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0OZGUN ARASTIRMA

Usnik Asit SH-SY5Y Noroblastom Hucrelerinde Tumor
Baskilayici Genleri Aktive Ederek Apoptozu Tetikler ve
Invazyonu Azaltir

Ceren OY, Sema SERTER KOCOGLU

Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Bursa, Tiirkiye.

OZET

Usnik asit, Usnea diffracta Vain'den kaynaklanan bir dibenzofuran bilesigidir ve anti-inflamatuar, antifungal ve antikanser etkileri vardir.
Ancak, antitimor etkilerinin molekiiler mekanizmast tam olarak agiklanmamustir. Bu g¢alisma, usnik asidin ndroblastom hiicrelerinde
antikanser aktivitesinin altinda yatan apoptoz ve otofaji aracili mekanizmalari belirlemeyi amaglamaktadir. Usnik asidin SH-SYSY
noroblastom hiicre canlilif iizerine etkileri CCK-8 testi, hiicre migrasyonu iizerine etkileri yara iyilesme deneyi, invazyon, apoptoz, otofaji
ve timor baskilayici genler tizerine etkileri ise Western blot ile degerlendirilmistir. Usnik asidin SH-SYSY noroblastom hiicre canliligini doz
ve zaman bagiml olarak azalttif1 gosterilmis ve ICso dozu 24 saatte 10 uM olarak belirlenmistir. Usnik asidin néroblastom hiicre migrasyonu
ve invazyonunu anlamli olarak azalttig1 gosterilmistir. Kontrol grubu yara alani 0. saatte ortalama 628,9 + 35,59 cm? iken 24 saatte 234,8 =
30,98 cm? olarak belirlenmistir. Usnik asit yara alan1 ise 0. saatte ortalama 895,2 + 30,07 cm? iken 24 saatte 801,9 + 15,23 cm?dir. Usnik
asidin noroblastom hiicre apoptozunu indiikledigi belirlenmistir. Usnik asit kesilmis kaspaz-3 ekspresyonunda 4 katlik bir artisa neden
olmus, otofaji markirlarinda ise bir degisiklik olugturmamustir. Usnik asit uygulamasi SH-SYS5Y noroblastom hiicrelerinde tiimor baskilayici
genlerin ekspresyonunda artisa neden olmustur. Sonug olarak, usnik asidin néroblastom hiicrelerinde tiimor baskilayici genleri aktive ederek
apoptozu tetikleyebilecegi, boylelikle invazyon, migrasyon ve hiicre canliliginda azalisa neden olabilecegi gosterilmistir. Usnik asidin
noroblastom hiicrelerinde antikanser aktivitesinin altinda yatan mekanizmalarin daha ileri calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Usnik asit. Noroblastom. Apoptoz. Otofaji. invazyon.
Usnic Acid Triggers Apoptosis and Reduces Invasion by Activating Tumor Suppressor Genes in SH-SYSY Neuroblastoma Cells.

