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OZET

E VITAMINININ SICAN C6 GLIOMA HUCRELERI UZERINDEKI APOPTOZ
INDUKLEYICI ETKIiSi

E vitamininin ¢esitli analoglar1 ve tiirevleri destekleyici kanser tedavisinde
kullanilmaktadir. E vitamininin antioksidan aktiviteye ek olarak, anti-karsinojenik
etkiye de sahip oldugu bildirilmektedir. Anti-karsinojenik etkisini apoptozu
indiikleyerek ve/veya proliferasyonu baskilayarak gosterdigi one siiriilmektedir.

“Programl1 hiicre 6liimii” olarak tanimlanan apoptoz, son yillarda 6énemli bir aragtirma
konusu haline gelmistir. Ozellikle kanser hiicrelerinin farkl ilaglar ve ajanlarla apoptoza
yonlendirilebildiginin anlagilmasi, kanser tedavisine iliskin yeni yOntemlerin
gelistirilmesi agisindan ¢ok Onemlidir. Dolayisiyla E vitamininin kanser hiicreleri
Uzerindeki apoptoz indikleyici etkisi ¢cok Onemlidir. Bir E vitamini tirevi olan o-
tokoferol siiksinat (a-TOS)’in apoptoz indiikleyici etkisi, kolon, mide, karaciger ve
meme kanseri gibi farkli tipte kanser hiicreleri iizerinde arastirilmis, ancak glioma
hlcrelerinde bugtine kadar floresan mikroskopisine ve kaspaz enzim aktivitesi tayinine
dayali higbir ¢alisma yiiriitilmemistir.

Bu c¢alismada o-TOS’un apoptoz indiikleyici etkisi, sigan C6 glioma hiicrelerinde
arastirildi. Hiicrelere farkli inkiibasyon siireleri (24, 32, 40 ve 48 saat) boyunca o-
TOS’un 5 farkli konsantrasyonu (10, 30, 50, 70 ve 100 uM) uygulandi. Hiicrelerde
apoptozla iliskili morfolojik degisimler Hoechst boyamasi ile floresan mikroskobunda
incelendi ve mikroskobik canli video kaydi ile goriintiilendi. Hiicre 6lum, apoptozun
Kilit (son) enzimi kaspaz-3’iin aktivitesi olgiilerek molekiiler diizeyde dogrulandi. Bu
analizlere ek olarak, hiicrelerde mitokondriyal apoptotik yolagin gostergesi olan kaspaz-
9 aktivitesi 6l¢lda.

10 ve 30 uM a-TOS uygulamalarinin denenen hicbir inklibasyon siresinde apoptozu
indiiklemedigi gosterildi. Denenen dozlar i¢inde 50, 70 ve 100 uM a-TOS’un 40 ve 48
saatlik uygulamalarda, hiicreleri apoptoza gotiirdiigli belirlendi. Bunun yani sira 48 saat
streyle 50 uM o-TOS uygulanmis hiicrelerde meydana gelen apoptoz, mikroskobik
canli video kaydu ile elde edilmis gercek zamanli goriintiilerle izlendi.

Kaspaz-3 aktivitesi 100 uM-32 saat, 50 pM-40 saat, 70 uM-40 saat, 100 pM-40 saat, 50
uM-48 saat, 70 uM-48 saat ve 100 pM-48 saatlik 6rneklerde kontroliin, sirasiyla 8.5, 5,
6.6, 4, 3.15, 4.65, 1.13 kat1 olarak belirlendi. Kaspaz-9 aktivitesi, 100 pM-32 saat, 50
uM-40 saat, 70 pM-40 saat, 100 uM-40 saat, 50 uM-48 saat, 70 pM-48 saat ve 100 uM-
48 saatlik orneklerde kontrolun, sirasiyla 1.18, 1.10, 2.09, 5.62, 1.67, 7.23 ve 12.63 kat1
olarak belirlendi.
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Sonug olarak, a-TOS’un sican C6 glioma hiicrelerinde doza ve zamana bagli olarak
apoptozu indiikledigi ve mitokondriyal apoptotik yolagin gostergesi kaspaz-9 enzimini
aktive ettigi ortaya konuldu.



SUMMARY

APOPTOSIS INDUCING EFFECT OF VITAMIN E ON RAT C6 GLIOMA
CELLS

Several vitamin E analogues and derivatives are used in adjuvant cancer therapy. In
addition to antioxidant activity, anti-carcinogenic effect of vitamin E is reported. It is
suggested that it shows anti-carcinogenic effect by inducing apoptosis and/or inhibiting
proliferation.

Apoptosis, which is defined as “programmed cell death”, has become an important
research area in recent years. Particularly, the understanding of cancer cells’ inducibility
to apoptosis by various drugs and agents is very important for developing new methods
related to cancer therapy. Thus, apoptosis inducing effect of vitamin E on cancer cells is
quite important. Apoptosis inducing effect of alpha-tocopherol succinate (a-TOS), a
derivative of vitamin E, has been investigated on several cancer cells, such as colon,
gastric, liver and breast cancer cells, but no study has been performed on glioma cells,
so far.

In this study, the apoptosis inducing effect of a-TOS on C6 rat glioma cells was
investigated. The cells were treated with 5 different concentrations (10, 30, 50, 70 and
100 uM) of a-TOS for different (24, 32, 40 and 48 hours) incubation periods.
Morphological changes related to apoptosis in the cells were detected with Hoechst
staining in fluorescence microscopy and monitored by live cell imaging. Cell death was
verified on molecular basis by measuring caspase-3, key enzyme of apoptosis, activity.
In addition to these analyses, caspase-9 activity as a marker of intrinsic apoptotic
pathway in the cells was measured.

It has been shown that 10 and 30 uM o-TOS did not show any apoptotic effect for non
of tested incubation periods. Apoptosis was detected in the cells, which treated with 50,
70 and 100 uM a-TOS for 40 hours and 48 hours. In addition, apoptosis in the cells,
which treated with 50 uM a-TOS for 48 hours was shown on the real-time images
recorded with live cell imaging.

Caspase-3 activity was 8.5, 5, 6.6, 4, 3.15, 4.65 and 1.13 fold of control in the 100 pM-
32 h, 50 uM-40 h, 70 uM-40 h, 100 uM-40 h, 50 uM-48 h, 70 uM-48 h and 100 uM-48
h samples, respectively. Caspase-9 activity was 1.18, 1.10, 2.09, 5.62, 1.67, 7.23 and
12.63 fold of control in the 100 uM-32 h, 50 uM-40 h, 70 uM-40 h, 100 uM-40 h, 50
uM-48 h, 70 uM-48 h and 100 uM-48 h samples, respectively.

In conclusion a-TOS was found to induce apoptosis in a dose- and time-dependent
manner in C6 glioma cells and activate caspase-9 enzyme, a marker of mitochondrial
apoptotic pathway.



1. GIRIS

Cok hiicreli organizmalarin saglikli bir sekilde varliklarini siirdiirebilmeleri hiicrelerinin
yapt ve fonksiyonlarina bagli oldugu kadar, dokularindaki hiicre sayisinin belli bir
diizeyde bulunmasina da baglidir. Bu nedenle organizmalarda hiicre ¢gogalmasi ve hiicre
oliimii arasindaki dengenin siirekli korunmas: gerekir. Iste bu dengenin kurulmasinda
“apoptoz” ad1 verilen hiicre 6liimii biiylik 6nem tasir. Apoptoz; kendine 6zgt morfolojik
Ozelliklere sahip, genetik olarak diizenlenen, programlanmis hiicre 6liimi olarak
tanimlanmaktadir. Apoptoz doku homeostazisinin saglanmasinda, embriyonik
gelisimde, tiimOrojenik veya viriisle enfekte olmus hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda

fonksiyoneldir (Zhang ve dig., 2004).

Apoptoz sirasinda hiicrede birgok karakteristik morfolojik degisim meydana gelir.
Oncelikle hiicre, komsu hiicrelerle ve tutundugu yiizeyle olan temasmi kaybeder ve
buzalur. Kromatin kondensasyonu ve niklear fragmentasyon meydana gelir. Hiicre
membraninda membran tomurcuklanmasi  (“blebbing”) olur. Tomurcuklarin
ayriimasiyla da “apoptotik cisimcikler” adi verilen, hiicresel organelleri ve nuklear
fragmentleri igeren, hiicre membraniyla ¢evrili yapilar olusur. Bu apoptotik cisimcikler
daha sonra c¢evre hiicreler tarafindan fagositozla ortadan kaldirilir (Ziegler ve Groscurth,

2004).

Apoptoz, iki temel yolak {izerinden indiiklenir. Bunlardan biri, 6liim reseptorleri adi
verilen hiicre ylzey reseptorlerinin fonksiyonel oldugu dissal apoptotik yolak, diger
adryla 6lim reseptorleri yolagidir. Digeri ise, mitokondrinin fonksiyonel oldugu igsel
apoptotik yolak, diger bir deyisle mitokondriyal yolaktir. Bunlarin yani sira sitotoksik T
lenfositlerinin etkili oldugu perforin/granzim indiiklii bir apoptotik yolak da mevcuttur
(Elmore, 2007). Apoptotik sirecte anahtar rol oynayan molekiller kaspazlardir.
Kaspazlar sistein proteazlardir ve apoptozun baslangicindan bitisine kadar her
kademesinde gorev alirlar. Kaspazlar hiicresel substratlarin yikimindan sorumludurlar

ve dolayisiyla apoptoz sirasinda morfolojik degisimlere yol acarlar (Slee ve dig., 2001).



Apoptoz  mekanizmasindaki  diizensizlikler ¢esitli  hastaliklarda ©onemli  rol
oynamaktadir. Ornegin, kanserlerin ve otoimmiin hastaliklarin énemli bir 6zelligi
apoptozdaki yetersizliktir (Kerr ve dig., 1994; Worth ve dig., 2006). AIDS hastaliginda
ve norodejeneratif hastaliklarda ise apoptoz normalden fazla oranda gerceklesmektedir

(Mattson, 2000; Roshal ve dig., 2001).

Kanser, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak tanimlanan bir hastaliktir. Hiicre 6limundeki
diistis ve hiicre proliferasyonundaki artisin karsinogenez siirecinde etkili oldugu
bilinmektedir (King ve Cidlowski,1998). Kansere yonelik bitin tedavi stratejileri
kanser hiicrelerini ortadan kaldirmay1 ve malignant dokularin biiyiimesini engellemeyi
amaglamaktadir. Son yillarda apoptozun molekiiler mekanizmasiyla ilgili edinilen
bilgiler ve kanser olusumunda baskilanmis apoptozun etkili oldugunun bulunmasi,
kanser hiicrelerinde apoptozu indikleyen yeni tedavi ajanlarinin ve yontemlerinin
arastirllmasina neden olmustur. Apoptotik yolaklardaki molekulleri hedef alarak kanser
hlcrelerinde apoptozu indikleyen ve Klinik arastirmalarla faz ¢alismalari siiren birgok

terapdtik ajan gelistirilmistir. (Ghobrial ve dig., 2005).

Son yillarda kanser arastirmalarinda 6nem kazanan bir diger konu ise, kansere karsi
kimyasal koruyuculuk (“cancer chemoprevention”)’tur. Bu yaklasim, pre-malignant
hiicrelerin malignant hiicrelere doniismeden Once, c¢esitli dogal veya sentetik ajanlar
kullanilarak ortadan kaldirilmasini (karsinogenez sirecini énlemeyi) amagclar (Sun ve
dig., 2004). Yapilan arastirmalar bazi karsinogenez-Onleyici ajanlarin, transforme
hiicrelerde apoptozu indiikleyerek etkili olduklarmi gostermistir. Ornegin, prostat
kanserli farelere yesil cay ekstreleri uygulandiginda, prostat kanseri gelisiminde belirgin
bir inhibisyon ve prostat kanseri hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonu gézlenmistir (Sun ve

dig., 2004).

Butlin bunlar gostermektedir ki, apoptoz hem pre-malignant hicrelerin malignant
hicrelere doniismesinin engellenmesinde, hem de malignant hiicrelerin yok edilmesinde

onemli bir hedeftir.

