°C'de 90 dakika inkiibe edilmistir.
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Plakalarin {izerini kapatmak i¢in kullanilan yapiskan filmler dikkatlice
kaldirilarak atilmistir. Kuyucuklardaki soliisyon aspire edilmistir. Tespit etme
soliisyonu A’dan 100’er pL. olmak iizere tiim kuyucuklara eklenmis ve plakalarin
tizeri yapiskan filmlerle tamamen kapatildiktan sonra plakalar spektrofotometre
tarafindan 5 saniye boyunca orbital olarak sallanip iyice karistirllmistir. Hemen
sonrasinda plakalar, ATF6 ve XBP1 i¢in 1 saat; CHOP i¢in 45 dakika siiresince
37 °C'de inkiibe edilmistir.

. Yikama 1: Plakalarin tizerini kapatmak i¢in kullanilan yapiskan filmler
dikkatlice kaldirilarak atilmistir. Kuyucuklardaki soliisyon aspire edilmistir.
Kitteki yikama soliisyonuyla ATF6 ve XBP1 i¢in 350 pL, CHOP igin 300 pL

olmak tizere plaka iizerindeki her kuyucuk toplamda 3 kez yikanmustir.

Daha sonra, tespit etme soliisyonu B’den 100’er uL olmak iizere tim
kuyucuklara eklenmis ve plakalarin {izeri yapiskan filmlerle tamamen
kapatildiktan sonra plakalar spektrofotometre tarafindan 5 saniye boyunca orbital
olarak sallanip iyice karigtirllmistir. Hemen sonrasinda plakalar, ATF6 ve XBP1
i¢in yarim saat; CHOP i¢in 45 dakika siiresince 37 °C'de inkiibe edilmistir.

. Yikama 2: Plakalarin {izerini kapatmak i¢in kullanilan yapiskan filmler
dikkatlice kaldirilarak atilmistir. Kuyucuklardaki soliisyon aspire edilmistir.
Kitteki yikama soliisyonuyla ATF6 ve XBP1 igin 350 uL, CHOP igin 300 pL

olmak tizere plaka tlizerindeki her kuyucuk toplamda 5 kez yikanmistir.

Renklendirme: Sonrasinda, tiim kuyucuklara 90 pLL TMB substrati ilave
edilmistir. Plakalarin tiizeri yapigkan filmlerle tamamen kapatildiktan sonra
plakalar spektrofotometre tarafindan 5 saniye boyunca orbital olarak sallanip
tyice karistirllmistir. Hemen sonrasinda plakalar, ATF6 ve XBP1 i¢in 15 dakika;
CHOP i¢in 20 dakika siiresince 37 °C'de inkiibe edilmistir. Renklendirme
sirasinda 1giktan kagmilmustir.  Substrat soliisyonunun eklenmesinden sonra

kuyucuklar mavi renkli gérilmiistiir.

Sonlandirma: Reaksiyonu sonlandirmak i¢in her kuyucuga 50 pL durdurma

soliisyonu eklendikten hemen sonra kuyudaki rengin maviden sariya degistigi

gozlenmistir. Plakalar spektrofotometre tarafindan 5 saniye boyunca orbital
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olarak sallanip iyice karistirilmis ve 450 nm'de absorbans degerleri okunmustur.
Kor kontrol kuyularinin 450 nm'deki optik yogunluk degerlerinin ortalamasi

diger kuyucuklardan ¢ikartilarak 6rneklerin net degerleri belirlenmistir.

3.6. Istatistiksel Analizler
Gruplar arasi farklar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Post Hoc LCD testi
(IBM SPSS Statistics Version 24) ile hesaplanmistir (p<0.05).

58



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. MCF-7 Hiicrelerinin MTT Testi Sonuglar:

Hacihaliloglu Giin Kurusu, Hacihaliloglu Kiikiirtlii, Kabaasi Giin Kurusu ve Kabaasi
Kiikiirtlii olmak tizere dort farkli kayisi ¢esidine ait metanol ekstraktlarmin farkl
konsantrasyona sahip ¢6zeltileri MCF-7 hiicreleri ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele
edilmis ve spektrofotometrik olarak absorbanslar1 &lgiilmiistiir. Olgiilen absorbanslar ile
MCF-7 hiicrelerine ait % canlillk ve inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Hiicre

proliferasyonunda meydana gelen degisiklikler MTT testi ile belirlenmistir.

4.1.1. Farkhh Kkayis1 cesitlerine ait ekstraktlar ile muamele edilen MCF-7

hiicrelerinin MTT testi sonuclari
4.1.1.1. Hacihaliloglu Giin Kurusu kayisi ekstraktlarinin MTT testi sonuclari

Hacihaliloglu  Giin  Kurusu  kayisinin metanol  ekstraktlarimin  farkl
konsantrasyonlari ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerine ait %

inhibisyon grafikleri sirastyla Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3’de verilmistir.

Hacihaliloglu Giin Kurusu
(MCF-7)
120

100 -

80 -
60 -
40 - W 24 Saat
o B
50 55 60 65 70 75

Konsantrasyon [(mg/mL)

% inhibsyon

Sekil 4.1 : Farkli konsantrasyonlara sahip Hacihaliloglu Giin Kurusu kayis1 metanol
ekstraktinin 24 saat sonunda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %

inhibisyon degerleri grafigi.
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% inhibisyon

120 4

100 -

| I I I l o
40 45 50 55 60 65

80
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Hacihaliloglu Giin Kurusu
(MCF-7)

Konsantrasyon [mg/mL)

Sekil 4.2 : Farkli konsantrasyonlara sahip Hacihaliloglu Giin Kurusu kayisi

metanol ekstraktinin 48 saat sonunda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana

2 inhibsyon

120 4

100 -~

80 -

60 -

40 -

20 A

getirdigi % inhibisyon degerleri grafigi.

Hacihaliloglu Giin Kurusu

(MCF-7)
-
T
72 S5aat
-
-
T T T T T 1
40 45 50 55 60 65

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.3 : Farkli konsantrasyonlara sahip Hacihaliloglu Giin Kurusu kayisi

metanol ekstraktinin 72 saat sonunda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana

getirdigi % inhibisyon degerleri grafigi.
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Cizelge 4.1 : Hacihaliloglu Giin Kurusu kayisinin metanol ekstraktinin MCF-7 hiicreleri
tizerindeki % Canlilik + Standart Sapma degerleri.

Metanol MCE-7 Uygulama Gruplar1 (mg/mL) ve % Canhlik + Standart
Ekstrakt1 (10,000 Hiicre) Sapma Degerleri
Kons. 50 55 60 65 70 75
24 Saat 82.73 65.12 56.33 30.36 10.75 5.22
+1.43 +7.59 +5.73 +3.64 +3.16 +1.12
Hacihaliloglu Kons. 40 45 50 55 60 65
Giin Kurusu 48 Saat 80.73 | 7630 | 54.98 | 4820 | 2598 | 6.14
+236 | £4.82 +1.69 +1.32 +3.00 +2.43
72 Saat 73.28 65.93 49.41 42.58 20.79 1.55
+2.85 +4.89 +4.21 +2.83 +0.53 +0.46

Metanol ekstraktlarinin 24, 48 ve 72 saat siire boyunca MCF-7 hiicre hattina
uygulanmasi sonucunda elde edilen yiizde canlilik degerleri Cizelge 4.1°de karsilasgtirmali
olarak verilmistir. Hacihaliloglu Gilin Kurusu kayis1 ekstraktlar1 arasinda MCF-7
hiicrelerinde 24 saat sonunda %82.73 degeri ile en yiiksek hiicre canliligi 50 mg/mL
konsantrasyona sahip olan metanol ekstraktina aittir. 48 ve 72 saatler sonundaki en yiiksek
hiicre canlilik degerleri ise sirasiyla %80.73 ve %73.28’lik oranlarla 40 mg/mL

konsantrasyona sahip olan metanol ekstraktina aittir.
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4.1.1.2. Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayis1 ekstraktlarinin MTT testi sonuglar:

Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayisinin metanol ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlari
ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerine ait % inhibisyon

grafikleri sirastyla Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6’da verilmistir.

Hacihaliloglu Kikartla
(MCF-7)

100

60 -
40 1 m 24 Saat
o . .
1] 'j T T T T T
25 50 75 100 125 150

Konsantrasyon [(mg/mL)

% inhibiyon

Sekil 4.4 : Farkli konsantrasyonlara sahip Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayis1 metanol
ekstraktinin 24 saat sonunda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %

inhibisyon degerleri grafigi.

Hacihaliloglu Kikartla
(MCF-7)

= 50 -
£a0 -
2
= 30 -
= B 48 Saat
® 2p -

10 -

O L T T T T T

50 55 60 65 70 75

Konsantrasyon (mg/mlL)

Sekil 4.5 : Farkli konsantrasyonlara sahip Hacihaliloglu Kiikiirtli kayist metanol
ekstraktinin 48 saat sonunda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %

inhibisyon degerleri grafigi.

62



Hacihaliloglu Kikartla
(MCF-7)

30 - 72 5aat

% inhibsyon

50 55 60 65 70 75

Konsantrasyon [mg/mL)

Sekil 4.6 : Farkli konsantrasyonlara sahip Hacihaliloglu Kiikdirtlii kayis1 metanol
ekstraktinin 72 saat sonunda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %

inhibisyon degerleri grafigi.

Cizelge 4.2 : Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayisinin metanol ekstraktinin MCF-7 hiicreleri
tizerindeki % Canlilik + Standart Sapma degerleri.

Metanol MCE-7 Uygulama Gruplari (mg/mL) ve % Canlilik + Standart
Ekstrakt1 (10,000 Hiicre) Sapma Degerleri

Kons. 25 50 75 100 125 150
24 Saat 87.38 73.77 70.23 45.56 31.41 18.74
+ 4.37 +333 | £397 | £1.91 +3.68 | £7.13

Hacthaliloglu Kons. 50 55 60 65 70 75
Kiikirtli 48 Saat 66.81 64.32 60.89 49.54 44.13 40.18
+1.76 +263 | £1.30 | £3.32 +245 | £1.44

72 Saat 63.89 60.65 50.96 39.05 32.58 24.72
+1.84 +0.70 | £2.02 | +2.15 +2.74 | £4.13

Metanol ekstraktlarinin 24, 48 ve 72 saat siire boyunca MCF-7 hiicre hattina
uygulanmas1 sonucunda elde edilen yilizde canlilik degerleri Cizelge 4.2°de karsilagtirmali
olarak verilmistir. Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayis1 ekstraktlar: arasinda MCF-7 hiicrelerinde
24 saat sonunda %87.38 degeri ile en yiiksek hiicre canliligi 25 mg/mL konsantrasyona
sahip olan metanol ekstraktina aittir. 48 ve 72 saatler sonundaki en yiiksek hiicre canlilik
degerleri ise sirasiyla %66.81 ve %63.89’luk oranlarla 50 mg/mL konsantrasyona sahip

olan metanol ekstraktina aittir.
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4.1.1.3. Kabaasi Giin Kurusu kayis1 ekstraktlarimin MTT testi sonuclari
Kabaag1 Giin Kurusu kayisinin metanol ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlari ile
24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerine ait % inhibisyon grafikleri

strastyla Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9°da verilmistir.

Kabaasi Giin Kurusu
(MCF-7)

120 4

100 -

B_O -
40 - m 24 Saat
20 -
O — T T T T T
55 60 65 70 75 80

Konsantrasyon (mg/mL)

2% inhibiyon
4

Sekil 4.7 : Farkli konsantrasyonlara sahip Kabaagi Giin Kurusu kayisi metanol ekstraktinin
24 saat sonunda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi % inhibisyon

degerleri grafigi.
Kabaasi Giin Kurusu

(MCF-7)

100

60 -
40 m 48 Saat
. J
u L T T T T T
a0 a5 50 55 60 65

Konsantrasyon (mg/mL)

% inhibsyon

Sekil 4.8 : Farkli konsantrasyonlara sahip Kabaasi Giin Kurusu kayis1 metanol ekstraktinin
48 saat sonunda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi % inhibisyon

degerleri grafigi.
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Sekil 4.9 : Farkli konsantrasyonlara sahip Kabaasi Giin Kurusu kayisi metanol ekstraktinin

72 saat sonunda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi % inhibisyon

degerleri grafigi.

Cizelge 4.3 : Kabaas1 Giin Kurusu kayisinin metanol ekstraktinin MCF-7 hiicreleri
iizerindeki % Canlilik + Standart Sapma degerleri.

Metanol MCEF-7 Uygulama Gruplari (mg/mL) ve % Canllik + Standart
Ekstrakti (10,000 Hiicre) Sapma Degerleri
Kons. 55 60 65 70 75 80
24 Saat 56.24 42.19 30.44 15.09 8.35 5.35
+4.72 + 4,98 + 2.56 +2.04 +0.72 +0.97
Kabaasi Kons. 40 45 50 55 60 65
Giin Kurusu 48 Saat 65.42 58.52 50.37 34.60 23.19 15.46
+2.29 + 3.46 +5.73 +7.41 +8.14 + 1.68
72 Saat 57.94 52.79 45.92 26.55 10.45 7.78
+4.09 + 3.06 + 2.83 + 8.08 +4.89 +0.69

Metanol ekstraktlarinin 24, 48 ve 72 saat slire boyunca MCF-7 hiicre hattina

uygulanmasi sonucunda elde edilen ylizde canlilik degerleri Cizelge 4.3’ de karsilastirmali

olarak verilmistir. Kabaasi1 Giin Kurusu kayis1 ekstraktlar1 arasinda MCF-7 hiicrelerinde 24

saat sonunda %56.24 degeri ile en yiiksek hiicre canlilig1 55 mg/mL konsantrasyona sahip

olan metanol ekstraktina aittir. 48 ve 72 saatler sonundaki en yiiksek hiicre canlilik

degerleri ise sirasiyla %65.42 ve %57.94°lik oranlarla 40 mg/mL konsantrasyona sahip

olan metanol ekstraktina aittir.
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4.1.1.4. Kabaas: Kiikiirtlii kayis1 ekstraktlarimin MTT testi sonuclar

Kabaag1 Kiikiirtlii kayisinin metanol ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlari ile 24,
48 ve 72 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerine ait % inhibisyon grafikleri
strastyla Sekil 4.10, 4.11 ve 4.12°de verilmistir.

Kabaasi Kikiirtli
(MCF-7)

70 A

60 -
50 -
30 m 24 S5aat
20 -
10 -
o - T T T T T
100 105 110 115 120 125

Konsantrasyon [(mg/mL)

% inhibsyon
8

Sekil 4.10 : Farkli konsantrasyonlara sahip Kabaasi Kiikiirtlii kayis1 metanol ekstraktinin
24 saat sonunda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi % inhibisyon

degerleri grafigi.

Kabaasi Kiikiirtli
(MCF-7)

] I I I I l o
L T T T T T
50 55 60 65 70 75

Konsantrasyon [mg/mL)

% Inhibisyon
o6 B8888838

Sekil 4.11 : Farkli konsantrasyonlara sahip Kabaasi Kiikiirtlii kayis1 metanol ekstraktinin
48 saat sonunda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi % inhibisyon

degerleri grafigi.
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Kabaasi Kiikurtli
(MCF-7)

72 S5aat

2 inhibsyon
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50 55 60 65 70 75

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.12 : Farkli konsantrasyonlara sahip Kabaasi Kiikiirtlii kayis1 metanol ekstraktinin
72 saat sonunda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi % inhibisyon

degerleri grafigi.

Cizelge 4.4 : Kabaas: Kiikiirtlii kayisinin metanol ekstraktinin MCF-7 hiicreleri lizerindeki
% Canlilik + Standart Sapma degerleri.

Metanol MCE-7 Uygulama Gruplar1 (mg/mL) ve % Canhlik £+ Standart
Ekstrakti (10,000 Hiicre) Sapma Degerleri
Kons. 100 105 110 115 120 125
24 Saat 61.47 55.21 50.16 39.67 36.51 30.86
+ 3.07 + 1.55 +1.31 +4.79 +6.09 +3.15
Kabaas1 Kons. 50 55 60 65 70 75
Kiikdirtli 48 Saat 5590 | 51.82 | 49.30 | 4574 | 4044 | 35.54
+2.24 +2.49 +1.28 +2.98 +4.20 +2.30
72 Saat 52.43 48.97 44.88 39.94 32.22 21.96
+2.69 +2.78 +2.63 +3.72 +5.04 + 5.66

Metanol ekstraktlarinin 24, 48 ve 72 saat siire boyunca MCF-7 hiicre hattina
uygulanmasi sonucunda elde edilen yiizde canlilik degerleri Cizelge 4.4°de karsilagtirmali
olarak verilmistir. Kabaas1 Kiikiirtlii kayisi1 ekstraktlar1 arasinda MCF-7 hiicrelerinde 24
saat sonunda %61.47 degeri ile en yiiksek hiicre canliligi 100 mg/mL konsantrasyona sahip
olan metanol ekstraktina aittir. 48 ve 72 saatler sonundaki en yiiksek hiicre canlilik
degerleri ise sirasiyla %55.90 ve %52.43’liik oranlarla 50 mg/mL konsantrasyona sahip

olan metanol ekstraktina aittir.
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4.1.2 Farkh Kkayis1 cesitlerine ait ekstraktlarn MCF-7 hiicrelerindeki 1Cs
degerlerinin belirlenmesi

Hacihaliloglu Giin Kurusu, Hacihaliloglu Kiikiirtlii, Kabaas1 Giin Kurusu ve
Kabaas1 Kiikiirtlii kayis1 ¢esitlerinin Cizelge 4.5°deki 1Csp degerlerine bakildiginda
Kabaasi Giin Kurusu kayist metanol ekstrakti 24 saat sonunda 56.32 mg/mL, 48 saat
sonunda 48.38 mg/mL ve 72 saat sonunda 45.26 mg/mL olmak iizere en iyi ICs

degerlerine sahiptir.

Cizelge 4.5 : Kayisi ¢esitlerinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki ICso degerleri.

MCF-7 Metanol Ekstrakth Uygulama Gruplarmin ICs
(10,000 Hiicre) Degerleri (mg/mL)
24 Saat 48 Saat 72 Saat
Hacihaliloglu Giin Kurusu 60.16 52.08 49.79
Hacihaliloglu Kiikiirtlii 95.47 66.18 59.69
Kabaas1 Giin Kurusu 56.32 48.38 45.26
Kabaasi Kiikiirtlii 108.99 58.06 54.13

Farkli Kayisi Tirlerinin MCF-7 Hiicre Hatti
Uzerindeki IC;, Degerleri (mg/mL)
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Sekil 4.13 : Farkli kayisi tiirlerinin MCF-7 hiicreleri lizerine 24, 48 ve 72 saat boyunca

uygulanmasiyla elde edilen ICsp degerleri grafigi.

Farkl1 kayisi tiirlerinin MCF-7 (insan meme kanseri hiicre hatt1) hiicreleri tizerinde
elde edilen veriler 1s183inda ICso degerleri Sekil 4.13°ten de anlasilabilecegi gibi,
Hacihaliloglu Giin Kurusu, Hacihaliloglu Kiikiirtlii, Kabaasi Giin Kurusu ve Kabaasi
Kiikiirtlii kayis1 gesitlerinin metanol ekstraksiyonlari sirasiyla 24 saat igin 60.16, 95.47,
56.32 ve 108.99 mg/mL, 48 saat i¢in 52.08, 66.18, 48.38 ve 58.06 mg/mL, 72 saat iginse
49.79, 59.69, 45.26 ve 54.13 mg/mL 1Csy degerlerine sahiptir. Her iki kayisi tiirii igin de
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kiikiirtlenmis kayisilarin giin kurusu kayisilara gore 24 saatin sonunda ICsy degerleri daha
yiiksektir. 1Csg degerleri agisindan dalgalanma kiikiirtlenmis kayisilarda giin kurusu
kayisilara gore fazladir. Giin kurusu kayisilarda ise antikanser ozellik bakimindan
kiikiirtlenmis kayisilara kiyasla zamanla g¢ok biiyiik bir degisim goézlemlenmemistir.
Ayrica, ICsp degerleri acgisindan 24, 48 ve 72 saatlik MCF-7 hiicre goriintiilerine Sekil
4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da gosterilmistir.
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Sekil 4.14 : Kontrol gruplar1 ve farkli kayis1 metanol ekstraktlari ile 24 saat boyunca
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin invert mikroskop goriintiileri. (100X biyiitmeye ait

gortintiilerdeki bar 200 um, 200X biiyiitmeye ait goriintiilerdeki bar 100 um’dir.)
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Sekil 4.15 : Kontrol gruplar1 ve farkli kayisi metanol ekstraktlari ile 48 saat boyunca
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin invert mikroskop goriintiileri. (100X biyiitmeye ait

gortintiilerdeki bar 200 um, 200X biiyiitmeye ait goriintiilerdeki bar 100 um’dir.)
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Sekil 4.16 : Kontrol gruplar1 ve farkli kayisi metanol ekstraktlari ile 72 saat boyunca
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin invert mikroskop goriintiileri. (100X biyiitmeye ait

gortintiilerdeki bar 200 um, 200X biiyiitmeye ait goriintiilerdeki bar 100 um’dir.)
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4.2. MCF-7 Hiicrelerinin AT/EB Boyama Sonuglari

Hacihaliloglu Giin Kurusu, Hacihaliloglu Kiikiirtlii, Kabaasi Gilin Kurusu ve
Kabaag1 Kiikiirtlii ¢esitlerinin metanol ekstraktlarina ait 1Cso degerleriyle belirlenen
konsantrasyonlar1 24, 48 ve 72 saat boyunca MCF-7 hiicrelerine uygulanip akridin
turuncusu ve etidyum bromiir ile boyanarak floresans fotograflari ¢ekilmistir. Goriintiilere
Sekil 4.17, 4.18 ve 4.19°dan ulasilabilir. Floresans goriintiiler incelendiginde, hiicre
morfolojisi agisindan saglikli hiicreler agik yesil ve koyu yesil renklerde goriilmelerine
ragmen erken apoptotik hiicreler sari, acik kahverengi renklerde; ge¢ apototik hiicreler ise

koyu kahverengi ve kirmizi renklerde goriilmektedir.

73



24 Saat

-
% - “‘l- .
" ) » &3':
-

.

-~
e el
e
. , <9 o

i ‘ -~
HacihalilogluwKikirtla (100X)
- e

Yo
Tt

-
-~

»
&~

~

. <’
A ~ &

Kabaasi Giin Kurusw (100)2)

Kabaasi Kiikiirtlis(100X). Kabaasi Kiikiirtlti (200X)

Sekil 4.17 : Kontrol gruplari ve farkli kayisi metanol ekstraktlari ile 24 saat boyunca
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin floresans boyama goriintiileri. (100X biiyiitmeye ait

goriintiilerdeki bar 200 um, 200X biiyiitmeye ait goriintiilerdeki bar 100 um’dir.)
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Sekil 4.18 : Kontrol gruplar1 ve farkli kayis1 metanol ekstraktlari ile 48 saat boyunca
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin floresans boyama goriintiileri. (100X biiyiitmeye ait

gortintiilerdeki bar 200 um, 200X biiyiitmeye ait goriintiilerdeki bar 100 um’dir.)
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Sekil 4.19 : Kontrol gruplari ve farkli kayis1 metanol ekstraktlari ile 72 saat boyunca
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin floresans boyama goriintiileri. (100X biiyiitmeye ait

gortintiilerdeki bar 200 um, 200X biiyiitmeye ait goriintiilerdeki bar 100 um’dir.)
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Calismamizin bundan sonraki asamasinda endoplazmik retikulum stresi indiikleyici
ajan olarak hiicre kiiltlirlinde kullanacagimiz thapsigargin i¢in 1 pM olmak tizere MCF-7
hiicreleri iizerinde uygulanarak, hiicrelere ait morfolojik degisikliklerin gézlemlenmesi
amaciyla hiicrelerin invert mikroskop resimleri ¢ekilmistir (Sekil 4.20). Bunun yaninda,
Akridin turuncusu (AT)/Etidyum bromiir (EB) boyamasi yapilarak da hiicrelerin

morfolojik sagliklari floresans mikroskop yardimiyla gozlemlenmistir (Sekil 4.21).

TShaps gargiﬁ le (zooxrr

Sékll 4‘20 ' Thap3|garg|n |Ie 24 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin invert

mikroskop goriintiileri. (100X bilylitmeye ait goriintiilerdeki bar 200 um, 200X biiyiitmeye
ait gortintiilerdeki bar 100 pm’dir.)
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MCF-7 (+) Kontrof (ZOOX)

)

ThapSIgargln 1uM (200X)

Sek114 21 Thaplgargln ile 24 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin

floresans boyama goriintiileri. (100X biiyiitmeye ait gortintiilerdeki bar 200 um, 200X
biiylitmeye ait gortintiilerdeki bar 100 pm’dir.)

Bir sonraki asamada, endoplazmik retikulum stresi indiikleyici ajan olarak hiicre
kiiltiiriinde kullanacagimiz 1 uM thapsigargin ile birlikte Hacihaliloglu Giin Kurusu,
Hacihaliloglu Kiikiirtlii, Kabaasi Giin Kurusu ve Kabaas1 Kiikiirtlii kayis1 ¢esitlerinin
metanol ekstraktlarinin 1Csp konsantrasyon degerleri MCF-7 hiicreleri iizerinde 24 saat
denenerek hiicrelere ait morfolojik degisikliklerin gdzlemlenmesi amaciyla hiicrelerin

invert mikroskop resimleri ¢ekilmistir (Sekil 4.22). Bunun yaninda, Akridin turuncusu
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(AT)/Etidyum bromiir (EB) boyamasi yapilarak da hiicrelerin sagliklar1 floresans
mikroskop yardimiyla gézlenmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.22 : Thapsigargin ve farkli kayisilarin ICso degerlerinin birlikte 24 saat boyunca
uygulanmasiyla MCF-7 hiicrelerinin invert mikroskop goriintiileri. (100X biiyiitmeye ait

gortintiilerdeki bar 200 um, 200X biiyiitmeye ait goriintiilerdeki bar 100 um’dir.)
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Sekil 4.23 : Thapsigarginin ve farkli kayisilarin ICsg degerlerinin birlikte 24 saat boyunca

uygulanmasiyla MCF-7 hiicrelerinin floresans boyama goriintiileri. (100X biiyiitmeye ait

goriintiilerdeki bar 200 um, 200X biiyiitmeye ait goriintiilerdeki bar 100 um’dir.)