ABSTRACT

Usnic acid is a dibenzofuran compound derived from Usnea diffracta Vain and has anti-inflammatory, antifungal and anticancer activities.
However, the molecular mechanism of its antitumor effects has not been fully elucidated. This study aims to identify the apoptosis and
autophagy-mediated mechanisms underlying the anticancer activity of usnic acid in neuroblastoma cells. The effects of usnic acid on SH-
SYSY neuroblastoma cell viability were evaluated by CCK-8 test, its effects on cell migration by wound healing assay, and its effects on
invasion, apoptosis, autophagy and tumor suppressor genes by Western blot. Usnic acid was shown to reduce SH-SY5Y neuroblastoma cell
viability in a dose and time dependent manner, and the IC50 dose was determined as 10 uM at 24 hours. Usnic acid has been shown to
significantly reduce neuroblastoma cell migration and invasion. The control group wound area was determined to be 628.9 + 35.59 cm” on
average at hour 0, while it was determined to be 234.8 + 30.98 cm? at 24 hours. Usnic acid wound area was 895.2 + 30.07 cm*at 0 hour and
801.9 + 15.23 cm’ at 24 hours. It has been determined that usnic acid induces neuroblastoma cell apoptosis. Usnic acid caused a 4-fold
increase in the expression of cleaved caspase-3, but did not cause any change in autophagy markers. Usnic acid application caused an
increase in the expression of tumor suppressor genes in SH-SYSY neuroblastoma cells. As a result, it has been shown that usnic acid can
trigger apoptosis by activating tumor suppressor genes in neuroblastoma cells, thereby causing a decrease in invasion, migration and cell
viability. The mechanisms underlying the anticancer activity of usnic acid in neuroblastoma cells need to be supported by further studies.
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Noroblastomlar, noral krest hiicrelerinden
kaynaklanan ve sempatik sinir sistemi ile iligkili koti
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huylu solid tiimérlerdir. Siklikla bobrek iistii bezi ve
omurganin her iki tarafinda sinir aglarinda yerlesik
trunkus sempatikus isimli alanlarinda lokalizedirler.
Noroblastomlar, bebeklerde en ¢ok rastlanan solid
timorlerdir. Cocuk ve genclerde ise, beyin
tiimorlerinden sonra en ¢ok rastlanan ekstrakranial
solid tiimorlerdir. Noroblastomlar, cocuk ve genglerde
gorillen tiim kanserlerin %7’sini ve cocukluk cagi
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kanser olimlerinin %15’ini olusturur' . Hastalarin
yaklasik 9%90’1 5 yasin altindadir ve o6zellikle
embriyolojik dénemde ortaya ¢ikan bir tiimér oldugu
icin hastalarin ¢ogunlugunu yeni dogan ve bebekler
olusturur. Noroblastomlar, 1 yasindan biiyiik
cocuklarda kontrolsiiz ve hizli biiyiliyerek lenf sistemi
aracililigiyla kemik iligi, kemikler, karaciger ve deri
iizerinde metastaz yaparlar™®,

Pediatrik noroblastom tedavisinde hastanin fizyolojik
durumu, timoriin yapisi, lokalizasyonu ve evresine
bagli olarak kemoterapi, radyoterapi, immiin terapi ve
gen tedavisi gibi yontemler uygulanmaktadi’.
Kemoterapi, malign timdr tedavisi i¢in kullanilan ve
metastazi azaltan en ¢ok kullanilan ve en giiclii tedavi
yaklagimlarindan biridir. Fakat tedavi siirecinde
kanserli hiicrelerin yaninda saglikli hiicrelere de zarar
verir ve giicli yan etkilere sahiptir. Molekiiler
caligmalardaki ilerlemeler ile timor hiicrelerinin
metastazini, bdliinmesini ve gelisimini kontrol eden
mekanizmalardan bazilarinin yavas yavas
aydinlatiliyor olusu, arastirmacilart kanser terapisinde
daha az toksik olan doku ve organlara zarar vermeyen
ve maliyeti daha az olan yeni terapdtik ajanlarin
kesfine yonlendirmistir.

Dogal iiriinler, biyoaktif ajanlarin paha bigilmez
kaynaklaridir ve kanser de dahil olmak {izere farkli
insan hastaliklarini tedavi etmek i¢in ilaglarin kesfinde
Onciidiir. Bunun nedeni, yiiksek biyofonksiyonellik ve
molekiiler c¢esitliligin yan1 sira sentetik bilesiklerle
karsilagtirildiginda iistiin etkinlik ve gilivenliktir. 1946-
2019 doneminde antitiimor ila¢ olarak onaylanan
kiiciik molekiillerin toplam sayis1 259'dur ve bunlarin
%79'u dogal kokenlidir®. Bunlara dogal bilesikler,
bunlarin tiirevleri (genellikle yar1 sentetik olarak
modifiye edilmis) veya dogal iirlinlerden esinlenen
bilesikler (toplam sentezle yapilir, ancak farmakofor
dogal bir iriinden gelir) dahildir®. Usnik asit (2,6-
diasetil-7,9-dihidroksi-8,9b-dimetildibenzo[b,d]furan-
1,3(2H,9bH)-dion, UA) likenlerde bulunan en c¢ok
arastirilan dogada (—) ve (+) izomerler olarak bulunan
biyoaktif  bilesiklerden  biridir’.  Usnik asit,
antibakteriyel, antiviral, antimikotik, antiprotozoal,
antiinflamatuar, analjezik, ndroprotektif ve antikanser
gibi ¢esitli biyolojik aktivitelere sahiptir®'’. Ancak,
usnik asidin ndroblastom hiicrelerinde antitimor
etkilerinin molekiiler ~mekanizmast tam olarak
aciklanmamigtir. Bu nedenle, mevcut ¢aligma usnik
asidin ndroblastom hiicrelerinde antikanser
aktivitesinin altinda yatan apoptoz ve otofaji aracilt
mekanizmalari belirlemeyi amaclamaktadir.

