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OZET

Rho Kinaz ve Siklooksijenaz Inhibitorleri ile Siklofosfamid Kombinasyonlarinin

Cesitli Tiimor Hiicre Serilerine Etkileri

Apoptoz programlanmis hiicre 6liim mekanizmasidir. Yapim ve yikim yani
apoptoz arasinda kontrollii bir denge vardir. Iste bu dengenin apoptozun lehine veya
aleyhine bozulmasi bir¢ok 6nemli hastaligin patogenezine katkida bulunur. Apoptozun
yavasladigi durumlarda otoimmiin hastaliklar ve kanser ortaya cikmaktadir. Kanser,
hiicrelerin proliferasyon ve diferansiyasyon mekanizmalarindaki bozulma ile ortaya
cikmaktadir. Farkli bir¢cok kanser ¢esidinde siklofosfamid yaygin olarak kullanilan bir
alkilleyici ajandir.

Rho GTPaz’lar hiicre biiyiimesi, gelismesi, apoptoz, tiimorigenezis ve metastaz
gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlarda gorevli olan proteinlerin bir ailesidir.
Siklooksijenazlar (COX), arasidonik asitten prostaglandinlerin ve diger bazi
eikozanoidlerin olusmasim1 katalize ederler. Rho GTPaz’lar, NF—xB bagimh
mekanizma ile epitel hiicrelerde COX-2 ekspresyonunu indiikler. COX-2 inhibitorleri,
hem in vivo hem de in vitro olarak bir antianjiogenik ajan olarak kullanilmakta ve

apoptozu indiiklemektedir.

Bu calismada insan noroblastoma SK—-N-MC ve insan kronik miyeloid 16semi
K-562 hiicre hatlarinda Rho kinaz inhibitorii olan Y-27632, spesifik COX-2 inhibitorii
olan niflumik asit ve siklofosfamid maddelerinin, apoptoza ve dolayisiyla tiimor
regresyonuna etkileri arastirilmistir. Olusturulan deney gruplarinda, apoptotik genler
olan kaspaz-3 ve kaspaz—-8 icin gen ve protein ekspresyonu diizeylerindeki
degisiklikler, ayrica akim sitometrik analizler ile canliik ve apoptoz oranlari

incelenmistir.

K-562 hiicre hattinda kaspaz—3 geni i¢in negatif kontrole gére N7, C7, C6, Y35,
N8YS5 ve C7YS gruplarindaki ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir



artis saptanmustir. K-562 hiicre hattinda kaspaz—8 geni icin negatif kontrole gore tiim
gruplarda ekspresyon diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmigtir. SK—
N-MC hiicre hattinda kaspaz—3 geni icin negatif kontrole gore N8, N8YS5 ve N7Y5
gruplarindaki ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmaistir.
SK-N-MC hiicre hattinda kaspaz—8 geni icin negatif kontrole gore N8 grubundaki

ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmustir.

Calisilan her iki hiicre hattinda da kaspaz—3 ve kaspaz—8 proteinleri i¢in negatif
kontrol, N8Y5 ve N7YS5 gruplarinda ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmamistir (p>0.05). Calisilan diger gruplar i¢in herhangi bir
sonu¢ elde edilemediginden dolayr degerlendirmeye alinamamustir. Akim sitometrik
analizler sonucunda, K-562 hiicre hattinda 24. saatte canli hiicre grubunda N8Y5 ve
N7YS5; erken apoptotik hiicre grubunda N8YS5; ge¢ apoptotik hiicre grubunda N8, N8Y5
ve C6YS5; nekrotik hiicre grubunda ise N7 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmustir. 48. saatte negatif kontrole gore sadece erken apoptotik hiicre
grubunda N8, N7, C6, Y5, N8YS5, N7Y5, C7Y5 ve C6YS gruplarinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik saptanmasgtir.

Sonug olarak bu ¢alismada elde edilen bulgular, Rho kinaz ve COX inhibitorii
ile siklofosfamid kombinasyonlarinin, apoptozu kismen de olsa indiikleyebilecegine ve

tiimor regresyonuna katkida bulunabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar Sozciikler: Kanser hiicre serileri, apoptoz, Y-27632, niflumik asit,

siklofosfamid



ABSTRACT

The Effects of Rho kinase and cyclooxygenase inhibitors and their combinations

with cyclophosphamide in various tumor cell lines

Apoptosis is a process of programmed cell death mechanism. Anabolism and
catabolism or apoptosis is balanced. Loss its equilibrium opposed or favor to apoptosis
to give help pathogenesis of many disease. Autoimmune disease and cancer appear to
regression of apoptosis. Cancer exists of damaged cell proliferation and differentiation

mechanism. Cyclophosphamide is an alkylating agent widely used in many cancer

types.