4.3. Farkh Kayis1 Metanol Ekstraktlarinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Hiicre Gocii

Deneyi Sonuglari

Tez ¢alismamizin bu asamasinda, 6nceden belirlenen Hacihaliloglu Giin Kurusu,
Hacihaliloglu Kiikiirtlii, Kabaasi Giin Kurusu ve Kabaagi Kiikiirtlii kayisi gesitlerinin
metanol ekstraktlarinin ICsy konsantrasyon degerlerinin yaninda endoplazmik retikulum
stresi indiikleyici ajan olarak kullandigimiz 1 uM Thapsigarginle muamele edilen MCF-7
hiicrelerinin go¢ durumlar1 yara iyilesme testi (Wound Healing Assay) yapilarak

belirlenmistir. MCF-7 deney gruplar1 Cizelge 4.6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.6 : MCF-7 Deney Gruplart.

No Gruplar Kayis1 ICso (mg/mL) | Thapsigargin (1 pM)
1 |MCF-7 Kontrol - -
2 | MCF-7 + Hacihaliloglu Giin Kurusu + -
3 | MCF-7 + Hacihaliloglu Kiikiirtlii + -
4 | MCF-7 + Kabaas1 Giin Kurusu + -
5 | MCF-7 + Kabaas1 Kiikiirtlii + -
6 |MCF-7 + Hacihaliloglu Giin Kurusu + +
7 | MCF-7 + Hacihaliloglu Kiikiirtlii + +
8 | MCF-7 + Kabaasi Giin Kurusu S T
9 | MCF-7 + Kabaas1 Kiikiirtlii + +

Calismamizda hiicre gocli testi, MTT test sonuglarimizdan elde edilen farkli kayisi
cesitlerinin 24 saatlik 1Csy degerlerine ait konsantrasyonlarla gercgeklestirilmistir. Bu
orneklerle 24 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin, baslangigta agilan
yariklarinin durumu (kapanip - kapanmadiklar) 0. ve 24. saatlerde invert mikroskopla

incelenerek fotograflari ¢ekilmis ve ImageJ programi kullanilarak analizleri yapilmistir.
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4.3.1. Hacihaliloglu giin kurusu kayisi ekstraktlarmin MCF-7 hiicreleri iizerindeki

hiicre gocii deneyi sonucu

MCF-7 Thapsigargin (1 pM)

+
Hacihaliloglu Giin Kurusu (ICso = 60.16 mg/mL)

Kontrol Hacihaliloglu Giin Kurusu (ICso = 60.16 mg/mL)

0. Saat

Sekil 4.24 : Kontrol grubu, sadece Hacihaliloglu Giin Kurusu ve Thapsigargin eklenmis
Hacihaliloglu Giin Kurusu kayisi ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 0. ve 24.

saatlerdeki hiicre gocili deneyi goriintiileri.

Hacihaliloglu Giin Kurusu metanol ekstraktinin 1Csy degeri olan 60.16 mg/mL
konsantrasyonu ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 0. ve 24. saatlerdeki invert
mikroskop fotograflar1 Sekil 4.24’te verilmistir. MCF-7 hiicreleri kayis1 gesitlerinden
Hacihaliloglu Giin Kurusu metanol ekstraktinin 24 saatlik 1Cso degeri olan 60.16 mg/mL
konsantrasyona sahip ¢0zeltisinin yaninda ayrica 1 puM Thapsigargin ile muamele
edilmistir. Sonug olarak, 0. ve 24. saatlerdeki yarik araliklarina ait grafik Sekil 4.25’de
verilmistir.

MCEF-7 hiicrelerine ait Kontrol grubunun yarik aralig1 0. saatte 639.92 pm iken 24.
saatte yarik araligi hiicrelerin ¢ogalmasi ile kapanarak 491.10 pum olarak Olgiilmiistiir.
Hacihaliloglu Giin Kurusu kayisi ile muamele edilen hiicrelerde ise yarik araligi
baslangigta 710.03 um iken 24. saat sonunda hiicrelerin ¢ogalmasiyla yarik araligi
kapanarak 693.26 pum’ye ulagmistir. Ayrica, 521.48 pum olan 0. saatteki yarik araligi
Thapsigarginin ortama eklenmesiyle 511.52 pm’ye gerilemistir. Kontrol grubunun yarik
araligimin hiicre gogli sonucunda 24. saatte %23.26 azaldigi, 60.16 mg/mL konsantrasyona

sahip Hacihaliloglu Giin Kurusu kayist metanol ekstrakti ile muamele edilen MCF-7
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hiicrelerin yarik aralifinin ise %?2.36 kapandig: tespit edilmistir. Buna ek olarak, 1 uM

Thapsigargin uygulanmis durumda ise hiicre gogilinde %1.91 azalma saptanmigtir.

MCF-7 [ Hiicre Gocli Deneyi

sEEs

W24 Saat
B 0. Saat

Yarik Arahg (pm)
g 8

2 g

=
1

Kontrol (MCF-7) Hacihaliloglu Giin Hacihaliloglu Giin
Kurusu Kurusu +

Thapsigargin

Sekil 4.25 : Kontrol grubu, sadece Hacihaliloglu Giin Kurusu ve Thapsigargin eklenmis
Hacihaliloglu Giin Kurusu kayisi ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 0. ve 24.

saatlerdeki hiicre go¢ii deneyinden elde edilen yarik aralig1 grafigi.

4.3.2. Hacihaliloglu Kkiikiirtlii kayis1 ekstraktlarnmin MCF-7 hiicreleri iizerindeki
hiicre gocii deneyi sonucu

MCF-7 Thapsigargin (1 uM)

+
Kontrol Hacihaliloglu Kiikiirtlii (ICso = 95.47 mg/mL)

o

639.92 um ArEsTy R .26 fod Hor s 686.68 um

0. Saat +2.89

Sekil 4.26 : Kontrol grubu, sadece Hacihaliloglu Kiikiirtlii ve Thapsigargin eklenmis
Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayisi ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 0. ve 24. saatlerdeki

hiicre gocli deneyi goriintiileri.
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Hacihaliloglu Kiikiirtlii metanol ekstraktinin 1Csp degeri olan  95.47 mg/mL
konsantrasyonu ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 0. ve 24. saatlerdeki invert
mikroskop fotograflar1 Sekil 4.26’da verilmistir. MCF-7 hiicreleri kayisi gesitlerinden
Hacihaliloglu Kiikiirtlii metanol ekstraktinin 24 saatlik 1Cso degeri olan 95.47 mg/mL
konsantrasyona sahip ¢Ozeltisinin yaninda ayrica 1 puM Thapsigargin ile muamele
edilmistir. Sonug olarak, 0. ve 24. saatlerdeki yarik araliklarina ait grafik Sekil 4.27°de
verilmistir.

MCEF-7 hiicrelerine ait Kontrol grubunun yarik araligi 0. saatte 639.92 pm iken 24.
saatte yarik araligi hiicrelerin ¢ogalmasi ile kapanarak 491.10 pum olarak Olgiilmiistiir.
Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayisi1 ile muamele edilen hiicrelerde ise yarik araligi baslangigta
327.26 pm iken 24. saat sonunda hiicrelerin ¢ogalmasiyla yarik araligi kapanarak 318.08
pm’ye ulagmistir. Ayrica, 686.68 um olan 0. saatteki yarik araligi Thapsigarginin ortama
eklenmesiyle 799.24 um’ye tirmanmistir. Kontrol grubunun yarik araliginin hiicre gogi
sonucunda 24. saatte %23.26 azaldigi, 95.47 mg/mL konsantrasyona sahip Hacihaliloglu
Kikiirtli kayis1 metanol ekstrakti ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerin yarik araliginin ise
%2.80 kapandigi tespit edilmistir. Buna zit olarak, 1 puM Thapsigargin uygulanmis
durumda ise yarik araliginda %16.39 artis saptanmustir.

MCF-7 / Hiicre Gocgli Deneyi
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Kontrol (MCF-7) Hacihaliloglu Hacihaliloglu
Kiikiirtlii Kiikiirtd +
Thapsigargin
Sekil 4.27 : Kontrol grubu, sadece Hacihaliloglu Kiikiirtlii ve Thapsigargin eklenmis
Hacrihaliloglu Kiikiirtlii kayisi ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 0. ve 24. saatlerdeki

hiicre gocii deneyinden elde edilen yarik aralig1 grafigi.
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4.3.3. Kabaas1 giin kurusu kayisi ekstraktlarinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki hiicre

gocii deneyi sonucu

MCF-7 Thapsigargin (1 pM)

+
Kontrol n Kurusu (ICso =56.32 mg/mL)

704.76 pm
0. Saat ¥

24, Saat

Sekil 4.28 : Kontrol grubu, sadece Kabaas1 Giin Kurusu ve Thapsigargin eklenmis Kabaasi
Gilin Kurusu kayisi ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 0. ve 24. saatlerdeki hiicre

go¢ill deneyi goriintiileri.

Kabaasi Giin Kurusu metanol ekstraktinin 1Csp degeri olan  56.32 mg/mL
konsantrasyonu ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 0. ve 24. saatlerdeki invert
mikroskop fotograflar1 Sekil 4.28’de verilmistir. MCF-7 hiicreleri kayisi gesitlerinden
Kabaas1 Giin Kurusu metanol ekstraktinin 24 saatlik ICsp degeri olan 56.32 mg/mL
konsantrasyona sahip ¢0zeltisinin yaninda ayrica 1 puM Thapsigargin ile muamele
edilmistir. Sonug olarak, 0. ve 24. saatlerdeki yarik araliklarina ait grafik Sekil 4.29°da
verilmistir.

MCEF-7 hiicrelerine ait Kontrol grubunun yarik aralig1 0. saatte 639.92 pm iken 24.
saatte yarik araligi hiicrelerin ¢ogalmasi ile kapanarak 491.10 pum olarak oOlgiilmiistiir.
Kabaas1 Gilin Kurusu kayist ile muamele edilen hiicrelerde ise yarik araligi baslangicta
704.76 um iken 24. saat sonunda yarik aralig1 agilarak 740.11 pm’ye ulasmistir. Ayrica,
590.89 um olan 0. saatteki yarik araligi Thapsigarginin ortama eklenmesiyle 534.15 um’ye
gerilemistir. Kontrol grubunun yarik araliginin hiicre gocii sonucunda 24. saatte %23.26
azaldigi, 56.32 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaasi Giin Kurusu kayis1 metanol ekstrakti

ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerin yarik araliginin ise %5.02 agildigi tespit edilmistir.
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Buna zit olarak, 1 uM Thapsigargin uygulanmis durumda ise yarik araliginda %9.60
kapanma saptanmustir.

MCF-7 / Hiicre Gécii Deneyi
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Sekil 4.29 : Kontrol grubu, sadece Kabaasi Giin Kurusu ve Thapsigargin eklenmis Kabaast
Giin Kurusu kayisi ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 0. ve 24. saatlerdeki hiicre

gb¢ll deneyinden elde edilen yarik araligi grafigi.

4.3.4. Kabaas1 Kkiikiirtlii kayis1 ekstraktlarimin MCF-7 hiicreleri iizerindeki hiicre

gocii deneyi sonucu

MCF-7 Thapsigargin (1 pM)

+
Kontrol Kabaasi Kiikiirtlii (ICso = 108.99 mg/mL) Kabaasi Kiikdirtlii (ICso = 108.99 mg/mL)

f 3

0. Saat

24.5aat

Sekil 4.30 : Kontrol grubu, sadece Kabaas1 Kiikiirtlii ve Thapsigargin eklenmis Kabaasi
Kiikiirtlii kayis1 ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 0. ve 24. saatlerdeki hiicre gocii
deneyi goriintiileri.
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Kabaag1 Kiikiirtlii metanol ekstraktinin 1Csp degeri olan ~ 108.99 mg/mL
konsantrasyonu ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 0. ve 24. saatlerdeki invert
mikroskop fotograflar1 Sekil 4.30°da verilmistir. MCF-7 hiicreleri kayisi gesitlerinden
Kabaas1 Kikiirtlii metanol ekstraktinin 24 saatlik ICso degeri olan 108.99 mg/mL
konsantrasyona sahip ¢Ozeltisinin yaninda ayrica 1 pM Thapsigargin ile muamele
edilmistir. Sonug olarak, 0. ve 24. saatlerdeki yarik araliklarina ait grafik Sekil 4.31°de
verilmistir.

MCEF-7 hiicrelerine ait Kontrol grubunun yarik araligi 0. saatte 639.92 pm iken 24.
saatte yarik araligi hiicrelerin ¢ogalmasi ile kapanarak 491.10 pum olarak Olgiilmiistiir.
Kabaag1 Kiikiirtlii kayisi ile muamele edilen hiicrelerde ise yarik araligi baslangicta 498.87
um iken 24. saat sonunda yarik araligi agilarak 534.99 um’ye ulagmistir. Ayrica, 360.31
pum olan 0. saatteki yarik aralifi Thapsigarginin ortama eklenmesiyle 398.61 pum’ye
¢ikmistir. Kontrol grubunun yarik araligimin hiicre gocii sonucunda 24. saatte %23.26
azaldigi, 108.99 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaasi Kiikiirtlii kayis1 metanol ekstrakti
ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerin yarik araliginin ise %7.24 agildig1 tespit edilmistir.
Buna ek olarak, 1 pM Thapsigargin uygulanmig durumda ise yarik araliginda %10.63

genisleme saptanmistir.

MCF-7 / Hiicre Gégii Deneyi
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Sekil 4.31 : Kontrol grubu, sadece Kabaag1 Kiikiirtlii ve Thapsigargin eklenmis Kabaasi
Kiikdirtli kayist ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 0. ve 24. saatlerdeki hiicre gocti

deneyinden elde edilen yarik aralig1 grafigi.
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Farkli kayis1 metanol ekstraktlarinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki yarik araligi ve
hiicre gocii yiizdelerini gdsteren hiicre gocii deneyi sonuglarina Cizelge 4.7’den ulasilabilir.
Ayrica, kontrol grubu, farkli kayisi g¢esitlerinin metanol ekstraktlart ve Thapsigargin
eklenmis farkli kayisi ¢esitleriyle muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 24 saat sonundaki

hiicre gocii yiizdesi grafigi Sekil 4.32°de goriilmektedir.

Cizelge 4.7 : Farkli Kayis1 Metanol Ekstraktlarinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Hiicre Gogii
Deneyi Sonuglari.

Gruplar Zaman | Yarik Arahgi (um) | Hiicre Gogii
(Saat) | + Standart Sapma (%)
Kontrol (MCF-7) 0 639.92 + 2.44 0
Kontrol (MCF-7) 24 491.10 £ 10.66 23.26
Hacihaliloglu Giin Kurusu 0 710.03 £ 4.77 0
Hacihaliloglu Giin Kurusu 24 693.26+ 6.61 2.36
Hacihaliloglu Giin Kurusu + Thapsigargin 0 52148 £ 4.21 0
Hacihaliloglu Giin Kurusu + Thapsigargin 24 511.52+ 1.60 1.91
Hacihaliloglu Kiikiirtlii 0 32726+ 4.02 0
Hacihaliloglu Kiikiirtlii 24 318.08 £ 1.54 2.80
Hacihaliloglu Kiikiirtlii + Thapsigargin 0 686.68 = 2.89 0
Hacihaliloglu Kiikiirtlii + Thapsigargin 24 799.24 +11.42 -16.39
Kabaagi Giin Kurusu 0 704.76 £ 5.86 0
Kabaas1 Giin Kurusu 24 740.11 £11.74 -5.02
Kabaasi Giin Kurusu + Thapsigargin 0 590.89 £ 5.05 0
Kabaas1 Giin Kurusu + Thapsigargin 24 534.15+ 5.81 9.60
Kabaas Kiikiirtlii 0 498.87+ 3.75 0
Kabaag1 Kiikiirtlii 24 534.99 + 9.28 -7.24
Kabaasi Kiikiirtlii + Thapsigargin 0 360.31 £ 3.30 0
Kabaasg1 Kiikiirtlii + Thapsigargin 24 398.61 +10.34 -10.63
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BETEI Kabaagi Kikiirtli + Thapsigargin
Kabaasi Giin Kurusu + Thapsigargin INENENEN
I TEEE  Hacihaliloglu Kiikiirtlii + Thapsigargin
Hacihaliloglu Giin Kurusu + Thapsigargin T
Kabaasi Kiikiirtlii
EXF Kabaasi Giin Kurusu
Hacihaliloglu Kiiktirtla EE
Hacihaliloglu Giin Kurusu
Kontrol (MCF-7) = s

-20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30
Hilicre Gocil (%)

Sekil 4.32 : Kontrol grubu, farkli kayisi ¢esitleri ve Thapsigargin eklenmis farkli kayisi
cesitleriyle muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 24 saat sonundaki hiicre gocii yiizdesi

grafigi.

4.4. MCF-7 Hiicrelerinin ELISA Sonuglar

MCEF-7 hiicrelerine ait ATF6, CHOP ve XBP1 proteinleri i¢cin One-Way ANOVA
sonuglar1 Cizelge 4.8’de, ATF6 proteinine ait ELISA sonuglar1 Cizelge 4.9’da ve ELISA
sonuglartyla ilgili grafik Sekil 4.33’te goriilmektedir. Ayrica, XBP1 proteinine ait ELISA
sonuclar1 Cizelge 4.9°da ve ELISA sonuglartyla ilgili grafik Sekil 4.34’te goriilmektedir.

Cizelge 4.8 : ATF6, CHOP ve XBP1 i¢in One-Way ANOVA Sonuglari.

(MCF-7) Serbestlik F p 0o’
ELISA Derecesi (<0.05)
ATF6 8 359.089 | 0.000000 0.991
CHOP 8 - - -
XBP1 8 134.371 | 0.000000 0.975
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ATF6

Cizelge 4.9 : ATF6 ELISA Sonuglari.

Gruplar Ortalama| Standart | N
(ng/mL) | Sapma

MCF-7 Kontrol 2.902 0.192 4
MCF-7 + Hacihaliloglu Giin Kurusu 0.127 0.065 4
MCF-7 + Hacihaliloglu Kiikiirtli 1.571 0.148 4
MCF-7 + Kabaasi Giin Kurusu 0.000 0.000 4
MCF-7 + Kabaas1 Kiikiirtlii 0.000 0.000 4
MCEF-7 + Hacihaliloglu Giin Kurusu + Thapsigargin 0.823 0.090 4
MCF-7 + Hacihaliloglu Kiikiirtli + Thapsigargin 0.382 0.061 4
MCF-7 + Kabaas1 Giin Kurusu + Thapsigargin 2.340 0.190 4
MCEF-7 + Kabaas1 Kiikiirtlii + Thapsigargin 0.162 0.095 4

MCF-7 Kontrol grubunun ATF6 protein degeri diger tim gruplarin degerlerinden

yuksek bulunmustur (p<0.05). MCF-7 + Hacihaliloglu Giin Kurusu grubu degerlerinin
MCEF-7 + Kabaasi Giin Kurusu, MCF-7 + Kabaas1 Kiikiirtlii ve MCF-7 + Kabaas1 Kiikiirtlii

+ Thapsigargin gruplart haricindeki diger gruplarla aralarinda ATF6 miktarlari bakimidan

anlamli fark gorilmiistiir (p<0.05). MCF-7 + Hacihaliloglu Kiikiirtli grubu degerleri diger

gruplarla kiyaslandiginda ATF6 miktarlarinda anlamli fark goriilmiistiir (p<0.05). MCF-7

+ Kabaag1 Kiikiirtlii + Thapsigargin grubu haricindeki diger tiim gruplarin kendi aralarinda
ATF6 miktarlar1 bakimidan anlaml fark goriilmiistiir (p<0.05) (Cizelge 4.9, Sekil 4.33).
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Sekil 4.33 : MCF-7 hiicrelerindeki ATF6 proteinine ait ELISA sonuglar1 grafigi.

CHOP

Hiicre kiiltiiriinden elde edilen MCF-7 hiicrelerinde CHOP proteinine rastlanmadigi

i¢in tabloda belirtilmemistir.

XBP1
Cizelge 4.10 : XBP1 ELISA Sonuglari.
Gruplar Ortalama | Standart N
(pg/mL) | Sapma

MCEF-7 Kontrol 22,555 | 23.355 4
MCF-7 + Hacihaliloglu Giin Kurusu 326.740 30.388 4
MCEF-7 + Hacihaliloglu Kiikdirtlii 350.073 52.806 4
MCF-7 + Kabaas1 Giin Kurusu 3.406 0.000 4
MCF-7 + Kabaas1 Kiikiirtlii 0.000 0.000 4
MCEF-7 + Hacihaliloglu Giin Kurusu + Thapsigargin 252.296 39.042 4
MCF-7 + Hacihaliloglu Kiikiirtlii + Thapsigargin 14518 13.818 4
MCF-7 + Kabaas1 Giin Kurusu + Thapsigargin 288.962 27.666 4
MCF-7 + Kabaas1 Kiikiirtlii + Thapsigargin 0.000 0.000 4
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MCF-7 + Kontrol grubu; MCF-7 + Kabaasi Giin Kurusu, MCF-7 + Kabaasi
Kiikiirtlii, MCF-7 + Hacihaliloglu Kiikiirtlii + Thapsigargin ve MCF-7 + Kabaags1 Kiikiirtlii
+ Thapsigargin gruplar haricindeki diger gruplarla XBP1 protein degeri agisindan anlaml
fark gorilmistir (p<0.05). MCF-7 + Hacihaliloglu Giin Kurusu grubunun, MCF-7 +
Hacihaliloglu Kiikiirtlii ve MCF-7 + Kabaas1 Giin Kurusu + Thapsigargin gruplar1 arasinda
anlamli fark olmadigi saptanmigtir (p>0.05). MCF-7 + Hacihaliloglu Kiikirtlii grubu,
MCF-7 + Hacihaliloglu Giin Kurusu haricindeki diger tiim gruplardan yiiksektir (p<0.05).
MCF-7 + Hacihaliloglu Giin Kurusu + Thapsigargin grubuyla, MCF-7 + Kabaas1 Giin
Kurusu + Thapsigargin grubu haricindeki diger tiim gruplar karsilastirildiginda XBP1
acisindan anlamli fark gériilmiistiir (p<0.05) (Cizelge 4.10, Sekil 4.34).
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Sekil 4.34 : MCF-7 hiicrelerindeki XBP1 proteinine ait ELISA sonuclar1 grafigi.
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4.5. HCT116 Hiicrelerinin MTT Testi Sonuclar:

Hacihaliloglu Giin Kurusu, Hacihaliloglu Kiikiirtlii, Kabaas1 Gilin Kurusu ve Kabaasi
Kiikiirtli olmak tizere dort farkli kayist c¢esidine ait metanol ekstraktlarinin farkl
konsantrasyona sahip ¢ozeltileri HCT116 hiicreleri ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele
edilmis ve spektrofotometrik olarak absorbanslari dl¢iilmiistiir. Olgiilen absorbanslar ile
HCT116 hiicrelerine ait % canlilik ve inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Hiicre

proliferasyonunda meydana gelen degisiklikler MTT testi ile belirlenmistir.

45.1. Farkh Kkayis1 cesitlerine ait ekstraktlar ile muamele edilen HCT116

hiicrelerinin MTT testi sonuclar:
4.5.1.1. Hacihaliloglu Giin Kurusu kayisi ekstraktlarinin MTT testi sonuglari

Hacihaliloglu  Giin  Kurusu  kayisinin = metanol  ekstraktlarinin = farkl
konsantrasyonlari ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edilen HCT116 hiicrelerine ait %

inhibisyon grafikleri sirasiyla Sekil 4.35, 4.36 ve 4.37’de verilmistir.

Hacihaliloglu Giin Kurusu
(HCT116)

40 -
20 - W 24 Saat
10 -
0 - T T T T T
55 60 65 70 75 80

Konsantrasyon [mg/mL)

2% inhibsyon
[#¥]
=1

Sekil 4.35 : Farkli konsantrasyonlara sahip Hacihaliloglu Giin Kurusu kayist metanol
ekstraktinin 24 saat sonunda HCT116 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %

inhibisyon degerleri grafigi.
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Hacihaliloglu Gin Kurusu
(HCT116)
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Sekil 4.36 : Farkli konsantrasyonlara sahip Hacthaliloglu Giin Kurusu kayis1 metanol
ekstraktinin 48 saat sonunda HCT116 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %

inhibisyon degerleri grafigi.

Hacihaliloglu Giin Kurusu

(MCF-7)
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Sekil 4.37 : Farkli konsantrasyonlara sahip Hacthaliloglu Giin Kurusu kayis1 metanol
ekstraktinin 72 saat sonunda HCT116 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %

inhibisyon degerleri grafigi.
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Cizelge 4.11 : Hacihaliloglu Giin Kurusu kayisinin metanol ekstraktinin HCT116 hiicreleri

tizerindeki % Canlilik + Standart Sapma degerleri.

Metanol HCT116 Uygulama Gruplari (mg/mL) ve % Canlilik + Standart
Ekstrakti (15,000 Hiicre) Sapma Degerleri
Kons. 55 60 65 70 75 80
24 Saat 73.96 69.46 67.79 60.05 55.70 48.48
+434 | £431 +5.15 + 3.64 +4.53 +3.29
Hacihaliloglu Kons. 45 50 55 60 65 70
Giin Kurusu 48 Saat 74.45 70.52 63.59 49.70 45.62 42.97
+2.10 | £3.94 +3.06 + 3.37 +3.64 | £3.63
Kons. 40 45 50 55 60 65
72 Saat 82.19 68.82 56.67 44.29 31.03 13.95
+4.15 | £5.87 +7.55 + 8.08 + 8.39 +4.39

Metanol ekstraktlarmin 24, 48 ve 72 saat siire boyunca HCT116 hiicre hattina
uygulanmasi sonucunda elde edilen yiizde canlilik degerleri Cizelge 4.11°de karsilagtirmali
olarak verilmistir. Hacihaliloglu Giin Kurusu kayisi ekstraktlar1 arasinda HCT116
hiicrelerinde 24 saat sonunda %73.96 degeri ile en yiliksek hiicre canliligi 55 mg/mL
konsantrasyona sahip olan metanol ekstraktina aittir. 48 saat sonundaki en yiiksek hiicre
canlihig1 %74.45°1ik oranla 45 mg/mL konsantrasyona sahip olan metanol ekstraktina aittir.
Son olarak, 72 saat sonundaki en yiiksek hiicre canlilik degeri ise %82.19’luk oranla 40

mg/mL konsantrasyona sahip olan metanol ekstraktina aittir.