Kanserden korunmada antioksidanlarin 6nemli bir yeri oldugu bilinmektedir. Ayrica

antioksidanlar, kanser tedavisi sirasinda da tedavinin toksik etkilerini azaltmak ve



tedavinin etkinligini arttirmak amaciyla kullanilabilmektedirler (Borek, 2004). Kanser
tedavisinde destekleyici ajan olarak kullanilan antioksidanlardan biri de E vitaminidir. E
vitamini yagda ¢ozlnen bir vitamindir. Lipid peroksidasyonunu ve serbest radikal
olusturan diger reaksiyonlar1 Onler (Brigelius-FIohé ve Traber, 1999). E vitaminin
cesitli kanser hiicreleri iizerinde doza ve uygulama siiresine bagli olarak anti-proliferatif
ve pro-apoptotik etkiler gosterdigi belirlenmistir (Sakai ve dig., 2006; Campbell ve dig.,
2006; Yu ve dig., 2008).

Beyin tmorleri, insanlarda 6lime neden olan hastaliklarin 6nemli bir grubunu
olusturur. Beyin tiimérlerinin  %70’inden fazlasi glial hiicrelerden turevlenen
gliomalardir (Ohgaki ve Kleihues, 2005). Gliomalarin en malignant formu glioblastoma
multiform (GBM)’dur. GBM tedavisinde uygulanan yontemler cerrahi girisim,
radyoterapi ve kemoterapidir. Ancak bu yoOntemler hastalarda iyilesme
saglayamamaktadir ve tedavi sonrasindaki yasam siiresi 5 y1li gegmemektedir (Holland,

2000; Ohgaki ve Kleihues, 2005; Brandes ve dig., 2008).

Farkli E vitamini formlarimin sigan glioma hucreleri Uzerinde anti-proliferatif ve pro-
apoptotik etkiler gosterdigi bilinmektedir (Betti ve dig., 2006). E vitaminin siksinil
iceren ve arastirmalarda en ¢ok kullanilan formu olan a-tokoferol siiksinatin, arastirma
grubumuz tarafindan yiritiilen ¢aligmalarda indometasin uygulanmis sican C6 glioma

hiicrelerinde DNA hasarini indirgeyici etki gosterdigi bulunmustur (Pekmez, 2010).

Bu tezin temel hedefi, a-TOS’un glioma hiicreleri Uzerindeki apoptotik etkisini ileri
goruntuleme ve analiz yontemleri kullanarak molekiler dizeyde arastirmaktir.
Calismalar glioblastoma multiform hiicreleriyle benzerlik gosteren ve model sistem
Ozelligi tastyan sican C6 glioma hiicre hatt1 ile yiriitiilmiistiir (Grobben ve dig., 2002).
Caligmalar kapsaminda C6 glioma hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda ve farklh
stirelerde o-TOS uygulanmistir. Uygulamalarin apoptoz lizerindeki etkisini belirlemek
igin, apoptoza 0zgii morfolojik degisimler floresan mikroskopta izlenmis ve kaspaz

enzim aktiviteleri florometrik yontemlerle belirlenmistir.

Tezde elde edilen verilerin a-TOS’un, glioma hucrelerinde apoptoza yol agip

acmadigini ayrintili bir sekilde ortaya koymasi, eger agiyorsa apoptoz mekanizmasi



hakkinda bilgi saglamasi ve pro-apoptotik etkiye sahip E vitamini formlar1 arasinda o -

TOS’un yerine iliskin mevcut literatiire katkida bulunmasi beklenmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. APOPTOZ

Cok hiicreli organizmalarda, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6liimii arasinda daima bir denge
vardir. Bu denge organizmanin gelisimi ve doku homeostazisinin saglanmasi agisindan
biiyiik 6nem tasir. Bu dengenin bozulmasi embriyogenez siirecinde hatalara yol acar,
ayrica dejeneratif hastaliklarin ve kanserin gelisiminde rol oynar (Danial ve Korsmeyer,
2004). Yasam siiresince dokulardaki hiicre sayis1 apoptoz sayesinde dengede tutulur.
Apoptoz genetik olarak diizenlenen, enerjiye (ATP’ye) bagimlilik gosteren fizyolojik
hiicre oliimudiir. Apoptoz ilk olarak Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972 yilinda
tanimlanmistir (Kerr ve dig., 1972). Daha sonra, bir nematod olan Caernorhabditis
elegans’in gelisim siirecindeki programlanmis hiicre 6liimiiniin incelenmesi sonucunda

apoptozun genetik mekanizmasiyla ilgili bilgiler elde edilmistir (Horvitz, 1999).

Apoptoz embriyogenez siirecinde, dokulardaki hiicre sayisinin dengede tutulmasinda,
hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda, doku-organ invollsyonu ve artrofisinde,
bagisiklik sisteminin gelisiminde ve dengede tutulmasinda fonksiyoneldir (Kerr ve dig.,

1972; Brill ve dig., 1999; Opferman,2008).

Apoptoz c¢esitli patolojik siireclerde de rol oynar. Bazi hastaliklar apoptozdaki
yetersizlikten kaynaklanirken, bazilar1 ise apoptozun asir1 ger¢eklesmesine bagli olarak
gelisir  (Elmore, 2007). Ornegin, kanserlerin ve otoimmin lenfoproliferatif
sendromunun (“Autoimmune Lymphoproliferative Syndrome”, ALPS) o6nemli bir
nedeni apoptozdaki yetersizliktir (Kerr ve dig., 1994; Worth ve dig., 2006). AIDS
hastaliginda ve norodejeneratif hastaliklar olan Alzheimer, Parkinson, Huntington ve
amiyotrofik lateral skleroz (ALS) hastaliklarinda ise normalden fazla gergeklesen
apoptoz O6nemli rol oynamaktadir (Roshal ve dig., 2001; Mattson, 2000; Singh ve
Dikshit, 2007).



Apoptoz ile diger bir hiicre 6liimii tipi olan nekroz arasinda 6nemli farklar vardir (Tablo

2.1.) (Elmore, 2007).

Tablo 2.1. Apoptoz ve nekroz arasindaki farklar

Apoptoz Nekroz

Enerjiye (ATP’ye) ihtiya¢ duyan aktif bir siiregtir. Enerjiye ihtiyag yoktur.

Tek bir hiicreyi veya hiicre grubunu etkiler. Genis bir alandaki bitiin hucreleri etkiler.

Hem fizyolojik hem patolojik durumlarda goralir. | Sadece patolojik durumlarda gordlir.

Karakteristik morfolojik degisimler meydana gelir. | Morfolojik degisimler rastgeledir.

Hucre buzilmesi meydana gelir. Hucrenin hacmi artar.

Hiicre membrani apoptoz siiresince biitlinliigiint | Hiicre membrami patlar ve sitoplazmik

korur. icerik hiicre digina yayilir.

Sitoplazmik icerik hiicre disina ¢ikmadigi icin gevre | Sitoplazmik icerik hiicre disina ¢iktigi igin

dokularda inflamasyon yanit1 olusmaz. ¢evre dokularda inflamasyon yaniti olusur.

Apoptoz, ¢esitli eksojen ve endojen indiikleyiciler tarafindan tetiklenebilir. Oksidanlar,
iyonlastirict radyasyon, kemoterapétik ajanlar, hipertermi, biiyiime faktorii veya hormon
eksikligi, glukokortikoidler, sitokinler, oldurict hicreler (“killer cells”), ¢esitli
kimyasallar ve viral ajanlar baslica apoptoz indiikleyicileridir (Majno ve Joris, 1995;

Matés ve Sanchez-Jiménez, 2000).

Apoptoza giden bir hiicrede c¢esitli morfolojik ve biyokimyasal degisimler meydana
gelir. 1lk 6nce, apoptoza giden hiicrenin tutundugu yiizeyle arasindaki adezyon ortadan
kalkar ve hiicre yuvarlaklasir. Ayn1 zamanda apoptotik hiicrenin komsu hiicrelerle olan
temast da ortadan kalkar. Apoptoza giden hiicrenin hacminde azalma olur ve hiicre
biiziilmesi meydana gelir. Kromatin niiklear membrana yaklasir ve yogunlasir. DNA,
niikleozomlar aras1 bolgelerinden kesilerek 180-200 baz c¢ifti biiytikliigiindeki
interniikleozomal fragmentlere ayrilir. Hiicre membraninda kabarcik seklinde girintili-

cikintili yapilarin  (“bleb”) olusmasiyla, membran tomurcuklanmasi (“membran



blebbing”) meydana gelir. Son olarak apoptotik hiicre; apoptotik cisimcik (“apoptotic
body”) adi verilen, membranla ¢evrili, i¢inde sitoplazmayi, hiicresel organelleri ve
nukleus fragmentlerini igeren kiigiik pargalara ayrilir (Sekil 2.1.) (Willingham, 1999;
Saraste ve Pulkki, 2000). Apoptotik cisimcikler, makrofajlar ve dendritik hicreler gibi
aktif fagositler ve cevrelerindeki hucreler tarafindan ortadan kaldirilir (Marek ve Erwig,
2009). Apoptoz sirasinda hiicre, membranindaki fosfolipid asimetrisini kaybeder.
Normalde hiicre membraninin sitozolik tarafinda bulunan fosfotidilserin (PS), apoptoz
sirasinda membranin hiicre disina bakan tarafina gecer. Apoptotik cisimciklerin
fagositler tarafindan taninmasinda bu fosfotidilserin translokasyonu onemli rol oynar

(Erwig ve Henson, 2008; Savill ve Fadok, 2000).

Apoptozun baglangicindaki hiicre Apoptozun sonundaki hiicre

Membran @.\Apu ptotik
f S omurcuklar cizsimcikler

(blebs™)

Mormal Hiicre

ekil 2.1. Apoptoz sirasinda hiicrede meydana gelen morfolojik degisimler.
pop y g ] 2
(http://www.utm.utoronto.ca/~w3cellan/apoptosis.html)

2.1.1. Kaspazlar

Kaspazlar, apoptoz siirecinin baslatilmasindan sonlandirilmasina kadar her basamaginda
anahtar rol oynayan sistein proteazlardir. Bu proteazlar, substrat kesiminde niikleofilik
grup olarak sisteini kullanmalar1 ve substratlarini kestikleri bolgelerde aspartik asite
spesifiklik gostermeleri nedeniyle “sistein-bagimli aspartat spesifik proteazlar”
(Cysteine-dependent Aspartate-Spesific Proteases”, CASPASES) olarak adlandirlirlar
(Thornberry ve Lazebnik, 1998; Chang ve Yang, 2000).

Kaspazlarin kesfi siirecindeki ilk ¢alismalar, 1992 yilinda interldkin-1B-doniistiiriici
enzimin (“interleukin-1B-converting enzyme”, ICE) bulunmasi (bu enzim daha sonra
“kaspaz-1” olarak adlandirilmistir) ve sonrasinda C.elegans’taki programlanmis hiicre

o6luminde gorevli ced-3 geninin tanimlanarak, ICE ile olan benzerliginin ortaya



konulmasi ile sonug¢lanmistir. Bu ¢aligsmalar, hiicre 6liimiinde gorevli, katalitik agidan
aspartik asit spesifikligi gosteren baska sistein proteazlarin olup olmadigi yoniindeki

arastirmalara hiz kazandirmistir (Riedl ve Scott, 2009).

Memelilerde tanimlanmig olan 14 farkli kaspaz vardir. Bunlarin 11 tanesi insanlarda
bulunan kaspazlardir ve bunlardan 7 tanesi apoptozda gérevlidir. Apoptotik kaspazlar,
baslatict (“initiator”) kaspazlar ve sonlandirici (“executioner”) kaspazlar olarak iki
gruba ayrilir. Baslatic1 kaspazlar (kaspaz-2, -8, -9 ve -10) apoptozun baslatilmasindan,
sonlandirict kaspazlar (kaspaz-3, -6 ve -7) ise apoptotik sirecin sonlandirilmasindan
sorumludur. Kaspaz-1 (ICE), kaspaz-4 ve -5 inflamatuvar kaspazlardir ve inflamasyon

yanitinin olusumundan sorumludurlar (Riedl ve Scott, 2009; Shi, 2009).