Gereg ve Yontem
Hiicre kiiltiirii ve reaktifler

Bu calismada, SH-SYS5Y noroblastom hiicre dizisi
(ATCC, USA) kullanild1. Hiicreler 2 mM L-glutamin,
penisilin (20 units/mL), streptomisin (20pg/mL) ve
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%10 fetal sigir serumu igeren DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) kiiltiir ortaminda %95 hava
ve %5 CO, basinci altinda 37 °C’de inkiibe edildi. (+)-
Usnik asit kloroform iginde ¢oziildi. SH-SYSY
hiicreleri 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100
uM (+)-usnik asit ile 24 ve 48 saatler igin doz ve
zaman-bagimli olarak inkiibe edildi.

Hiicre sayimi

Hiicre sayimlart neubauer lamui kullanilarak tripan
mavisi boyama yontemi ile yapildi. Elde edilen hiicre
siispansiyonu  1:1 oraninda tripan mavisi ile
karistirildi. FElde edilen karisimdan 10 pl alinarak
neubauer hiicre sayim lamia aktarildi ve invert
mikroskopta 10X  biiyiitmede sayim islemi
gergeklestirildi. 4 biiyiik kare igerisinde bulunan seffaf
hiicreler sayilarak ortalamasi alindi. Asagida belirtilen
formiil kullanilarak 1 ml’de bulunan toplam hiicre
say1st hesaplandu.

Hiicre Konsantrasyonu (hiicre/ml) = (Toplam Hiicre
sayisi/ 4) x 10.000 x Diliisyon Faktorii

Hiicre canlilig

Usnik asidin  ndroblastom hiicreleri  tizerindeki
sitotoksik etkilerini belirlemek igin CCK-8 (Cell
Counting Kit-8, Abbkine, Cin) kiti kullanildi. CCKS8
kiti ticari olarak elde edildi ve deneyler ilgili firmanin
onerdigi protokole gore gergeklestirildi. Deney
asamasinda, SH-SY5Y  hiicreleri 96 kuyucuklu
plakalara her bir kuyucuga 100 pL'lik bir hacimde 1x
10* yogunlukta ve 3 tekrarli olacak sekilde ekildi.
Hiicreler plakalarin tabanina yapistiktan sonra
kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirildi. Kuyucuklara
tam besiyeri eklenerek kontrol grubu, usnik asit ile
doz gruplart olusturuldu. 24 ve 48 saat olmak iizere
hiicreler inkiibasyona birakildi. Her bir inkiibasyon
siresi sonunda karanlik ortamda kuyucuklar
icerisindeki sivi kisim uzaklastirillmadan her bir
kuyucuga 10 pul CCKS soliisyonu eklendi. Plakalar, 4
saat inkiibasyona birakildi ve mikroplaka okuyucuda
450 nm’de okutuldu. Elde edilen sonuglar ile yiizde
oliim ve ICs, degeri hesaplandl”.

% Hiicre Canlilign = Doz grubu optik dansite
degeri/Kontrol optik dansite degeri X 100

Yara iyilesmesi

Kontrol ve doz gruplar1 (Usnik asit-ICsy) i¢cin 60x15
mm kiiltiir plakalarinda, her plakada 1x10° SH-SY5Y
hiicresi olacak sekilde ekim yapildi ve 37°C’de %5
CO, ortamda inkiibasyona birakildi. Kontrol ve doz
gruplart tam yogunluga ulastiginda, 100-200 pl’lik
mikropipet ucu kullanilarak ¢izgi ¢izildi. Ardindan
kontrol grubuna sadece DMEM/F-12 besiyeri, doz
grubuna ise usnik asit (ICso dozu) ilavesi yapilarak 24
saat inkiibasyona birakildi. 0 ve 24 saatlerde
goriintiiler alindi, kontrol ve doz gruplar arasindaki
yara alanlar1 Image J software programi ile
hesaplandi. Yara iyilesmesi degerlendirmesi 3 tekrar
seklinde yapildi'.
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Western blot