Rho GTPases are a multimember family of proteins involved in diverse cellular
functions that relate to cell growth, development, apoptosis, tumorigenesis, and
metastasis. Cyclooxygenase (COX) catalyses the conversion of arachidonic acid to
prostaglandins and certain eicosanoids. Rho GTPases induce cyclooxygenase—2 (COX-
2) expression in epithelial cells by a NF-xB—dependent mechanism. COX inhibitors use

antiangiogenic agent and induce apoptosis in vivo and in vitro.

In this study we investigated the effects of Rho kinase inhibitor Y-27632,
specific COX-2 inhibitor niflumic acid and cyclophosphamide on apoptosis and tumor
regression in human neuroblastoma SK-N-MC and human chronic myeloid leukemia
K-562 cell lines. In experiment groups analyzed gene and protein expression level of

caspase—3 and caspase—8 and cell viability and apoptosis by flow cytometrically.

We observed the significantly increase in caspase—3 gene expression level
compared negative control in N7, C7, C6, Y5, N8Y5 and C7Y5 groups and caspase—8
gene expression levels increase all experiment group compare negative groups in K-562
cell lines. Besides we demonstrated the significantly increase in caspase—3 gene

expression level compared negative control in N8, N8YS5 and N7YS5 groups and



caspase—8 gene expression levels increase in N8 group compare negative groups in SK—

N-MC cell lines.

We did not find any difference each cell lines between negative controls, N8YS5
and N7Y5 groups in expression levels in caspase-3 and caspase—8 proteins (p>0.05).
Other all groups could not evaluate because of the absence of the western blotting
result. We demonstrated that significantly increase in N8Y5 and N7Y5 groups to viable
cell portion; in N8Y5 group to primer apoptotic portion; in N8, N8YS5 and C6Y5 groups
to secondary apoptotic portion; in N7 group to necrotic portion by flow cytometric

analyses.

In conclusion our observation indicates that rho kinase and COX inhibitors and
cyclophosphamide combination induce apoptosis partly and conduce to tumor

regression.

Key Words: Cancer cell lines, apoptosis, Y-27632, niflumic acid,
cyclophosphamide



1. GIRIS

Apoptoz, klasik hiicre 6liim sekli olarak bilinen nekrozdan bir¢cok oOzelligi
acisindan oldukga farkli bir programlanmis hiicre Sliimiidiir. Her saniye yaklasik bir
milyon hiicremiz apoptozla viicuttan uzaklastirilarak yerine yenileri yapilmaktadir.
Yapim (mitozis) ile yikim (apoptoz) arasinda kontrollii bir denge vardir. Iste bu
dengenin apoptozun lehine veya aleyhine bozulmasi bircok o©nemli hastaligin
patogenezine katkida bulunur, bu nedenle apoptoz organizmada dogru bir sekilde
islemelidir, olmamas1 gerekirken gerceklesen apoptoz veya hizlanmis ya da tam tersine
yavaslamis apoptoz organizma i¢in tehlikelidir. Apoptozun gereksiz yere olustugu veya
hizlandig1 hastaliklara 6rnek olarak AIDS, norodejeneratif hastaliklar, insiiline bagiml
tip diyabet, hepatit C enfeksiyonu, miyokard enfarktiisii ve ateroskleroz gibi hastaliklar
verilebilirken; apoptozun yavasladigi hastaliklara 6rnek olarak otoimmiin hastaliklar ve

kanser verilebilir (1,2,3,4).

Kanser, tiim 1irk ve yas gruplarinda insanlart etkileyen bir hastaliktir ve “Tiirk
Kanser Arastirma ve Savas Kurumu”nun verilerine gore, iilkemizde gerceklesen
oliimlerde kalp—damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer almaktadir. Temel olarak
kanser, hiicrelerin proliferasyon ve diferansiyasyon mekanizmalarindaki bozulma ile
ortaya cikmaktadir. Kanserli bir hiicrede apoptotik mekanizma bozulmustur ve hiicre
Olimsiiz hale gelmistir. Kanserde viicudun diger bolgelerine yayilmadan erken tedavi
onemlidir. Kanser tanisi ne kadar erken konursa, tedavisi o kadar erken baslar ve erken

baslanan tedavi ile basartya ulasma sansi da o kadar yiiksek olur (5).