Butiin kaspazlar hicrelerde katalitik olarak inaktif olan zimojenler (prokaspazlar) olarak
sentezlenirler ve apoptoz sirasinda proteolitik kesimlerle aktif kaspazlara doniisiirler.
Kaspazlarin genel yapisina bakildiginda, biitiin prokaspazlarin, yuksek homoloji
gOsteren bir “proteaz domeni” (“protease domain”) igerdigi goriliir. Bu proteaz
domeninin biri “biiyiik altbirim” (yaklagik 20 kDa’luk) (p20) ve digeri “kiigiik altbirim”
(yaklasik 10 kDa’luk) (p10) olmak iizere 2 altbirimi vardir. Baz1 prokaspazlarda, buyuk
ve kiiciik altbirimler arasinda yaklasik 10 amino asitlik bir “kisa baglayic1 bolge”
(“short linker”) bulunmaktadir. Ayrica her prokaspaz, bir 6ncil domen (“prodomain’)
de icermektedir.

Baglatic1 apoptotik kaspazlarin ve inflamatuvar kaspazlarin 6nciil domeni 100°den fazla
amino asit icerirken, sonlandirict apoptotik kaspazlarin 6nciil domenindeki amino asit
sayist 30’dan azdir. Uzun onciil domenler “6lim etkili domen” (“Death Effector
Domain”, DED) ve “kaspaz baglayici domen” (“Caspase Recruitment Domain”,
CARD) gibi farkli motifler igerirler. Prokaspaz-8 ve -10’da DED, prokaspaz-1, -2, -4, -5
ve -9’da CARD bulunmaktadir (Sekil 2.2) (Chang ve Yang, 2000).



Kaspaz Fonksiyon
T o
1 [ | Inflamasyon
152 N3N 43
2 H Apoptoz
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3 - Apoptoz
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4 3 inflamasyon
@ 41
5 | I { Inflamasyon
B ToR4 293
& = Apoptoz
B WE 303
7 ~ A ~poptoz
26 374 385
8 HA Apoptoz
1% 0 S
9 H Apoptoz
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Lo 1 SR | S _ Apoptoz
135
12-5* — ?
125
2-1* | | H inflamasyon
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Ly = M) ?
(s [T [Biiyik attbirim
Gal) CARD Gl Kiicik atbirim

"12-S: katalitik olarak inaktif olan kaspaz-12 proteini (caspase-12S").
"12-L: tam-boy (full-length) kaspaz-12 (caspase-12L").

Sekil 2.2. Kaspazlarin yapisi (Taylor ve dig., 2008).

Kaspaz-3 ve -7 gibi sonlandirici kaspazlarin aktivasyonu, bir baslatici kaspaz tarafindan
gerceklestirilir. Aktiflesme sirasinda, baslatici kaspaz tarafindan kesilen sonlandirici
kaspazin, biiyiikk ve kii¢iik altbirimleri birbirinden ayrilir. Baslatic1 kaspazlar ise
apoptotik kosullar altinda, kaspaz adaptorleri ile interaksiyona girerek aktiflesirler (Shi,
2009; Chang ve Yang, 2000).
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2.1.2. Apoptozun Molekiiler Mekanizmasi

2.1.2.1. Dis Yolak (Oliim Reseptérieri Yolag)

Dis yolak, “6liim reseptorleri” adi verilen hicre ylzey reseptorlerine spesifik 6lim
ligandlarmin (“death ligand”) baglanmasi sonucu aktiflesir. Oliim reseptdrleri, Tiimor
Nekroz Faktor / Sinir Buylime Faktori (“Tumor Necrosis Factor / Nerve Growth
Factor”, TNF / NGF) reseptor siperailesine ait olan hicre ylzey sitokin
reseptorleridirler. Bilinen 6 tane 6liim reseptorii vardir. Bunlar Fas (CD95 veya Apol),
TNF-R1 (p55 veya CD120a), 6lum reseptort 3 (“death receptor 3”, DR3 veya Apo3),
6lum reseptora 4 (“death receptor 4”, DR4 veya TRAIL-R1), 6lim reseptorii 5 (“death
receptor 5”, DR5 veya TRAIL-R2) ve 6lim reseptori 6 (“death receptor 6”, DR6)’dir
(Guicciardi ve Gores, 2009).

Bu 6lim reseptorlerine baglanan ligandlar, TNF super gen ailesine ait tamamlayici
sitokinlerdir. Fas ligandi1 (FasL), Fas reseptoriine; TNF ve lenfotoksin o, TNF-R1
reseptoriine; Apo3 ligandi, DR3 reseptoriine; TRAIL’ler ise DR4 ve DR5 reseptorlerine
baglanir (Ashkenazi ve Dixit, 1998; Guicciardi ve Gores, 2009).

Olum reseptorleri, sisteince zengin hiicre dis1 bir bolge ile “6lim domeni” (“death
domain”, DD) adi verilen sitoplazmik bir bdlgeye sahiptirler. Oliim domeni, 6lim

reseptorunun 6lim sinyalini iletmesinde gorevlidir (Guicciardi ve Gores, 2009).

Apoptozun dis yolak ile indiiklenmesi siirecinde; ligand baglanmasi sonucu aktiflesen
Oliim reseptorii, bir adaptor protein olan “Fas iliskili 6liim domeni”ni (“Fas-Associated
Death Domain”, FADD) kendisine baglar. FADD; biri “6liim domeni” (“death domain”,
DD), digeri ise “oliim etkili domen” (“death effector domain”, DED) olmak Uzere 2 tane
protein etkilesim bolgesinden olusmaktadir. FADD, kendisinde ve 6liim reseptoriinde
bulunan 6lim domenleri arasindaki etkilesimler sonucu Oliim reseptoriine baglanir.
FADD, 6lim reseptorune Fas-sinyal yolaginda oldugu gibi dogrudan da baglanabilir,
TNF-R1 - sinyal yolaginda oldugu gibi bir diger adaptdr olan TNF Reseptor Iliskili
Olum Domeni (“TNF Receptor-Associated Death Domain”, TRADD) araciligiyla da
baglanabilir (Thorburn, 2004). FADD’in prokaspaz-8’¢ baglanmasi ise DED
araciligryla olur. FADD, kendisinde ve proksapaz-8’de bulunan DED’ler arasindaki

etkilesimler sonucu prokaspaz-8’e baglanir. FADD’mn 6liim reseptoriine ve prokaspaz-
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8’¢ baglanmasi sonucu, reseptorde “O6lim uyarict kompleks” (“Death Inducing
Complex”, DISC) adi verilen bir kompleks olusur (Thorburn, 2004). DISC’teki
prokaspaz-8, otokatalizle aktiflesir ve aktif kaspaz-8’e¢ doniisiir. Aktif kaspaz-8 de,
kaspaz-3 ve -7 gibi sonlandirict kaspazlari aktiflestirir. Aktiflesen bu kaspazlar da
hiicresel substratlar1 yikarak, apoptotik hiicrede gorilen morfolojik ve biyokimyasal

degisimleri meydana getirirler.

Dis yolak ile apoptoz indiiksiyonu Sekil 2.3°te 6zetlenmistir.
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Sekil 2.3. Sematik gosterimle dis yolak (6liim reseptorleri yolagi).
(Danial ve Korsmeyer, 2004)
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2.1.2.2. I¢ Yolak (Mitokondriyal Yolak)

Apoptoz indiiksiyonunda gegerli bir diger yolak, mitokondrinin anahtar rol oynadigi i¢
yolak, kisaca mitokondriyal yolaktir. DNA hasari, biiytime faktorlerinin ve hormonlarin
yoklugu, radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, serbest radikaller ve viral
enfeksiyonlar mitokondriyal yolaktan apoptozu indikleyen tetikleyicilerdir ve bu

tetikleyiciler reseptor-aracili degildirler (EImore, 2007).

Mitokondriyal apoptotik yolagin isleyisi, Bcl-2 protein ailesinin {yeleri tarafindan

duizenlenir (Cory ve Adams, 2002).

Bcl-2 (“B-cell lymphoma-2") gen ailesinin tyesi olan Bcl-2 geni, B-hiicreli folikiiler
lenfomada t(14;18) kromozom translokasyon bolgesinde tanimlanmig bir gendir (Youle
ve Strasser, 2008). Memelilerde tanimlanmis en az 20 tane Bcl-2 proteini vardir ve
bunlar en az bir ortak korunmus “Bcl-2 homoloji” (BH) bdlgesine sahiptirler (Cory ve
Adams, 2002).

Bcl-2 protein ailesi Uyeleri, BH bolgelerine ve fonksiyonlarina gore 3 farkli gruba
ayrilir. Apoptozu engelleyici anti-apoptotik proteinler olan Bcl-2, Bcel-X ., Bel-W, Al,
Mcl-1 proteinleri, 4 farkli BH bolgesine (BH1- BH4) sahiptirler. Apoptozu indukleyici
pro-apoptotik proteinler de kendi i¢inde 2 gruba ayrilir. Birinci grup “pro-apoptotik
Bax/Bak ailesi” proteinleridir ve iiyeleri Bax ile Bak’tir. Bunlar BH1, BH2 ve BH3
homoloji bolgelerini tasirlar. Pro-apoptotik proteinlerin ikinci grubunda yer alan Bad,
Bid, Bim, NOXA ve PUMA gibi proteinler ise sadece BH3 bolgesine sahiptirler ve
bundan dolay1 “sadece BH3” (“BH3-only”) proteinler olarak da adlandirilirlar (Cory ve
Adams, 2002; Youle ve Strasser, 2008; Jeong ve Seol, 2008).

Bcl-2 protein ailesinin Gyeleri, apoptozu mitokondriyal yolak Uzerinden dizenlerler.
Bad, Bid, Bim gibi “sadece BH3” tasiyan molekiiller periferal 6liim sinyallerini almakla
gorevlidirler ve Bax, Bak gibi apoptozu indiikleyici molekiilleri aktiflestirirler.
Aktiflesen Bax ve Bak proteinleri ise mitokondriyal apoptotik yolagi baslatirlar (Ding
ve Yin, 2009).
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Bcl-2 protein ailesinin anti-apoptotik ve pro-apoptotik Uyeleri ve bu iiyelerin yapilar

Sekil 2.4°te toplu olarak gosterilmistir.

Anti-apoptotik kDa

BCL-2 (e BEAL [BAS (o BT fo J[BHIL e JTMD) 26
BCL-XL (B0 (BH3 T LB [ [BHI L J[TM{D) 26

BCLW (B4 e BH3 [ BHI [ [ BHI{ M) 20
MCLT (e B e B3 L B (e (B (s [TM () 37
BCL2AI W BHA L BH3 [ BHT [ [ BHI ) 20
BCL-B (U BHA el BH3 [ BHI [ L BHI [ TMT]) 22
Pro-apoptotik

BAX (. (BE3(__ (BHIC _ [BH2( [(TM{D 2
BAK . (eE3C (e [(BH{ [TM[D24
BOK . (BE3(__ [BEI[__ [BH2( [TMD23
Sadece BH3 bolgesini tagiyan

BIK ( LBH3( (TM ()18
HRK ( BE[  (aM(D10
BIM ( @BE M »
BAD ( (BH3( D18
BID ( (BH3( 022
PUMA ( (BH3[ [)20
NOXA ( [(BHI[ O
BMF ( EE ()20

Sekil 2.4. Bcl-2 ailesine ait anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinler (Taylor ve dig.,2008).
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Bcl-2 protein ailesinin pro-apoptotik tyeleri olan Bax ve Bak, mitokondriyi etkileyerek
igsel apoptotik yolagi diizenlerler. Canli hiicrelerde, Bax ve Bak monomer olarak
bulunurlar. Bir 61im sinyali alindiginda, normalde sitozolde bulunan Bax mitokondriye
gider, mitokondrinin dis membranina entegre olur ve orada oligomerlesir. Normalde
mitokondride bulunan inaktif Bak da oligomerize olur ve aktiflesir. Tiim bunlarin
sonucunda mitokondrinin dis membran gegirgenliginde degisiklikler meydana gelir.
Mitokondrinin membranlar arast bdlgesindeki  (“intermembran space”, IMS)
apoptojenik proteinler disart salinir (Campello ve Scorrano, 2009). Mitokondriyal
apoptotik yolakta en temel iki olay, mitokondrinin membran gegirgenliginin bozulmasi
ve apoptojenik proteinlerin mitokondriden sitozole salinmasidir. Mitokondriden sitozole
salinan bu pro-apoptotik proteinlerin en dnemlileri sitokrom ¢, Smac/DIABLO (“second
mitochondrial activator of caspases/direct IAP binding protein with low pl”), apoptoz
indikleyici faktor (“apoptosis inducing factor”, AIF) ve endonikleaz G’dir (Wang,
2001).