SH-SY5Y hiicreleri 75 cm”lik flasklara ekildi. 24 saat
sonra kontrol ve doz gruplart olusturuldu ve 24 saat
boyunca inkiibasyona birakildi. Protein izolasyonu
buz icinde ripa lizis buffer (proteaz ve fosfataz
inhibitorleri iceren) kullanilarak yapildi. Proteinlerin
konsantrasyonlar1 BCA kit (ABP Biosciences, ABD)
kullanilarak olgiildi. Proteinler %12 SDS/PAGE
(20pg) kullanilarak ayristirildi ve PVDF membrana
(EMD Millipore) transfer edildi. PVDF membran
%35’lik yagsiz siit tozu ile bloklandi ve primer
antikorlar ile bir gece +4 °C’de inkiibe edildiler. 24
saat inkiibasyon sonrasi anti-rabbit horseradish
peroxidase-conjugated sekonder antikorlar (1:20000;
BTLab) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona
birakildi. Proteinler, WesternBright ECL HRP
substrate kit (Advansta, ABD) ile bulundu ve dijital
tarayict (C-Digit Blot Scanner; Licor Biosciences,
Lincoln, NE, USA) kullanilarak goriintiilendi.
Kullanilan primer antikorlar ve diliisyonlari: PTEN
(1:1000, cat no: #9559, CST), P53 (1:500, cat
no:#2527, CST), MMP-19 (1:1000, cat no:142-44-1-
AP, Proteintech), Cleaved caspase 3 (1:500, cat
no:#AF7022, Affbio), Cleaved caspase 9 (1:1000, cat
no:#20750, CST), Beklin 1 (1:1000 cat no:#3738,
CST), ATG 5 (1:1000, cat no:#12994, CST) olacak
sekilde kullanildi®.

Istatistiksel analiz

Veri analizi GraphPad Prism 9 istatistik programi ile
gergeklestirildi. Normal dagilim gosteren iki veri
setinin istatistiksel karsilagtirmas:  Student t-test
analizi ile ¢oklu veri seti karsilastirmalari ise tek yonlii
ANOVA, Dunnet post-hoc karsilastirma testleri ile
degerlendirildi ve p < 0,05 anlamli kabul edildi.
Sonuglar ortalama+SEM seklinde verilmistir.

Bulgular

Usnik asidin néroblastom hiicre canliligi iizerine
etkileri

Usnik asit SH-SYS5Y noroblastom hiicre canliligini
doz ve zaman bagiml olarak azaltmustir. 24 saatte 5
UM usnik asit noroblastoma hiicre canliligini %82’ye
(P<0,0001) 10 uM %54’¢ (P<0,0001), 25 uM %29’a
(P<0,0001), 50 uM %10’a (P<0,0001) disiirmiistiir
(Sekil 1). 48 saatte 5 pM, 10 uM, 25 puM, 50 uM
usnik asit SH-SYSY hiicre canliligint sirasiyla, %75’
(P<0,0001), %53’e (P<0,0001), %18’e (P<0,0001) ve
%9’a (P<0,0001) diigiirmiistiir. Usnik asidin SH-
SYS5Y noroblastom hiicrelerinde IC50 dozu 24 saatte
10 uM olarak belirlenmistir (Sekil 1).
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Sekil 1.

(+)-Usnik asidin SH-SY5Y hiicre canliligy iizerine
etkisi. Istatistiki anlamlilik One Way Anova
sonrasinda Dunnet analizi ile yapimustir.
**¥%n<0,0001 kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
farklar: gosterir.

Usnik asidin néroblastom hiicre migrasyonu ve
invazyonu tizerine etkileri

Usnik asidin ndroblastom hiicre migrasyonu ve
invazyonunu anlamli olarak azalttigi gosterilmistir
(Sekil 2, 3). Usnik asidin noroblastom hiicre
migrasyonuna etkileri yara alani Ol¢limleri ile
degerlendirilmistir. Kontrol grubu yara alani 0. saatte
ortalama 628,9 + 35,59 cm’ iken 24 saatte 234,8 +
30,98 cm’ olarak belirlenmistir. Usnik asit yara alani
ise 0. saatte ortalama 895,2 + 30,07 cm” iken 24 saatte
801,9 + 1523 cm®™dir (Sekil 2B). SH-SY5Y
hiicrelerinde kontrol grubunda % yara kapanmasi
62,99 + 3,978 cm’ olarak belirlenirken usnik asit
grubu % yara kapanmasi 10,18 + 1,713 cm’
(P<0,0001) olarak belirlenmistir (Sekil 2B). Usnik
asidin SH-SYS5Y hiicre invazyonu fizerine etkileri
MMP-19 invazyon belirteci ile degerlendirilmistir
(Sekil 3A). Usnik asit grubunda kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda  MMP-19  ekspresyonunda 0,5
katlik bir azalig belirlenmistir (Sekil 3B).