4.5.1.2. Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayis1 ekstraktlarimn MTT testi sonuclari

Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayisinin metanol ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlari
ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edilen HCT116 hiicrelerine ait % inhibisyon

grafikleri sirasiyla Sekil 4.38, 4.39 ve 4.40’ta verilmistir.
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Sekil 4.38 : Farkli konsantrasyonlara sahip Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayis1 metanol
ekstraktinin 24 saat sonunda HCT116 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %

inhibisyon degerleri grafigi.

Hacihaliloglu Kukartla
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Sekil 4.39 : Farkli konsantrasyonlara sahip Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayis1 metanol
ekstraktinin 48 saat sonunda HCT116 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %

inhibisyon degerleri grafigi.
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Hacihaliloglu Kiikirtlii
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Sekil 4.40 : Farkli konsantrasyonlara sahip Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayis1 metanol
ekstraktinin 72 saat sonunda HCT116 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %

inhibisyon degerleri grafigi.

Cizelge 4.12 : Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayisinin metanol ekstraktinin HCT116 hiicreleri

tizerindeki % Canlilik + Standart Sapma degerleri.

Metanol HCT116 Uygulama Gruplari (mg/mL) ve % Canlilik = Standart
Ekstrakti (15,000 Hiicre) Sapma Degerleri
Kons. 100 105 110 115 120 125
24 Saat 54.98 54.15 50.23 46.68 43.36 42.50
+2.93 +2.08 | £3.59 | £349 | £2.07 | £3.26
Hacihaliloglu 48 Saat 52.55 49.65 48.06 42.32 40.37 39.37
Kiikiirtlii +1.98 +287 | £195 | £1.75 | £330 | £2.34
Kons. 25 50 75 100 125 150
72 Saat 83.28 69.17 57.14 39.68 16.95 2.22
+5.78 + 8.21 +334 | £4.11 | +£7.69 | £0.50

Metanol ekstraktlarinin 24, 48 ve 72 saat siire boyunca HCT116 hiicre hatt1 tizerine
uygulanmasi sonucunda elde edilen yiizde canlilik degerleri Cizelge 4.12°de karsilagtirmali
olarak verilmistir. Hacihaliloglu Kiikiirtli kayis1 ekstraktlar1 arasinda HCT116
hiicrelerinde 24 ve 48 saatler sonundaki en yiiksek hiicre canlilik degerleri sirasiyla
%54.98 ve %52.55’lik oranlarla 100 mg/mL konsantrasyona sahip olan metanol
ekstraktina aittir. 72 saat sonunda %83.28 degeri ile en yiiksek hiicre canliligi 25 mg/mL

konsantrasyona sahip olan metanol ekstraktina aittir.
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4.5.1.3. Kabaasi Giin Kurusu kayis1 ekstraktlarimin MTT testi sonuclar:

Kabaag1 Giin Kurusu kayisinin metanol ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlar: ile
24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edilen HCT116 hiicrelerine ait % inhibisyon grafikleri

sirastyla Sekil 4.41, 4.42 ve 4.43°te verilmistir.

Kabaasi Giin Kurusu
(HCT116)
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Sekil 4.41 : Farkli konsantrasyonlara sahip Kabaasi Giin Kurusu kayis1 metanol
ekstraktinin 24 saat sonunda HCT116 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %

inhibisyon degerleri grafigi.

Kabaasi Giin Kurusu
(HCT116)
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Sekil 4.42 : Farkli konsantrasyonlara sahip Kabaasi Giin Kurusu kayis1 metanol
ekstraktinin 48 saat sonunda HCT116 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %

inhibisyon degerleri grafigi.
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Kabaasi Giin Kurusu
(HCT116)

2% inhibsyon
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Sekil 4.43 : Farkli konsantrasyonlara sahip Kabaasi Giin Kurusu kayisi metanol
ekstraktinin 72 saat sonunda HCT116 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %

inhibisyon degerleri grafigi.

Cizelge 4.13 : Kabaasi Giin Kurusu kayisinin metanol ekstraktinin HCT116 hiicreleri

tizerindeki % Canlilik + Standart Sapma degerleri.

Metanol HCT116 Uygulama Gruplari (mg/mL) ve % Canlihik + Standart
Ekstrakti (15,000 Hiicre) Sapma Degerleri
Kons. 55 60 65 70 75 80
24 Saat 63.07 55.87 52.10 48.77 42.13 36.47
+3.60 +2.96 +3.69 +1.97 | £3.16 | £9.95
Kabaas1 Kons. 50 55 60 65 70 75
Giin Kurusu 48 Saat 64.09 | 60.17 | 53.73 | 50.97 | 40.88 | 37.25
+5.51 +9.87 | £10.27 | £12.07 | £9.94 | £9.51
Kons. 40 45 50 55 60 65
72 Saat 68.78 57.13 48.13 45,91 31.73 21.81
+4.48 +3.54 +3.17 +2.09 | +£254 | +2.28

Metanol ekstraktlarinin 24, 48 ve 72 saat siire boyunca HCT116 hiicre hattina
uygulanmasi sonucunda elde edilen yiizde canlilik degerleri Cizelge 4.13’te karsilagtirmali
olarak verilmistir. Kabaas1 Giin Kurusu kayis1 ekstraktlar1 arasinda HCT116 hiicrelerinde
24 saat sonunda %63.07 degeri ile en yiiksek hiicre canliligi 55 mg/mL konsantrasyona
sahip olan metanol ekstraktina aittir. 48 saat sonundaki en yiiksek hiicre canlilig

%64.09’luk oranla 50 mg/mL konsantrasyona sahip olan metanol ekstraktina aittir. Son
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olarak, 72 saat sonundaki en yiiksek hiicre canlilik degeri ise %68.78lik oranla 40 mg/mL

konsantrasyona sahip olan metanol ekstraktina aittir.

4.5.1.4. Kabaas Kiikiirtlii kayis1 ekstraktlarinin MTT testi sonuclari

Kabaag1 Kiikiirtlii kayisinin metanol ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlar ile 24,
48 ve 72 saat boyunca muamele edilen HCT116 hiicrelerine ait % inhibisyon grafikleri
sirastyla Sekil 4.44, 4.45 ve 4.46°da verilmistir.

Kabaas Kiiktrtli
(HCT116)

] I I I I [ o
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Sekil 4.44 : Farkli konsantrasyonlara sahip Kabaasi Kiikiirtlii kayis1 metanol ekstraktinin
24 saat sonunda HCT116 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi % inhibisyon

degerleri grafigi.

Kabaas: Kiiktrtli
(HCT116)
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Sekil 4.45 : Farkli konsantrasyonlara sahip Kabaasi Kiikiirtlii kayist metanol ekstraktinin
48 saat sonunda HCT116 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi % inhibisyon
degerleri grafigi.

100



Kabaasi Kiikiirtli
(HCT116)

30 = 72 Saat

50 55 60 65 70 75
Konsantrasyon [mg/mL)
Sekil 4.46 : Farkli konsantrasyonlara sahip Kabaag1 Kiikiirtlii kayis1 metanol ekstraktinin
72 saat sonunda HCT116 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi % inhibisyon

degerleri grafigi.

Cizelge 4.14 : Kabaag: Kiikiirtlii kayisinin metanol ekstraktinin HCT116 hiicreleri

tizerindeki % Canlilik + Standart Sapma degerleri.

Metanol HCT116 Uygulama Gruplar1 (mg/mL) ve % Canlilik + Standart
Ekstrakti (15,000 Hiicre) Sapma Degerleri
Kons. 100 105 110 115 120 125
24 Saat 56.29 55.03 52.29 51.15 49.24 47.40
+2.86 +1.80 +3.89 +3.79 +3.60 +3.08
Kabaas1 48 Saat 50.48 48.18 43.68 39.52 38.37 34.27
Kiikiirtli +4.31 +3.47 +2.55 +1.65 +4.13 | £14.24
Kons. 50 55 60 65 70 75
72 Saat 75.64 71.21 65.54 56.53 53.63 38.03
+3.32 +1.47 +0.26 +1.98 +2.40 +5.10

Metanol ekstraktlarinin 24, 48 ve 72 saat siire boyunca HCT116 hiicre hattina
uygulanmas1 sonucunda elde edilen yiizde canlilik degerleri Cizelge 4.14’te karsilagtirmali
olarak verilmistir. Kabaagi Kiikiirtlii kayisi ekstraktlart arasinda HCT116 hiicrelerinde 24
ve 48 saatler sonundaki en yiiksek hiicre canlilik degerleri sirastyla %56.29 ve %50.48’lik
oranlarla 100 mg/mL konsantrasyona sahip olan metanol ekstraktina aittir. 72 saat sonunda
%75.64 degeri ile en yiiksek hiicre canliligi 50 mg/mL konsantrasyona sahip olan metanol

ekstraktina aittir.
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45.2 Farkh Kkayis1 cesitlerine ait ekstraktlarin HCT116 hiicrelerindeki 1Cs
degerlerinin belirlenmesi

Hacihaliloglu Giin Kurusu, Hacihaliloglu Kiikiirtli, Kabaast Giin Kurusu ve
Kabaas1 Kiikiirtlii kayis1 ¢esitlerinin Cizelge 4.15°teki 1Cso degerlerine bakildiginda
Kabaas1 Giin Kurusu kayis1t metanol ekstrakti 24 saat sonunda 74.94 mg/mL ve 72 saat
sonunda 50.03 mg/mL olmak iizere en iyi 1Cso degerlerine sahip olmustur. Ayrica, 48 saat

sonunda 63.05 mg/mL degeriyle Hacihaliloglu Giin Kurusu en iyi 1Csy degerine sahiptir.

Cizelge 4.15 : Kayisi ¢esitlerinin HCT116 hiicreleri iizerindeki ICsg degerleri.

HCT116 Metanol Ekstrakth Uygulama Gruplarinin ICsy Degerleri
(15,000 Hiicre) (mg/mL)
24 Saat 48 Saat 72 Saat
Hacihaliloglu Giin Kurusu 79.97 63.05 52.31
Hacihaliloglu Kiikiirtlii 110.11 104.38 79.55
Kabaasi Giin Kurusu 74.94 63.56 50.03
Kabaag Kiikiirtlii 117.77 100.92 69.57

Farkl Kayisi Turlerinin HCT116 Hucre Hatt
Uzerindeki IC;, Degerleri (mg/mL)
140
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Hacihaliloglu Gin Hacihaliloglu
Kurusu Kikort i
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Sekil 4.47 : Farkli kayisi tiirlerinin HCT116 hiicreleri lizerine 24, 48 ve 72 saat boyunca

uygulanmastyla elde edilen ICsy degerleri grafigi.

Farkl1 kayist tiirlerinin HCT116 (insan kolon kanseri hiicre hatti) hiicreleri lizerinde
elde edilen veriler 1s183inda 1Csp degerleri Sekil 4.47°den de anlasilabilecegi gibi,
Hacihaliloglu Giin Kurusu, Hacihaliloglu Kiikiirtlii, Kabaas1 Giin Kurusu ve Kabaasi
Kiikirtlii kayisi ¢esitlerinin metanol ekstraksiyonlari sirasiyla 24 saat igin 79.97, 110.11,
74.94 ve 117.77 mg/mL, 48 saat igin 63.05, 104.38, 63.56 ve 100.92 mg/mL, 72 saat i¢inse
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52.31, 79.55, 50.03 ve 69.57 mg/mL ICsy degerlerine sahiptir. Her iki kayisi tiirii i¢in de
kiikiirtlenmis kayisilarin giin kurusu kayisilara gore 24 saatin sonunda ICso degerleri daha
yiiksektir. 1Csg degerleri agisindan dalgalanma kiikiirtlenmis kayisilarda giin kurusu
kayisilara gore fazladir. Giin kurusu kayisilarda ise antikanser ozellik bakimindan
kiikiirtlenmis kayisilara kiyasla zamanla ¢ok biiyiik bir degisim gozlenmemistir. Ayrica,
ICso degerleri agisindan 24, 48 ve 72 saatlik HCT116 hiicre goriintiilerine Sekil 4.48, Sekil
4.49 ve Sekil 4.50’den ulasilabilir.
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Sekil 4.48 : Kontrol gruplari ve farkli kayis1 metanol ekstraktlari ile 24 saat boyunca
muamele edilen HCT116 hiicrelerinin invert mikroskop goriintiileri. (100X biiyiitmeye ait

goriintiilerdeki bar 200 um, 200X biiyiitmeye ait goriintiilerdeki bar 100 um’dir.)
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Sekil 4.49 : Kontrol gruplar1 ve farkli kayist metanol ekstraktlari ile 48 saat boyunca

muamele edilen HCT116 hiicrelerinin invert mikroskop goriintiileri. (100X biiyiitmeye ait

gortintiilerdeki bar 200 um, 200X biiyiitmeye ait goriintiilerdeki bar 100 um’dir.)
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Sekil 4.50 : Kontrol gruplar1 ve farkli kayis1 metanol ekstraktlari ile 72 saat boyunca

muamele edilen HCT116 hiicrelerinin invert mikroskop goriintiileri. (100X biiyiitmeye ait

gortintiilerdeki bar 200 um, 200X biiyiitmeye ait goriintiilerdeki bar 100 um’dir.)




4.6. HCT116 Hiicrelerinin AT/EB Boyama Sonuclari

Hacihaliloglu Giin Kurusu, Hacihaliloglu Kiikiirtlii, Kabaasi Gilin Kurusu ve
Kabaag1 Kiikiirtlii ¢esitlerinin metanol ekstraktlarina ait 1Cso degerleriyle belirlenen
konsantrasyonlar1 24, 48 ve 72 saat boyunca HCT116 hiicrelerine uygulanip akridin
turuncusu ve etidyum bromiir ile boyanarak floresans fotograflari ¢ekilmistir. Goriintiilere
Sekil 4.51, 4.52 ve 4.53’ten ulasilabilir. Floresans goriintiiler incelendiginde, hiicre
morfolojisi agisindan saglikli hiicreler acik yesil ve koyu yesil renklerde goriilmelerine
ragmen erken apoptotik hiicreler sari, agik kahverengi renklerde, ge¢ apototik hiicreler ise

koyu kahverengi ve kirmizi renklerde goriilmektedir.
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Sekil 4.51 : Kontrol gruplari ve farkli kayisi metanol ekstraktlar ile 24 saat boyunca
muamele edilen HCT116 hiicrelerinin floresans boyama goriintiileri. (100X biiylitmeye ait

gortintiilerdeki bar 200 um, 200X biiyiitmeye ait goriintiilerdeki bar 100 um’dir.)
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Sekil 4.52 : Kontrol gruplar1 ve farkli kayis1 metanol ekstraktlari ile 48 saat boyunca

muamele edilen HCT116 hiicrelerinin floresans boyama gériintiileri. (100X biyiitmeye ait

goriintiilerdeki bar 200 um, 200X biiyiitmeye ait goriintiilerdeki bar 100 pm’dir.)
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Sekil 4.53 : Kontrol gruplar1 ve farkli kayis1 metanol ekstraktlar ile 72 saat boyunca
muamele edilen HCT116 hiicrelerinin floresans boyama gériintiileri. (100X biyiitmeye ait

goriintiilerdeki bar 200 um, 200X biiyiitmeye ait goriintiilerdeki bar 100 pm’dir.)
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Caligmamizin bundan sonraki asamasinda endoplazmik retikulum stresi indiikleyici
ajan olarak hiicre kiiltiiriinde kullanacagimiz thapsigargin i¢in 1 uM olmak tizere HCT116
hiicreleri iizerinde uygulanarak, hiicrelere ait morfolojik degisikliklerin gézlemlenmesi
amaciyla hiicrelerin invert mikroskop resimleri ¢ekilmistir (Sekil 4.54). Bunun yaninda,
Akridin turuncusu (AT)/Etidyum bromiir (EB) boyamasi yapilarak da hiicrelerin

morfolojik agidan sagliklart floresans mikroskop yardimiyla gézlemlenmistir (Sekil 4.55).

% EY %

.(‘gi): ; 3 "l‘,g, LA M et

Kontrol (200X)
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%

£

Sekil 4.54 : Thapéigargin ile 24 saat deunc muaiele ediln HCT116 hiicrelerinin invert
mikroskop goriintiileri. (100X biiylitmeye ait gortintiilerdeki bar 200 um, 200X biiytitmeye
ait gortintiilerdeki bar 100 pm’dir.)
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Sekil 4. 55 Thap51garg1n ile 24 saat boyunca muamele edilen HCT116 hucrelermln

floresans boyama goriintiileri. (100X biiyiitmeye ait gortintiilerdeki bar 200 um, 200X
biiyiitmeye ait gortintiilerdeki bar 100 um’dir.)

Bir sonraki asamada, endoplazmik retikulum stresi indiikleyici ajan olarak hiicre
kiiltiirtinde kullanacagimiz 1 uM thapsigargin ile birlikte Hacihaliloglu Giin Kurusu,
Hacihaliloglu Kiikiirtlii, Kabaas1 Giin Kurusu ve Kabaas1 Kiikiirtlii kayis1 c¢esitlerinin
metanol ekstraktlarinin 24 saatlik 1Csp konsantrasyon degerleri HCT116 hiicreleri {izerinde

24 saat denenerek hiicrelere ait morfolojik degisikliklerin gozlemlenmesi amaciyla
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hiicrelerin invert mikroskop resimleri ¢ekilmistir (Sekil 4.56). Bunun yaninda, Akridin
turuncusu (AT)/Etidyum bromiir (EB) boyamas1 yapilarak da hiicrelerin morfolojik agidan

sagliklar1 floresans mikroskop yardimiyla gozlemlenmistir (Sekil 4.57).
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Sekil 4.56 : Thapsigargin ve farkli kayisilarin ICso degerlerinin birlikte 24 saat boyunca
uygulanmasiyla HCT116 hiicrelerinin invert mikroskop gorintiileri. (100X biiyiitmeye ait
goriintiilerdeki bar 200 um, 200X biiyiitmeye ait goriintiilerdeki bar 100 um’dir.)
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Sekil 4.57 : Thapsigarginin ve farkli kayisilarin ICsg degerlerinin birlikte 24 saat boyunca
uygulanmasiyla HCT116 hiicrelerinin floresans boyama goriintiileri. (100X biiyiitmeye ait
gortintiilerdeki bar 200 pm, 200X biiyiitmeye ait goriintiilerdeki bar 100 pm’dir.)




4.7. Farkh Kayis1 Metanol Ekstraktlarimn HCT116 Hiicreleri Uzerindeki Hiicre

Gocii Deneyi Sonuglar:

Tez ¢alismamizin bu asamasinda, 6nceden belirlenen Hacihaliloglu Giin Kurusu,

Hacihaliloglu Kiikiirtlii, Kabaas1 Giin Kurusu ve Kabaas1 Kiikiirtlii kayis1 c¢esitlerinin

metanol ekstraktlarinin ICsy konsantrasyon degerlerinin yaninda endoplazmik retikulum

stresi indiikleyici ajan olarak kullandigimiz 1 uM Thapsigarginle muamele edilen HCT116

hiicrelerinin go¢ durumlar1 yara iyilesme testi (Wound Healing Assay) yapilarak

belirlenmistir. HCT116 deney gruplarina Cizelge 4.16’dan ulasilabilir.

Cizelge 4.16 : HCT116 Deney Gruplar1.

No Gruplar Kayis1 ICs Thapsigargin
(mg/mL) (1 nM)
1 |HCT116 Kontrol - -
2 |HCT116 + Hacihaliloglu Giin Kurusu + -
3 |HCT116 + Hacihaliloglu Kiikiirtli + -
4 |HCT116 + Kabaasi Giin Kurusu + -
5 |HCT116 + Kabaasi Kiikiirtli T -
6 |HCT116 + Hacihaliloglu Giin Kurusu + +
7 |HCT116 + Hacihaliloglu Kiikiirtlii + +
8 |HCT116 + Kabaasi1 Giin Kurusu T 1
9 |HCT116 + Kabaas1 Kiikiirtlii + +

Calismamizda hiicre gocii testi, MTT test sonuglarimizdan elde edilen farkli kayisi

cesitlerinin 24 saatlik 1Cso degerlerine ait konsantrasyonlarla gergeklestirilmistir. Bu

orneklerle 24 saat boyunca muamele edilen HCT116 hiicrelerinin, baslangigta agilan

yariklarinin durumu (kapanip - kapanmadiklar) 0. ve 24. saatlerde invert mikroskopla

incelenerek fotograflari ¢ekilmis ve ImageJ programi kullanilarak analizleri yapilmistir.
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4.7.1. Hacihaliloglu giin kurusu kayisi ekstraktlarinin HCT116 hiicreleri iizerindeki
hiicre gocii deneyi sonucu

HCT116 Thapsigargin (1 pM)

+
Kontrol Hacihaliloglu Giin Kurusu (ICso = 79.97 mg/mL) Hacihaliloglu Giin Kurusu (ICso = 79.97 mg/mL)

701.00 pm

0. Saat +20.81

1380.79 pmy’ Bk ' 735.69um |
it 15.36 Gk +8.03

24, Saat

Sekil 4.58 : Kontrol grubu, sadece Hacihaliloglu Giin Kurusu ve Thapsigargin eklenmis
Hacihaliloglu Giin Kurusu kayisi ile muamele edilen HCT116 hiicrelerinin 0. ve 24.

saatlerdeki hiicre go¢ii deneyi goriintiileri.

Hacihaliloglu Giin Kurusu metanol ekstraktinin 1Csp degeri olan 79.97 mg/mL
konsantrasyonu ile muamele edilen HCT116 hiicrelerinin 0. ve 24. saatlerdeki invert
mikroskop fotograflart Sekil 4.58’de verilmistir. HCT116 hiicreleri kayisi gesitlerinden
Hacihaliloglu Giin Kurusu metanol ekstraktinin 24 saatlik 1Cso degeri olan 79.97 mg/mL
konsantrasyona sahip ¢ozeltisinin yaninda ayrica 1 puM Thapsigargin ile muamele
edilmistir. Sonug olarak, 0. ve 24. saatlerdeki yarik araliklarina ait grafik Sekil 4.59°da
verilmistir.

HCT116 hiicrelerine ait Kontrol grubunun yarik araligi 0. saatte 701 pm iken 24.
saatte yarik araligi hiicrelerin ¢ogalmasi ile kapanarak 380.79 pum olarak oOlgiilmiistiir.
Hacihaliloglu Giin Kurusu ile muamele edilen hiicrelerde ise yarik araligi baslangigta
779.15 pum iken 24. saat sonunda yarik araligi kapanarak 735.69 pm’ye gerilemistir.
Ayrica, 700.50 um olan 0. saatteki yarik araligi Thapsigarginin ortama eklenmesiyle
409.52 um’ye diismiistiir. Kontrol grubunun yarik araliginin hiicre gogii sonucunda 24.
saatte %45.68 azaldigi, 79.97 mg/mL konsantrasyona sahip Hacihaliloglu Giin Kurusu

kayis1 metanol ekstrakti ile muamele edilen HCT116 hiicrelerin yarik araliginin ise %5.58
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geriledigi tespit edilmistir. Bunun yaninda, 1 uM Thapsigargin uygulanmis durumda ise

yarik araliginda %41.54 kapanma saptanmigtir.

HCT116 / Hiicre Gogii Deneyi

W24 Saat
B0 Saat

Yarik Aralg (pm)

Kontrol (HCT116) Hacihaliloglu Giin  Hacihaliloglu Giin
Kurusu Kurusu +

Thapsigargin
Sekil 4.59 : Kontrol grubu, sadece Hacihaliloglu Giin Kurusu ve Thapsigargin eklenmis
Hacihaliloglu Giin Kurusu kayisi ile muamele edilen HCT116 hiicrelerinin 0. ve 24.

saatlerdeki hiicre go¢ii deneyinden elde edilen yarik aralig1 grafigi.
4.7.2. Hacihaliloglu kiikiirtlii kayis1 ekstraktlarnmmn HCT116 hiicreleri iizerindeki
hiicre gogii deneyi sonucu

HCT116 Thapsigargin (1 uM)

+
Kontrol Hacihaliloglu Kiikiirtlii (ICso =110.11 mg/mL) Hacihaliloglu Kiikiirtlii (ICso =110.11 mg/mL)

701.00 um 561.04 pm

0:Saat £20.81 +19.96

380.79 pmy*
+15.36

24, Saat

Sekil 4.60 : Kontrol grubu, sadece Hacihaliloglu Kiikiirtlii ve Thapsigargin eklenmis
Hacihaliloglu Kiikdirtlii kayis1 ile muamele edilen HCT116 hiicrelerinin 0. ve 24.

saatlerdeki hiicre go¢ii deneyi goriintiileri.
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Hacihaliloglu Kiikiirtli metanol ekstraktinin 1Csy degeri olan 110.11 mg/mL
konsantrasyonu ile muamele edilen HCT116 hiicrelerinin 0. ve 24. saatlerdeki invert
mikroskop fotograflar1 Sekil 4.60°da verilmistir. HCT116 hiicreleri kayis1 gesitlerinden
Hacihaliloglu Kiikiirtlii metanol ekstraktinin 24 saatlik 1Csp degeri olan 110.11 mg/mL
konsantrasyona sahip ¢0zeltisinin yaninda ayrica 1 puM Thapsigargin ile muamele
edilmistir. Sonug olarak, 0. ve 24. saatlerdeki yarik araliklarina ait grafik Sekil 4.61°de
verilmistir.

HCT116 hiicrelerine ait Kontrol grubunun yarik araligi 0. saatte 701 pm iken 24.
saatte yarik araligi hiicrelerin ¢ogalmasi ile kapanarak 380.79 um olarak Ol¢iilmiistiir.
Hacihaliloglu Kiikiirtlii ile muamele edilen hiicrelerde ise yarik araligi baslangigta 561.04
pm iken 24. saat sonunda yarik araligi kapanarak 469.60 pum’ye gerilemistir. Ayrica,
809.95 um olan 0. saatteki yarik araligr Thapsigarginin ortama eklenmesiyle 788.59 um’ye
dismiistiir. Kontrol grubunun yarik araligimmin hiicre gogii sonucunda 24. saatte %45.68
azaldigi, 110.11 mg/mL konsantrasyona sahip Hacihaliloglu Kiikiirtli kayisi metanol
ekstrakti ile muamele edilen HCT116 hiicrelerin yarik araliginin ise %16.30 geriledigi
tespit edilmistir. Bunun yaninda, 1 uM Thapsigargin uygulanmis durumda ise yarik

araliginda %2.64 kapanma saptanmistir.