Kanser tedavisi cerrahi, radyasyon tedavisi, kemoterapi ve biyolojik tedavi
olmak iizere dort ana gruba ayrilir. Bircok kanser icin cerrahi olarak cikarilma eger
miimkiinse kalic1 tedavi saglanmaktadir. Eger kanser metastaz yapmis ise kemoterapi

veya radyoterapi kullanilmaktadir (6).

Kemoterapi tiim kanser tiplerinde temel tedavi sekli olarak Onemini

korumaktadir. Ilagla tedavinin amaci, proliferasyonu onlemek ve kanser hiicrelerini



oldiirmektir. Normal dokuya zarar vermeden kanser hiicrelerini 6ldiiren ideal bir kanser
ilact bulunmamaktadir. Tedavi i¢in ilaglarin se¢imi, toksisitelerine karsi elde edilen
yararliklarinin kiyaslandigi terapotik indeks araliklart hesaplanarak yapilmaktadir.
Giiniimiizde kullanilan kemoterapotikler; DNA’y1 etkileyenler (alkilleyici ajanlar),
mikrotiibiilleri etkileyenler ve hormon benzeri reseptorleri etkileyenler olmak iizere ii¢

genel kategoride gruplandirilirlar (6,7,8).

Alkilleyici ilaglarin en fazla kullanilan1 siklofosfamiddir. Akut ve kronik
lenfositik 16semi, Hodgkin—dis1 lenfomalar, pediatrik solid tiimorler, meme, over, bas—
boyun kanserleri gibi hem hematolojik hem de solid tiimorlerin tedavisinde basarili

bulunmustur (6,7)

Rho GTPaz’lar hiicre biiyiimesi, gelismesi, apoptoz, timor olusumu ve metastaz
gibi cesitli hiicresel fonksiyonlarda gorevli olan proteinlerin bir ailesidir. Rho proteinleri
NF-kB, E2F ve Stat3a gibi cesitli transkripsiyon faktorleri araciligr ile transkripsiyonu

diizenlerler (9).

Siklooksijenazlar (COX), arasidonik asitten prostaglandinlerin ve diger bazi
eikozanoidlerin olugmasini katalize ederler. Farkli genler tarafindan sentezlenen COX-1
ve COX-2 olmak iizere iki izoformu oldugu gosterilmistir. Her iki enzim de hiicrelerde
membranlara yerlesmistir. Membranda cesitli faktorlerin etkisiyle fosfolipidlerden
koparilan arasidonik asidi metabolize ederler. COX-1 ve COX-2 arasindaki en 6nemli
fark, COX-1’in esas olarak yapisal olmasidir. COX-2 ise bir cesit reaktif protein
sayilabilir ve iretildigi hiicrelerde sentezini stimiile eden bir uyart yoksa sentezi

duraklar. Bu nedenle COX-2 uyarilabilen bir enzimdir (7).

Rho GTPazlar, NF-xB bagimli mekanizma ile epitel hiicrelerde COX-2
ekspresyonunu uyarir. Kolon, meme, pankreas, akciger ve bas—boyun skuamoz hiicreli
karsinomay1 igeren cesitli insan tiimorlerinde, COX-2 proteininin yiiksek seviyede

oldugu gosterilmistir (9,10,11).



Non-steroidal antiinflamatuar ilaclar (NSAII) ozellikle artrit, osteoartrit ve
benzeri romatizmal hastaliklar gibi genellikle inflamasyona bagli ve uzun siireli
analjezik ila¢ verilmesini gerektiren durumlarda yararhdirlar; bagimlilik yapmamalari,
antiinflamatuar etkilerinin bulunmas1 ve terapotik etkilerine karsi tolerans olusmamasi
bu grup ilaglarin terapotik degerini arttirir (12). Son yillarda yapilan calismalar, NSAII
ile kanser insidansinin azalmasi arasinda bir korelasyon oldugunu gostermistir. Bu konu
ile ilgili olarak ©zellikle kolorektal ve meme kanserlerini 6nlendigine iliskin veriler
yayinlanmis olmakla birlikte, yeni yapilan c¢alismalarda diger malignan hastalik

tiplerinde de NSAII’lerin benzer etkilerinin oldugu gosterilmistir (13).