Sitozole salinan sitokrom c, sitozolik bir protein olan APAF-1 (“apoptosis protease-
activator factor 1”)’¢ baglanir ve bdylece APAF-1’de konformasyonel bir degisim
meydana gelir. Bu konformasyonel degisim dATP/ATP’nin baglanmasini kolaylastirir.
Sitokrom ¢ - APAF-1 kompleksine dATP/ATP’nin baglanmasi ile “apoptozom” adi
verilen bir kompleks olusur. Prokaspaz-9 molekdlleri, apoptozoma baglanarak aktiflesir
ve aktif kaspaz-9’a doniisiirler. Aktif kaspaz-9 enzimi de, kaspaz-3 gibi sonlandirici
kaspazlar1 aktiflestirir (Sekil 2.5) (Wang, 2001).
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Sekil 2.5. Sitokrom ¢ salinimi, apoptozom olusumu ve kaspaz-9 aktivasyonu (Wang, 2001).

Sitokrom ¢ digindaki diger pro-apoptotik proteinlerin de apoptoz sirecinde Onemli
gorevleri vardir. AIF ve endoniikleaz G, kaspaz aktivitesinden bagimsiz olarak ¢alisirlar
(Wang, 2001). AIF, mitokondriden salindiktan sonra nukleusa giderek DNA’y1 yaklasik
50 kb buyiikliigiindeki parcalara ayirir ve periferal nuklear kromatin kondensasyonunu
meydana getirir (Loo ve dig., 2002). Endoniikleaz G de mitokondriden salindiktan sonra
nukleusa gider ve DNA’y1 oligoniikleozomal parcalara fragmente eder (Li ve dig.,
2001). Apoptotik DNA fragmentasyonundan sorumlu olan diger bir molekil ise
kaspazla aktiflesen DNaz (“caspase-activated DNase”, CAD)’dir. Normalde CAD
hicrede kendi inhibitori ICAD (“inhibitor of caspase-activated DNase”) ile birlikte
inaktif bir kompleks seklinde bulunur. Apoptoz silirecinde kaspaz-3, ICAD’1 kirar ve
CAD serbest kalir. Serbest kalan CAD nukleusa giderek, oligonikleozomal DNA
fragmentasyonunu ve ileri kromatin kondensasyonunu meydana getirir (Enari ve dig.,

1998; Sakahira ve dig., 1998).

Apoptozun i¢sel yolak ile induksiyonu, butlin asamalariyla Sekil 2.6’da 6zetlenmistir.
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Sekil 2.6. i¢sel (mitokondriyal) apoptotik yolak (Kang ve Reynolds, 2009).
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2.1.2.3. Perforin / Granzim Indiiklii Apoptoz ve Kaspaz-Bagimsiz Apoptotik Yolak
Sitotoksik lenfositler (CL); dogal oldiiriici hiicreler (“natural killer cells”, NK) ve
sitotoksik T lenfositlerinden (CTL) olusurlar ve organizmay1 hiicre igi patojenlere ve
transforme olmus hiicrelere karst korurlar (Hoves ve dig., 2010). Sitotoksik
lenfositlerin, virlsle enfekte olmus hiicreleri veya transforme olmus hiicreleri ortadan
kaldirmak i¢in kullandiklari baslica yolak perforin/granzim indikli apoptozdur (Trapani
ve Smyth, 2002).

Bu apoptotik yolakta ilk 6nce, transmembran por olusturan bir protein olan “perforin”
ile serin proteazlar olan “granzim”ler (granzim A ve B) sitoplazmik granillerden
eksositoz ile salinirlar. Granzimler, perforinler araciligiyla hedef hiicrenin igine

gonderilirler ve hedef hiicrede apoptozu induklerler (Trapani ve Smyth, 2002).
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Granzim B hedef hiicrede apoptozu 2 farkli sekilde indiikler. Birincisinde; granzim B
Bid molekiiliinii kirar ve bu sayede sitokrom c’nin mitokondriden disari salinmasi
sonucu mitokondriyal apoptotik yolak indiiklenmis olur. Ikinci durumda ise granzim B,
apoptozun baslangicindaki sinyal yolaklarini by-pass ederek dogrudan kaspaz-3’l

aktiflestirir ve apoptozun sonlandirici fazini indiiklemis olur (Elmore, 2007).

Bir diger granzim ¢esidi olan granzim A ise hedef hlcrede apoptozu kaspaz-bagimsiz
yoldan indukler. Hedef hiuicrede granzim A tarafindan indiiklenen hiicre o6liimiinde,
apoptoza 0zgii morfolojik degisimlerin hepsi goriiliir. Ancak granzim A, kaspaz
aktivasyonu meydana getirmez ve kaspaz yolagi substratlarinin (Bid, ICAD gibi)

kirilmasini indiiklemez (Lieberman ve Fan, 2003).

2.2. APOPTOZ VE KANSER

Kanser; hiicrenin, boliinme ve 6liim mekanizmalarindaki hasarlara bagli olarak, hiicre
boliinmesi ve hiicre oliimii arasindaki dengenin bozulmasi sonucu meydana gelen
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasidir. Apoptotik yolaklardaki bozukluklar karsinogenezi
tetikleyebilmekte, ayrica kanser terapisinde kullanilan ilaglara karsi direng
gelistirilmesinde etkili olabilmektedirler (Kang ve Reynolds, 2009).

Genel olarak, kanser hiicrelerinin apoptotik mekanizmalarinda goriilen hasarlar pro-
apoptotik genlerin baskilanmis olmasi, anti-apoptotik genlerin asir1 anlatim yapmasi ve
kaspaz genlerindeki mutasyonlardir (Ghobrial ve dig., 2005). Hematolojik
malignitelerde, Bcl-2 gen ailesinin anti-apoptotik tyelerinin asir1 anlatim yaptigi
belirlenmistir (Reed, 2008). Cesitli kanser hiicrelerinde, kaspaz genlerinde meydana
gelen mutasyonlarla ilgili yapilmis olan ¢aligmalarda mide kanseri hiicrelerinde kaspaz-
8 mutasyonlari; meme kanseri MCF-7 hiicre hattinda, kolon kanseri, karaciger kanseri
ve multiple miyeloma hicrelerinde kaspaz-3 mutasyonlari; kolon kanseri (kolon
adenokarsinoma) hiicrelerinde ise kaspaz-7 mutasyonlari belirlenmistir (Ghavami ve
dig., 2009). Ayrica glioblastoma multiform hiicrelerinde kaspaz-8 gen sessizlesmesi
oldugu goriilmiistiir (Martinez ve dig., 2007). Kanserin apoptozla olan bu baglantisi,
kanser terapisinde apoptoz indiksiyonunu hedef alan stratejilerin gelistirilmesini

gerektirmistir. Apoptozun molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasiyla birlikte, bu
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mekanizmada kritik 6neme sahip molekilleri hedef alan kemoterap6tik ajanlar
gelistirilmeye calisilmistir. Bu caligmalar sonucunda digsal apoptotik yolagi (6liim
reseptorleri yolagini), i¢sel apoptotik yolagi (mitokondriyal yolagi), Bcl-2’yi veya
kaspazlarin sentetik olarak aktiflestirilmesini hedef alan kemoterapotik ajanlar
deneme

klinikte

gelistirilmigtir. Bu kemoterapdtik  ajanlardan  bazilart  klinik  dncesi

asamasindadir, bazilarinin faz calismalari siirmektedir, bazilar1 ise

kullanilmaktadir (Ghobrial ve dig., 2005; Ashkenazi, 2008).

Igsel ve dissal apoptotik yolaklardaki molekiilleri ve kaspazlari hedef alan terapdtik
amagla gelistirilmis bazi ajanlar ve bunlarin arastirma dizeyleri Tablo 2.2’de
gosterilmistir.

Tablo 2.2. Apoptotik yolaklardaki molekiiller hedef alinarak gelistirilmis terapo6tik
ajanlar ve arastirma diizeyleri

Apoptotik yolak Ajan Hedef molekl Arastirma dizeyi
TRAIL DR4 ve DR5 Klinik 6ncesi aragtirma
. DR4 ve DR5’e agonist | DR4 ve DR5 Faz Il /11
Dissal apoptotik yolak | monoklonal antikorlar
ATRA PML-RAR-a Klinikte kullaniltyor
Arsenik trioksit PML-RAR-a Klinikte kullaniltyor
Mitokondri Uizerinde
dogrudan etki
Igsel apoptotik yolak i i _
G3139 (antisens terapi) | Bcl-2 Faz 11 / 111 ve klinik
denemeler
Antisens Bcl-X |, Bax Bcl-X, , Bax ve Bcl- Klinik dncesi aragtirma
ve Bcl-Xg Xs
Kaspaz aktiflestiricileri, | Kaspazlar Klinik éncesi
Ortak yolaklar Apoptin, Survivin aragtirmalar ve klinik
denemeler

Ileride; apoptozun molekiiler mekanizmasiyla ilgili elde edilecek yeni bilgiler, kanser

tiplerinde apoptotik mekanizmalarla iligkili  bilinmeyen diger molekiillerin

tanimlanmasi, kanser hiicrelerindeki apoptoza karsi olan direnci kirabilecek yeni dogal
ve kimyasal ajanlarin kesfedilmesi kanser hiicrelerinde apoptozu indiiklemeye yonelik

daha etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesine olanak saglayacaktir.



19

2.3. E VITAMINi

E vitamini, 1922 yilinda, sicanlarda lireme i¢in gerekli olan diyet faktorleri arastirilirken
Evans ve Bishop tarafindan kesfedilmistir (Evans ve Bishop, 1922). Onceleri “X
faktori” olarak adlandirilan bu diyet faktoriine, 1924 yilinda Sure “E vitamini” adim
vermistir (Sure, 1924). E vitamini ilk defa 1936’da izole edilmistir. Evans ve arkadaslari
bugday tohumunun yagindan E vitaminin biyolojik aktivitesine sahip bir alkol izole

etmisler ve buna “tokoferol” (“tocopherol”) adin1 vermislerdir (Evans ve dig., 1936).

E vitamininin dogada; 4 tanesi tokoferol, 4 tanesi de tokotrienol olmak {izere 8 farkl
formu bulunmaktadir. Tokoferoller a-tokoferol (a-TOC), B-tokoferol (B-TOC), v-
tokoferol (y-TOC) ve &-tokoferol (3-TOC)’dir. Tokotrienoller ise a-tokotrienol (a-TT),
B-tokotrienol (B-TT), y-tokotrienol (y-TT) ve o-tokotrienol (6-TT) dur (Constantinou ve
dig., 2008).

E vitamininin yapisinda biri fenolik asit ve biri heterosiklik olmak tzere 2 halkaya sahip
olan kroman bir bas ve bir pitil kuyruk bulunmaktadir. Tokoferoller doymus pitil
kuyruk tasirken, tokotrienoller doymamis pitil kuyruk tasirlar (Sekil 2.7) (Constantinou
ve dig., 2008).
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Sekil 2.7. Tokoferollerin ve tokotrienollerin kimyasal yapilar1 (Zingg, 2007).

E vitamini zeytinyaginda, aycice§i yaginda, misir ve soya fasiilyesinden elde edilen
yaglarda, sebze yaglarinda, findikta, fistikta, palmiye yaginda, yulafta, c¢avdarda,
bugday tohumunda, arpada ve piring kepeginde bulunmaktadir (Constantinou ve dig.,

2008; Zingg, 2007).