HCT116 / Hiicre Gégii Deneyi

W24 Saat

B 0. Saat
300

Kontrol (HCT116) Hacihaliloglu Hacihaliloglu
Kiikiirtii Kiikirtii +
Thapsigargin
Sekil 4.61 : Kontrol grubu, sadece Hacihaliloglu Kiikiirtlii ve Thapsigargin eklenmis
Hacihaliloglu Kiikdirtlii kayis1 ile muamele edilen HCT116 hiicrelerinin 0. ve 24.

saatlerdeki hiicre go¢ii deneyinden elde edilen yarik aralig1 grafigi.
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4.7.3. Kabaasi giin kurusu kayis1 ekstraktlarmn HCT116 hiicreleri iizerindeki hiicre
gocii deneyi sonucu

HCT116 Thapsigargin (1 uM)

+
Kontrol Kabaas Giin Kurusu (ICso =74.94 mg/ml) Kabaasi Giin Kurusu (ICso =74.94 mg/mL)

701.00 pm LA 620.22 pm
+20.81 : +37.81

0. Saat

7. 172380.79 pmy”
%1536

24.5aat &

Sekil 4.62 : Kontrol grubu, sadece Kabaasi1 Giin Kurusu ve Thapsigargin eklenmis Kabaast
Glin Kurusu kayisi ile muamele edilen HCT116 hiicrelerinin 0. ve 24. saatlerdeki hiicre

gdcii deneyi goriintiileri.

Kabaasi Giin Kurusu metanol ekstraktinin 1Cso degeri olan  74.94 mg/mL
konsantrasyonu ile muamele edilen HCT116 hiicrelerinin 0. ve 24. saatlerdeki invert
mikroskop fotograflar1 Sekil 4.62°de verilmistir. HCT116 hiicreleri kayist gesitlerinden
Kabaas1 Giin Kurusu metanol ekstraktinin 24 saatlik 1Csp degeri olan 74.94 mg/mL
konsantrasyona sahip ¢ozeltisinin yaninda ayrica 1 puM Thapsigargin ile muamele
edilmistir. Sonug olarak, 0. ve 24. saatlerdeki yarik araliklarina ait grafik Sekil 4.63’te
verilmistir.

HCT116 hiicrelerine ait Kontrol grubunun yarik araligi 0. saatte 701 um iken 24.
saatte yarik araligi hiicrelerin ¢ogalmasi ile kapanarak 380.79 pum olarak Olgiilmiistiir.
Kabaags1 Giin Kurusu ile muamele edilen hiicrelerde ise yarik araligi baslangicta 620.22 pm
iken 24. saat sonunda yarik aralig1 agilarak 699.32 um’ye ulagsmistir. Ayrica, 850.08 um
olan 0. saatteki yarik araligi Thapsigarginin ortama eklenmesi sonucunda ¢ok az diisiisle
841.89 um olmustur. Kontrol grubunun yarik araliginin hiicre gocii sonucunda 24. saatte
%45.68 azaldigi, 74.94 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaasi Giin Kurusu kayis1 metanol
ekstrakti ile muamele edilen HCT116 hiicrelerin yarik araliginin ise %12.75 agildig1 tespit
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edilmistir. Bunun yaninda, 1 uM Thapsigargin uygulanmis durumda ise yarik araliginda

%0.96’11ik kapanma saptanmustir.

HCT116 / Hiicre Gogii Deneyi

1000

700

W24, Saat
B 0. Saat

500

300
200
100

Yarik Araligi (pm)

Kontrol (HCT116) Kabaasi Giin Kabaasi Giin
Kurusu Kurusu +

Thapsigargin
Sekil 4.63 : Kontrol grubu, sadece Kabaasi Giin Kurusu ve Thapsigargin eklenmis Kabaast
Glin Kurusu kayisi ile muamele edilen HCT116 hiicrelerinin 0. ve 24. saatlerdeki hiicre

g6c¢ll deneyinden elde edilen yarik aralig1 grafigi.

4.7.4. Kabaas1 kiikiirtlii kayis1 ekstraktlarinin HCT116 hiicreleri iizerindeki hiicre

gocii deneyi sonucu

HCT116 Thapsigargin (1 pM)

+
Kontrol Kabaasg: Kiikiirtlii (ICso = 117.77 mg/mL) Kabaag Kiikiirtlii (ICso = 117.77 mg/mL)

701.00 pm 517.82 um 650.61 um

0:Saat £20.81 +16.85

1380.79 pm”
ii+15.36

24, Saat

Sekil 4.64 : Kontrol grubu, sadece Kabaag1 Kiikiirtlii ve Thapsigargin eklenmis Kabaasgi
Kiikdirtlii kayisi ile muamele edilen HCT116 hiicrelerinin 0. ve 24. saatlerdeki hiicre gocii

deneyi goriintiileri.
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Kabaag1 Kiikiirtlii metanol ekstraktinin 1Csp degeri olan  117.77 mg/mL
konsantrasyonu ile muamele edilen HCT116 hiicrelerinin 0. ve 24. saatlerdeki invert
mikroskop fotograflar1 Sekil 4.64°te verilmistir. HCT116 hiicreleri kayisi ¢esitlerinden
Kabaas1 Kikiirtlii metanol ekstraktinin 24 saatlik ICso degeri olan 117.77 mg/mL
konsantrasyona sahip ¢Ozeltisinin yaninda ayrica 1 puM Thapsigargin ile muamele
edilmistir. Sonug olarak, 0. ve 24. saatlerdeki yarik araliklarina ait grafik Sekil 4.65°te
verilmistir.

HCT116 hiicrelerine ait Kontrol grubunun yarik araligi 0. saatte 701 pm iken 24.
saatte yarik araligi hiicrelerin ¢ogalmasi ile kapanarak 380.79 um olarak Ol¢iilmiistiir.
Kabaag1 Kiikiirtlii ile muamele edilen hiicrelerde ise yarik araligi baslangicta 517.82 um
iken 24. saat sonunda yarik araligi acilarak 579.79 um’ye ulagmistir. Ayrica, 650.61 um
olan 0. saatteki yarik araligi Thapsigarginin ortama eklenmesi sonucunda 624.76 um’ye
gerilemistir. Kontrol grubunun yarik araligimin hiicre gogii sonucunda 24. saatte %45.68
azaldigi, 117.77 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaasi Kiikiirtlii kayis1 metanol ekstrakti
ile muamele edilen HCT116 hiicrelerin yarik araliginin ise %11.97 acildig1 tespit
edilmistir. Bunun yaninda, 1 uM Thapsigargin uygulanmis durumda ise yarik aralifinda

%3.97’lik kapanma saptanmustir.

HCT116 / Hiicre Gogli Deneyi

800 -
700 -
— 500 -
&
= 500
. W24 Saat

:FE 400 - B0 Saat
= 300 -
™

* 200 -

100 -

Kontrol (HCT116) Kabaas Kikirtll Kabaas) Kiikiirtl +
Thapsigargin

Sekil 4.65 : Kontrol grubu, sadece Kabaas1 Kiikiirtlii ve Thapsigargin eklenmis Kabaas1
Kiikdirtlii kayisi ile muamele edilen HCT116 hiicrelerinin 0. ve 24. saatlerdeki hiicre gocii

deneyinden elde edilen yarik aralig1 grafigi.
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Farkli kayis1 metanol ekstraktlarinin HCT116 hiicreleri iizerindeki yarik araligi ve
hiicre gocli ylizdelerini gosteren hiicre goc¢li deneyi sonuglarmma Cizelge 4.17°den
ulagilabilir. Ayrica, kontrol grubu, farkli kayisi ¢esitlerinin metanol ekstraktlart ve
Thapsigargin eklenmis farkli kayisi ¢esitleriyle muamele edilen HCT116 hiicrelerinin 24
saat sonundaki hiicre gogii yiizdesi grafigi Sekil 4.66°da goriilmektedir.

Cizelge 4.17 : Farkli Kayis1 Metanol Ekstraktlarinin HCT116 Hiicreleri Uzerindeki Hiicre

Gocii Deneyi Sonuglar.

Gruplar Zaman | Yarik Arahgi (um) | Hiicre Gogii
(Saat) | + Standart Sapma (%)
Kontrol (HCT116) 0 701.00 +20.81 0
Kontrol (HCT116) 24 380.79 £ 15.36 45.68
Hacihaliloglu Giin Kurusu 0 779.15 £ 2.21 0
Hacihaliloglu Giin Kurusu 24 735.69 + 8.03 5.58
Hacihaliloglu Giin Kurusu + Thapsigargin 0 700.50 + 14.53 0
Hacihaliloglu Giin Kurusu + Thapsigargin 24 409.52 +21.81 41.54
Hacihaliloglu Kiikiirtlii 0 561.04 +19.96 0
Hacihaliloglu Kiik{irtlii 24 469.60 £ 8.65 16.30
Hacihaliloglu Kiikiirtlii + Thapsigargin 0 809.95+ 8.12 0
Hacihaliloglu Kiikiirtlii + Thapsigargin 24 788.59 +26.59 2.64
Kabaas1 Giin Kurusu 0 620.22 + 37.81 0
Kabaas1 Giin Kurusu 24 699.32 + 40.68 -12.75
Kabaas1 Giin Kurusu + Thapsigargin 0 850.08 + 33.30 0
Kabaas1 Giin Kurusu + Thapsigargin 24 841.89 +46.55 0.96
Kabaasi Kiikiirtlii 0 517.82 £16.85 0
Kabaasg1 Kiikiirtli 24 579.79 £ 21.56 -11.97
Kabaag: Kiikiirtlii + Thapsigargin 0 650.61 £ 9.56 0
Kabaasi Kiikiirtlii + Thapsigargin 24 624.76 =+ 2.90 3.97
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Kabaag Kiikiirtli + Thapsigargin
Kabaagi Giin Kurusu + Thapsigargin I
Hacihaliloglu Kiikiirtlii + Thapsigargin 2E
Hacihaliloglu Giin Kurusu + Thapsigargin [N
Kabaag Kiikiirtli
Kabaasi Giin Kurusu
Hacihaliloglu Kiikiirtli
Hacihaliloglu Giin Kurusu [EEER
Kontrol (HCT116)

-20 -10 o 10 20 30 40 30

Hiicre Gécli (35)

Sekil 4.66 : Kontrol grubu, farkli kayis1 ¢esitleri ve Thapsigargin eklenmis farkli kayisi
cesitleriyle muamele edilen HCT116 hiicrelerinin 24 saat sonundaki hiicre go¢ii ylizdesi

grafigi.

4.8. HCT116 Hiicrelerinin ELISA Sonuc¢lar:

HCT116 hiicrelerine ait ATF6, CHOP ve XBP1 proteinleri icin One-Way ANOVA
sonuclar1 Cizelge 4.18’de, ATF6 proteinine ait ELISA sonuclar1 Cizelge 4.19°da ve ELISA
sonuglartyla ilgili grafik Sekil 4.67°de goriilmektedir. Ayrica, XBP1 proteinine ait ELISA
sonuglar1 Cizelge 4.20°de ve ELISA sonuglaryla ilgili grafik Sekil 4.68’de goriilmektedir.

Cizelge 4.18 : HCT116 Hiicrelerinin ATF6, CHOP ve XBP1 i¢in One-Way ANOVA

Sonuglart.
(HCT116) Serbestlik F p 0o’
ELISA Derecesi (<0.05)
ATF6 8 304.182 0.000000 0.989
CHOP 8 - - -
XBP1 8 880.660 | 0.000000 0.996
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ATF6
Cizelge 4.19 : HCT116 Hiicrelerinin ATF6 ELISA Sonugclari.

Gruplar Ortalama | Standart | N
(ng/mL) | Sapma

HCT116 Kontrol 1.562 0.103 4
HCT116 + Hacihaliloglu Giin Kurusu 0.000 0.000 4
HCT116 + Hacihaliloglu Kiikiirtlii 0.000 0.000 4
HCT116 + Kabaasi Giin Kurusu 0.000 0.000 4
HCT116 + Kabaas1 Kiikiirtli 0.000 0.000 4
HCT116 + Hacihaliloglu Giin Kurusu + Thapsigargin 0.689 0.156 4
HCT116 + Hacihaliloglu Kiikiirtlii + Thapsigargin 0.000 0.000 4
HCT116 + Kabaas1 Giin Kurusu + Thapsigargin 0.000 0.000 4
HCT116 + Kabaag1 Kiikiirtlii + Thapsigargin 0.000 0.000 4

HCT116 Kontrol grubuna ait ATF6 protein degerleri diger tiim grup degerlerinden
yiiksek bulunmustur (p<0.05). Ayrica HCT116 + Hacihaliloglu Giin Kurusu +
Thapsigargin grubu, ATF6 agisindan diger tiim gruplarla kiyaslandiginda aralarinda
anlaml fark goriilmiistiir (p<0.05) (Cizelge 4.19, Sekil 4.67).

HCT116

ATF6 (ngfmL)
[ P ()
n ko on oW n

=
1

DE _ .
D -

iy : 3 Ay b % %
0‘5\0 {“}L"o -;-_.8‘ ¥ (‘\"H o“‘} x«% *& o . "«
4@ o 48 o+ ¥ o o o 0
P = * & - o i qo} 5
P & a ) Ry 4 & & &
& & & & & & P & &
& & @ o & 3 > ol
& ® " & §F & P "
Ny " ;\'\-'\' £ @ o M o
@ ] .{:\:‘r O, ,_I}l.- " '\CP 1\\-
y [ B RS .\i’} n L
% = % L A, by
& No & F
A P &
\?\C,-
Gruplar

Sekil 4.67 : HCT116 hiicrelerindeki ATF6 proteinine ait ELISA sonuglar1 grafigi.
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CHOP
Hiicre Kkiiltiiriinden elde edilen HCT116 hiicrelerinde CHOP proteinine

rastlanmadigi icin tabloda belirtilmemistir.

XBP1
Cizelge 4.20 : HCT116 Hiicrelerinin XBP1 ELISA Sonuglari.
Gruplar Ortalama | Standart | N
(pg/mL) | Sapma

HCT116 Kontrol 727.851 31.479 4
HCT116 + Hacihaliloglu Giin Kurusu 272.296 34.760 4
HCT116 + Hacihaliloglu Kiikiirtlii 72.295 9.601 4
HCT116 + Kabaasi Giin Kurusu 0.000 0.000 4
HCT116 + Kabaas1 Kiikiirtli 21.740 8.389 4
HCT116 + Hacihaliloglu Giin Kurusu + Thapsigargin 0.000 0.000 4
HCT116 + Hacihaliloglu Kiikiirtli + Thapsigargin 10.073 0.000 4
HCT116 + Kabaas1 Giin Kurusu + Thapsigargin 57.295 2.127 4
HCT116 + Kabaags1 Kiikiirtlii + Thapsigargin 0.000 0.000 4

HCT116 Kontrol grubuna ait XBP1 degerleri diger tim gruplardan yiiksek
bulunmustur (p<0.05). HCT116 + Hacihaliloglu Giin Kurusu grubu, diger tiim gruplarla
kiyaslandiginda XBP1 bakimindan aralarinda anlamli fark saptanmistir (p<0.05). HCT116
+ Hacihaliloglu Kiikiirtlii grubu, HCT116 + Kabaasi Giin Kurusu + Thapsigargin
haricindeki diger tiim gruplarla kiyaslandiginda XBP1 bakimindan aralarinda anlamli fark
bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.20, Sekil 4.68).
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Sekil 4.68 : HCT116 hiicrelerindeki XBP1 proteinine ait ELISA sonuglar1 grafigi.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda Hacihaliloglu ve Kabaasi olmak iizere 2 adet kayisi ¢esidinin
hem giin kurusu hem de kiikiirtlenmis (2000 ppm) olarak kurutulmus meyvelerinin
sitotoksik aktiviteleri, metanol ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlari insan meme kanseri
hiicre hattt MCF-7 ve insan kolon kanseri hiicre hattit HCT116 hiicreleri iizerinde
uygulanarak MTT testi ile arastirilmustir. Ayrica, farkli yollarla kurutulmus kayisi
ekstraktlarinin sitotoksik aktivite deneyleri sonuglaria gore %50 inhibisyon saglayan 1Csg
konsantrasyon degerleri kullanilarak yara iyilesme testiyle hiicre gogii incelenmis ve
akridin turuncusu (AT)/etidyum bromiir (EB) boyamasindan yararlanilarak hiicre
canliliklar1 gozlenmistir. Son olarak, endoplazmik retikulum stresinde etkin faaliyet
gosteren, birbirinden farkli yolaklara ait ELISA kitler kullanilarak ATF6, CHOP ve XBP1
proteinlerinin miktarlart saptanmustir.

Malatya kayisilarinin giin 15181yla ve ayrica kiikiirtlenerek (2000 ppm) kurutulmus
farkli ¢esitlerinin MCF-7 ve HCT116 hiicreleri iizerindeki antikanser ve antiproliferatif
etkilerinin yaninda endoplazmik retikulum stresinde belli basli yolaklarda yer alan spesifik
proteinlerin miktarlarindaki degisikliklerden ilk kez bu tez calismasinda bahsedilmistir.
Malatya kayisisi ile ilgili literatiirde ¢ok az arastirma bulunmaktadir. Kayisi hakkinda
yapilan kisithi c¢aligmalar g¢ogunlukla kayisinin antioksidan 6zelliginin incelenmesine
yoneliktir.

Literatiirde, kayisinin endoplazmik retikulum stresi iizerine etkisinin incelendigi tek
bir arastirma vardir. Kayisi ¢ekirdeginin kullanildig1 o calismada, tunikamisinle indiiklenen
endoplazmik retikulum stresine bagli olarak farelerdeki antioksidan enzim aktivite
diizeyleri belirlenmistir (Moslehi ve dig, 2019). Bunun haricinde Japonya kayisisiyla
yapilan bir antikanser ¢alismada, triterpen ve ¢esitli antikanser ilag karisimlarinin 6zofagus
skuamdz karsinoma hiicreleri tizerindeki antineoplastik etkisi WST-8 hiicre canlilik testiyle
ve hayvan modeli kullanilarak arastirilmistir. Sonugta, Japonya kayisisinin bazi ilaglarin
antikanser etkisini arttirmada hastalar icin fayda sagladigi bulunmustur (Yamai ve dig,
2009). Yapilan bir bagka ¢alismada, Japonya kayisisinin ekstraktindan elde edilen bir
bilesigin (MK615) insan pankreas kanseri hiicreleri {izerindeki antineoplastik etkisi
arastirilmigtir. Sonug olarak bu bilesigin, {i¢ farkli pankreas kanserinin proliferasyonunu
inhibe ettigi bulunmustur (Okada ve dig, 2008).

Bu bilimsel arastirmamizda, Malatya kayisi ¢esitlerinin MCF-7 ve HCT116 hiicre
hatlar1 iizerindeki direkt sitotoksisitelerinin belirlenmesinde 24, 48 ve 72 saat olmak iizere

in vitro MTT testleri yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore, 72 saat sonunda kayisilarla
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muamele edilen hiicrelerin sitotoksisiteleri en yiiksek degerlere ulasmistir. Ayrica, hem
giin 1s1ginda hem de kiikiirtlenerek kurutulmus farkli kayisi tiirleri i¢in hiicrelerin
proliferasyonu giin gectikge azalmis ve {igiincii giiniin sonunda en diisiik degerlere sahip
olmustur.

Insan meme kanseri hiicre hattt1 olan MCF-7 iizerinde yapilan MTT testinin
Hacihaliloglu Giin Kurusu kayist metanol ekstraktinin 1., 2. ve 3. giinlerde ortak olan 50,
55, 60 ve 65 mg/mL konsantrasyonlari i¢in 24 saatlik sonucuna gore %17.27-69.64
araliginda, 48 saatlik sonucuna gore %45.02-93.86 araliginda ve 72 saatlik sonucuna gore
%50.59-98.45 araliginda; Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayist metanol ekstraktinin 1., 2. ve 3.
gilinlerde ortak olan 50 ve 75 mg/mL konsantrasyonlar1 i¢in 24 saatlik sonucuna gore
%26.23-29.77 araliginda, 48 saatlik sonucuna gore %33.19-59.82 araliginda ve 72 saatlik
sonucuna gore %36.11-75.28 araliginda; Kabaas1t Giin Kurusu kayist metanol ekstraktinin
1., 2. ve 3. giinlerde ortak olan 55, 60 ve 65 mg/mL konsantrasyonlar1 i¢in 24 saatlik
sonucuna gore %43.76-69.56 araliginda, 48 saatlik sonucuna gore %65.40-84.54 araliginda
ve 72 saatlik sonucuna gore %73.45-92.22 araliginda; Kabaas1 Kiikiirtlii kayis1 metanol
ekstraktinin 2. ve 3. giinlerde ortak olan 50 ve 75 mg/mL konsantrasyonlar1 i¢in 48 saatlik
sonucuna gore %44.10-64.46 araliginda ve 72 saatlik sonucuna gore %47.57-78.04
araliginda inhibisyon degerleri gostermistir.

MCF-7 hiicrelerinde ayrica MTT testi ile, %50 hiicre biiyiime inhibisyonu gosteren
kayis1 ekstraktlarinin ICsq degerleri belirlenmistir. Hacihaliloglu Giin kurusu, Hacihaliloglu
Kiikiirtlii, Kabaasi Giin Kurusu ve Kabaagi Kiikiirtlii kayis1 ¢esitleri karsilastirildiginda en
iyi 1Cso degerleri, 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla 56.32, 48.38 ve 45.26 mg/mL
konsantrasyonlara sahip Kabaasi Giin Kurusu metanol ekstraktlarina aittir. Hacihaliloglu
Gilin kurusu ve Kabaasi Giin Kurusu ICsy degerleri agisindan tiim giinler birbirine yakin
degerlerde olmasina ragmen Hacihaliloglu Kiikiirtlii ve Kabaag1 Kiikiirtlii kayisilarin 1Cs
degerleri ikinci giinlin sonunda ani olarak diiserek ticilincii gilinle birbirine yakin degerler
haline gelmistir.

Gln 1518inda veya kiikiirtlenerek kurutulmus kayisi ekstraktlarinin MTT testiyle
belirlenen 1Csy degerleri kullanilarak MCF-7 hiicrelerinin canliligin1 gézlemlemek igin
akridin turuncusu ve etidyum bromiir boyamasi gergeklestirilmistir. MCF-7 hiicreleri ile
yapilan floresans boyama testleriyle (+) Kontrol grubundaki tiim hiicrelerin parlak yesil
renkte ve canli oldugu gorilmistiir. (-) Kontrol grubundaki tiim hiicreler ise uygulanan
DMSO yiiziinden canliliklarin1 kaybederek kirmizi ve turuncu renkte boyanmuslardir.

Hacihaliloglu Giin Kurusu kayisiya ait 24, 48 ve 72 saatlik 1Csy degerleri olan sirasiyla
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60.16, 52.08 ve 49.79 mg/mL; Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayisiya ait 24, 48 ve 72 saatlik I1Csg
degerleri olan sirastyla 95.47, 66.18 ve 59.69 mg/mL; Kabaag1 Giin Kurusu kayisiya ait 24,
48 ve 72 saatlik 1Csy degerleri olan sirasiyla 56.32, 48.38 ve 45.26 mg/mL; Kabaasi
Kiikiirtlii kayistya ait 24, 48 ve 72 saatlik ICso degerleri olan sirasiyla 108.99, 58.06 ve
54.13 mg/mL konsantrasyonlariin uygulandigt MCF-7 hiicre hattindaki hiicrelerde
6liimlerin olmasi nedeniyle neredeyse ekilen hiicrelerin yarist 61diigii i¢in 6lmek iizere olan
hiicreler de etidyum bromiir ile kirmiziya ve kalan canli hiicreler ise akridin turuncusu ile
yesil renge boyanmistir. Ayrica, bu boyama yonteminde uygulanan konsantrasyonlar
hiicrelerin yarisini1 6ldiiren 1Cso konsantrasyon degerleri oldugundan floresans mikroskopla
¢ekilen akridin turuncusu ve etidyum bromiir boyama testi fotograflari, MTT testi
sonucunda invert mikroskopla c¢ekilen hiicre goriintiileriyle tamamen tutarli olarak
saptanmigtir. Buna ilaveten, hiicrelere endoplazmik retikulum stresi olusturmak amaciyla
uygulanan 1 uM Thapsigargin %50°’den daha fazla hiicre 6liimii meydana getirmediginden
bu konsantrasyonun diger deneylerde kullanilabilecegi hem invert mikroskopla cekilen
hiicre goriintiilerinden hem de akridin turuncusu ve etidyum bromiir boyama testi
fotograflarindan anlagilmistir.

Kayisilarin metanol ekstraktlarinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki hiicre gogiine
etkilerini gézlemleyebilmek igin yara iyilesme testi yapilmistir. Kayisilarin 24 saatlik 1Cs
konsantrasyonlar: yara iyilesme testinde kullanilmistir. Bu test i¢in herhangi bir ekstrakt
uygulanmayan (+) Kontrol grubunun yarik araligi 0. saatte 639.92 + 2.44 um ve 24. saatte
491.10 £+ 10.66 um olarak dl¢lilmistiir. 60.16 mg/mL konsantrasyona sahip Hacihaliloglu
Giin Kurusu kayisi metanol ekstraktinin uygulandigt MCF-7 hiicresinde yarik araligi 0.
saatte 710.03 = 4.77 um ve 24. saatte 693.26 = 6.61 pm olarak belirlenmistir. Hacthaliloglu
Gilin Kurusu kayist metanol ekstraktinin ICso degerine ilaveten 1 uM Thapsigargin
uyguladigimizda MCF-7 hiicresinde yarik araligi 0. saatte 521.48 = 4.21 um ve 24. saatte
511.52 £ 1.60 um olarak bulunmustur. 95.47 mg/mL konsantrasyona sahip Hacihaliloglu
Kiiktirtlii kayis1 metanol ekstraktinin uygulandigt MCF-7 hiicresinde yarik aralig1 0. saatte
327.26 £ 4.02 um ve 24. saatte 318.08 £ 1.54 pum olarak Saptanmistir. Hacthaliloglu
Kikirtli kayis1 metanol ekstraktinin [Csq degerine ilaveten 1 pM Thapsigargin
uyguladigimizda MCF-7 hiicresinde yarik araligi 0. saatte 686.68 = 2.89 um ve 24. saatte
799.24 £ 11.42 pum olarak hesaplanmistir. 56.32 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaasi
Gilin Kurusu kayist metanol ekstraktinin uygulandigi MCF-7 hiicresinde yarik araligi 0.
saatte 704.76 = 5.86 um ve 24. saatte 740.11 £ 11.74 um olarak 6l¢lilmiistiir. Kabaas1 Giin

Kurusu kayist metanol ekstraktinin ICso degerine ilaveten 1 pM Thapsigargin
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uyguladigimizda MCF-7 hiicresinde yarik araligi 0. saatte 590.89 = 5.05 um ve 24. saatte
534.15 + 5.81 pum olarak belirlenmistir. 108.99 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaasi
Kiikiirtlii kayis1 metanol ekstraktinin uygulandigit MCF-7 hiicresinde yarik araligi 0. saatte
498.87 £ 3.75 um ve 24. saatte 534.99 £+ 9.28 um olarak bulunmustur. Kabaas1 Kiikiirtlii
kayis1 metanol ekstraktinin ICsp degerine ilaveten 1 puM Thapsigargin uyguladigimizda
MCEF-7 hiicresinde yarik araligi 0. saatte 360.31 £+ 3.30 um ve 24. saatte 398.61 + 10.34 pm
olarak saptanmigtir. Sonug olarak, kontrol grubu disindaki tim gruplarda hiicre gogii
yetenegi yani hiicre proliferasyonu azalmasina ragmen, kiikiirtli kayisi c¢esitlerine
Thapsigargin uygulanmasi giin kurusu kayisilara Thapsigargin uygulanmasina nazaran
calisilan MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinin hiicre gogii yetenegini ve dolayisiyla da
hiicre proliferasyonunu azaltici etkiye sahiptir.