NSAIi, etkilerini COX enzim inhibisyonu sonucu prostaglandin olusumunu
inhibe ederek gosterirler. Tiimorlerde COX-2’nin yiiksek ekspresyonunun,
anjiogenezisi uyardigr gosterilmistir. Anjiogenezis ise, kanserlerin invaziv forma
gecisinde ve metastazdaki temel basamaktir. COX—-2nin yiiksek orandaki ekspresyonu,
apoptoza olan direnci arttirmaktadir. Bu diren¢, COX-2’nin bir {riinii olan
prostaglandin E2’nin yiiksek seviyede olmasina yanitta ortaya ¢ikan ve antiapoptotik bir
protein olan Bcl-2’nin iiretiminin artmasi ile gergeklesir. Birgok kanser tiirtinde COX—
2’nin yliksek oranda ekspresyonu, hastaligin ilerlemesi ve kotii prognoz ile iligkilidir.
COX-2 inhibitorlerinin, hem in vivo hem de in vitro olarak bir antianjiogenik ajan

oldugu ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir (14,15,16,17).

Bu calismada insan noroblastoma SK-N-MC ve 16semi K-562 hiicre hattinda,
son yillarda cesitli kanser tiirlerinde yaygin olarak kullanilan Rho kinaz ve COX
inhibitorleri ile siklofosfamid kombinasyonlarinin, apoptoz iizerindeki etkilerinin in

vitro aragtirtlmas1 amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. APOPTOZ

2.1.1.Tamim ve Tarihce

Yiiksek organizmalarda hiicre 6liimii iki farkli mekanizma ile gerceklesir. Klasik
hiicre 6liimii nekroz olarak adlandirilir. Siddetli bir travma, zararli bir uyar1 ile meydana
gelir ve genellikle gruplar halinde hiicreleri etkiler. Hiicre 6liimiiniin diger sekli olan
apoptoz, genellikle tek tek hiicreleri etkiler, bircok fizyolojik ve patolojik kosulda

ortaya cikar ve genellikle inflamatuar yanit s6z konusu degildir (1).

Apoptoz, gelismis organizmalarda hiicreler arasi iligkilerin geregi olarak
gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerin, ¢evreye zarar vermeden
programli 6liimiidiir. Embriyo doneminden baslayarak tiim yasam boyunca apoptotik
mekanizma ve programli hiicre 6liimii vardir. Hiicrenin yasam siiresi, hiicre tipine gore
degismektedir, ornegin; barsak hiicreleri 3—5 giinliik bir yasam siiresini takiben oliirken,
derinin epidermal hiicreleri 20-25 giinliik bir siire sonunda 6lmektedirler, iste bu hiicre
olimleri apoptozla gergeklesir. Tiim bu Oliimler fizyolojik sartlarda meydana geldigi

icin bu 6liim sekli “fizyolojik hiicre 6limii” olarak da adlandirilir (1,2,3).

Fizyolojik olarak olusan hiicre o6liimii uzun yillardir bilinmesine ragmen
“apoptosis” terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie adindaki patologlar
tarafindan kullamlmistir. Eski Yunancada “apo” (ayri) ve “ptosis” (diismek)
kelimelerinin birlesmesiyle olusan ve Homeros tarafindan sonbaharda yaprak
dokiimiinii tanimlamak i¢in kullanilan bir sozciiktiir. Bu nedenle bazi hiicrelerin
sonbahar yapraklart gibi kuruyarak viicudu terk etmesi ve arkadan gelen hiicrelere yer
acmastyla gerceklesen hiicre Oliim tipi, Yunan tarih¢isi James Cormack’in Onerisiyle

“apoptoz” olarak adlandirilmistir (2,3).

Whyllie, 1980 yilinda deneysel apoptozu, glukokortikoidlere maruz birakilan

olgunlasmamis timus hiicrelerinde gerceklestirmis ve apoptotik hiicre DNA'sinin



elektroforetik jel ayrimini yaparak, hiicrede DNA biitiinliigiiniin kalmadigini, apoptotik
hiicre icin karakteristik olan merdiven tarzinda DNA bantlarinin olustugunu
gostermistir. 1993 yilinda Cohen yiiksek dozda kullanilan steroidlerin timus hiicreleri
tizerine etkilerini incelemis ve timus hiicrelerinin direkt olarak apoptozu se¢cmedigini,
hiicre oliimiine neden olacak genleri olusturarak hiicreleri apoptoza yonlendirdigini
bildirmistir. Bdylece apoptozun genler tarafindan diizenlenen bir hiicre 6liimii oldugu

ortaya cikmustir (1).