E vitamini yagda ¢oziinen bir vitamindir. Zincir-kiran bir antioksidan olan E vitamini,
lipid peroksidasyonunu ve diger serbest radikal olusturan reaksiyonlar1 6nler (Brigelius-
Flohé ve Traber, 1999). E vitaminin insan saghgi tizerinde ¢ok yararli etkileri vardir.
Antioksidan 6zelliginden dolay1 E vitamininin oksidatif stresle iligkili noérodejeneratif
hastaliklarda ve kardiyovaskiiler hastaliklarda potansiyel bir koruyucu etkisinin
olabilecegini gdsteren ¢aligmalar bulunmaktadir (Ricciarelli ve dig., 2001; Ricciarelli ve
dig., 2007). Ayrica cilt iizerinde de koruyucu etkiye sahip olan E vitamini, bu
ozelliginden dolay1 kozmetik triinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Thiele ve

Ekanayake-Mudiyanselage, 2007).

Bu dogal E vitamini formlarmin yani sira, bunlarin yapisinda meydana getirilen

modifikasyonlar sonucu elde edilen E vitamini analoglar1 da vardir.
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2.3.1. a-Tokoferol Stiksinat

a-Tokoferol siiksinat (a-TOS) (diger adlartyla a-tokoferil siiksinat, a-tokoferol siiksinik
asit, vitamin E suksinat), a-tokoferollin fonksiyonel bdlgesine bir suksinil grubunun
eklenmesiyle elde edilmistir (Sekil 2.8). Bu siiksinil grubu a-TOS’a redoks bakimindan
inaktif (redoks-sessiz) ve apoptojenik bir 6zellik kazandirir (Wang ve dig., 20006).

Sekil 2.8. Alfa-tokoferol siiksinatin kimyasal yapis1 (Constantinou ve dig., 2008).

2.3.2. E Vitamini ve Kanser

E vitaminin anti-karsinojenik etkileri son yillarda dikkatleri iizerine ¢eken 6nemli bir
arastirma konusu haline gelmistir. E vitaminin kanser hiicreleri izerinde gézlenen in
vitro anti-neoplastik etkileri bunda biiyiik rol oynamaktadir (Constantinou ve dig.,
2008). Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapétik ilaglar1 destekleyici, toksisitesi ve
yan etkileri daha az yeni ajanlara ve kemoterapétiklerin etkisini artiran ya da yan
etkilerini ortadan kaldiran dogal destekleyicilere duyulan ihtiya¢c bu arayislari

hizlandirmustir.

Yapilmis bir¢ok deneysel ¢alisma, E vitamini formlar1 arasinda anti-kanser ajan olarak
en umut verici olanin a-TOS oldugunu gostermektedir (Wang ve dig., 2006). a-
Tokoferol siiksinatin timdrler igin terapotik bir ajan olarak kullanilabilecegi ilk kez
Prasad ve Edwards-Prasad tarafindan ortaya konulmustur (Prasad ve Edwars-Prasad,
1982). Sonrasinda yapilan in vitro ¢alismalarda a-TOS’un prostat, kolon, meme, serviks
kanseri hiicrelerinin, ayrica lenfoma ve melanoma hiicrelerinin biiylimesinde potansiyel

bir inhibitdr oldugu gorilmiistiir (Constantinou ve dig., 2008).
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a-Tokoferol siiksinat, kanser htcreleri Uzerindeki anti-karsinojenik etkisini kanser
hlcrelerinin proliferasyonunu inhibe ederek, hlcre dongusini ve DNA sentezini
durdurarak ve apoptozu indukleyerek gosterir (Wang ve dig., 2006). o-Tokoferol
stiksinat, kanser hucreleri tizerinde anti-anjiyogenik (vaskiiler olusumu 6nleyici) etkiye
de sahiptir (Malafa ve dig., 2002).

a-Tokoferol suksinat, kanser hicreleri Uzerinde secici toksisiteye sahiptir. Kanser
hicreleri Uzerinde toksik ve oldirucl etki gosteren a-TOS, normal hiicreler zerinde
boyle bir etkiye sahip degildir (Neuzil ve dig., 2000). Bu durumun normal hiicrelerdeki
esteraz aktivitesinin kanser hiicrelerindekinden yiiksek olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Bu diislinceye gore fibroblastlar, hepatositler, intestinal epitel
hlcreleri gibi normal hiicreler a-TOS’u hidrolizleyebilirken, Jurkat T lenfoma ve kolon
kanseri hiicreleri gibi kanser hiicrelerinde diisiik hidrolitik aktiviteden dolay1 a-TOS

birikimi meydana gelir (Neuzil, 2003; Birringer ve dig., 2003).

a-Tokoferol siksinat, iyonlastirici radyasyonun kanser hiicreleri tizerindeki etkisini
destekleyici bir etkiye de sahiptir. X- ve y- 1sinlaryla birlikte o-TOS uygulanan
néroblastoma hicrelerinde meydana gelen biyume inhibisyonunun, sadece x- ve y-
isinlart uygulanan néroblastoma hiicrelerindekinden daha fazla oldugu goriilmiistiir.
Ayrica a-TOS’un, insan serviks kanseri hiicrelerinde radyasyonun meydana getirdigi
kromozom hasarini artirdigi, normal fibroblast hiicrelerini ise bu hasardan korudugu

belirlenmistir (Sarria ve Prasad, 1984; Kumar ve dig., 2002).

2.3.3. E Vitamini ve Apoptoz

E vitamini formlar1 apoptotik agidan farkli 6zellikler tasirlar. Tokoferoller grubunda; vy-
tokoferol ve &-tokoferol, a-tokoferolden daha buyik bir pro-apoptotik potansiyele
sahiptir. Tokotrienoller grubunda ise y-tokotrienol ve d-tokotrienol, a-tokotrienole gore

daha buyk bir pro-apoptotik potansiyel tasimaktadir (Constantinou ve dig., 2008).

a-Tokoferol stksinat, guclt bir apoptojenik aktiviteye sahiptir. a-Tokoferol siiksinatin
anti-karsinojenik 6zelligi biiyiik 6l¢iide bu apoptojenik aktivitesinden ileri gelmektedir
(Neuzil, 2003). a-Tokoferol slksinat, farkli kanser hiicrelerinde apoptozu

indiikleyebilmektedir. Simdiye kadar yapilan c¢alismalarda, ¢ok sayida farkli orijinli
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farkl1 tip kanser hiicresinin, a-TOS ile muamele edildiginde apoptoza gittigi
belirlenmistir. Buna karsin, fibroblastlar, endotel hcreleri, kardiyomiyositler,
hepatositler ve diiz kas hiicreleri gibi normal hiicreler Gizerinde apoptoz indikleyici etki

gostermez (Neuzil ve dig., 2000).

o-TOS, kanser hiicrelerinde apoptozu farkli yolaklar {izerinden indiikler. Insan
premiyelositik l6semi (HL-60) hucrelerine o-TOS’un uygulandigi bir ¢alismada,
mitokondriden sitokrom ¢ salinimina ve kaspaz-3 aktivasyonuna neden olarak apoptozu
indiikledigi goriilmiistiir (Yamamoto ve dig., 2000). Insan meme kanseri (MDA-MB-
435) hicrelerine a-TOS’un uygulandigi baska bir ¢alismada, bu hiicrelerdeki apoptoz
indiikksiyonunun; Bax’mn sitozolden mitokondriye translokasyonu, mitokondriden
sitokrom ¢ salinimu ile bunlara bagli kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivasyonu sonucu meydana
geldigi goriilmiistiir (Yu ve dig., 2003). Insan mide kanseri (SGC-7901) hiicrelerine a-
TOS’un uygulandig1 diger bir c¢alismada, s6z konusu hiicrelerin apoptoza gittigi
goriilmistiir. Bu hicrelerde de apoptoz Fas sinyal yolagi (dissal apoptotik yolak)
uzerinden indiklenmektedir (Wu ve dig., 2002).
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3.MALZEME VE YONTEM

3.1. MALZEMELER

3.1.1. Kimyasallar

Deneylerde kullanilan kimyasal malzemeler, alfa-tokoferol stiksinat (Sigma, T3126),
Hoechst boyasi (Sigma, Hoechst 33258), Kaspaz-3 Florometrik Analiz Kiti (Sigma,
CASP3F), Kaspaz-9 Florometrik Aktivite Analiz Kiti [Chemicon (Millipore), APT172],
DMEM/F12 HAM besiyeri (“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture
F-12 HAM”) (Sigma, D8900 ) ve PBS (“Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline”, pH
7.2), FBS (Fetal Bovine Serum) (Sigma, F7524) ve antibiyotik-antimikotik sollisyonu
(Sigma, A5955)’dur.

3.1.2. Besiyerleri

Hicre kltarlerinde; streptomisin (100 U/ml), penisilin (100 ug/ml) ve amfoterisin B
(0.25 pg/ml) iceren antibiyotik-antimikotik soltisyonu ile % 10 fetal sigir serumu (FBS)
iceren ve pH’s1 7.4 olan DMEM/F12 HAM besiyeri kullanildi.

3.1.3. Cihazlar

Deneylerde kullanilan cihazlar; diizgiin akish steril hicre Kiltirt kabini (Class 11
Laminar flow, Bilser), karbondioksitli hiicre inkibatéri (Heraeus D-6450, Hanau),
otoklav (Nive, OT 012), ultrasonik su banyosu (Wisd Laboratory Instruments),
spektrofotometre  (Bio-Tek, pQuant), spektroflorometre (Bio-Tek, FLx800), faz
kontrast invert mikroskobu (OLYMPUS CKZ2) ve floresan mikroskobu (Leica CTR
600) dur.

3.2. SICAN C6 GLIOMA HUCRE HATTI

Sican C6 glioma hiicre hatti, rastgele secilmis Wistar-Furth si¢anlarina N,N’-nitrozo-
metiliire uygulanmasi sonucu elde edilmistir ve ilk olarak Benda ve dig., (1971)

tarafindan kullanilmistir. Bu hiicre hattinin, neonatal siganlarin beynine enjekte
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edildiginde, morfolojik olarak glioblastoma multiform hiicrelerine benzedigi
goriilmiistiir (Grobben ve dig., 2002). Sican C6 glioma hiicre hatt1 beyin tlimorlerinin

arastirilmasinda model sistem olarak ¢cok yogun bir sekilde kullanilmaktadir.

Bu calismada materyal olarak kullanilan C6 sican glioma hiicreleri Istanbul
Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Laboratuvari’ndan saglandi. C6 sican glioma hiicrelerinin altkiiltiirlerinin yapilmasinda

sirasiyla asagidaki islemler uygulandi (Freshney, 2000):

1. Steril bir ortamda, 25 cm?lik kiiltiir kabi i¢indeki besiyeri uzaklastirildi.

2. Tripsini inhibe eden serum artiklarin1 ortamdan uzaklastirmak amaciyla, 5 ml (0.2
ml/cm?) PBS, hiicrelerin tutundugu yiizeyin karsisindan dikkatlice kiiltiir kabina
konuldu ve hiicreler yikandiktan sonra PBS dokiildii.

3. Kiiltiir kabr igine, yine hiicrelerin tutundugu yiizeyin karsisindan 1 ml Tripsin/EDTA
(etilendiamintetraasetik asit) (% 0.2 tripsin, % 0.04 EDTA) eklendikten sonra
enzim sollisyonunun tiim hiicre yiizeyini kaplamas: saglandi ve kiiltiir kab1 % 5
CO2 ile doyurulmus 37°C’lik hiicre inkUbatoriine kaldirildi. Hiicreler bir film
seklinde kiiltiir kabindan ayrilincaya kadar (yaklasik 1 dakika) etiivde tutuldu.

4. Inkiibasyon siresinin sonunda, kiiltiir kabma 5 ml (0.2 ml/cmz), DMEM/F12 HAM
besiyeri eklenip pipetaj yardimiyla hiicreler birbirlerinden ve tutunduklari yiizeyden
tamamen ayrilarak siispansiyon haline getirildi.

5. Yeni bir kiiltiir kabinda altkiiltiirleme yapilmadan once hiicreler bir hemositometre
yardimuyla sayildi ve rutin bir altkiiltiir igin gerekli olan sayida (1x10° hiicre/ml)
hiicre alinarak yeni kiiltiir kabina aktarildi. Hiicreler % 5 CO; ile doyurulmus hiicre

inkubatorinde, 37°C’de tiretildi ve 3 giinde bir altkiiltiirleri yapildi.