MCF-7 hiicrelerine yonelik ELISA sonuglari incelendiginde, ATF6 proteini
acisindan MCF-7 Kontrol grubu diger tiim gruplardan ortalama olarak daha yiiksek
degerde bulunmustur. Ayrica, MCF-7 + Kabaas1 Giin Kurusu grubuyla MCF-7 + Kabaasi
Giin Kurusu + Thapsigargin birbirleriyle kiyaslandiginda Thapsigarginin ATF6 protein
miktarini olduke¢a arttirdigi belirlenmistir. Bunun zitt1 olarak, Thapsigargin eklenmesiyle
birlikte MCF-7 + Hacihaliloglu Kiikiirtlii grubunun ortalama degeri 5 kat azalmistir. Elde
edilen ELISA sonuglarindan, MCF-7 hiicrelerinde CHOP proteinine rastlanmamistir.
Endoplazmik retikulum stresinde bir baska yolakta yer alan XBP1 proteini agisindan ise
MCF-7 + Hacihaliloglu Kiikiirtlii grubu, MCF-7 + Hacihaliloglu Giin Kurusu haricindeki
diger tiim gruplardan yiiksektir (p<0.05).

Insan kolon kanseri hiicre hatt1 olan HCT116 iizerinde yapilan MTT testinin
Hacihaliloglu Giin Kurusu kayist metanol ekstraktinin 1., 2. ve 3. giinlerde ortak olan 55,
60 ve 65 mg/mL konsantrasyonlari i¢in 24 saatlik sonucuna gore %26.04-32.21 araliginda,
48 saatlik sonucuna gore %36.41-54.38 araliginda ve 72 saatlik sonucuna gore %55.71-
86.05 araliginda; Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayis1t metanol ekstraktinin 1., 2. ve 3. giinlerde
ortak olan 100 ve 125 mg/mL konsantrasyonlar1 i¢in 24 saatlik sonucuna gore %45.02-
57.50 araliginda, 48 saatlik sonucuna gore %47.45-60.63 araliginda ve 72 saatlik sonucuna
gore %60.32-83.05 araliginda; Kabaas1 Giin Kurusu kayis1 metanol ekstraktinin 1., 2. ve 3.
giinlerde ortak olan 55, 60 ve 65 mg/mL konsantrasyonlar1 i¢in 24 saatlik sonucuna gore
%36.93-47.90 araliginda, 48 saatlik sonucuna gore %39.83-49.03 araliginda ve 72 saatlik
sonucuna gore %54.09-78.19 araliginda; Kabaag1 Kiikiirtlii kayis1 metanol ekstraktinin 1.

ve 2. giinlerde ortak olan 100 ve 125 mg/mL konsantrasyonlari i¢in 24 saatlik sonucuna
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gore %43.71-52.60 araliginda ve 48 saatlik sonucuna gore %49.52-65.73 araliginda
inhibisyon degerleri gdstermistir.

HCT116 hiicrelerinde ayrica MTT testi ile, %50 hiicre biiyiime inhibisyonu
gosteren kayis1 ekstraktlarinin 1Csq degerleri belirlenmistir. Hacihaliloglu Giin kurusu,
Hacihaliloglu Kiikiirtlii, Kabaas1 Giin Kurusu ve Kabaagi Kiikiirtli kayisi cesitleri
karsilastirildiginda en iyi 1Cso degerleri, 24 ve 72. saatlerde sirasiyla 74.94 ve 50.03
mg/mL konsantrasyonlara sahip Kabaasi Giin Kurusu metanol ekstraktlarna aittir. 48.
saatteki en iyi 1Cso degeri ise 63.05 mg/mL konsantrasyona sahip Hacihaliloglu Giin
kurusu metanol ekstraktina aittir. Hacthaliloglu Giin kurusu ve Kabaasi Giin Kurusu 1Csg
degerleri agisindan tiim giinler birbirine yakin degerlerde olmasina ragmen Hacihaliloglu
Kiikiirtlii ve Kabaag1 Kiikiirtlii kayisilarin 1Cso degerleri tiglincii glinlin sonunda ani olarak
diiserek diger giinlerden farkli bir profil ¢izmislerdir.

Giin 151831nda veya kiikiirtlenerek kurutulmus kayisi ekstraktlarinin MTT testiyle
belirlenen 1Csy degerleri kullanilarak HCT116 hiicrelerinin canliligini gézlemlemek igin
akridin turuncusu ve etidyum bromiir boyamasi gergeklestirilmistir. HCT116 hiicreleri ile
yapilan floresans boyama testleriyle (+) Kontrol grubundaki tiim hiicrelerin parlak yesil
renkte ve canli oldugu goriilmektedir. (-) Kontrol grubundaki tiim hiicreler ise uygulanan
DMSO yiiziinden canliliklarin1 kaybederek kirmizi ve turuncu renkte boyanmuslardir.
Hacihaliloglu Giin Kurusu kayisiya ait 24, 48 ve 72 saatlik 1Csp degerleri olan sirasiyla
79.97, 63.05 ve 52.31 mg/mL; Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayisiya ait 24, 48 ve 72 saatlik ICs
degerleri olan sirastyla 110.11, 104.38 ve 79.55 mg/mL; Kabaast Giin Kurusu kayisiya ait
24, 48 ve 72 saatlik 1Csq degerleri olan sirasiyla 74.94, 63.56 ve 50.03 mg/mL; Kabaasi
Kiikiirtlii kayisiya ait 24, 48 ve 72 saatlik ICsg degerleri olan sirasiyla 117.77, 100.92 ve
69.57 mg/mL konsantrasyonlarinin uygulandigt HCT116 hiicre hattindaki hiicrelerde
Oliimlerin olmas1 nedeniyle neredeyse ekilen hiicrelerin yarisi 61diigli i¢in 6lmek iizere olan
hiicreler de etidyum bromiir ile kirmiziya ve Kalan canli hiicreler ise akridin turuncusu ile
yesil renge boyanmustir. Ayrica, bu boyama yonteminde uygulanan konsantrasyonlar
hiicrelerin yarisini dldiiren ICsp konsantrasyon degerleri oldugundan floresans mikroskopla
¢ekilen akridin turuncusu ve etidyum bromiir boyama testi fotograflari, MTT testi
sonucunda invert mikroskopla ¢ekilen hiicre goriintiileriyle tamamen tutarli olarak
saptanmistir. Buna ilaveten, hiicrelere endoplazmik retikulum stresi olusturmak amaciyla
uygulanan 1 uM Thapsigargin %50’den daha fazla hiicre 6liimii meydana getirmediginden

bu konsantrasyonun diger deneylerde kullanilabilecegi hem invert mikroskopla cekilen
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hiicre gorintiilerinden hem de akridin turuncusu ve etidyum bromiir boyama testi
fotograflarindan anlagilmistir.

Kayisilarin metanol ekstraktlarinin HCT116 hiicreleri iizerindeki hiicre gdciine
etkilerini gozlemleyebilmek i¢in yara iyilesme testi yapilmistir. Kayisilarin 24 saatlik 1Cs
konsantrasyonlar1 yara iyilesme testinde kullanilmistir. Bu test i¢in herhangi bir ekstrakt
uygulanmayan (+) Kontrol grubunun yarik aralig1 0. saatte 701.00 + 20.81 um ve 24. saatte
380.79 + 15.36 um olarak ol¢lilmiistiir. 79.97 mg/mL konsantrasyona sahip Hacihaliloglu
Gilin Kurusu kayist metanol ekstraktinin uygulandigi HCT116 hiicresinde yarik araligi 0.
saatte 779.15 + 2.21 pum ve 24. saatte 735.69 + 8.03 um olarak belirlenmistir. Hacihaliloglu
Giin Kurusu kayisi metanol ekstraktinin ICsp degerine ilaveten 1 puM Thapsigargin
uyguladigimizda HCT116 hiicresinde yarik araligi 0. saatte 700.50 + 14.53 pum ve 24.
saatte 409.52 + 21.81 um olarak bulunmustur. 110.11 mg/mL konsantrasyona sahip
Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayis1 metanol ekstraktinin uygulandigi HCT116 hiicresinde yarik
aralig1 0. saatte 561.04 = 19.96 um ve 24. saatte 469.60 = 8.65 um olarak Saptanmustir.
Hacihaliloglu Kiikiirtlii kayis1 metanol ekstraktinin ICsg degerine ilaveten 1 pM
Thapsigargin uyguladigimizda HCT116 hiicresinde yarik araligi 0. saatte 809.95 + 8.12 um
ve 24, saatte 788.59 + 26.59 pum olarak hesaplanmistir. 74.94 mg/mL konsantrasyona sahip
Kabaas1 Giin Kurusu kayis1 metanol ekstraktinin uygulandigt HCT116 hiicresinde yarik
aralig1 0. saatte 620.22 + 37.81 um ve 24. saatte 699.32 + 40.68 pm olarak Slctilmiistiir.
Kabaags1 Giin Kurusu kayis1 metanol ekstraktinin ICso degerine ilaveten 1 pM Thapsigargin
uyguladigimizda HCT116 hiicresinde yarik araligi 0. saatte 850.08 £+ 33.30 um ve 24.
saatte 841.89 + 46.55 pum olarak belirlenmistir. 117.77 mg/mL konsantrasyona sahip
Kabaag1 Kiikiirtli kayis1 metanol ekstraktinin uygulandigt HCT116 hiicresinde yarik
aralig1 0. saatte 517.82 + 16.85 um ve 24. saatte 579.79 £ 21.56 um olarak bulunmustur.
Kabaas1 Kiikiirtlii kayist metanol ekstraktinin ICso degerine ilaveten 1 uM Thapsigargin
uyguladigimizda HCT116 hiicresinde yarik araligi 0. saatte 650.61 = 9.56 um ve 24. saatte
624.76 + 2.90 pm olarak saptanmistir. Sonug olarak, kontrol grubu digindaki tiim gruplarda
hiicre gogii yetenegi yani hiicre proliferasyonu azalmasina ragmen, Hacihaliloglu Giin
Kurusu kayistya Thapsigargin uygulanmasi diger gruplara kiyasla hiicre gocii yetenegini
ve dolayisiyla da hiicre proliferasyonunu fazlasiyla arttirict etkiye sahip oldugu
belirlenmistir.

HCT116 hiicrelerine yonelik ELISA sonuglari incelendiginde, ATF6 proteini
acisindan HCT116 Kontrol grubu diger tiim gruplardan ortalama olarak daha yiiksek
degerde bulunmugtur. Ayrica, HCT116 + Hacihaliloglu Giin Kurusu + Thapsigargin diger
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gruplarla kiyaslandiginda ATF6 proteini bakimindan anlamlidir. Elde edilen ELISA
sonuglarindan, HCT116 hiicrelerinde CHOP proteinine rastlanmamistir. Endoplazmik
retikulum stresinde bir baska yolakta yer alan XBP1 proteini agisindan ise HCT116
Kontrol grubu diger tiim gruplardan ¢ok daha yiiksek degerde saptanmustir (p<0.05).
HCT116 + Hacihaliloglu Kiikiirtlii grubu, HCT116 + Kabaas1 Giin Kurusu + Thapsigargin
haricindeki diger tiim gruplarla kiyaslandiginda XBP1 bakimindan aralarinda anlamli fark
bulunmustur (p<0.05)

Bu tez calismamizda, Hacihaliloglu ve Kabaasi kayisi ¢esitlerine ait giin kurusu ve
kiikiirtlenmis metanol ekstraktlarinin yiizde inhibisyon sonuglarmma gére MCF-7 ve
HCT116 hiicre hatlarinda antikanser aktivite gosterdikleri ve ayrica hiicre gogii testlerinden
elde edilen verilere gore antimetastatik etki sergiledikleri belirlenmistir. Ayrica, akridin
turuncusu ve etidyum bromiir boya karisimi uygulanarak hiicre dliimleri gézlemlenmistir.
Cok daha spesifik olarak, endoplazmik retikulum stresine ait farkli yolaklarda yer alan
ATF6, CHOP ve XBP1 proteinlerinin MCF-7 ve HCT116 hiicrelerinde ifade edilen
miktarlarindaki degisimler ayrintili olarak incelenmistir. Sonu¢ olarak, insan saglig
acisindan pek ¢ok faydali 6zellikleri olan Malatya yoremize ait kayisilarin beslenmemizde

siklikla yer bulmasinin gerekliligi arastirmamizla ortaya konulmustur.

134



KAYNAKLAR

Adachi, M., Suzuki, Y., Mizuta, T., Osawa, T., Adachi, T., Osaka, K., Suzuki, K.,
Shiojima, K., Arai, Y., Masuda, K., Uchiyama, M., Oyamada, T. & Clerici, M.
(2007). The “Prunus mume Sieb. et Zucc” (Ume) is a Rich Natural Source of Novel
Anti-Cancer Substance. Int. J. Food Prop. 10 (2), 375-384.

Adams, C.J., Kopp, M.C., Larburu, N., Nowak, P.R. & Ali, M.M.U. (2019). Structure
and Molecular Mechanism of ER Stress Signaling by the Unfolded Protein Response
Signal Activator IREL. Front. Mol. Biosci. 6, 11.

Aguayo-Ortiz, R. & Espinoza-Fonseca, L.M. (2020). Linking Biochemical and
Structural States of SERCA: Achievements, Challenges, and New Opportunities. Int.
J. Mol. Sci. 21, 4146.

Aguissa-Touré, A.H. & Li, G. (2012). Genetic alterations of PTEN in human melanoma.
Cell. Mol. Life Sci. 69 (9), 1475-91.

Akin, E.B., Karabulut, I. & Topcu, A. (2008). Some compositional properties of main
Malatya apricot (Prunus armeniaca L.) varieties. Food Chem. 107, 939-948.

Ali, S., Masud, T. & Abbasi, K.S. (2011). Physico-chemical characteristics of apricot
(Prunus armeniaca L.) grown in Northern Areas of Pakistan. Sci. Hortic. 130, 386-
392.

Andersen, T.B., Lopez, C.Q., Manczak, T., Martinez, K. & Simonsen, H.T. (2015).
Thapsigargin—From Thapsia L. to mipsagargin. Molecules. 20, 6113-6127.

Andrews, S.P., Ball, M., Wierschem, F., Cleator, E., Oliver, S., Hogenauer, K., Simic,
O., Antonello, A., Hiinger, U., Smith, M.D. & Ley, S. V. (2007). Total synthesis of
five thapsigargins: Guaianolide natural products exhibiting sub-nanomolar SERCA
inhibition. Chemistry. 13, 5688-5712.

Arnal, M., Solary, E., Brunet-Lecomte, P. & Lizard-Nacol, S. (1999). Expression of the
gadd153 gene in normal and tumor breast tissues by a sensitive RT-PCR method. Int.
J. Mol. Med. 4, 545-48.

Bailly-Maitre, B., Fondevila, C., Kaldas, F., Droin, N., Luciano, F., Ricci, J.E.,
Croxton, R., Krajewska, M., Zapata, J.M., Kupiec-Weglinski, J.W., Farmer, D.
& Reed, J.C. (2006). Cytoprotective gene bi-1 is required for intrinsic protection
from endoplasmic reticulum stress and ischemia-reperfusion injury. Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 103, 2809-14.

Ball, M., Andrews, S.P., Wierschem, F., Cleator, E., Smith, M.D. & Ley, S.V. (2007).
Total synthesis of thapsigargin, a potent SERCA pump inhibitor. Org. Lett. 9, 663—
666.

Baltzis, D., Qu, L.K., Papadopoulou, S., Blais, J.D., Bell, J.C., Sonenberg, N. &
Koromilas, A.E. (2004). Resistance to vesicular stomatitis viriis infection requires a
functional cross talk between the eukaryotic translation initiation factor 2-kinases
PERK and PKR. J. Virol. 78, 12747-61.

135



Berridge, M.J., Bootman, M.D. & Roderick, H.L. (2003). Calcium signalling: dynamics,
homeostasis and remodelling. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 4 (7), 517-29.

Berson, E.L. (1993). Retinitis pigmentosa. The Friedenwald Lecture Invest. Ophthalmol.
Vis. Sci. 34, 1659-76.

Bertolotti, A., Wang, X., Novoa, I., Jungreis, R., Schlessinger, K., Cho, J.H., West,
A.B. & Ron, D. (2001). Increased sensitivity to dextran sodium sulfate colitis in
IRE1beta-deficient mice. J. Clin. Invest. 107 (5), 585-93.

Bertolotti, A., Zhang, Y., Hendershot, L.M., Harding, H.P. & Ron, D. (2000). Dynamic
interaction of BiP and ER stress transducers in the unfolded-protein response. Nat.
Cell Biol. 2 (6), 326-32.

Bi, M., Naczki, C., Koritzinsky, M., Fels, D., Blais, J., Hu, N., Harding, H., Novoa, I.,
Varia, M., Raleigh, J., Scheuner, D., Kaufman, R.J., Bell, J., Ron, D., Wouters,
B.G. & Koumenis, C. (2005). ER stress-regulated translation increases tolerance to
extreme hypoxia and promotes tumor growth. EMBO J. 24, 3470-81.

Blais, J.D., Addison, C.L., Edge, R., Falls, T., Zhao, H., Wary, K., Koumenis, C.,
Harding, H.P., Ron, D., Holcik, M. & Bell, J.C. (2006). Perk-dependent
translational regulation promotes tumor cell adaptation and angiogenesis in response
to hypoxic stress. Mol. Cell. Biol. 26 (24), 9517-32.

Boyce, M., Bryant, K.F., Jousse, C., Long, K., Harding, H.P., Scheuner, D., Kaufman,
R.J., Ma, D., Coen, D.M., Ron, D. & Yuan, J. (2005). A selective inhibitor of
elF2a dephosphorylation protects cells from ER stress. Science. 307, 935-39.

Bramley, P.M. (2003). In I. Johnson & G. P. Williamson (Eds.), Phytochemical functional
foods. Boca Raton: CRC Press.

Bravo, R., Parra, V., Gatica, D., Rodriguez, A.E., Torrealba, N., Paredes, F., Wang,
Z\., Zorzano, A., Hill, J.A., Jaimovich, E., Quest, AF.G. & Lavandero, S.
(2013). Endoplasmic reticulum and the unfolded protein response: dynamics and
metabolic integration. Int. Rev. Cell Mol. Biol. 301, 215-90.

Brown, M., Strudwick, N., Suwara, M., Sutcliffe, L.K., Mihai, A.D., Ali, AA,,
Watson, J.N. & Schroder, M. (2016). An initial phase of JNK activation inhibits
cell death early in the endoplasmic reticulum stress response. J. Cell Sci. 129, 2317
2328.

Cammpbell, O.E. & Padilla-Zakour, O.l. (2013). Phenolic and carotenoid composition
of canned peaches (Prunus persica) and apricots (Prunus armeniaca) as affected by
variety and peeling. Food Res. Int. 54, 448-455.

Cantwell-Dorris, E.R., O’Leary, J.J. & Sheils, O.M. (2011). BRAF*E: Implications
for carcinogenesis and molecular therapy. Mol. Cancer Ther. 10 (3), 385-94.

136



Cardozo, A.K., Ortis, F., Storling, J., Feng, Y.M., Rasschaert, J., Tonnesen, M.,
Eylen, F.V., Mandrup-Poulsen, T., Herchuelz, A. & Eizirik, D.L. (2005).
Cytokines down-regulate the sarcoendoplasmic reticulum pump Ca®* ATPase 2b and
deplete endoplasmic reticulum Ca?" leading to induction of endoplasmic reticulum
stress in pancreatic -cells. Diabetes. 54, 452-61.

Carrasco, D.R., Sukhdeo, K., Protopopova, M., Sinha, R., Enos, M., Carrasco, D.E.,
Zheng, M., Mani, M., Henderson, J., Pinkus, G.S., Munshi, N., Horner, J.,
Ivanova, E.V., Protopopov, A., Anderson, K.C., Tonon, G. & DePinho, R.A.
(2007). The differentiation and stress response factor XBP-1 drives multiple
myeloma pathogenesis. Cancer Cell. 11, 349-60.

Chemaly, E.R., Troncone, L. & Lebeche, D. (2018). SERCA control of cell death and
survival. Cell Calcium. 69, 46-61.

Chen, C.Y., Malchus, N.S., Hehn, B., Stelzer, W., Avci, D., Langosch, D. & Lemberg,
M.K. (2014). Signal peptide peptidase functions in ERAD to cleave the unfolded
protein response regulator XBP1u. EMBO J. 33 (21), 2492-506.

Chen, D. & Evans, P.A. (2017). A Concise, Efficient and Scalable Total Synthesis of
Thapsigargin and Nortrilobolide from (R)-(-)-Carvone. J. Am. Chem. Soc. 139,
6046-6049.

Chen, L.H., Jiang, C.C., Kiejda, K.A., Wang, Y.F., Thorne, R.F., Zhang, X.D. &
Hersey, P. (2007). Thapsigargin sensitizes human melanoma cells to TRAIL-
induced apoptosis by up-regulation of TRAIL-R2 through the unfolded protein
response. Carcinogenesis. 28, 2328-2336.

Chen, X., Shen, J. & Prywes, R. (2002). The luminal domain of ATF6 senses
endoplasmic reticulum (ER) stress and causes translocation of ATF6 from the ER to
the Golgi. J. Biol. Chem. 277 (15), 13045-52.

Chevet, E., Hetz, C. & Samali, A. (2015). Endoplasmic reticulum stress-activated cell
reprogramming in oncogenesis. Cancer Discov. 5 (6), 586-97.

Chidawanyika, T., Sergison, E., Cole, M., Mark, K. & Supattapone, S. (2018).
SEC24A identified as an essential mediator of thapsigargin induced cell death in a
genome-wide CRISPR/Cas9 screen. Cell Death Discov., 4, 115.

Chou, J. & Roizman, B. (1994). Herpes simplex virus 1 y(1)34.5 gene function, which
blocks the host response to infection, maps in the homologous domain of the genes
expressed during growth arrest and DNA damage. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 91,
5247-51.

Christensen, S.B. & Norup, E. (1985). Absolute configurations of the histamine
liberating sesquiterpene lactones thapsigargin and trilobolide. Tetrahedron Lett. 26,
107-110.

Chu, H., Smith, J.M., Felding, J. & Baran, P.S. (2017). Scalable Synthesis of (-)-
Thapsigargin. ACS Cent. Sci. 3, 47-51.

137



Clapham, D.E. (2007). Calcium signaling. Cell. 131 (6), 1047-58.

Cnop, M., Ladriere, L., Hekerman, P., Ortis, F., Cardozo, A.K., Dogusan, Z., Flamez,
D., Boyce, M., Yuan, J. & Eizirik, D.L. (2007). Selective inhibition of eukaryotic
translation initiation factor 2a dephosphorylation potentiates fatty acid-induced
endoplasmic reticulum stress and causes pancreatic B-cell dysfunction and apoptosis.
J. Biol. Chem. 282, 3989-97.

Coen, P.M. & Goodpaster, B.H. (2012). Role of intramyocelluar lipids in human health.
Trends. Endocrinol. Metab. 23 (8), 391-8.

Corazzari, M. (2013). ER stress & autophagy in cancer: contenders or partners in crime?
Int. J. Mol. Biol. Biochem. 1 (1), 23-38.

Corazzari, M., Rapino, F., Ciccosanti, F., Giglio, P., Antonioli, M., Conti, B., Fimia,
G.M., Lovat, P.E. & Piacentini, M. (2015). Oncogenic BRAF induces chronic ER
stress condition resulting in increased basal autophagy and apoptotic resistance of
cutaneous melanoma. Cell Death Differ. 22 (6), 946-58.

Cullinan, S.B. & Diehl, J.A. (2004). PERK-dependent activation of Nrf2 contributes to
redox homeostasis and cell survival following endoplasmic reticulum stress. J. Biol.
Chem. 279 (19), 20108-17.

Cullinan, S.B., Zhang, D., Hannink, M., Arvisais, E., Kaufman, R.J. & Diehl, J.A.
(2003). Nrf2 is a direct PERK substrate and effector of PERK-dependent cell
survival. Mol. and Cell. Biol. 23 (20), 7198-209.

Crestey, F., Toma, M. & Christensen, S.B. (2015). Concise synthesis of thapsigargin
from nortrilobolide. Tetrahedron Lett. 56, 5896-5898.

Dai, B.H., Geng, L., Wang, Y., Sui, C.J., Xie, F., Shen, R.X., Shen, W.F. & Yanget,
J.M. (2013). microRNA-199a-5p protects hepatocytes from bile acid-induced
sustained endoplasmic reticulum stress. Cell Death & Dis. 4, e604.

Das, A., Rui, H., Nakamoto, R. & Roux, B. (2017). Conformational Transitions and
Alternating-Access Mechanism in the Sarcoplasmic Reticulum Calcium Pump. J
Mol. Biol. 429, 647-666.

Davies, S.E., Portmann, B.C., O'Grady, J.G., Aldis, P.M., Chaggar, K., Alexander,
G.J. & Williams, R. (1991). Hepatic histological findings after transplantation for
chronic hepatitis B virus infection, including a unique pattern of fibrosing cholestatic
hepatitis. Hepatology. 13, 150-57.

Delepine, M., Nicolino, M., Barrett, T., Golamaully, M., Lathrop, G.M. & Julier, C.
(2000). EIF2AK3, encoding translation initiation factor 2-p kinase 3, is mutated in
patients with Wolcott-Rallison syndrome. Nat Genet. 25, 406-9.