Usnik asidin néroblastom hiicre apoptozu ve otofaji
tizerine etkileri

Usnik  asidin  néroblastom  hiicre  apoptozunu
indiikledigi belirlenmistir. Usnik asitin noroblastom
hiicre apoptozuna etkileri kesilmis kaspaz-3 ve
kesilmis kaspaz-9 ekspresyonu ile otofaji iizerine
etkileri ATG5 ve beclin-1 protein ekspresyonu ile
degerlendirilmistir (Sekil 4A, B, C, D). Usnik asit
kontrol grubu ile karsilastirildiginda kesilmis kaspaz-3
ekspresyonunda 4 katlik bir artisa neden olmus,
kesilmis kaspaz 9 ekspresyonunda ise bir degisiklik
olusturmamustir (Sekil 4B, C). Usnik asit otofaji
markirlar tizerinde degisiklige yol agmamistir (Sekil
4D, E).
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A Kontrol (+)-Usnik Asit
0 sa.
24 sa. ’

B 80
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Orani

Usnik Asit

Kontrol

Sekil 2.
SH-SY5Y hiicrelerinde Kontrol grubu ve (+)-Usnik
asit uygulanan grupta 0, 24 saatlerde yara alanlar
goriintiisii (A). Her iki grupta zamana bagl % yara
kapanmasi (B). Istatistiki anlamlilik Bagimsiz
Orneklem T testi ile yapilmistir. ****p<0,0001
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel farki gosterir.

A B
Kontrol ~ (+)-Usnik Asit 10
GAPDH | wmm @» |
3
MMP 19 e - § 05
14
0.0

(+)-Usnik Asit
Sekil 3.

SH-SY5Y hiicrelerinde (+)-Usnik asidin MMP-19
ekspresyonu tizerine etkisinin Western Blot ile
gosterilmesi (A,B).

Usnik asidin noroblastom hiicrelerinde p53 ve PTEN
ekspresyonlari iizerine etkisi

Usnik asit uygulamasit SH-SYS5Y noéroblastom
hiicrelerinde timor baskilayici genlerin
ekspresyonunda artiga neden olmustur (Sekil 5). Usnik
asidin noroblastom hiicrelerinde hiicre dongiisii giris
yollari, invazyon, proliferasyon ve hiicre sag kalimi
siireclerinde rol alan PTEN ve p53 tiimor baskilayici
proteinlerinin ekspresyonu iizerine etkileri western
blot analizi ile arastirilmistir. Protein ekspresyon
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seviyeleri protein bantlar1 dansiteleri GAPDH protein
bandi dansitesi ile oranlanarak kat degeri seklinde
degerlendirilmistir ~ (Sekil ~ 5A).  Noroblastom
hiicrelerinde usnik asit uygulamasi kontrol grubuna
gore p53 ve PTEN ekspresyonlarinda artisa neden
olmustur (Sekil 5B, C).
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Sekil 4.

SH-SY5Y hiicrelerinde (+)-Usnik asidin apoptoz ve
otofaji yolaginda rol alan proteinler iizerine
etkilerinin Western Blot ile gosterilmesi (A). (+)-
Usnik asidin kesilmis kaspaz 3, kasilmis kaspaz 9
(B,C) ve beclin 1, ATG 5 (D,E) ekspresyonlart tizerine

etkileri.
Al Kontrol  (+)-Usnik Asit
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B c

P53 ekspresyonu kat degisimi
PTEN ekspresyonu kat degisimi

0.0
Kontrol

Kontrol

(#)-Usnik Asit (+)-Usnik Asit

Sekil 5.