Baslangic hiicre says1 1x10° hiicre/ml olan 2 giinlik C6 hiicrelerinin faz kontrast invert

mikroskoptaki gorintisu Sekil 3.1°de goriilmektedir.
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Sekil 3.1. Baslangi¢ hiicre sayis1 1x10° hiicre/ml olan 2 giinliik C6 glioma
hicrelerinin faz kontrast invert mikroskop altindaki gortntiisti (20X).

3.3. E VITAMINI SOLUSYONUNUN HUCRELERE UYGULANMASI

Bu ¢alismada, E vitamini formu olarak alfa-tokoferol stksinat (a-TOS) kullanildi.
Hucrelere uygulanacak o-TOS’un konsantrasyonu ve uygulama siresi segilirken, o-
Tokoferol siksinatla ilgili literatiirler dikkate alindi (Pekmez, 2010; Prasad ve dig.,
2003; Yamamoto ve dig., 2000; Neuzil ve dig., 2000; Neuzil ve dig., 2004). Buna gore
a-TOS’un C6 glioma hiicrelerinin % 50’sini 6lduren sitotoksik dozu (SDsp) olan 50 uM
(Pekmez, 2010) temel konsantrasyon olarak segildi. Apoptotik etkinin goriildiigi en
diistik ve en yliksek konsantrasyonlarin da belirlenebilmesi i¢in 10 uM, 30 uM, 50 uM,
70 uM ve 100 uM’lik konsantrasyonlar uygulandi.

Toz halindeki o-TOS, saf etanol icinde ¢Ozilerek stok o-TOS solusyonu (25 mM)
hazirland1 ve steril edildi. Bu stogun, yine steril bir ortamda DMEM/F12 HAM besiyeri
ile dilie edilmesiyle hiicrelere uygulanacak konsantrasyonlarda (10 uM, 30 uM, 50 uM,
70 uM ve 100 uM ) a-TOS soliisyonlar: elde edildi. a-Tokoferol siiksinat, tasarlanan
deney planlarinin gerektirdigi sekilde, 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda baglatilan C6
hiicre kiiltiirlerine veya 25 cm?lik kiiltiir kaplarinda baslatilan C6 hiicre kiiltiirlerine

uygulandi.
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3.4. APOPTOZ ANALIZLERI

3.4.1. NukleusMorfolojis

Farkli konsantrasyonlarda ve farkli inkiibasyon siirelerinde a-TOS uygulanmis sigan C6

glioma hiicrelerinin nukleuslarinda apoptoza bagli olarak meydana gelen morfolojik

degisimler Hoechst boyamasi yapilarak floresan mikroskopta 40X’lik objektifle

incelendi. Yontemin uygulanmasinda sirasiyla asagidaki islemler gergeklestirildi:

1S

Steril bir ortamda, 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarinin kuyucuklarina, 6nceden steril
edilmis olan yuvarlak lamlar (22 mm’lik), her bir kuyucugun icinde bir tane
bulunacak sekilde yerlestirildi. Dort farkli inkiibasyon siiresi (24, 32, 40 ve 48 saat)
boyunca a-TOS uygulamasi yapilacagindan, her bir inkiibasyon siiresi i¢in bir tane
olmak {izere bu sekilde 4 ayr kiiltiir kab1 hazirlandu.

Her bir kuyucuktaki lam iizerine, baslangi¢ hiicre sayis1 75x10° hiicre/ml olacak
sekilde hiicre ekimi yapildu.

Hiicre ekiminden sonraki ilk 24 saatin sonunda, hiicrelere 5 farkli konsantrasyonda
(10, 30, 50, 70 ve 100 uM) a-TOS uygulamasi yapildi. Kontrol grubu hiicrelerine
a-TOS yerine, sadece DMEM/F12 HAM besiyeri uygulandi. Hiicreler, % 5 CO;
saglayan etiivde 37°C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sirelerinin sonunda hiicrelerin (izerindeki besiyeri pipetle yavasca
aspire edilerek atildi.
Hiicreler PBS ile birer defa yikandi.

PBS ile yikama asamasinin ardindan hiicre fiksasyonu yapildi. Hiicrelerin tutunmus
oldugu lamellerin bulundugu her bir kuyucuga 1’er ml soguk (-20°C) saf metanol
eklendi. Hucreler metanol iginde -20°C’de 20 dakika bekletildi. Bu siire sonunda
metanol pipetle aspire edilerek atildi.

Fikse edilen hicreler Hoechst boya sollsyonuyla (% 50 PBS : % 50 gliserol icinde,
100 pg/ml konsantrasyonda hazirlanmis) boyandi ve floresan mikroskopta 358 nm
eksitasyon ve 461 nm emisyon dalga boylarinda incelenerek fotograflandi.

3.4.2. Apoptoza Giden Hiicrelerin Mikroskobik Canh Video Kaydi (”Live Cell
Imaging”)

Hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisimlerin izlenmesi amaciyla, 25 cm?lik

hiicre kiiltiirii kabina 1x10° hiicre/ml olacak sekilde 8 ml hiicre ekimi yapildi. Hiicre
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ekiminden sonraki ilk 24 saatin sonunda hiicrelere 50 uM a-TOS uyguland: ve hiicreler
floresan mikroskobuna bagli, gerekli inkiibasyon sartlarini (%5 CO; ve 37°C) saglayan
inkiibatorde 48 saatlik inkiibasyona birakildi. Bu inkiibasyon siiresince, mikroskobun
”Live Cell Imaging” programi kullanilarak, ilk 24 saat boyunca her 15 dakikada bir,
sonraki 8 saat boyunca her 10 dakikada bir ve son 17 saat boyunca da her 5 dakikada bir

kayda alinan kiltire ait fotograflar video filmi haline getirildi.

3.4.3. Kaspaz-3 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Kontrol ve deney grubu hicrelerindeki kaspaz-3 enzim aktivitesi “Kaspaz-3
Florometrik Analiz Kiti” [Caspase 3 Fluorimetric Assay Kit, Sigma] kullanilarak
belirlendi. Bu analizin dayandigi temel nokta, substrat olarak kullanilan Ac-DEVD-
AMC (Asetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metil  kumarin)’nin  kaspaz-3 enzimi
tarafindan kesimi sonucu olusan floresan Urinin [7-amino-4-metil kumarin (AMC)]
florometrik olarak belirlenmesidir. Bu floresan uriiniin eksitasyon dalga boyu 360 nm,
emisyon dalga boyu 460 nm’dir. Kaspaz-3 enzim aktivitesinin bu kit ile belirlenmesinde

sirastyla asagidaki islemler uygulandi:

1. Doksan alti kuyucuklu kiltiir kaplarina baslangic hiicre sayisi 1x10° hiicre/ml (her
kuyucuktaki son hacim 200 pl) olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. Dort farkli
inkibasyon siresi (24, 32, 40 ve 48 saat) boyunca o-TOS uygulamasi
yapilacagindan, her bir inkiibasyon siiresi i¢in bir tane olmak tizere bu sekilde, 4
ayri kiiltlir kabina hiicre ekimi yapildi.

2. Hiucre ekiminden sonraki ilk 24 saatin sonunda, hiicrelere a-TOS (10, 30, 50, 70 ve
100 pM) uygulandi. Kontrol grubuna sadece DMEM/F12 HAM besiyeri uygulandi.
Hucreler % 5 CO; saglayan etiivde 37°C’de inkibe edildi.

3. Inkiibasyon siirelerinin sonunda, hiicrelerin iizerindeki besiyeri pipetle yavasca
aspire edilerek atildi.

4. Her bir kuyucuktaki hicrelerin Gzerine 25 ul 1x lizis tamponu eklendi ve pipetaj
yardimiyla hiicre par¢alamasi yapildi.

5. Hiicrelerin pargalanmis oldugu mikroskop altinda kontrol edildikten sonra her
kuyucuga, 200 ul 1x deney tamponu (kaspaz-3 substrati Ac-DEVD-AMC igeren)
eklendi ve 37°C’de 1.5 saat inkUbe edildi.
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6. Inkiibasyon sonunda, ¢cok kuyucuklu florometrik okuyucuda (FLx800, Bio-Tek)
360/460 nm’de (eksitasyon/emisyon dalga boyu) 6l¢iim yapildi.

7. Elde edilen floresan degerlerinin, AMC standart grafigine gore hesaplanmasi ile
orneklerdeki kaspaz-3 enzimi kesimi ile aciga ¢ikan AMC miktar1 (nmol)
belirlendi. Orneklerde aciga c¢ikan bu degerler kullanilarak, asagidaki esitlik

yardimiyla 6rneklerdeki kaspaz-3 enzim aktivitesi hesaplandi.

Aktivite, nmol AMC/dakika/ml = (nmol AMC x d) / (t x V)

V: 6rnek miktar1 (ml olarak)
d: sulandirma faktoru

t: reaksiyon suresi (dakika olarak)

Deneyler 3 tekrarli olarak yapildi ve elde edilen sonuglarin ortalamalar1 alindi.

3.4.4. Kaspaz-9 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Kontrol ve deney grubu hicrelerindeki kaspaz-9 enzim aktivitesi “Kaspaz-9
Florometrik Aktivite Analiz Kiti” [“Caspase 9 Fluorometric Activity Assay Kit,
LEHD”, Chemicon (Millipore)] kullanilarak belirlendi. Bu analizin dayandigi temel
nokta, substrat olarak kullanilan LEHD-AFC (Leu-Glu-His-Asp-7-amino-4-triflorometil
kumarin)’nin kaspaz-9 enzimi tarafindan kesilmesi sonucu olusan iiriiniin florometrik
olarak belirlenmesidir. LEHD-AFC’nin kaspaz-9 tarafindan kesilmesi sonucu serbest
kalan AFC 400 nm’de eksite olur ve 505 nm’de floresan yayar. Enzim aktivitesine bagl
olarak reaksiyon karisiminin floresan Ozelliginde meydana gelen bu degisim,
florometrede 400 nm eksitasyon ve 505 nm emisyon filtresi kullanilarak enzim
aktivitesinin belirlenmesine olanak saglar. Kaspaz-9 enzim aktivitesinin bu kit ile

belirlenmesinde sirasiyla asagidaki islemler uygulandi:

1. 25 cm®lik kiiltiir kaplarma baslangi¢ hiicre sayis1 1x10° hiicre/ml olacak sekilde 8
ml hiicre ekimi yapildi.

2. Hucre ekiminden sonraki ilk 24 saatin sonunda, htcrelere a-TOS (10, 30, 50, 70 ve
100 puM) uygulandi. Kontrol grubuna sadece DMEM/F12 HAM besiyeri uygulandi.
Hucreler % 5 CO; saglayan etiivde 37°C’de inkibe edildi.
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3. 24, 32, 40 ve 48 saatlik inkubasyon sirelerinin sonunda hicrelerin Uzerindeki
besiyeri 15 ml’lik tiiplere alindi.

4. Kiiltiir kabina hiicrelerin bulundugu yiizeyin karsisindan dikkatlice 5 ml PBS
konuldu ve hiicreler yikandiktan sonra PBS dokuldi. Kiiltiir kabina yine hiicrelerin
bulundugu yiizeyin karsisindan 1ml Tripsin/EDTA eklendikten sonra enzimin tim
ylizeyi kaplamasi saglandi ve kiiltiir kab1 etiivde 37°C’de yaklasik 1 dakika inkiibe
edildi.

5. Inkiibasyonun sonunda kiiltiir kabina 5 ml DMEM/F12 HAM eklenip hiicreler
suspanse edildi ve bu stspansiyon 3. adimda 15 ml’lik tiiplere alinan DMEM/F12
HAM iizerine aktarilarak +4°C’de 3000 xg’de 10 dakika santriftj edildi.

6. Siipernatant atildiktan sonra DMEM/F12 HAM’1in tamamen uzaklastirilmasi igin
hiicre pelleti 2 ml PBS ile sispanse edilerek +4°C’de 3000 xg’de 10 dakika
santrifuj edildi.