Dever, T.E. (2002). Gene-specific regulation by general translation factors. Cell. 108 (4),
545-56.

138



Dey, S. & Bajaj, S.O. (2018). Promising anticancer drug thapsigargin: A perspective
toward the total synthesis. Synth. Commun., 48, 1-13.

Diamanti-Kandarakis, E., Bourguignon, J.P., Giudice, L.C., Hauser, R., Prins, G.S.,
Soto, A.M., Zoeller, R.T. & Gore, A.C. (2009). Endocrine-disrupting chemicals: an
endocrine society scientific statement. Endocr. Rev. 30 (4), 293-342.

Dimcheff, D.E., Askovic, S., Baker, A.H., Johnson-Fowler, C. & Portis, J.L. (2003).
Endoplasmic reticulum stress is a determinant of retrovirus-induced spongiform
neurodegeneration. J. Virol. 77, 12617-29.

Dimcheff, D.E., Faasse, M.A., McAtee, F.J. & Portis, J.L. (2004). Endoplasmic
reticulum (ER) stress induced by a neurovirulent mouse retrovirus is associated with
prolonged BiP binding and retention of a viral protein in the ER. J. Biol. Chem. 279,
33782-90.

Du, K., Herzig, S., Kulkarni, R.N. & Montminy, M. (2003). TRB3: a tribbles homolog
that inhibits Akt/PKB activation by insulin in liver. Science. 300, 1574-77.

Dubois, C., Vanden Abeele, F., Sehgal, P., Olesen, C., Junker, S., Christensen, S.B.,
Prevarskaya, N. & Meller, J.V. (2013). Differential effects of thapsigargin
analogues on apoptosis of prostate cancer cells: Complex regulation by intracellular
calcium. FEBS J. 280, 5430-5440.

Dufey, E., Sepulveda, D., Rojas-Rivera, D. & Hetz, C. (2014). Cellular mechanisms of
endoplasmic reticulum stress signaling in health and disease. 1. An overview. Am. J.
Physiol. Cell Physiol. 307 (7), C582-94.

Enomoto, S., Yanaoka, K., Utsunomiya, H., Niwa, T., Inada, K., Deguchi, H., Ueda,
K., Mukoubayashi, C., Inoue, 1., Maekita, T., Nakazawa, K., Iguchi, M., Tamali,
H., Fujishiro, M., Oka, M. & Ichinose, M. (2010). Inhibitory effects of Japanese
Apricot, (Prunus Mume Siebold ET Zucc.; Ume), on Helicobacter pylori-related
chronic gastritis. Nat. Rev. Gastroenerol. Hepatol. 7, 478.

Esposito, L., Gan, L., Yu, G.Q., Essrich, C. & Mucke, L. (2004). Intracellularly
generated amyloid-f3 peptide counteracts the antiapoptotic function of its precursor
protein and primes proapoptotic pathways for activation by other insults in
neuroblastoma cells. J. Neurochem. 91, 1260-74.

Fels, D.R. & Koumenis, C. (2006). The PERK/elF2alpha/ATF4 module of the UPR in
hypoxia resistance and tumor growth. Cancer Biol. Ther. 5 (7), 723-8.

Ferreiro, E., Resende, R., Costa, R., Oliveira, C.R. & Pereira, C.M. (2006). An
endoplasmic-reticulum-specific apoptotic pathway is involved in prion and amyloid-
B peptides neurotoxicity. Neurobiol. Dis. 23, 669-78.

Flourakis, M., Lehen’kyi, V., Beck, B., Raphaél, M., Vandenberghe, M., Abeele, F.V.,
Roudbaraki, M., Lepage, G., Mauroy, B., Romanin, C., Shuba, Y., Skryma, R.
& Prevarskaya, N. (2010). Orail contributes to the establishment of an apoptosis-
resistant phenotype in prostate cancer cells. Cell Death Dis. 1, e75.

139



Fonseca, S.G., Fukuma, M., Lipson, K.L., Nguyen, L.X., Allen, J.R., Oka, Y. &
Urano, F. (2005). WFSL1 is a novel component of the unfolded protein response and
maintains homeostasis of the endoplasmic reticulum in pancreatic B-cells. J. Biol.
Chem. 280, 39609-15.

Foo, N.C., Ahn, B.Y., Ma, X, Hyun, W. & Yen, T.S. (2002). Cellular vacuolization and
apoptosis induced by hepatitis B virus large surface protein. Hepatology. 36, 1400-7.

Forus, A., Florenes, V.A., Maelandsmo, G.M., Fodstad, O. & Myklebost, O. (1994).
The pro-tooncogene CHOP/GADD153, involved in growth arrest and DNA damage
response, is amplified in a subset of human sarcomas. Cancer Genet. Cytogenet. 78,
165-71.

Friedman, J.M. & Halaas, J.L. (1998). Leptin and the regulation of body weight in
mammals. Nature. 395 (6704), 763-70.

Garg, A.D., Maes, H., van Vliet, A.R. & Agostinis, P. (2014). Targeting the hallmarks of
cancer with therapy-induced endoplasmic reticulum (ER) stress. Mol. Cell. Oncol. 2
(1), e9750809.

Giglio, P., Fimia, G.M., Lovat, P.E., Piacentini, M. & Corazzari, M. (2015). Fateful
music from a talented orchestra with a wicked conductor: connection between
oncogenic BRAF, ER stress, and autophagy in human melanoma. Mol Cell Oncol. 2
(3), €995016.

Glimcher, L.H. (2010). XBP1: the last two decades. Ann. Rheum. Dis. 69 Suppl 1, i67-71.

Greenman, C., Stephens, P., Smith, R., Dalgliesh, G.L., Hunter, C., Bignell, G.,
Davies, H., Teague, J., Butler, A., Stevens, C., Edkins, S., O'Meara, S., Vastrik,
I., Schmidt, E.E., Avis, T., Barthorpe, S., Bhamra, G., Buck, G., Choudhury, B.,
Clements, J., Cole, J., Dicks, E., Forbes, S., Gray, K., Halliday, K., Harrison, R.,
Hills, K., Hinton, J., Jenkinson, A., Jones, D., Menzies, A., Mironenko, T.,
Perry, J., Raine, K., Richardson, D., Shepherd, R., Small, A., Tofts, C., Varian,
J., Webb, T., West, S., Widaa, S., Yates, A., Cahill, D.P., Louis, D.N., Goldstraw,
P., Nicholson, A.G., Brasseur, F., Looijenga, L., Weber, B.L., Chiew, Y.E.,,
deFazio, A., Greaves, M.F., Green, A.R., Campbell, P., Birney, E., Easton, D.F.,
Chenevix-Trench, G., Tan, M.H., Khoo, S.K., Teh, B.T., Yuen, S.T., Leung,
S.Y., Wooster, R., Futreal, P.A. & Stratton, M.R. (2007). Patterns of somatic
mutation in human cancer genomes. Nature. 446 (7132), 153-8.

Harding, H.P., Novoa, I., Zhang, Y.H., Zeng, H., Wek, R., Schapira, M. & Ron, D.
(2000). Regulated translation initiation controls stress-induced gene expression in
mammalian cells. Mol. Cell. 6 (5), 1099-108.

Harding, H.P., Zeng, H., Zhang, Y., Jungries, R., Chung, P., Plesken, H., Sabatini,
D.D. & Ron, D. (2001). Diabetes mellitus and exocrine pancreatic dysfunction in

perk—/— mice reveals a role for translational control in secretory cell survival. Mol.
Cell. 7 (6), 1153-1163.

140



Harding, H.P., Zhang, Y., Bertolotti, A., Zeng, H. & Ron, D. (2000). Perk is essential
for translational regulation and cell survival during the unfolded protein response.
Mol Cell. 5 (5), 897-904.

Harding, H.P., Zhang, Y. & Ron, D. (1999). Protein translation and folding are coupled
by an endoplasmic-reticulum-resident kinase. Nature. 397 (6716), 271-4.

Harding, H.P., Zhang, Y., Zeng, H., Novoa, I., Lu, P.D., Calfon, M., Sadri, N., Yun,
C., Popko, B., Paules, R., Stojdl, D.F., Bell, J.C., Hettmann, T., Leiden, J.M. &
Ron, D. (2003). An integrated stress response regulates amino acid metabolism and
resistance to oxidative stress. Mol. Cell. 11, 619-33.

Hatahet, F. & Ruddock, L.W. (2009). Protein disulfide isomerase: a critical evaluation of
its function in disulfide bond formation. Antioxid Redox Signal. 11 (11), 2807-50.

Hersey, P. & Zhang, X.D. (2008). Adaptation to ER stress as a driver of malignancy and
resistance to therapy in human melanoma. Pigment Cell Melanoma Res. 21 (3), 358—
67.

Hettmann, T., Barton, K. & Leiden, J.M. (2000). Microphthalmia due to p53-mediated
apoptosis of anterior lens epithelial cells in mice lacking the CREB-2 transcription
factor. Dev Biol. 222, 110-123.

Hetz, C. (2012). The unfolded protein response: controlling cell fate decisions under ER
stress and beyond. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 13 (2), 89-102.

Hetz, C., Chevet, E. & Oakes, S.A. (2015). Proteostasis control by the unfolded protein
response. Nat. Cell Biol. 17, 829-838.

Hetz, C. & Papa, F.R. (2018). The Unfolded Protein Response and Cell Fate Control.
Mol. Cell. 69, 169-181.

Hinnebusch, A.G. & Lorsch, J.R. (2012). The mechanism of eukaryotic translation
initiation: new insights and challenges. Cold Spring Harb. Perspect. in Biol. 4 (10).

Hino, S., Kondo, S., Yoshinaga, K., Saito, A., Murakami, T., Kanemoto, S., Sekiya,
H., Chihara, K., Aikawa, Y., Hara, H., Kudo, T., Sekimoto, T., Funamoto, T.,
Chosa, E. & Imaizumi, K. (2010). Regulation of ER molecular chaperone prevents
bone loss in a murine model for osteoporosis. J. Bone Miner. Metab. 28 (2), 131-138.

Hitomi, J., Katayama, T., Eguchi, Y., Kudo, T., Taniguchi, M., Koyama, Y., Manabe,
T., Yamagishi, S., Bando, Y., Imaizumi, K., Tsujimoto, Y. & Tohyama, M.
(2004). Involvement of caspase-4 in endoplasmic reticulum stress-induced apoptosis
and AB-induced cell death. J. Cell. Biol. 165, 347-56.

Hollien, J., Lin, J.H., Li, H., Stevens, N., Walter, P. & Weissman, J.S. (2009).

Regulated Irel-dependent decay of messenger RNAs in mammalian cells. The J. of
Cell Biol. 186 (3), 323-31.

141



Hoozemans, J.J., Veerhuis, R., Van Haastert, E.S., Rozemuller, J.M., Baas, F.,
Eikelenboom, P. & Scheper, W. (2005). The unfolded protein response is activated
in Alzheimer's disease. Acta Neuropathol. 110, 165-72.

Hosoi, T., Sasaki, M., Miyahara, T., Hashimoto, C., Matsuo, S., Yoshii, M. & Ozawa,
K. (2008). Endoplasmic reticulum stress induces leptin resistance. Mol. Pharmacol.
74 (6), 1610-9.

Hotamisligil, G.S. (2005). Role of endoplasmic reticulum stress and c-jun NH2-terminal
kinase pathways in inflammation and origin of obesity and diabetes. Diabetes. 54
(Suppl 2), S73-8.

Huang, Z.M., Tan, T., Yoshida, H., Mori, K., Ma, Y. & Yen, T.S.B. (2005). Activation
of hepatitis B virus S promoter by a cell type-restricted IRE1-dependent pathway
induced by endoplasmic reticulum stress. Mol. Cell. Biol. 25, 7522-33.

Inoue, H., Tanizawa, Y., Wasson, J., Behn, P., Kalidas, K., Bernal-Mizrachi, E.,
Mueckler, M., Marshall, H., Donis-Keller, H., Crock, P., Rogers, D., Mikuni,
M., Kumashiro, H., Higashi, K., Sobue, G., Oka, Y. & Permutt, M.A. (1998). A
gene encoding a transmembrane protein is mutated in patients with diabetes mellitus
and optic atrophy (Wolfram syndrome). Nat. Genet. 20, 143-48.

Igbal, J., Dai, K., Seimon, T., Jungreis, R., Oyadomari, M., Kuriakose, G., Ron, D.,
Tabas, 1. & Hussain, M.M. (2008). IRE1beta inhibits chylomicron production by
selectively degrading MTP mRNA. Cell Metab. 7, 445-455.

Ishihara, H., Takeda, S., Tamura, A., Takahashi, R., Yamaguchi, S., Takei, D.,
Yamada, T., Inoue, H., Soga, H., Katagiri, H., Tanizawa, Y. & Oka, Y. (2004).
Disruption of the WFS1 gene in mice causes progressive [-cell loss and impaired
stimulus-secretion coupling in insiilin secretion. Hum. Mol. Genet. 13, 1159-70.

Isler, J.A., Skalet, A.H. & Alwine, J.C. (2005). Human cytomegalovirus infection
activates and regulates the unfolded protein response. J. Virol. 79, 6890-99.

lurlaro, R. & Muiioz-Pinedo, C. (2016). Cell death induced by endoplasmic reticulum
stress. FEBS J. 283, 2640-2652.

Iwawaki, T., Akai, R. & Kohno, K. (2010). IRE1 disruption causes histological
abnormality of exocrine tissues, increase of blood glucose level, and decrease of
serum immunoglobulin level. PLos One. 5, e13052.

Iwawaki, T., Akai, R., Yamanaka, S. & Kohno, K. (2009). Function of IRE1 alpha in
the placenta is essential for placental development and embryonic viability. Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 106 (39), 16657-62.

Iwawaki, T., Hosoda, A., Okuda, T., Kamigori, Y., Nomura-Furuwatari, C., Kimata,
Y., Tsuru, A. & Kohno, K. (2001). Translational control by the ER transmembrane
kinase/ribonuclease IRE1 under ER stress. Nat. Cell Biol. 3 (2), 158-64.

142



Jamora, C., Dennert, G. & Lee, A.S. (1996). Inhibition of tumor progression by
suppression of stress protein GRP78/BiP induction in fibrosarcoma B/C10ME. Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 93, 7690-94.

Jiang, D., Niwa, M. & Koong, AC. (2015). Targeting the IRE1a-XBP1 branch of the
unfolded protein response in human diseases. Semin. Cancer. Biol. 33, 48-56.

Jordan, R., Wang, L., Graczyk, T.M., Block, T.M. & Romano, P.R. (2002).
Replication of a cytopathic strain of bovine viral diarrhea virus activates PERK and
induces endoplasmic reticulum stress-mediated apoptosis of MDBK cells. J. Virol.
76, 9588-99.

Kadowaki, H., Nishitoh, H., Urano, F., Sadamitsu, C., Matsuzawa, A., Takeda, K.,
Masutani, H., Yodoi, J., Urano, Y., Nagano, T. & Ichijo, H. (2005). Amyloid f
induces neuronal cell death through ROS-mediated ASK1 activation. Cell Death
Differ. 12, 19-24.

Karagoz, G.E., Acosta-Alvear, D. & Walter, P. (2019). The Unfolded Protein Response:
Detecting and Responding to Fluctuations in the Protein-Folding Capacity of the
Endoplasmic Reticulum. Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 11, a033886.

Kaushal, S. & Khorana, H.G. (1994). Structure and function in rhodopsin 7 Point
mutations associated with autosomal dominant retinitis pigmentosa. Biochemistry.
33, 6121-28.

Kharroubi, 1., Ladriere, L., Cardozo, A.K., Dogusan, Z., Cnop, M. & Eizirik, D.L.
(2004). Free fatty acids and cytokines induce pancreatic B-cell apoptosis by different
mechanisms: role of nuclear factor-B and endoplasmic reticulum stress.
Endocrinology. 145, 5087-96.

Kimata, Y., Ishiwata-Kimata, Y., Ito, T., Hirata, A., Suzuki, T., Oikawa, D.,
Takeuchi, M. & Kohno, K. (2007). Two regulatory steps of ER-stress sensor Irel
involving its cluster formation and interaction with unfolded proteins. J. Cell Biol.
179 (1), 75-86.

Koge, D., Schomburg, R., Schurmann, T., Reimertz, C., Konig, H.G., Poppe, M.,
Eckert, A., Miiller, W.E. & Prehn, J.H.M. (2003). The amyloid precursor protein
protects PC12 cells against endoplasmic reticulum stress-induced apoptosis. J.
Neurochem. 87, 248-56.

Koo, E.H. & Kopan, R. (2004). Potential role of presenilin-regulated signaling pathways
in sporadic neurodegeneration. Nat. Med. 10 (Suppl), S26-33.

Koumenis, C. (2006). ER stress, hypoxia tolerance and tumor progression. Curr. Mol.
Med. 6, 55-69.

Koumenis, C., Naczki, C., Koritzinsky, M., Rastani, S., Diehl, A., Sonenberg, N.,
Koromilas, A. & Wouters, B.G. (2002). Regulation of protein synthesis by hypoxia
via activation of the endoplasmic reticulum kinase PERK and phosphorylation of the
translation initiation factor eIF2a. Mol. Cell. Biol. 22, 7405-16.

143



Krebs, J., Agellon, L.B. & Michalak, M. (2015) Ca®" homeostasis and endoplasmic
reticulum (ER) stress: an integrated view of calcium signaling. Biochem. Biophys.
Res. Commun. 460 (1), 114-21.

Kurus, M., Ugras, M., Ates, B. & Otlu, A. (2009). Apricot ameliorates alcohol induced
testicular damage in rat model. Food Chem. Toxicol. 47, 2666-2672.

Lam, M., Lawrence, D.A., Ashkenazi, A. & Walter, P. (2018). Confirming a critical role
for death receptor 5 and caspase-8 in apoptosis induction by endoplasmic reticulum
stress. Cell Death Differ. 25, 1530-1531.

Lange, P.S., Chavez, J.C., Pinto, J.T., Coppola, G., Sun, C.W., Townes, T.M.,
Geschwind, D.H. & Ratan, R.R. (2008). ATF4 is an oxidative stress-inducible,
prodeath transcription factor in neurons in vitro and in vivo. J Exp Med. 205, 1227—
1242.

Lau, J.Y., Bain, V.G., Davies, S.E., O'Grady, J.G., Alberti, A., Alexander, G.J.,
Williams, R. (1992). High-level expression of hepatitis B viral antigens in fibrosing
cholestatic hepatitis. Gastroenterology. 102, 956-62.

Laybutt, D.R., Preston, A.M., Akerfeldt, M.C., Kench, J.G., Busch, A.K., Biankin,
AV. & Biden, T.J. (2007). Endoplasmic reticulum stress contributes to B cell
apoptosis in type 2 diabetes. Diabetologia. 1, 1.

Leccese, A., Bartolini, S. & Viti, R. (2007). Total Antioxidant Capacity and Phenolics
Content in Apricot Fruits. Int. J. Fruit Sci. 7 (2), 3-16.

Lee, A.H., Chu, G.C., lwakoshi, N.N. & Glimcher, L.H. (2005). XBP-1 is required for
biogenesis of cellular secretory machinery of exocrine glands. EMBO J. 24, 4368—
80.

Lee, A.H., Heidtman, K., Hotamisligil, G.S. & Glimcher, L.H. (2011). Dual and
opposing roles of the unfolded protein response regulated by IRElalpha and XBP1 in
proinsulin processing and insulin secretion. Proc Natl Acad Sci USA. 108, 8885—
8890.

Lee, A.H., Scapa, E.F., Cohen, D.E. & Glimcher, L.H. (2008). Regulation of hepatic
lipogenesis by the transcription factor XBP1. Science. 320, 1492—-1496.

Lee, K., Tirasophon, W., Shen, X., Michalak, M., Prywes, R., Okada, T., Yoshida, H.,
Mori, K. & Kaufman, R.J. (2002). IRE1-mediated unconventional mRNA splicing
and S2P-mediated ATF6 cleavage merge to regulate XBP1 in signaling the unfolded
protein response. Genes Dev. 16 (4), 452-66.

Leissring, M.A., Akbari, Y., Fanger, C.M., Cahalan, M.D., Mattson, M.P. &

LaFerlaa, F.M. (2000). Capacitative calcium entry deficits and elevated luminal
calcium content in mutant presenilin-1 knockin mice. J. Cell. Biol. 149, 793-98.

144



Leroux, L., Desbois, P., Lamotte, L., Duvillie, B., Cordonnier, N., Jackerott, M., Jami,
J., Bucchini, D. & Joshi, R.L. (2001). Compensatory responses in mice carrying a
null mutation for Insl or Ins2. Diabetes. 50, S150-53.

Liberman, E., Fong, Y.L., Selby, M.J., Choo, Q.L., Cousens, L., Houghton, M. & Yen,
T.S. (1999). Activation of the grp78 and grp94 promoters by hepatitis C virus E2
envelope protein. J. Virol. 73, 3718-22.

Lin, J.H., Li, H., Yasumura, D., Cohen, H.R., Zhang, C., Panning, B., Shokat, K.M.,
LaVail, M.M. & Walter, P. (2007). IRE1 signaling affects cell fate during the
unfolded protein response. Science. 318 (5852), 944-9.

Lindner, P., Christensen, S.B., Nissen, P., Moller, J.V. & Engedal, N. (2020). Cell
death induced by the ER stressor thapsigargin involves death receptor 5, a non-
autophagic function of MAP1LC3B, and distinct contributions from unfolded protein
response components. Cell Commun. Signal. 18, 12-23.

Lipson, K.L., Fonseca, S.G., Ishigaki, S., Nguyen, L.X., Foss, E., Bortell, R., Rossini,
A.A. & Urano, F. (2006). Regulation of insulin biosynthesis in pancreatic 3 cells by
an endoplasmic reticulum-resident protein kinase IRE1. Cell Metab. 4, 245-54.

Liu, J., Xiao, M., Li, J., Wang, D., He, Y., He, J.,, Gao, F., Mai, L., Li, Y., Liang, Y.,
Liu, Y. & Zhong, X. (2017). Activation of UPR signaling pathway is associated
with the malignant progression and poor prognosis in prostate cancer. Prostate. 77
(3), 274-81.

Liu, M.Q., Chen, Z. & Chen, L.X. (2016). Endoplasmic reticulum stress: a novel
mechanism and therapeutic target for cardiovascular diseases. Acta Pharmacol. Sin.
37 (4), 425-43.

Liu, N., Scofield, V.L., Qiang, W., Yan, M., Kuang, X. & Wong, P.K.Y. (2006).
Interaction between en-doplasmic reticulum stress and caspase 8 activation in
retrovirus MoMuLV-ts1-infected astrocytes. Virology. 348, 398—-405.

Liu, W., Zhu, X., Wang, Q. & Wang, L. (2013). Hyperglycemia induces endoplasmic
reticulum stress-dependent CHOP expression in osteoblasts. Exp. Ther. Med. 5 (5),
1289-1292.

Liu, X., Garriga, P. & Khorana, H.G. (1996). Structure and function in rhodopsin:
correct folding and misfolding in two point mutants in the intradiscal domain of
rhodopsin identified in retinitis pigmentosa. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 93, 4554—
59.

Logue, S.E., Cleary, P., Saveljeva, S. & Samali, A. (2013). New directions in ER stress-
induced cell death. Apoptosis. 18 (5), 537-46.

Lu, M., Lawrence, D.A., Marsters, S., Acosta-Alvear, D., Kimmig, P., Mendez, A.S.,
Paton, A.W., Paton, J.C., Walter, P. & Ashkenazi, A. (2014). Opposing unfolded-
protein-response signals converge on death receptor 5 to control apoptosis. Science.
345, 98-101.

145



Lu, P.D., Jousse, C., Marciniak, S.J., Zhang, Y., Novoa, I., Scheuner, D., Kaufman,
R.J., Ron, D. & Harding, H.P. (2004). Cytoprotection by pre-emptive conditional
phosphorylation of translation initiation factor 2. EMBO J. 23, 169-79.

Lynch, J.M., Maillet, M., Vanhoutte, D., Schloemer, A., Sargent, M.A., Blair, N.S.,
Lynch, K.A., Okada, T., Aronow, B.J., Osinska, H., Prywes, R., Lorenz, J.N.,
Mori, K., Lawler, J., Robbins, J. & Molkentin, J.D. (2012). A thrombospondin-
dependent pathway for a protective ER stress response. Cell. 149 (6), 1257-68.

Lytton, J., Westlin, M. & Hanley, M.R. (1991). Thapsigargin inhibits the sarcoplasmic
or endoplasmic reticulum Ca-ATPase family of calcium pumps. J. Biol. Chem. 266,
17067-17071.

Ma, Z., Fan, C,, Yang, Y., Di, S., HuW,, Li, T., Zhu, Y., Han, J., Xin, Z., Wu, G,
Zhao, J., Li, X. & Yan, X. (2016). Thapsigargin sensitizes human esophageal
cancer to TRAIL-induced apoptosis via AMPK activation. Sci. Rep. 6, 35196.

Makunga, N.P., Jiger, A.K. & van Staden, J. (2006). Improved in vitro rooting and
hyperhydricity in regenerating tissues of Thapsia garganica L. Plant Cell Tiss.
Organ Cult. 86, 77-86.

Marciniak, S.J., Yun, C.Y., Oyadomari, S., Novoa, |., Zhang, Y., Jungreis, R., Nagata,
K., Harding, H.P. & Ron, D. (2004). CHOP induces death by promoting protein
synthesis and oxidation in the stressed endoplasmic reticulum. Genes Dev. 18 (24),
3066-77.

Martino, M.B., Jones, L., Brighton, B., Ehre, C., Abdulah, L., Davis, C.W., Ron, D.,
O’Neal, W.K. & Ribeiro, C.M. (2013). The ER stress transducer IRElbeta is
required for airway epithelial mucin production. Mucosal Immunol. 6, 639-654.

Masuoka, H.C. & Townes, T.M. (2002). Targeted disruption of the activating
transcription factor 4 gene results in severe fetal anemia in mice. Blood. 99 (3), 736-
45,

Maurel, M. & Chevet, E. (2013). Endoplasmic reticulum stress signaling: the microRNA
connection. Am. J. of Physiol.-Cell Physiol. 304 (12), C1117-26.

Mayerhofer, T. & Kodym, R. (2003). Gadd153 restores resistance to radiation-induced
apoptosis after thiol depletion. Biochem. Biophys. Res. Commun. 310, 115-20.