Apoptotik yol cok sayida fizyolojik, adaptif ve patolojik olayda kullanilir.
Embriyogenez sirasinda normal gelisim saglanabilmesi amaciyla, daha Once olusan
hiicrelerin bir kism1 apoptoza gitmektedir. Ozellikle sinir sisteminin ve immiin sistemin
gelisimi, intrauterin gelisimi sirasinda el ve ayak parmaklari arasindaki hiicrelerin
yikilmasi, bobrek taslaklarinin dejenerasyonu gibi olaylarda apoptoz Onemli rol
oynamaktadir. Erigskinlerde hormon yetmezligine bagli olarak gelisen organ
regresyonunda Ornegin; menstruasyonda endometrial hiicre yikimi, menopozda
ovaryum follikiillerinin atrezisi gibi durumlarda apoptoz rol oynamaktadir. Ayrica
proliferasyona ugrayan hiicre topluluklarinda (6rn; barsak kript epiteli), tiimorlerin
regresyona gittikleri donemde ve cesitli viral hastalik durumlarinda da apoptoz
olmaktadir. Bunun yani sira hiicrelerde hasar olusturan cesitli etkenler normalde
nekroza neden olurken diisiik dozlarda apoptoz olusturabilmektedir. Ornegin: Is1,

radyasyon, anti kanser ilaclar ve hipoksi gibi (1,2,3).

2.1.2. Apoptoz Mekanizmalari

Ic ve dis sinyallerle apoptoz tetiklendiginde hiicre icinde bulunan bir grup
proteaz aktive olur. Bu proteazlara kaspaz (CASPASE; Cysteine—containing ASPartate
specific proteASEs) adi verilmektedir, bunlar sistein proteazlardir ve aspartik asitten
sonraki peptid bagimi kirarlar. Memelilerde simdiye kadar 14 tane kaspaz tespit

edilmistir (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1: Insan kaspaz ailesi

Kaspazlar Alternatif Isimleri
Kaspaz—1 ICE

Kaspaz—2 ICH-1

Kaspaz-3 CPP32, Yama, Apopain
Kaspaz—4 ICErel-II, TX, ICH-2
Kaspaz—5 ICErel-III, TY
Kaspaz—6 Mch2

Kaspaz—7 Mch3, ICE-Lap3, CMH-1
Kaspaz—8 FLICE, MACH, Mch5
Kaspaz—9 ICE-LAP6, Mch6
Kaspaz-10 Mch4, FLICE 2
Kaspaz-11 ICH-3

Kaspaz—12

Kaspaz—13 ERICE

Kaspaz-14 MICE

Saglikli hiicrelerde kaspazlar, enzimatik olarak inaktif ve aktif forma gore daha
uzun bir polipeptid zincir olarak bulunurlar. Buna “zimogen form” denir. Kaspazlar

biyolojik fonksiyonlarina gore 3 ana grupta incelenmektedir (18).

a) Sitokin aktivasyonu yapanlar: Kaspaz—1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14'ii icermektedir.

Sitokin sekresyonu ve inflamasyondan sorumludurlar. Ayrica kaspaz—1, 4, 5 tetrapeptid

olup kendi kendilerine aktive olabilmektedirler.

b) Apoptozu baslatanlar: Kaspaz-2, 8, 9 ve 10'u icermektedir.

¢) Apoptozu yiiriitenler (efektor grup): Kaspaz—3, 6 ve 7'yi icermektedir (18,19,20).

Aktif kaspazlarin 3 boyutlu yapisi tespit edilmis olup 2 heterodimer, 2 genis
subunit tarafindan c¢evrelenmis 2 komsu kiiciik subunitle karst yonde bir tetramer

olusturur (18). Her bir heterodimer substratin baglanmasi ve katalizi i¢in gerekli kiigiik

ve genis subunitler icerir (Sekil 2.1).