7. Hicrelerin yikanmasi amaciyla 6. adimdaki islem bir defa daha tekrarlandi.

8. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti 100 pl soguk lizis tamponunda
stispanse edildi ve igine buz atilarak sogutulmus ultrasonik su banyosunda, 15 s
sonikasyon 10 s buz sttinde bekletilerek, 15 dakika par¢alama yapildi.

9. Hiicrelerin pargalanmis oldugu mikroskopta kontrol edildikten sonra 50 ul hiicre
lizatina 2x reaksiyon tamponu (50 ul) ve 1 mM LEHD-AFC substrati (5 ul) eklendi
ve 37°C’de 1.5 saat inkiibe edildi. Hiicre lizatinin geri kalan kismi protein
konsantrasyon belirlemelerinde kullanilmak tizere -80°C’de saklandi.

10. Inkiibasyon sonunda 6rneklerin bagil floresan miktarlar1 (rfu/dk) cok kuyucuklu
florometrik okuyucuda 400/505 nm’de (eksitasyon/emisyon) oOl¢lim yapilarak
belirlendi.

11. Elde edilen floresan degerleri orneklerin protein derisimlerine gére normalize

edildi ve bagil kaspaz 9 enzim aktivitesi asagidaki esitlik yardimiyla hesaplandi.
Kaspaz 9 aktivitesi (% Kontrol)= (Fp/ Fk) x 100
Fp = Deney grubuna ait bagil floresan miktar1

Fk = Kontrol grubuna ait bagil floresan miktari

Deneyler 3 tekrarli olarak yapildi ve elde edilen sonuglarin ortalamalart alindu.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada, a-TOS’un sican C6 glioma hiicreleri {izerindeki apoptotik etkisi floresan

goriintiileme ve enzim analiz teknikleriyle arastirildi.

4.1. APOPTOZ ANALIZLERI

4.1.1. Morfolojik Degerlendir me

Uygulanan a-TOS dozlarina ve farkli inkiibasyon siirelerine gore, C6 glioma
hlcrelerinde apoptoza 6zgii morfolojik degisimlerin (niiklear kondensasyon ve
apoptotik cisimciklerin olusumu) meydana gelip gelmedigi Hoechst boyamasi yapilarak

floresan mikroskopta incelendi.

Elde edilen sonuclar Tablo 4.1°de Ozetlendi ve Orneklere ait floresan mikroskop
goriintiileri Sekil 4.1 - 4.5’te verildi.

Tablo 4.1. a-Tokoferol stiksinatin C6 glioma huicrelerinin morfolojisinde apoptoza bagl
olarak meydana getirdigi degisiklikler

a-Tokoferol siiksinat konsantrasyonu (uM)
Sire (saat)
10 uM 30 uM 50 uM 70 uM 100 pM

24 saat - - - - - /+

32 saat - - - - +

40 saat - - + ++ +++++

48 saat - - ++ P B
++++++
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Uygulanan o-TOS konsantrasyonlarindan 100 pM hari¢ hicbirinde 24 saatlik
inkibasyonlarda apoptotik morfoloji gdzlenmedi. 100 uM’lik uygulamada 24 saat
sonunda, ¢ok az sayida hiicrenin kiigiilmeye basladig1 gézlendi ve bu durumun apoptoza
gitme egiliminden kaynaklanabilecegi diisiintldu. Ayrica a-TOS’un 10 pM ve 30
uM’lik konsantrasyonlari da hicbir inkiibasyon siiresinde hiicrelerde apoptotik morfoloji
meydana getirmedi. Niiklear kondensasyona ve fragmentasyona bagli morfolojik
degisimler ilk olarak 100 uM'lik konsantrasyon i¢in 32 saatlik uygulamada belirlendi.
50 uM, 70 uM, 100 uM’lik konsantrasyonlarin 40 saatlik uygulamalarinda, apoptotik
hiicre sayisinin konsantrasyon artisiyla dogru orantili sekilde arttigi goraldi. 48 saatlik
uygulamalarda da a-TOS konsantrasyonundaki artisla apoptotik morfoloji gdsteren

hiicre sayisindaki artisin kolerasyon gosterdigi gézlendi.
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4.1.2. Apoptoza Giden Hucrelerin Mikroskobik Canh Video Gor Untdleri

Sican C6 glioma hiicrelerine 50 uM a-TOS uyguland1 ve kiltir 48 saat boyunca
floresan mikroskobuna bagl hiicre inkiibatdriinde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince
belirli araliklarla fotograf kaydi alinarak, hiicrelerde apoptoza bagli olarak meydana

gelen morfolojik degisimler gergek zamanli olarak tespit edildi.

Inkiibasyonun ilk 24 saatinde hiicrelerde higbir apoptotik degisikligin meydana
gelmedigi, tam tersine hiicrelerin bdliinerek ¢ogalmalarina devam ettigi gozlendi. Yirmi
dordlnci saatten itibaren hiicrelerde apoptoza 6zgii morfolojik degisimlerin olusmaya
basladigi (hlcrelerin  kiiglildigii ve buzlldiigi, membran tomurcuklanmalarinin
olusmaya basladigi) gozlendi. 40 ve 48. saatlerde ise apoptoza giden hucrelerde,

tomurcuklarin ayrilmasiyla apoptotik cisimciklerin olustugu izlendi.

a-Tokoferol stksinat uygulanmis C6 glioma hiicrelerinin mikroskobik canli video
kaydiyla cekilmis 0, 6, 16, 22, 24, 32, 40 ve 48. saatlerdeki goriintiileri Sekil 4.6’da

gosterildi.
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Sekil 4.6. 48 saat sureyle 50 uM a-TOS uygulanmis C6 glioma hiicrelerindeki morfolojik
degisimleri gosteren video kaydi ile elde edilen fotograflar (20X). Oklar tek bir hiicrenin a) 0.,
b) 6., ¢) 16., d) 22., e) 24., f) 32., g) 40. ve h) 48. saatlerdeki durmunu isaret etmektedir.
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4.1.3. Kaspaz-3 Aktivites

C6 glioma hiicrelerine 10, 30, 50, 70 ve 100 uM’lik konsantrasyonlarda 24, 32, 40 ve 48
saatlik inkibasyon sureleri boyunca o-TOS uygulamasi yapildi. Hicbir konsantrasyon
icin 24 saatlik uygulamalarda kaspaz-3 aktive olmadi. 32 saatlik uygulamalarda sadece
100 uM’lik konsantrasyonda, 40 saatlik ve 48 saatlik uygulamalarda ise 50, 70 ve 100

uM’lik konsantrasyonlarin hepsinde kaspaz-3 aktivitesi belirlendi.

Elde edilen sonuglar Tablo 4.2°de 6zetlendi.

Tablo 4.2. a-Tokoferol siiksinat uygulanmig C6 glioma hiicrelerindeki kaspaz-3
aktivitesi (pikomol AMC/dakika/ml) (kontrol grubunun kat1 seklinde ifade edilmistir).

a-Tokoferol siiksinat konsantrasyonu (uM)
Sire (saat)
10 uM 30 uM 50 uM 70 uM 100 uM
24 saat - - - - -
32 saat - - - - 8.5
40 saat - - 5 6.6 4
48 saat - - 3.15 4.65 1.13

4.1.4. Kaspaz-9 Aktivites

C6 glioma hicrelerine 24, 32, 40 ve 48 saatlik uygulama streleri boyunca 10, 30, 50, 70
uM ve 100 uM’lik konsantrasyonlarda o-TOS uygulamasi yapildi. 24 saatlik
uygulamalarda hicbir konsantrasyon kaspaz-9’u aktive etmedi. 32 saatlik uygulamalarda
sadece 100 uM’lik a-TOS konsantrasyonu kaspaz-9 aktivitesine neden olurken, 40 ve

48 saatlik uygulamalarda ii¢ ayr1 konsantrasyonun da kaspaz-9’u aktive ettigi belirlendi.

Elde edilen sonuglar Tablo 4.3’te 6zetlendi.
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Tablo 4.3. a-Tokoferol siiksinat uygulanmis C6 glioma hiicrelerindeki
bagil kaspaz-9 aktivitesi (kontrol grubunun kat1 seklinde ifade edilmistir).

a-Tokoferol siiksinat konsantrasyonu (uM)
Sire (saat)
10 uM 30 uM 50 uM 70 uM 100 uM
24 saat - - - - -
32 saat - - - - 1.18
40 saat - - 1.10 2.09 5.62
48 saat - - 1.67 7.23 12.63

Kaspaz-3 ve kaspaz-9 sonuglari birlikte degerlendirildiginde, kaspaz-3 aktivitesinin

belirlendigi deney gruplarinin hepsinde kaspaz-9 aktivitesinin de oldugu saptandi.




42

5. TARTISMA VE SONUC

Merkezi sinir sisteminde ortaya c¢ikan beyin tiimorleri her yas grubunda insanda
goriilebilmektedir. Cocuklarda en sik goriilen ikinci kanser tipi olan beyin tiimorlerinin
yetiskinlerdeki insidansi ilerleyen yasla beraber artmaktadir (Louis ve dig., 2002).
Beyin tiimorleri baslangic gosterdikleri kaynaga gore primer beyin timorleri veya
sekonder beyin tiimorleri olmak iizere iki sinifa ayrilirlar. Primer beyin tiimorleri beyin
hiicrelerinden koken alirlar. Sekonder beyin tiimorleri ise metastatik beyin tliimérleridir,

viicudun diger bolgelerinde baslangig gosterip beyine metastaz yaparlar.

Primer beyin tlimorlerinin en yaygin gorillen grubunu glioma adi verilen beyin
tiimorleri olusturur. Gliomalar, glial hiicrelerden kdken alirlar (Lassman, 2004). Glial
hlcreler, beynin korunmasinda ve desteklenmesinde 6nemli gorevlere sahiptirler. Glial
hicreler; beyindeki kan-beyin bariyerinin olusturulmasina yardimer olurlar, beyindeki
norotransmitter seviyesini kontrol ederler, noronlara yapisal ve metabolik destek

saglarlar (He ve Sun, 2007).

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) yapmus oldugu merkezi sinir sistemi tumorleri
siiflandirmasima gore gliomalar, noroepiteliyal timdrler grubunda yer almaktadir
(DeAngelis, 2001). Gliomalar arasinda en malignant olan1 glioblastoma multiform
(GBM)’dur [Diinya Saglik Orgiiti (WHO)/4. Derece]. GBM’larin karakteristik
Ozellikleri; hiicrelerin kontrol dis1 proliferasyonu, yiiksek anjiyogenez gostermesi,

apoptoza karsi direng gostermesi ve genomik dengesizliktir (Furnari ve dig., 2007).

Glioblastoma multiformun tedavisinde kullanilan yontemler hastalarda tamamen
iyilesme saglayamamaktadir. Bir¢ok kanser tiirtinde oldugu gibi, glioma tedavisinde de
kemoterapoétik ilaglart destekleyici ve ayni zamanda bu ilaglarin yan etkilerini ortadan

kaldirabilecek farkli ajanlara ihtiyag duyulmaktadir. E vitamini, hem gucli bir
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antioksidan olarak hem de anti-karsinojenik etkileri ag¢isindan kanser terapisinde

yardimci ajan olarak umut vaat etmektedir.

E vitamini anti-karsinojenik etkilerini apoptoz indiksiyonuyla, kanser hcrelerinin
proliferasyonunu engelleyerek, metastazi bloke ederek, kanser hiicrelerini ilaglara (5-
fluorourasil, adriamisin gibi) ve hiicre i¢i 6liim aracilarina (Fas, TRAIL gibi) duyarh

hale getirerek gosterir (Kline ve dig., 2007).

E vitaminin anti-karsinojenik etkileriyle ilgili arastirmalarda en ¢ok kullanilan E
vitamini formu o-TOS'tur. o-Tokoferol stksinat, a-tokoferollin stksinat esteridir ve
oksijenli ortamda daha stabil oldugu icin ticari Urinlerde E vitamini kaynagi olarak
daha fazla tercih edilmektedir (Kline ve dig, 2007).

a-Tokoferol suksinatin, E vitamininin bilinen anti-karsinojenik etkilerine ek olarak,
hiicre kiiltlirii ortaminda, cesitli kemoterapdtik ajanlarin kanser hiicreleri tizerindeki
biiylimeyi inhibe edici etkilerini artirdigi bilinmektedir. Ayrica a-TOS’un, hipertermi
(primer lokal solid tumorlerin tedavisinde kullanilan deneysel bir kanser terapisi
yontemi) ile birlikte uygulandiginda, hiperterminin timorlerdeki bllytmeyi inhibe edici

etkisini artirdig1 goriilmiistiir (Prasad ve dig., 2003).