SH-SY5Y hiicrelerinde (+)-Usnik asidin tiimér
baskilayici p53 v PTEN iizerine etkilerinin Western
Blot ile gosterilmesi (A). (+)-Usnik asidin p53 (B) ve
PTEN (C) ekspresyonlari iizerine etkileri.
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Tartisma ve Sonug¢

Usnik asit, mantarlar ve yesil algler ve/veya
siyanobakterilerden olusan simbiyotik bir
konsorsiyum olan likenlerden biyolojik olarak aktif bir
sekonder metabolittir. Usnik asit, apoptotik hiicre
6limii ve hiicre dongiisii durmasi dahil olmak iizere
potansiyel kanser Onleyici &zellikleri agisindan
incelenmistir'®. Usnik asidin SH-SY5Y néroblastom
hiicrelerinde antikanserojenik 6zelliklerinin altinda
yatan mekanizmaya yonelik ¢alismalar smurh
sayidadir. Bizim ¢aligmamizda usnik asidin SH-SY5Y
noroblastom hiicrelerinde apoptozu tetikledigi, tiimor
baskilayic1 genlerin ekspresyonunu arttirdigi  ve
invazyonu azalttig1 ilk kez gosterilmistir.

Apoptozis, enerjiye bagimli molekiiler mekanizmalari
iceren oldukca karmasik bir siirectir. Apoptozis 2 ana
yolu igerir: digsal (6lim reseptorii yolu) ve igsel
(mitokondriyal) yol. Ek olarak, bu 2 yolun birbirine
bagli oldugunu ve birbirini etkiledigini gosteren
calismalar vardir'®. Kaspaz proteaz ailesi iiyeleri
apoptozu baglatmada ve siirdiirmede oOnemli roller
oynar'® . Kaspazlar genellikle baslaticilar (kaspaz-2, -
8, -9, -10), yiritictler (kaspaz-3, -6, -7) ve
inflamatuar kaspazlar (kaspaz-1, -4, -5) olarak
siiflandirtlir'™'®. Apoptoza yol agan igsel veya
mitokondriyal yol, viral enfeksiyonlar, hipoksi,
hipertermi, oksidatif stres ve d6rnegin kemoterapi veya
radyoterapi goéren kanser hastalarinda oldugu gibi
toksik kimyasal veya radyasyona maruziyetten
kaynaklanan igsel olarak algilanan stres sinyalleri
dahil olmak iizere cesitli uyaranlarla baslatilabilir '’.
Bu tiir pro-apoptotik hiicresel stresorlerin bir sonucu,
mitokondriyal dis zarin gecirgenlesmesi ve sitokrom c
gibi apoptojenik faktorlerin mitokondriyal
intermembran bosluktan sitozole salinmasidir. Daha
sonra, kaspaz-3/7 dahil olmak {izere efektor
kaspazlarin aktivasyonunu tetikleyen bir apoptozomal
kompleks (sitokrom c/Apaf-1/kaspaz-9 iceren) olusur.
Benzer sekilde, birgok hiicre tipinin canliliginin bagl
oldugu belirli dis biiylime faktorlerine, sitokinlere,
hormonlara  veya  hiicre-hiicre  etkilesimlerine
maruziyetinin azaltilmasi da apoptozisin i¢sel yolunu
aktive edebilir ve boylece bu dis faktorlerin normalde
apoptotik yanit mekanizmasinin varsayilan
aktivasyonunu engellemede oynadigi hayati rolii
ortaya cikarabilir'’. Geng ve ark, mide kanser
hiicrelerinde usnik asidin apoptoz ve otofajiyi
indiikledigini gdstermislerdir'. Ozben ve ark, meme
kanseri hiicrelerinde usnik asidin apoptoz ile iligkili
genleri indiikledigini belirlemislerdir’. Bu ¢alismada
usnik asidin SH-SYSY hiicre apoptozu iizerine etkileri
western blot ile degerlendirilmistir. Usnik asidin SH-
SY5Y noéroblastom hiicrelerinde kesilmis kaspaz-3’i
aktive ederek apoptozu tetikledigi gosterilmistir.
Usnik asit ndroblastom hiicrelerinde mitokondriyal

yolagi  kullanarak  apoptozu indiikleyebilecegi
belirlenmistir.
Otofaji, ¢ift zarli  otofagozomlar tarafindan

lizozomlara iletilen hasarli veya islevsiz hiicre i¢i
bilesenlerin pargalanmasinda rol oynayan evrimsel
olarak korunan bir stres tepkisi ve parcalayici
mekanizmadir. Otofajinin karsinogeneze katkida
bulundugu gosterilmistir’®. Bu ¢alismada otofaji
markirlar1 ATGS5 ve beclin-1 western blot ile
degerlendirilmis ve usnik asit uygulamasi SH-SYS5Y
ndroblastom hiicrelerinde otofaji markirlar1 iizerinde
kontrol grubuyla kiyaslandiginda bir degisiklige yol
acmamigtir.  Bizim  c¢alismamiz  usnik  asidin
ndroblastom hiicrelerinde otofaji yolagindan ziyade
apoptoz yolagimi aktif hale getirerek antikanserojen
etki gdsterebilecegini diisiindiirmektedir.