McCullough, K.D., Martindale, J.L., Klotz, L.O., Aw, T.Y. & Holbrook, N.J. (2001).
Gadd153 sensitizes cells to endoplasmic reticulum stress by down-regulating Bcl2
and perturbing the cellular redox state. Mol Cell Biol. 21 (4), 1249-59.

Meex, S.J.R., van Greevenbroek, M.M.J., Ayoubi, T.A., Vlietinck, R., van Vliet-
Ostaptchouk, J.V., Hofker, M.H., Vermeulen, V.M.M-J., Schalkwijk, C.G.,
Feskens, E.J.M., Boer, J.M.A., Stehouwer, C.D.A., van der Kallen, C.J.H. & de
Bruin, T.W.A. (2007). Activating transcription factor 6 polymorphisms and
haplotypes are associated with impaired glucose homeostasis and type 2 diabetes in
Dutch Caucasians. J Clin Endocrinol Metabol. 92, 2720-25.

146



Meuleman, P., Libbrecht, L., Wieland, S., DeVos, R., Habib, N., Kramvis, A.,
Roskams, T. & Leroux-Roels, G. (2006). Immune suppression uncovers
endogenous cytopathic effects of the hepatitis B virus. J. Virol. 80, 2797-807.

Meusser, B., Hirsch, C., Jarosch, E. & Sommer, T. (2005). ERAD: the long road to
destruction. Nat. Cell Biol. 7 (8), 766-72.

Michalak, M., Corbett, E.F., Mesaeli, N., Nakamura, K. & Opas, M. (1999).
Calreticulin: one protein, one gene, many functions. Biochem J. 344 Pt 2, 281-92.

Michelangeli, F. & East, J.M. (2011). A diversity of SERCA Ca* pump inhibitors.
Biochem. Soc. Trans. 39, 789-797.

Minchenko, D.O., Kharkova, A.P., Tsymbal, D.O., Karbovskyi, L.L. & Minchenko,
O.H. (2015). IRE1 inhibition affects the expression of insulin-like growth factor
binding protein genes and modifies its sensitivity to glucose deprivation in U87
glioma cells. Endocr Regul. 49 (4), 185-97.

Moslehi, A., Komeili-movahed, T. & Moslehi, M. (2019). Antioxidant effects of
amygdalin on tunicamycin-induced endoplasmic reticulum stress in the mice liver:
Cross talk between endoplasmic reticulum stress and oxidative stress. Journal of
Reports in Pharmaceutical Sciences. 2 (8), 298-302.

Mulvey, M., Arias, C. & Mohr, I. (2007). Maintenance of ER homeostasis in HSV-1
infected cells through the association of a viral glycoprotein with PERK, a cellular
ER-stress sensor. J. Virol. 17, 17.

Muiioz-Pinedo, C. & Loépez-Rivas, A. (2018). A role for caspase-8 and TRAIL-R2/DR5
in ER-stress-induced apoptosis. Cell Death Differ. 25, 226.

Naidoo, N. (2009). ER and aging-protein folding and the ER stress response. Ageing Res
Rev. 8 (3), 150-9.

Nakagawa, T., Zhu, H., Morishima, N., Li, E., Xu, J., Yankner, B.A. & Yuan, J.
(2000). Caspase-12 mediates endoplasmic-reticulumspecific apoptosis and
cytotoxicity by amyloid-f. Nature. 403, 98-103.

Nakatani, Y., Kaneto, H., Kawamori, D., Yoshiuchi, K., Hatazaki, M., Matsuoka, T.,
Ozawa, K, Ogawa, S. Hori, M., Yamasaki, Y. & Matsuhisa, M. (2005).
Involvement of endoplasmic reticulum stress in insulin resistance and diabetes. J
Biol Chem. 280, 847-51.

Nazi, C., Chao, J. & Xiaokun, L. (2016). Endoplasmic reticulum stress and disease.
China Biotechnology. 36 (01), 76-85.

Netherton, C.L., Parsley, J.C. & Wileman, T. (2004). African swine fever virus inhibits

induction of the stressinduced proapoptotic transcription factor CHOP/GADD153. J.
Virol. 78, 10825-28.

147



Newbold, R.R. (2010). Impact of environmental endocrine disrupting chemicals on the
development of obesity. Hormones (Athens). 9 (3), 206-17.

Ng, D.T., Watowich, S.S. & Lamb, R.A. (1992). Analysis in vivo of GRP78-
BiP/substrate interactions and their role in induction of the GRP78-BiP gene. Mol
Biol Cell. 3 (2), 143-55.

Oakes, S.A., Lin, S.S. & Bassik, M.C. (2006). The control of endoplasmic reticulum-
initiated apoptosis by the BCL-2 family of proteins. Curr. Mol. Med. 6, 99-109.

Oakes, S.A. & Papa, F.R. (2015). The role of endoplasmic reticulum stress in human
pathology. Annu. Rev. Pathol. 10, 173-194.

Okada, T., Sawada, T., Osawa, T., Adachi, M. & Kubota, K. (2008). MK615 inhibits
pancreatic cancer cell growth by dual inhibition of Aurora A and B kinases. World J.
Gastroenterol. 14 (9), 1378-1382.

Oyadomari, S., Koizumi, A., Takeda, K., Gotoh, T., Akira, S., Araki, E. & Mori, M.
(2002). Targeted disruption of the Chop gene delays endoplasmic reticulum stress—
mediated diabetes. J. Clin. Invest. 109, 525-32.

Oyadomari, S., Takeda, K., Takiguchi, M., Gotoh, T., Matsumoto, M., Wada, I.,
Akira, S., Araki, E. & Mori, M. (2001). Nitric oxide-induced apoptosis in
pancreatic B cells is mediated by the endoplasmic reticulum stress pathway. Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A.; 98, 10845-50.

Ozcan, L., Ergin, A.S., Lu, A., Chung, J., Sarkar, S., Nie, D., Jr, M.G.M. & Ozcan, U.
(2009). Endoplasmic reticulum stressplays a central role in development of leptin
resistance. Cell Metab. 9 (1), 35-51.

Ozcan, U., Cao, Q., Yilmaz, E., Lee, A.H., lwakoshi, N.N., Ozdelen, E., Tuncman, G.,
Gorgiin, C., Glimcher, L.H. & Hotamisligil, G.S. (2004). Endoplasmic reticulum
stress links obesity, insulin action, and type 2 diabetes. Science. 306 (5695), 457-61.

Ozcan, U., Yilmaz, E., Ozcan, L., Furuhashi, M., Vaillancourt, E., Smith, R.O.,
Gorgiin, C.Z. & Hotamisligil, G.S. (2006). Chemical chaperones reduce ER stress
and restore glucose homeostasis in a mouse model of type 2 diabetes. Science. 313,
1137-40.

Palam, L.R., Baird, T.D. & Wek, R.C. (2011). Phosphorylation of elF2 facilitates
ribosomal bypass of an inhibitory upstream ORF to enhance CHOP translation. J.
Biol. Chem. 286 (13), 10939-49.

Parlakpinar, H., Olmez, E., Acet, A., Ozturk, F., Tasdemir, S., Ates, B., Gul, M. &
Otlu, A. (2009). Beneficial effects of apricot-feeding on myocardial ischemia-
reperfusion injury in rats. Food Chem. Toxicol. 47, 802-808.

Patil, C. & Walter, P. (2001). Intracellular signaling from the endoplasmic reticulum to

the nucleus: the unfolded protein response in yeast and mammals. Curr. Opin. in Cell
Biol. 13 (3), 349-55.

148



Pavio, N., Romano, P.R., Graczyk, T.M., Feinstone, S.M. & Taylor, D.R. (2003).
Protein synthesis and endoplasmic reticulum stress can be modulated by the hepatitis
C virus envelope protein E2 through the eukaryotic initiation factor 2okinase PERK.
J. Virol. 77, 3578-85.

Pelleymounter, M.A., Cullen, M.J., Baker, M.B., Hecht, R., Winters, D., Boone, T. &
Collins, F. (1995). Effects of the obese gene product on body weight regulation in
ob/ob mice. Science. 269 (5223), 540-3.

Pereira, E.R., Frudd, K., Awad, W. & Hendershot, L.M. (2014). Endoplasmic
reticulum (ER) stress and hypoxia response pathways interact to potentiate hypoxia-
inducible factor 1 (HIF-1) transcriptional activity on targets like vascular endothelial
growth factor (VEGF). J. Biol. Chem. 289 (6), 3352—64.

Perkins, D.J. & Barber, G.N. (2004). Defects in translational regulation mediated by the-
sub-unit of eukaryotic initiation factor 2 inhibit antiviral activity and facilitate the
malignant transformation of human fibroblasts. Mol. and Cell. Biol. 24, 2025-40.

Peterkova, L., Kmoni ckova, E., Ruml, T. & Rimpelova, S. (2020). Sarco/Endoplasmic
Reticulum Calcium ATPase Inhibitors: Beyond Anticancer Perspective. J. Med.
Chem. 63, 1937-1963.

Pluquet, O., Qu, L.K., Baltzis, D. & Koromilas, A.E. (2005). Endoplasmic reticulum
stress accelerates p53 degradation by the cooperative actions of Hdm2 and glycogen
synthase kinase 3. Mol. Cell. Biol. 25, 9392-405.

Primeau, J.O., Armanious, G.P., Fisher, M.E. & Young, H.S. (2018). The
SarcoEndoplasmic Reticulum Calcium ATPase. Subcell Biochem. 87, 229-258.

Puthalakath, H., O'Reilly, L.A., Gunn, P., Lee, L., Kelly, P.N., Huntington, N.D.,
Hughes, P.D., Michalak, E.M., McKimm-Breschkin, J., Motoyama, N., Gotoh,
T., AKkira, S., Bouillet, P. & Strasser, A. (2007). ER stress triggers apoptosis by
activating BH3-only protein Bim. Cell. 129 (7), 1337-49.

Qi, L., Tsai, B. & Arvan, P. (2017). New Insights into the Physiological Role of
Endoplasmic Reticulum-Associated Degradation. Trends Cell Biol. 27, 430—440.

Rahate, K., Bhatt, L.K. & Prabhavalkar, K.S. (2020). SERCA stimulation: A potential
approach in therapeutics. Chem Biol Drug Des. 95, 5-15.

Ranganathan, A.C., Adam, A.P., Zhang, L. & Aguirre-Ghiso, J.A. (2006). Tumor cell
dormancy induced by p38SAPK and ER-stress signaling: an adaptive advantage for
metastatic cells? Cancer Biol. Ther. 5 (7), 729-35.

Ranganathan, A.C., Zhang, L., Adam, A.P. & Aguirre-Ghiso, J.A. (2006). Functional
coupling of p38-induced up-regulation of BiP and activation of RNA-dependent
protein kinase-like endoplasmic reticulum kinase to drug resistance of dormant
carcinoma cells. Cancer Res. 66 (3), 1702-11.

149



Rasmussen, U., Christensen, S.B. & Sandberg, F. (1978). Thapsigargine and
thapsigargicine, two new histamine liberators from Thapsia garganica L. Acta
Pharm. Suec. 15, 133-140.

Reimold, A.M., Etkin, A., Clauss, I., Perkins, A., Friend, D.S., Zhang, J., Horton,
H.F., Scott, A., Orkin, S.H., Byrne, M.C., Grusby, M.J. & Glimcher, L.H.
(2000). An essential role in liver development for transcription factor XBP-1. Genes
Dev. 14 (2), 152-7.

Reimold, A.M., lwakoshi, N.N., Manis, J., Vallabhajosyula, P., Szomolanyi-Tsuda, E.,
Gravallese, E.M., Friend, D., Grusby, M.J., Alt, F. & Glimcher, L.H. (2001).
Plasma cell differentiation requires the transcription factor XBP-1. Nature. 412, 300
7.

Riggs, A.C., Bernal-Mizrachi, E., Ohsugi, M., Wasson, J., Fatrai, S., Welling, C.,
Murray, J., Schmidt, R.E., Herrera, P.L. & Permutt, M.A. (2005). Mice
conditionally lacking the Wolfram gene in pancreatic islet B cells exhibit diabetes as
a result of enhanced endoplasmic reticulum stress and apoptosis. Diabetologia. 48,
2313-21.

Rivera, J., Abrams, C., Hernaez, B., Alcazar, A., Escribano, J.M., Dixon, L. &
Alonso, C. (2007). The MyD116 African swine fever virus homologue interacts with
the catalytic subunit of protein phosphatase 1 and activates its phosphatase activity.
J. Virol. 81, 2923-29.

Romero-Ramirez, L., Cao, H., Nelson, D., Hammond, E., Lee, A.H., Yoshida, H.,
Mori, K., Glimcher, L.H., Denko, N.C., Giaccia, A.J., Le, Q.T. & Koong, A.C.
(2004). XBP1 is essential for survival under hypoxic conditions and is required for
tumor growth. Cancer Res. 64 (17), 5943-7.

Ron, D. (2002). Translational control in the endoplasmic reticulum stress response. J. Clin.
Invest. 110 (10), 1383-8.

Ron, D. & Hubbard, S.R. (2008). How IRel reacts to ER stress. Cell. 132 (1), 24-6.

Ron, D. & Walter, P. (2007). Signal integration in the endoplasmic reticulum unfolded
protein response. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 8 (7), 519-29.

Roussos, P.A., Denaxa, N-K., Tsafouros, A., Efstathios, N. & Intidhar, B. (2016).

Nutritional Composition of Fruit Cultivars. Academic Press. 19-48.

Roybal, C.N., Yang, S., Sun, C.W., Hurtado, D., Vander Jagt, D.L., Townes, T.M. &
Abcouwer, S.F. (2004). Homocysteine increases the expression of vascular
endothelial growth factor by a mechanism involving endoplasmic reticulum stress
and transcription factor ATF4. J. Biol. Chem. 279 (15), 14844-52.

Ryoo, H.D., Domingos, P.M., Kang, M.J., Steller, H. (2007). Unfolded protein response
in a Drosophila model for retinal degeneration. EMBO J. 26, 242-52.

150



Sagara, Y. & Inesi, G. (1991). Inhibition of the sarcoplasmic reticulum Ca®* transport
ATPase by thapsigargin at subnanomolar concentrations. J. Biol. Chem., 266,
13503-13506.

Sagara, Y., Wade, J.B. & Inesi, G. (1992). A conformational mechanism for formation of
a dead-end complex by the sarcoplasmic reticulum ATPase with thapsigargin. J.
Biol. Chem. 267, 1286-1292.

Samtleben, S., Jaepel, J., Fecher, C., Andreska, T., Rehberg, M. & Blum, R. (2013).
Direct imaging of ER calcium with targeted-esterase induced dye loading (TED). J.
Vis. Exp. (75), e50317.

Sano, R. & Reed, J.C. (2013). ER stress-induced cell death mechanisms. Biochim Biophys
Acta. 1833 (12), 3460-70.

Schenk, D., Barbour, R., Dunn, W., Gordon, G., Grajeda, H., Guido, T., Hu, K,
Huang, J., Johnson-Wood, K., Khan, K., Kholodenko, D., Lee, M., Liao, Z.,
Lieberburg, 1., Motter, R., Mutter, L., Soriano, F., Shopp, G., Vasquez, N.,
Vandevert, C., Walker, S., Wogulis, M., Yednock, T., Games, D. & Seubert, P.
(1999). Immunization with amyloid-f attenuates Alzheimer-disease-like pathology in
the PDAPP mouse. Nature. 400, 173-77.

Scheuner, D., Song, B., McEwen, E., Liu, C., Laybutt, R., Gillespie, P., Saunders, T.,
Bonner-Weir, S. & Kaufman, R.J. (2001). Translational control is required for the
unfolded protein response and in vivo glucose homeostasis. Mol Cell. 7, 1165-76.

Scheuner, D., Vander Mierde, D., Song, B., Flamez, D., Creemers, J.W., Tsukamoto,
K., Ribick, M., Schuit, F.C. & Kaufman, R.J. (2005). Control of mRNA
translation preserves endoplasmic reticulum function in B cells and maintains glucose
homeostasis. Nat. Med. 11, 757-64.

Schwarz, D.S. & Blower, M.D. (2016). The endoplasmic reticulum: structure, function
and response to cellular signaling. Cell. and Mol. Life Sci. 73 (1), 79-94.

Sehgal, P., Szalai, P., Olesen, C., Praetorius, H.A., Nissen, P., Christensen, S.B.,
Engedal, N. & Maeller, J.V. (2017). Inhibition of the sarco/endoplasmic reticulum
(ER) Ca**-ATPase by thapsigargin analogs induces cell death via ER Ca®* depletion
and the unfolded protein response. J. Biol. Chem. 292, 19656-19673.

Selkoe, D.J. (2001). Alzheimer's disease: genes, proteins, and therapy. Physiol. Rev. 81,
741-66.

Shaffer, A.L., Shapiro-Shelef, M., lwakoshi, N.N., Lee, A.H., Qian, S.B., Zhao, H., Yu,
X., Yang, L., Tan, B.K., Rosenwald, A., Hurt, E.M., Petroulakis, E., Sonenberg,
N., Yewdell, JW., Calame, K., Glimcher, L.H. & Staudt, L.M. (2004). XBP1,
downstream of Blimp-1, expands the secretory apparatus and other organelles, and
increases protein synthesis in plasma cell differentiation. Immunity. 21, 81-93.

151



Shi, Y.G., Vattem, K.M., Sood, R., An, J., Liang, J., Stramm, L. & Wek, R.C. (1998).
Identification and characterization of pancreatic eukaryotic initiation factor 2 alpha-
subunit kinase, PEK, involved in translational control. Mol. and Cell. Biol. 18 (12),
7499-509.

Shiu, R.P., Pouyssegur, J. & Pastan, I. (1977). Glucose depletion accounts for the
induction of two transformation-sensitive membrane proteinsin Rous sarcoma virus-
transformed chick embryo fibroblasts. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 74 (9), 3840-4.

Shuda, M., Kondoh, N., Imazeki, N., Tanaka, K., Okada, T., Mori, K., Hada, A., Arai,
M., Wakatsuki, T., Matsubara, O., Yamamoto, N. & Yamamoto, M. (2003).
Activation of the ATF6, XBP1 and grp78 genes in human hepatocellular carcinoma:
a possible involvement of the ER stress pathway in hepatocarcinogenesis. J. Hepatol.
38 (5), 605-14.

Smith, J.A., Schmechel, S.C., Raghavan, A., Abelson, M., Reilly, C., Katze, M.G.,
Kaufman, R.J., Bohjanen, P.R. & Schiff, L.A. (2006). Reovirus induces and
benefits from an integrated cellular stress response. J. Virol. 80, 2019-33.

Smitt, UW. & Christensen, S.B. (1991). Nortrilobolide, a new potent guaianolide
secretagogue from Thapsia garganica. Planta Med. 57, 196-197.

Sohocki, M.M., Daiger, S.P., Bowne, S.J., Rodriquez, J.A., Northrup, H.,
Heckenlively, J.R., Birch, D.G., Mintz-Hittner, H., Ruiz, R.S., Lewis, R.A.,
Saperstein, D.A. & Sullivan, L.S. (2001). Prevalence of mutations causing retinitis
pigmentosa and other inherited retinopathies. Hum. Mutat. 17, 42-51.

Southwood, C.M., Garbern, J., Jiang, W. & Gow, A. (2002). The unfolded protein
response modulates disease severity in Pelizaeus-Merzbacher disease. Neuron. 36,
585-96.

Spiotto, M.T., Banh, A., Papandreou, I., Cao, H., Galvez, M.G., Gurtner, G.C.,
Denko, N.C., Le, Q.T. & Koong, A.C. (2010). Imaging the unfolded protein
response in primary tumors reveals microenvironments with metabolic variations that
predict tumor growth. Cancer Res. 70 (1), 78-88.

Strom, T.M., Hortnagel, K., Hofmann, S., Gekeler, F., Scharfe, C., Rabl, W., Gerbitz,
K.D. & Meitinger, T. (1998). Diabetes in-sipidus, diabetes mellitus, optic atrophy
and deafness (DIDMOAD) caused by mutations in a novel gene (wolframin) coding
for a predicted transmembrane protein. Hum. Mol. Genet. 7, 2021-28.

Su, H.L., Liao, C.L. & Lin, Y.L. (2002). Japanese encephalitis virus infection initiates
endoplasmic reticulum stress and an unfolded protein response. J. Virol. 76, 4162—
71.

Sung, C.H., Schneider, B.G., Agarwal, N., Papermaster, D.S. & Nathans, J. (1991).

Functional heterogeneity of mutant rhodopsins responsible for autosomal dominant
retinitis pigmentosa. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 88, 8840-44.

152



Szalai, P., Parys, J.B., Bultynck, G., Christensen, S.B., Nissen, P., Meller, J.V. &
Engedal, N. (2018). Nonlinear relationship between ER Ca*" depletion versus
induction of the unfolded protein response, autophagy inhibition, and cell death. Cell
Calcium. 76, 48-61.

Szegezdi, E., Logue, S.E., Gorman, A.M. & Samali, A. (2006). Mediators of
endoplasmic reticulum stress-induced apoptosis. EMBO Rep. 7 (9), 880-5.

Tadini-Buoninsegni, F., Smeazzetto, S., Gualdani, R. & Moncelli, M.R. (2018). Drug
Interactions With the Ca®*-ATPase From Sarco(Endo) Plasmic Reticulum (SERCA).
Front. Mol. Biosci. 5, 36.

Tandon, A. & Fraser, P. (2002). The presenilins. Genome Biol. 3, 3014-20.

Tardif, K.D., Mori, K., Kaufman, R.J. & Siddiqui, A. (2004). Hepatitis C virus
suppresses the IRE1-XBP1 pathway of the unfolded protein response. J. Biol. Chem.
279, 17158-64.

Thameem, F., Farook, V.S., Bogardus, C. & Prochazka, M. (2006). Association of
amino acid variants in the activating transcription factor 6 gene (ATF6) on 1921-923
with type 2 diabetes in Pima Indians. Diabetes. 55, 839-42.

Ting, J. & Lee, A.S. (1988). Human gene encoding the 78,000-dalton glucose-regulated
protein and its pseudogene: structure, conservation, and regulation. DNA. 7 (4), 275-
86.

Tirasophon, W., Welihinda, A.A. & Kaufman, R.J. (1998). A stress response pathway
from the endoplasmic reticulum to the nucleus requires a novel bifunctional protein
kinase/endoribonuclease (Irelp) in mammalian cells. Genes Dev. 12 (12), 1812-24.

Tirosh, B., Iwakoshi, N.N., Lilley, B.N., Lee, A.H., Glimcher, L.H. & Ploegh, H.L.
(2005). Human cytomegalovirus protein US11 provokes an unfolded protein
response that may facilitate the degradation of class I major histocompatibility
complex products. J. Virol. 79, 2768-79.

Tohmonda, T., Chiba, K., Toyama, Y. & Horiuchi, K. (2012). Unfolded protein
response mediator.the IRE1la-XBP1 pathway is involved in osteoblast differentiation.
Arthritis Res. & Ther. 14 (Suppl. 1), 70.

Tombal, B., Weeraratna, A.T., Denmeade, S.R. & lIsaacs, J.T. (2000). Thapsigargin
induces a calmodulin/calcineurin-dependent apoptotic cascade responsible for the
death of prostatic cancer cells. Prostate. 43, 303-317.

Trinh, M.A., Kaphzan, H., Wek, R.C., Pierre, P., Cavener, D.R. & Klann, E. (2012).

Brain-specific disruption of the elF2alpha kinase PERK decreases ATF4 expression
and impairs behavioral flexibility. Cell Rep. 1, 676-688.

153



Tsuru, A., Fujimoto, N., Takahashi, S., Saito, M., Nakamura, D., lIwano, M., Iwawaki,
T., Kadokura, H., Ron, D. & Kohno, K. (2013). Negative feedback by IRE1lbeta
optimizes mucin production in goblet cells. Proc Natl Acad Sci USA. 110, 2864—
2869.

Tu, H., Nelson, O., Bezprozvanny, A., Wang, Z., Lee, S.F., Hao, Y.H., Serneels, L.,
Strooper, B.D., Yu, G. & Bezprozvanny, I. (2006). Presenilins form ER Ca?* leak
channels, a function disrupted by familial Alzheimer's disease-linked mutations. Cell.
126, 981-93.

Ueda, K., Kawano, J., Takeda, K., Yujiri, T., Tanabe, K., Anno, T., Akiyama, M.,
Nozaki, J., Yoshinaga, T., Koizumi, A., Shinoda, K., Oka, Y. & Tanizawa, Y.
(2005). Endoplasmic reticulum stress induces Wfsl gene expression in pancreatic -
cells via transcriptional activation. Eur. J. Endocrinol. 153, 167-76.

Unterberger, U., Hoftberger, R., Gelpi, E., Flicker, H., Budka, H. & Voigtlinder, T.
(2006). Endoplasmic reticulum stress features are prominent in Alzheimer disease
but not in prion diseases in vivo. J. Neuropathol. Exp. Neurol. 65, 348-57.

Upton, J.P., Wang, L., Han, D., Wang, E.S., Huskey, N.E., Lim, L., Truitt, M.,
McManus, M.T., Ruggero, D., Goga, A., Papa, F.R. & Oakes, S.A. (2012). IREla
cleaves select microRNAs during ER stress to derepress translation of proapoptotic
caspase-2. Science. 338 (6108), 818-22.

Urano, F., Wang, X., Bertolotti, A., Zhang, Y., Chung, P., Harding, H.P. & Ron, D.
(2000). Coupling of stress in the ER to activation of JNK protein kinases by
transmembrane protein kinase IREL1. Science. 287 (5453), 664-6.

Ushioda, R., Hoseki, J., Araki, K., Jansen, G., Thomas, D.Y. & Nagata, K. (2008).
ERd]5 is required as a disulfide reductase for degradation of misfolded proteins in
the ER. Science. 321 (5888), 569-72.

Usui, M., Yamaguchi, S., Tanji, Y., Tominaga, R., Ishigaki, Y., Fukumoto, M.,
Katagiri, H., Mori, K., Oka, Y. & Ishihara, H. (2012). Atf6alpha-null mice are
glucose intolerant due to pancreatic beta-cell failure on a high-fat diet but partially
resistant to diet-induced insulin resistance. Metabolism. 61, 1118-1128.

Unal, MLR. (2010). Kayis1 Arastirma Raporu. T.C. Firat Kalkinma Ajans1. Malatya.