Bircok geleneksel anti-kanser ilaci1 (doksorubisin veya paklitaksel gibi), hucre kultiri
ortaminda tlimdr hucrelerini ancak nanomolar konsantrasyonlarda oldurebilir ve bu
konsantrasyonlar normal dokularda istenmeyen toksisiteye neden olur. Fakat a-TOS,
timor hacrelerini normal dokulara zarar vermeksizin, mikromolar dizeyindeki

konsantrasyonlarda bile 6ldiirebilmektedir (Neuzil ve dig., 2004).

a-Tokoferol siiksinatin arastirmalarin odak noktasini olusturan bir diger 6nemli 6zelligi
de kanser hicreleri tzerindeki apoptoz indikleyici etkisidir. Genetik olarak diizenlenen
programlanmis hiicre 6limi olan apoptoz, son yillarda kanser arastirmalarinda énem
kazanan bir konu haline gelmistir. Kanser hiicrelerinde apoptozu indiiklemeyi hedef
alan tedavi stratejileri gelistirilmektedir (Ghobrial ve dig., 2005). Bu anlamda,
literatlirde a-TOS’un kanser hiicreleri tizerindeki apoptotik etkileriyle ilgili ¢ok sayida

bilimsel ¢alisma mevcuttur.
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Jurkat T hicrelerine a-TOS’un uygulandigi bir ¢alismada, a-TOS’un bu hicrelerde

apoptozu, doza ve zamana bagl bir sekilde indiikledigi gozlenmistir (Neuzil ve dig.,
1999).

a-Tokoferol suksinatin, uygulandigi hematopoetik kanser hiicre hatlatinda (U937, K-
562) ve kolon kanseri hiicre hatlarinda (HCT-116, HCT-15) apoptozu indiikledigi; buna
karsin, insan deri fibroblastlar1 ve si¢an intestinal epitel hiicreleri gibi normal hiicrelerde

dikkate deger bir apoptotik etki yaratmadigi goriilmistiir (Neuzil ve dig., 2000)

CT-26 si¢an kolon karsinomasi hiicre hattina hem in vitro hem de in vivo ortamda a-
TOS’un uygulandigi bir ¢caligmada, a-TOS’un her iki ortamda da kolon kanseri timor
dormansisini tegvik ettigi gdzlenmistir. Ayrica in vivo ortamda o-TOS’un kolon kanseri
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, apoptuzu indiikledigi ve kolon kanserinin
karacigere metastazini engelledigi saptanmistir (Barnett ve dig., 2002). a-Tokoferol
siksinatin in vitro ortamda meme kanseri ve mide kanseri hiicre hatlar1 {izerinde de

apoptotik etkisinin oldugu bilinmektedir (Wu ve dig., 2002; Yu ve dig., 2003).

a-Tokoferol siiksinatin beyin timarleri Gzerindeki apoptotik etkisini inceleyen sadece
bir yayina rastlanmustir. insan neuroblastoma (SH-SY-5Y) hiicre hatt1 iizerinde yapilan
in vitro bir ¢alismada a-TOS’un bu hiicre hattinda apoptotik etki gosterdigi bulunmustur
(Swettenham ve dig., 2005).

Bu tez ¢alismasinda, temel olarak, farkli kanser hiicreleri Gzerindeki apoptotik etkileri
bilinen a-TOS’un, glioma hicreleri lizerindeki apoptoz indiikleyici etkisi arastirilmustir.
In vitro galigsmalar, glioma arastirmalarinda model sistem olarak kullanilan sican C6
glioma hiicre hatt1 ile yirttiilmistiir. Literatlr bilgilerine gére a-TOS’un C6 glioma
hicreleri Gzerinde % 50 oldirdciluk gosteren konsantrasyonu 50 uM’dir (Pekmez,
2010). Bu bilgiye ve literatiirdeki diger ¢alismalara (Neuzil ve dig., 2000; Prasad ve
dig., 2003) dayanilarak, 50 uM deneylerde kullanilacak temel konsantrasyon olarak
secilmistir. a-TOS’un apoptotik etki gosterdigi alt ve Ust konsantrasyonlari belirlemek
icin 10 uM, 30 uM, 70 uM ve 100 pM’lik konsantrasyonlar da uygulanmistir.
Inkiibasyon siiresi olarak 24, 32, 40 ve 48 saatlik periyodlar se¢ilmistir.
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Oncelikle biitiin konsantrasyonlarin, her bir inkiibasyon siiresindeki apoptotik etkisi,
apoptoza bagli morfolojik degisimlerin Hoechst boyama ydntemiyle floresan
mikroskobunda incelenmesiyle belirlenmistir. Ayrica mikroskobik canli video kaydina
gore 48 saatlik 50 uM a-TOS uygulamasinin C6 glioma hiicrelerini apoptoza gotiirdigii
gosterilmistir.  Ayrica tim deney gruplarinda kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitesi
Ol¢tilmiistiir. Kaspaz-3 ve kaspaz-9 enzim aktivitesi sonuglari, morfolojik degerlendirme
sonuglartyla uyumludur. Mikroskobik analiz ve kaspaz-3 enzim aktivitesi sonuglariyla,
a-TOS’un C6 glioma hiicrelerinde zamana ve konsantrasyona bagl sekilde apoptozu
indiikledigi kanitlanmis; kaspaz-9 enzim aktivitesi sonuglariyla da apoptoz

indiksiyonunun mitokondriyal yolak {izerinden gergeklestigi belirlenmistir.

a-Tokoferol suksinatin hicreler (zerinde meydana getirecegi etki (farklilagma,
proliferasyonun inhibisyonu ve apoptoz gibi) uygulanan a-TOS konsantrasyonuna,
uygulama suresine, kanser hicrelerinin tipine ve hiicre kiiltiirii kosullarina bagl olarak
degisebilmektedir. Timor hiicrelerinde; diisiik konsantrasyonlar sadece hiicre
farklilasmasina ve proliferasyonun inhibisyonuna neden olabilirken, daha yuksek
konsantrasyonlar apoptozu indikleyebilmektedir (Prasad ve dig., 2003). Bu tez
calismasinda da, artan o-TOS konsantrasyonuna ve uygulama siiresine bagli olarak,
apoptotik morfoloji gosteren hiicre sayisinda ve kaspaz-9 aktivitesinde artis
saptanmustir. Bu da artan a-TOS konsantrasyonunun ve uzayan uygulama suresinin, C6

glioma hticrelerinde olusan apoptotik etkiyi artirdigini gostermektedir.

Insan neuroblastoma (SH-SY-5Y) hiicre hattina 12 saat siireyle 50 pM a-TOS
uygulandiginda, bu hiicre hattinda apoptoz meydana geldigi goriilmiistiir (Swettenham
ve dig., 2005). Bu tez calismasinda, 50 pM o-TOS uygulamasinin C6 glioma
hlcrelerinde apoptozu ancak 40 saatlik uygulamayla tetikleyebildigi belirlenmistir. Bu
durum glioma hiicrelerinin apoptoza gosterdigi yiiksek direncten kaynaklaniyor olabilir
(Furnari ve dig., 2007). Bu bulgu ayni zamanda, neuroblastoma (SH-SY-5Y)
hlcrelerinin, glioma hucrelerine gore o-TOS’a karst daha duyarli olabilecegini

disiindiirmektedir.

Benzer sekilde 50 uM o-TOS’un 12 saatlik uygulama sonucu hematopoetik, meme ve

kolon kanseri hiicre hatlarinda apoptozu indikliyor olmasi (Neuzil ve dig., 2000), bu
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hicrelerin de a-TOS’a duyarliligini ve/veya gliomalarin apoptoz direncini akla

getirmektedir.

Kaspaz-3, apoptoz mekanizmasinin tamamlanma fazinda yer alan ve apoptozun
sonlandirilmasindan sorumlu (sonlandiric1) kaspazlardan biridir. Kaspaz-3 hem dissal
apoptotik yolak Uzerinden hem de ig¢sel (mitokondriyal) apoptotik yolak Uzerinden
aktiflesebilir. Kaspaz-3, kromatin kondensasyonundan, DNA fragmentasyonundan ve
hiicre iskeletine ait proteinlerin yikimimdan Sorumludur (Slee ve dig., 2001). Bu nedenle
bir hlicrede kaspaz-3 enzim aktivitesinin belirlenmesi, o hiicrenin apoptoza gittiginin en

onemli kanitlarindan biridir.

Farkli kanser hiicreleri iizertnde -TOS ile yapilan ¢aligmalarda, apoptozun
tamamlanma fazinda sonlandirici kaspaz olarak ¢ogunlukla kaspaz-3’iin aktiflestigi
ortaya konulmustur (Neuzil ve dig., 1999; Yamamoto ve dig., 2000; Wu ve dig., 2002;
Yu ve dig., 2003). Bu tez calismasinda da; C6 glioma hicrelerinde o-TOS’un
indiikledigi apoptozda kaspaz-3’lUn aktiflestiginin belirlenmis olmasi, s6z konusu

literatlir calismalariyla tutarlilik gostermektedir.

Apoptoz indiksiyonunda E vitamininin baslica hedefi mitokondrilerdir. Farkli E
vitamini tdrevleri, timoér hicrelerinin mitokondrisini hedef alarak programlanmis hiicre
olimanu tetikleyen ajanlar olan “mitocan” ailesine dahildirler (Neuzil ve dig., 2007).
Ornegin a-TOS; premiyelositik 16semi hiicrelerinde ve insan meme kanseri MDA-MB-
435 hicrelerinde apoptozu mitokondriyal yolak tzerinden indiiklemektedir (Yamamoto
ve dig., 2000; Yu ve dig., 2003).

Kaspaz-9 i¢csel (mitokondriyal) apoptotik yolakta yer alan bir enzimdir. Apoptoza giden
bir hiicrede kaspaz-9 aktivitesinin varligi, o hiicrenin mitokondriyal yolaktan apoptoza
gitmis olabileceginin 6nemli bir gostergesidir. a-Tokoferol siiksinatin, premiyolositik
I6semi hicrelerinde, Jurkat T hucrelerinde ve meme kanseri MDA-MB-435
hiicrelerinde apoptozu mitokondriyal yolak ftizerinden indiikledigi belirlenmistir
(Yamamoto ve dig., 2000; Yu ve dig., 2003). Bu tez caligmasinda da C6 glioma
hlcrelerinde saptanan kaspaz-9 aktivitesi, o-TOS’un bu hicrelerde apoptozu

mitokondriyal yolak iizerinden indiikledigini gostermektedir. Literatirdeki benzer
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calismalar dikkate alindiginda, o-TOS’un mitokondriyal yolaktan apoptozu
indiklemesi beklenen bir sonugtur. Baska yolaklarin bu indiiksiyondaki roliinii ve
katkisim1 anlamak icin kaspaz-8 gibi farkli enzim aktivitelerinin de belirlenmesi

gerekmektedir.

Bu tez c¢alismasi, a-TOS’un, konsantrasyona ve uygulama siiresine bagli olarak C6
glioma hicrelerinde apoptozu indiikledigini ve mitokondriyal apoptotik yolak
enzimlerinden kaspaz-9’u aktiflestirdigini ortaya koymustur. a-Tokoferol suksinatin,
glioma terapisinde yardimci bir ajan olarak kullanilmasi agisindan 6nemli bir potansiyel
tasidigr gosterilmistir. Btin bunlara ilaveten, a-TOS ile kombine potansiyel terapi
stratejelerinin gelistirilebilmesi igin farkli apoptotik mekanizmalarin da arastirilmasi,
tim bulgularin in vivo g¢alismalarla ve hayvan modelleriyle desteklenmesi

gerekmektedir.
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