Usnik asidin SH-SY5Y noroblastom hiicre canliligi
iizerine etkileri CCK-8 ile degerlendirilmis ve usnik
asidin noroblastom hiicrelerinde IC50 dozu 24 saatte
10 uM olarak belirlenmistir. Gimla ve ark, usnik
asidin pankreas kanseri hiicre proliferasyonunu
anlamli olarak azalttigin1 ve normal hiicrelere anlaml
bir toksik etki yaratmadigimi gostermislerdir™’. Diger
bir ¢alismada usnik asidin insan prostat ve melanoma
kanserleri iizerinde secici sitotoksik etkiler yaptigi
gosterilmistir™ . Bizim ¢alismamiz usnik asidin kanser
hiicreleri lizerindeki antiproliferatif etkilerini destekler
niteliktedir.

Go6¢ ve invazyon, canli hiicrelerin Onemli bir
ozelligidir ve embriyolojik gelisim, kanser metastazi,
inflamasyon gibi birgok siiregte kritik bir rol oynar .
Caligmamizda hiicre gogiinii gostermek icin yara
iyilesmesi deneyi invazyon i¢in ise MMP-19 invazyon
belirteci kullanilmistir. Yara iyilesmesi deneyinde 24
saatte usnik asidin SH-SY5Y hiicre migrasyonunu ve
invazyonunu azalttig1 gosterilmistir.

Bizim c¢alismamizda usnik asidin noroblastom
hiicrelerinde timor baskilayici genlerin
ekspresyonlarinda artiga neden oldugu gosterilmistir.
Insan kanserinde en sik tespit edilen anormalliklerden
biri p53 tiimor baskilayict geninin mutasyonudur.
p53'in islevine 6zgii olarak apoptotik hiicre 6limiini
baslatma ve hiicre dongiisii durmasina neden olma
yetenegi vardir. Dahasi, p53 iyonlastirici radyasyon ve
kanser kemoterapotik ilaglart gibi DNA'ya zarar veren
etkenlere karsi hiicresel yanit1 kontrol etmede dnemli
bir rol oynar. p53 islevinin kaybi radyasyona ve
kemoterapotik etkenlere karsi direncin artmasina
neden olur ve p53 mutasyon durumunun kanserde
klinik sonugclarin 6nemli bir belirleyicisi olduguna dair
kanitlar artmaktadir. p53 hem apoptozis hem de hiicre
dongilisiic durmasinin 6nemli bir aracidir ve DNA
hasar1 kaynakli transkripsiyonun diizenlenmesinde ek
bir role sahip olabilir. p53'in  hem timor
baskilanmasinda hem de DNA hasar1 yanitinda 6nemi,
ikisinin yakindan iliskili oldugunu
dﬁsiindﬁrmektedir“. Bu c¢alismada usnik asit
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noroblastom hiicrelerinde tiimor baskilayic1 p53°i
aktif hale getirerek apoptozu tetiklemis, invazyon ve
migrasyonu  baskilayarak  antikanserojen  etki
gostermis olabilir.

Sonu¢ olarak usnik asidin SH-SY5Y noroblastom

hiicrelerinde apoptozu tetikledigi, otofajiyi
degistirmedigi, timor baskilayici genlerin
ekspresyonunu arttirdigt  ve invazyonu azalttigi

gosterilmistir. Bu ¢alismada usnik asidin néroblastom
hiicrelerinde antikanserojen etkileri ve altinda yatan
mekanizmalar aydinlatilmaya calistlmigtir.  Usnik
asidin noroblastom hiicrelerinde tiimor baskilayici
genleri aktive ederek apoptozu tetikleyebilecegi,
bdylelikle invazyon, migrasyon ve hiicre canliliginda
azalisa neden olabilecegi gosterilmistir. Ayrica usnik
asidin noroblastom hiicrelerinde hiicre 6lim yolagi
olarak otofajiden =ziyade apoptozu kullandig1
belirlenmistir. Usnik asidin néroblastom hiicrelerinde
antikanser aktivitesinin altinda yatan mekanizmalarin
daha ileri ¢aligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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¢aligmalar kapsami diginda olan hiicre kiiltiirii caligmasidir.
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