Vandewynckel, Y.P., Laukens, D., Bogaerts, E., Paridaens, A., Van den Bussche, A.,
Verhelst, X., Steenkiste, C.V., Descamps, B., Vanhove, C., Libbrecht, L., Rycke,
R.D., Lambrecht, B.N., Geerts, A., Janssens, S. & Vlierberghe, H.V. (2014).
Modulation of the unfolded protein response impedes tumor cell adaptation to
proteotoxic stress: a PERK for hepatocellular carcinoma therapy. Hepatol. Int. 9 (1),
93-104.

Vardi, N., Parlakpinar, H., Ozturk, F., Ates, B., Gul, M., Cetin, A., Erdogan, A. &

Otlu, A. (2008). Potent protective effect of apricot and -carotene on methotrexate-
induced intestinal oxidative damage in rats. Food Chem. Toxicol. 46, 3015-3022.

154



Verfaillie, T., Rubio, N., Garg, A.D., Bultynck, G., Rizzuto, R., Decuypere, J.P.,
Piette, J., Linehan, C., Gupta, S., Samali, A. & Agostinis, P. (2012). PERK is
required at the ER-mitochondrial contact sites to convey apoptosis after ROS-based
ER stress. Cell Death Differ. 19 (11), 1880-91.

Walter, P. & Ron, D. (2011). The unfolded protein response: from stress pathway to
homeostatic regulation. Science. 334 (6059), 1081-6.

Wang, J., Takeuchi, T., Tanaka, S., Kubo, S.K., Kayo, T., Lu, D., Takata, K.,
Koizumi, A. & lzumi, T. (1999). A mutation in the insulin 2 gene induces diabetes
with severe pancreatic -cell dysfunction in the Mody mouse. J. Clin. Invest. 103,
27-37.

Wang, M. & Kaufman, R.J. (2016). Protein misfolding in the endoplasmic reticulum as a
conduit to human disease. Nature. 529 (7586), 326-35.

Wang, M. & Kaufman, R.J. (2014). The impact of the endoplasmic reticulum protein-
folding environment on cancer development. Nat. Rev. Cancer. 14, 581-597.

Ware, F.E., Vassilakos, A., Peterson, P.A., Jackson, M.R., Lehrman, MA. &
Williams, D.B. (1995). The molecular chaperone calnexin binds Glc1Man9GIcNAc2
oligosaccharide as an initial step in recognizing unfolded glycoproteins. J Biol Chem.
270 (9), 4697-704.

Whitley, R.J., Kern, E.R., Chatterjee, S., Chou, J. & Roizman, B. (1993). Replication,
establishment of latency, and induced reactivation of herpes simplex virus y 1 34.5
deletion mutants in rodent models. J. Clin. Invest. 91, 2837-43.

Williams, B.L. & Lipkin, W.l. (2006). Endoplasmic reticulum stress and
neurodegeneration in rats neonatally infected with borna disease virus. J. Virol. 80,
8613-26.

Wong, S.H.M., Kong, W.Y., Fang, C.M., Loh, H.S., Chuah, L.H., Abdullah, S. &
Ngai, S.C. (2019). The TRAIL to cancer therapy: Hindrances and potential solutions.
Crit. Rev. Oncol. Hematol. 143, 81-94.

Wootton, L.L. & Michelangeli, F. (2006). The effects of the phenylalanine 256 to valine
mutation on the sensitivity of sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca®** ATPase
(SERCA) Ca?* pump isoforms 1, 2, and 3 to thapsigargin and other inhibitors. J.
Biol. Chem. 281, 6970-6976.

Wu, L., Huang, X., Kuang, Y., Xing, Z., Deng, X. & Luo, Z. (2019). Thapsigargin
induces apoptosis in adrenocortical carcinoma by activating endoplasmic reticulum
stress and the JNK signaling pathway: An in vitro and in vivo study. Drug Des. Dev.
Ther. 13, 2787-2798.

Xu, H., Zhou, Y.L., Zhang, X.Y., Lu, P. & Li, G.S. (2010). Activation of PERK

signaling through fluoridemediated endoplasmic reticulum stress in OS732 cells.
Toxicology. 277 (1-3), 1-5.

155



Xu, Z., Jensen, G. & Yen, T.S. (1997). Activation of hepatitis B virus S promoter by the
viral large surface protein via induction of stress in the endoplasmic reticulum. J.
Virol. 71, 7387-92.

Yamaguchi, H. & Wang, H.G. (2004). CHOP is involved in endoplasmic reticulum
stress-induced apoptosis by enhancing DR5 expression in human carcinoma cells. J.
Biol. Chem. 279 (44), 45495-502.

Yamai, H., Sawada, N., Yoshida, T., Seike, J., Takizawa, H., Kenzaki, K., Miyoshi, T.,
Kondo, K., Bando, Y., Ohnishi, Y. & Tangoku, A. (2009). Triterpenes augment
the inhibitory effects of anticancer drugs on growth of human esophageal carcinoma
cells in vitro and suppress experimental metastasis in vivo. Int. J. Cancer. 125, 952-
960.

Yamamoto, K., Sato, T., Matsui, T., Sato, M., Okada, T., Yoshida, H., Harada, A. &
Mori, K. (2007). Transcriptional induction of mammalian ER quality control
proteins is mediated by single or combined action of ATF6alpha and XBP1. Dev
Cell. 13 (3), 365-76.

Yamamoto, K., Takahara, K., Oyadomari, S., Okada, T., Sato, T., Harada, A. &
Mori, K. (2010). Induction of liver steatosis and lipid droplet formation in
ATF6alpha-knockout mice burdened with pharmacological endoplasmic reticulum
stress. Mol. Biol. of the Cell. 21 (17), 2975-86.

Yoo, A.S., Cheng, I., Chung, S., Grenfell, T.Z., Lee, H., Pack-Chung, E., Handler, M.,
Shen, J., Xia, W., Tesco, G., Saunders, A.J., Ding, K., Frosch, M.P., Tanzi, R.E.
& Kim, T.W. (2000). Presenilin-mediated modulation of capacitative calcium entry.
Neuron. 27, 561-72.

Yoshida, H., Matsui, T., Hosokawa, N., Kaufman, R.J., Nagata, K. & Mori, K. (2003).
A time-dependent phase shift in the mammalian unfolded protein response. Dev.
Cell. 4, 265-71.

Yoshida, H., Matsui, T., Yamamoto, A., Okada, T. & Mori, K. (2001). XBP1 mRNA is
induced by ATF6 and spliced by IREL in response to ER stress to produce a highly
active transcription factor. Cell. 107 (7), 881-91.

Yoshida, H., Okada, T., Haze, K., Yanagi, H., Yura, T., Negishi, M. & Mori, K.
(2000). ATF6 activated by proteolysis binds in the presence of NF-Y (CBF) directly
to the cis-acting element responsible for the mammalian unfolded protein response.
Mol Cell Biol. 20 (18), 6755-67.

Yurt, B. & Celik, I. (2011). Hepatoprotective effect and antioxidant role of sun, sulphited-
dried apricot (Prunus armeniaca L.) and its kernel against ethanol-induced oxidative
stress in rats. Food Chem. Toxicol. 49, 508-513.

Yusta, B., Baggio, L.L., Estall, J.L., Koehler, J.A., Holland, D.P., Li, H., Pipeleers, D.,
Ling, Z. & Drucker, D.J. (2006). GLP-1 receptor activation improves B cell
function and survival following induction of endoplasmic reticulum stress. Cell
Metab. 4, 391-406.

156



Zhang, F., Moon, A., Childs, K., Goodbourn, S. & Dixon, L.K. (2010). The African
swine fever viriis DP71L protein recruits the protein phosphatase 1 catalytic subunit
to dephosphorylate elF2alpha and inhibits CHOP induction but is dispensable for
these activities during virus infection. J. Virol. 84 (20), 10681-9.

Zhang, K., Wong, H.N., Song, B., Miller, C.N., Scheuner, D. & Kaufman, R.J. (2005).
The unfolded protein response sensor IREla is required at 2 distinct steps in B cell
lymphopoiesis. J. Clin. Invest. 115, 268-81.

Zhang, P., McGrath, B., Li, S., Frank, A., Zambito, F., Reinert, J., Gannon, M., Ma,
K., McNaughton, K. & Cavener, D.R. (2002). The PERK eukaryotic initiation
factor 20 kinase is required for the development of the skeletal system, postnatal
growth, and the function and viability of the pancreas. Mol. Cell. Biol. 22 (11), 3864-
3874.

Zhang, P., Su, C., Jiang, Z. & Zheng, C. (2017). Herpes simplex virus 1 UL41 protein
suppresses the IRE1/XBP1 signal pathway of the unfolded protein response via its
RNase activity. J. Virol. 91 (4).

Zhang, T., Zhang, N., Baehr, W. & Fu, Y. (2011). Cone opsin determines the time
course of cone photoreceptor degeneration in Leber congenital amaurosis. Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 108 (21), 8879-84.

Zhang, W., Feng, D., Li, Y., lida, K., McGrath, B. & Cavener, D.R. (2006). PERK
EIF2AK3 control of pancreatic B cell differentiation and proliferation is required for
postnatal glucose homeostasis. Cell Metab. 4, 491-97.

Zhang, X., Zhang, G., Zhang, H., Karin, M., Bai, H. & Cai, D. (2008). Hypothalamic
IKKbeta/NF-kappaB and ER stress link overnutrition to energy imbalance and
obesity. Cell. 135 (1), 61-73.

Zhang, Y., Proenca, R., Maffei, M., Barone, M., Leopold, L. & Friedman, J.M.
(1994). Positional cloning of the mouse obese gene and its human homologue.
Nature. 372 (6505), 425-32.

Zhao, L. & Ackerman, S.L. (2006). Endoplasmic reticulum stress in health and disease.
Curr. Opin. Cell Biol. 18 (4), 444-52.

Zhong, Y., Li, J., Wang, J.J., Chen, C., Tran, J.T., Saadi, A,, Yu, Q., Le, Y., Mandal,
M.NA., Anderson, R.E. & Zhang, S.X. (2012). X-box binding protein 1 is essential
for the anti-oxidant defense and cell survival in the retinal pigment epithelium. PLoS
One. 7 (6), e38616.

Zinszner, H., Kuroda, M., Wang, X., Batchvarova, N., Lightfoot, R.T., Remotti, H.,

Stevens, J.L. & Ron, D. (1998). CHOP is implicated in programmed cell death in
response to impaired function of the endoplasmic reticulum. Genes Dev. 12, 982-95.

157



OZGECMIS
Ad Soyad: Canbolat GURSES

Lisans: T.C. Hali¢ Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Béliimii (2003-2007) (Y.O.K. Bursu)

Yiiksek Lisans: University of Washington, Miihendislik Fakiiltesi, Malzeme Bilimi ve
Miihendisligi (2009-2012) (M.E.B. Yurtdis1 Egitim Bursu)

Doktora: Inonii Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dali/Biyokimya
Bilim Dal1 (2014-2021), Biyoloji Anabilim Dali/Molekiiler Biyoloji Bilim Dali (2014-...)

1. YAYINLAR
1.1. Uluslararas1 Hakemli Dergilerde Yayimnlanan Makaleler (SCI & SSCI)
1.1.1. Ozgiir, M.E., Ulu, A., Giirses, C., Ozcan, 1., Noma, S.A.A., Kdytepe, S., Ates, B.

The Cytotoxicity, DNA Fragmentation, and Decreasing WVelocity Induced By
Chromium(lll) Oxide on Rainbow Trout Spermatozoa, Biological Trace Element
Research, (2023).

1.1.2. Ekinci, O., Akkog, M., Khan, S., Yasar, S., Giirses, C., Noma, S., Balcioglu, S.,
Sen, B., Aygiin, M., Yilmaz, L. Synthesis and biological evaluation of Au-NHC complexes,
Applied Organometallic Chemistry, (2022).

1.1.3. Kantarcioglu, M., Karaaslan, M.G., Giirses, C., Ates, B., Koytepe S. Fabrication,
thermal and in vitro behaviors of Ciprofloxacin loaded B-Cyclodextrin-PEG Based
Polyurethanes as Potential Biomaterial for Wound Dressing Applications, Journal of
Macromolecular Science, Part A: Pure and Applied Chemistry, (2022).

1.1.4. Giirses, C., Karaaslan-Tung, M. G., Kelestemur, U., Balcioglu, S., Giilgen, S.,
Koytepe, S., Ates, B. Aliphatic Polyurethane Films Based on Hexamethylene Diisocyanate
and Saccharides for Biocompatible Transparent Coating on Optic Medical Devices,
Starch-Starke, 2100214, (2022).

1.1.5. Giirses, C., Aktas, A., Balcioglu, S., Fadhilah, A., Gok, Y., Ates, B. Synthesis,
characterization, DNA binding and anticancer activities of the imidazolidine-
functionalized (NHC)Ru(Il) complexes, Journal of Molecular Structure, 1247, 131350,
(2022).

158



1.1.6. Balcioglu, S., Gurses, C., Ozcan, I., Yildiz, A., Koytepe, S., Parlakpinar, H., Vardi,
N., Ates, B. Photocrosslinkable gelatin/collagen based bioinspired polyurethane-acrylate
bone adhesives with biocompatibility and biodegradability, International Journal of
Biological Macromolecules, 192, 1344-1356, (2021)

1.1.7. lbrahimzade, L., Kaygili, O., Dundar, S., Ates, T., Dorozhkin, S.VV., Bulut, N.,
Koytepe, S., Ercan, F., Giirses, C., Hssain, A.H. Theoretical and experimental
characterization of Pr/Ce co-doped hydroxyapatites, Journal of Molecular Structure, 1240,
130557, (2021).

1.1.8. Ates, B., Koytepe, S., Ulu, A., Gurses, C., Thakur, V.K. Chemistry, Structures, and
Advanced Applications of Nanocomposites from Biorenewable Resources, Chemical
Reviews, 120 (17), 9304-9362, (2020).

1.1.9. Karatas, M., Noma, S., Gurses, C., Balcioglu, S., Ates, B., Alici, B., Cakir, U.
Water Soluble Coumarin Quaternary Ammonium Chlorides: Synthesis and Biological
Evaluation, Chemistry & Biodiversity, 9 (17), (2020).

1.1.10. Mahmood, B.K., Kaygili, O., Bulut, N., Dorozhkin, S.V., Ates, T., Koytepe, S.,
Gurses, C., Ercan, F., Kebiroglu, H., Agid, R.S., Ince, T. Effects of strontium-erbium co-
doping on the structural properties of hydroxyapatite: An Experimental and theoretical
study, Ceramics International, 46 (10), 16354-16363, (2020).

1.1.11. Sar1, Y., Gurses, C., Celepci, D.B., Kelestemur, U., Aktas, A., Yuksel, S., Ates, B.,
Gok, Y. 4-Vinylbenzyl and 2-morpholinoethyl substituted ruthenium (I1) complexes:

Design, synthesis, and biological evaluation, Journal of Molecular Structure, 1202, (2020).
1.1.12. Karaaslan, M.G., Aktas, A., Gurses, C., Gok, Y., Ates, B. Chemistry, structure,

and biological roles of Au-NHC complexes as TrxR inhibitors, Bioorganic Chemistry, 95,
(2020).

159



1.1.13. Turker, F., Gurses, C., Celepci, D.B., Aktas, A., Ates, B., Gok, Y. New
morpholine-liganded palladium(ll) N-heterocyclic carbene complexes: Synthesis,
characterization, crystal structure, and DNA-binding studies, Archiv Der Pharmazie, 352
(12), (2019).

1.1.14. Onar, G., Gurses, C., Karatas, M.O., Balcioglu, S., Akbay, N., Ozdemir, N., Ates,
B., Alici, B. Palladium(Il) and ruthenium(l1) complexes of benzotriazole functionalized N-
heterocyclic carbenes: Cytotoxicity, antimicrobial, and DNA interaction studies, Journal
Of Organometallic Chemistry, 886, 48-56, (2019).

1.1.15. Ulu, A., Noma, SAA., Gurses, C. Koytepe, S., Ates, B.
Chitosan/Polyvinylpyrrolidone/MCM-41 Composite Hydrogel Films: Structural, Thermal,
Surface, and Antibacterial Properties, Starch-Starke, 70 (11-12), (2018).

1.1.16. Onar, G., Karatas, M.O., Balcioglu, S., Tok, T.T., Gurses, C., Kilic-Cikla, I.,
Ozdemir, N., Ates, B., Alici, B. Benzotriazole functionalized N-heterocyclic carbene-
silver(l) complexes: Synthesis, cytotoxicity, antimicrobial, DNA binding, and molecular
docking studies, Polyhedron, 153, 31-40, (2018).

1.1.17. Akkoc, M., Balcioglu, S., Gurses, C., Tok, T.T., Ates, B., Yasar, S. Protonated
water-soluble N-heterocyclic carbene ruthenium(Il) complexes: Synthesis, cytotoxic and
DNA binding properties and molecular docking study, Journal of Organometallic
Chemistry, 869, 67-74, (2018).

1.2. Ulusal Hakemli Dergilerde Yayimmlanan Makaleler
1.2.1. Ulu, A, Balcioglu, S., Giirses, C., Koytepe, S., Ates, B. Yenilenebilir Kaynakl

Poliiliretan Kompozitler, Putech (Poliiiretan Sanayi Dergisi), 7 (26), 14-26, (2015).

1.2.2. Ates, B., Koytepe, S., Karaaslan, M.G., Giirses, C., Giilgen, S. Politiretan Temelli
Biyoyapistiricilar, Putech (Poliliretan Sanayi Dergisi), 23, 22-34, (2015).

160



1.3. Uluslararasi Bilimsel Toplantilarda Sunulan ve Bildiri Kitabinda (Proceedings)
Basilan Bildiriler
1.3.1. Gurses, C., Ates, B. The Comparative Investigation of Cytotoxic Properties for

Synthetic Commercial Tissue Adhesives, 2nd ICABC (International Congress on

Analytical and Bioanalytical Chemistry), 11-14 Mart 2020, Antalya, Tiirkiye.

1.3.2. Cakmen, A.B., Noma, S.A.A., Giirses, C., Koytepe, S., Ates, B., Yilmaz, I. The
Preparation of Antibacterial Wound Dressing Materials Containing Allantoin via
Electrospinning Method, 2. EBAT (Eurasia Biochemical Approaches & Technologies)
Kongresi, ss. 170, 26-29 Ekim 2019, Antalya, Tiirkiye.

1.3.3. Cakmen, A.B., Noma, S.A.A., Giirses, C., Koytepe, S., Ates, B., Yilmaz, I.
Preparation of Allantoin-Based Wound Dressing Materials to Enhance Wound Healing,
Sth International Eurasian Congress on ‘Natural Nutrition, Healthy Life & Sport’, ss. 1734-
1735, 2-6 Ekim 2019, Ankara, Tirkiye.

1.3.4. Culum, A A, Giirses, C., Yiirekli, M. The Investigation of Adrenomedullin Effects
over Hypoxia Inducible Factor 1-Alpha under Hypoxic Conditions in Rats, International
Eurasian Conference on Biological and Chemical Sciences, 26-27 Nisan 2018, Ankara,

Tirkiye.

1.3.5. Kantarcioglu, M., Karaaslan, M.G., Giirses, C., Ates, B., Kdytepe, S. Yara Ortiisii
Uygulamalar1 I¢in Siproflaksasin/B-Siklodekstrin Temelli Poliiiretan Malzemelerin
Antibakteriyel ve Biyouyumluluk Ozelliklerinin Arastirilmasi, 6. Ilag Kimyas1 Kongresi,
ss. 175, 22-25 Mart 2018, Antalya, Tiirkiye.

1.3.6. Culum, A A., Giirses, C., Yiirekli, M. Adrenomedullin Affects Hypoxia Inducible
Factor 1-Alpha in Rats under Hypoxic Conditions, 41st FEBS Congress on Molecular and
Systems Biology for a Better Life, cilt.283, ss. 220, 3-8 Eyliil 2016, Kusadasi, Tiirkiye.

1.3.7. Gurses, C., Dastan, H., Karaaslan, M.G., Gulgen, S., Koytepe, S., Ates, B. The
Comparison of Isothermal and Hydrolytic Degradability Properties of Non-aromatic
Polyurethanes Prepared for Medical Applications, MACRO 2016 (World Polymer
Congress), 17-21 Temmuz 2016, Istanbul, Tiirkiye.

161



1.3.8. Gurses, C., Ates, B., Koytepe, S., Karaaslan, M.G., Kelestemur, U., Balcioglu, S.,
Gulgen, S. Aliphatic Polyurethanes Based on Hexamethylene Diisocyanate and
Saccharides for Biocompatible Transparent Surface in Medical Devices, European
Polymer Federation (EPF Congress), 21-26 Haziran 2015, Dresden, Almanya.

1.4. Kitap Boliimleri

1.4.1. Giirses, C., Gegkil, H. Boliim 9 - Kemotrofik Enerji Metabolizmasi: Glikoliz ve
Fermentasyon. Becker'in Hiicre Diinyasi, 9. Baskidan Ceviri, Editor: Ali Osman Beldiiz,
Palme Yayin Dagitim, Ankara, ss. 215-241, 2019.

1.4.2. Ates B., Koytepe S., Balcioglu S., Ulu A., Gurses C. Biomedical applications of
hybrid polymer composite materials. Hybrid Polymer Composite Materials Applications,
Editor: Vijay Kumar Thakur, Elsevier Science, Oxford/Amsterdam, Cambridge, ss. 343-
408, 2017.

1.4.3. Koytepe S., Ates B., Gurses C. Synthesis and Properties of Soy-based Biopolymeric
Composites. Soy-based Bioplastics, Editor: Vijay Kumar Thakur, Smithers Rapra,
Shawbury, ss.201-226, 2017.

2. TEZLER VE SEMINERLER
2.1. Biyoloji Doktora Seminer Konusu: “Dogal Oldiiriicii (NK) Hiicrelerin Apoptotik

Yolaktaki Rolii”, Inonii Universitesi, 2017.

2.2. Kimya Doktora Seminer Konusu: “Yara Ortii Materyalleri ve Giincel Uygulamalar”,
[n6nii Universitesi, 2016.

2.3. Kimya Doktora Seminer Konusu: “Adeziv Olmayan Biyomateryaller ve Medikal
Kullanimlar1”, Inénii Universitesi, 2015.

2.4. Doktora Tezi: “Sentetik Ticari Doku Yapistiricilarinin Sitotoksik ve Genotoksik
Ozelliklerinin Karsilastirilmali Arastirilmasi”, indnii Universitesi, Malatya, 2021.

2.5. Yiiksek Lisans Tezi: “Multifunctional Core-shell Nanoparticles Towards Targeted
Biological Interactions”, University of Washington, Seattle, 2012.

2.6. Bitirme Calisma Konusu: “Nanobiyosensdrler”, T.C. Hali¢ Universitesi, 2007.

162



3. KATILDIGI SEMINERLER, EGITIMLER VE CALISTAYLAR
3.1. “7. Kimya AR-GE Proje Pazar1” Katilim Sertifikas1, 11 Kasim 2017, istanbul.

3.2. “Deney Hayvanlar1 Kullanim Sertifikas1” T.C. Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulu, Malatya.

3.3. “Advanced Technologies on Health Sciences Symposium” Katilim Sertifikasi,
Hacettepe Universitesi, 15-16 Eyliil 2014, Ankara.

3.4. “Tiirk Immiinoloji Dernegi 9. Bolgesel Sempozyumu” Katilim Sertifikasi, T.C. Iindnii

Universitesi, Mayis 2014, Malatya.

4. PROJELER
4.1. “Ajuga chamaepitys subsp. laevigata (Banks-Sol) Bitkisinin Yara ve Yanik

Tedavisindeki Etkinliginin Degerlendirilmesi igin Biyoaktivitelerinin Incelenmesi”,

Arastirmaci, Proje No: TOA-2021-2652 (Inonii Universitesi BAP, 08.2021 - ...).

4.2 “Hidrofilik Grup igeren N-Heterosiklik Karben Onciilleri ve Komplekslerinin Sentezi
Karakterizasyonu Enzim Inhibisyon ve Antikanser Ozelliklerinin Hiicre Gegirgenligi
ile DNA Baglanma Ozelliklerine Gére Arastirilmas1”, Arastirmaci, Proje No: FOA-
2021-2320 (Inénii Universitesi BAP, 01.2021 - ...).

4.3. “Tiyol Grubu Igeren BenzimidazolFonksiyonlu N-heterosiklik Karben (NHC)
Onciilleri ile Giimiis ve Rutenyum Metal Komplekslerinin Sentezi Karakterizasyonu ve
Biyolojik Aktivitelerinin incelenmesi”, Arastirmaci, Proje No: FOA-2020-2240
(Indnii Universitesi BAP, 09.2020 - ...).

4.4. “Endoplazmik Retikulum Stresinin Cesitli Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Etkisinin
Incelenmesi”, Arastirmaci, Proje No: FDK-2019-1938 (inénii Universitesi BAP,
10.2019 - ...).

4.5. “Sentetik Ticari Doku Yapistiricilarinin Sitotoksik ve Genotoksik Ozelliklerinin
Karsilastirilmali - Arastirilmasi1”, Arastirmaci, Proje No: FDK-2018-1355 (inénii
Universitesi BAP, 07.2018 - 11.2021).

4.6.“Floresans  Spektrofotometresi  Kullanarak Yeni  Sentezlenen Organometalik
Bilesiklerinin Ayrintili DNA Etkilesim Modellerinin Arastirilmasi”, Arastirmaci, Proje
No: FBG-2018-1569 (inénii Universitesi BAP, 11.2018 - 04.2020).

163



4.7 “lla¢ Etken Maddesi Olarak N-Heterosiklik Karben (NHC-M, M:Ag, Ru, Pd)
Komplekslerinin Sentezi: Antikanser, Enzim inhibisyonu, DNA Baglanma Ozellikleri
ve Molekiiler Modelleme”, Arastirmaci, Proje No: FOA-2018-1342 (inénii
Universitesi BAP, 08.2018 - 07.2020).

5. BILIMSEL ve MESLEKI BiLiRKiSiLIK GOREVLERI
5.1. Arastirma Gorevlisi, T.C. Indnii Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
Malatya. (Agustos 2013 - ...)

6. BURS VE ODULLER
6.1. Karaaslan, M.G., Gurses, C., Ates, B., Koytepe, S., 7. Kimya AR-GE Proje Pazari,

Kozmetik, Sabun ve Temizlik Uriinleri Kategorisi 1.’lik Odiilii, Propolis Icerigine Bagh
Olarak Yara lyilesmesini Hizlandiran Antibakteriyel Ozellikte Poliiiretan Temelli Yara
Kapayicilarin Hazirlanmasi, 11 Kasim 2017, Istanbul.

164