Kaspazlarin en az 3 yolla aktive edilebildigi gosterilmistir. Bunlar;
otoaktivasyon, transaktivasyon ve non—kaspaz proteazlar1 ile proteoliz’dir.
Prokaspazlar diisiik fakat saptanabilir bir proteolitik aktiviteye ve belli kosullar altinda
otoaktivasyon potansiyeline sahiptir. Yabanil tip kaspazlarin asir1 salinimi ile
prokaspaz—8 veya prokaspaz—9 wuzun subunitleri arasindaki protein etkilesimi
araciligiyla oligomerler olusturulur. Prokaspazlarin oligomerizasyonu otoaktivasyon
icin gereklidir. Baslangi¢ kaspazlar1 bir kez aktive oldugunda diger prokaspazlari
transaktive eder. Kaspaz aktivasyonu i¢in diger bir mekanizma da non—kaspaz

proteazlari ile dogrudan proteolizdir (19,20,21).
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Sekil 2.1: Kaspazlarin aktivasyonu (18).

Kaspazlarin gorev yapabilmesi icin Oncelikle Fas reseptoriiniin ligandi ile
baglanmas1 ve kompleks olusturmasi gereklidir. Bu kompleksin olustugu ve oliim
bolgesi (DD; Death Domain) olarak adlandirilan bolgede Fas ile iliskili 6liim
bolgesi’nin (FADD; Fas Associated Death Domain) olusumu tetiklenir. Bu protein bu

bolgeye kaspazlarin yigilmasini saglar. Ayrica kaspazlar hiicre i¢inde artan kalsiyum



(Ca®) iyonlan tarafindan aktif hale getirilirler. Bu asamadan sonra da apoptoz siirecinde

yasanan reaksiyonlar gerceklesir (4).

Bir kaspazin aktive olmasi digerlerinin de aktive olmasini saglar. Ornegin;
kaspaz—8 mitokondriden sitokrom—c’nin sitoplazmaya salinmasini saglar. Bu olay diger
bir kaspaz enziminin aktivasyonu i¢in gereklidir. Sitokrom—c mitokondriden salindiktan
sonra apoptotik proteaz aktive edici faktor—1 (APAF-1) denilen aktivator molekiile
baglanir. Bu sitokrom—c + APAF-1 kompleksi prokaspaz—9’un aktive olmasini saglar

(22,23).

Apoptozun indiiklenmesinde temel olarak 3 sinyal yolu saptanmistir (Sekil 2.2).
Bunlar;

1. Mitokondri/sitokrom—c aracilt apoptoz

2. Das sinyallerle apoptozun tetiklenmesi

3. Endoplazmik retikulum aracili apoptoz
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Sekil 2.2: Apoptozdaki sinyal yollar1 (24).

2.1.2.1. Mitokondri/Sitokrom—c aracili apoptoz

Apoptozu baglatan yollarin kesistigi kavsak noktanin mitokondri oldugu
goriilmiistiir. Sitokrom—c, mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport
zincirinin bir proteinidir. Son yillarda anlasilan 6nemiyle apoptoz siirecinde merkezi bir
konuma oturmustur. Bu yiizden de sitokrom—c’nin mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesi, apoptoz yoluna girmis bir hiicrede geri doniisiimsiiz bir doneme girildigini
isaret eder. Sitokrom—c, mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamis bir sekilde,
apoptoz-indiikleyici faktor (AIF, Apoptosis—Inducing Factor) ile birlikte
mitokondriden sitoplazmaya saliir. Sitokrom—c sitoplazmik protein olan APAF-1’e
baglanir ve onu aktive eder, ardindan ATP’nin de katilimiyla ““apoptozom” adi verilen
bir kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz—9’un aktif kaspaz—9 haline
doniismesini saglar (Sekil 2.3). Aktif kaspaz—9 ise efektor kaspazlardan prokaspaz—3’ii
aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitorii’ nii

(ICAD, Inhibitor of Caspase—Activated Deoxyribonuclease) inaktiflestirir. Boylece



ICAD’niin bagladig1 kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD, Caspase—Activated
Deoxyribonuclease) serbestlesir ve bu da apoptozun karakteristik bulgularindan biri
olan kromatin kondensasyonuna ve oligoniikleozomal DNA fragmentasyonuna neden
olur. Buraya kadar olan mekanizma kaspaz—bagimli apoptozu gosterir, oysa kaspaz—
bagimsiz apoptozun varligi da bilinmektedir. Kaspaz—bagimsiz apoptoz yine
mitokondriden saliverilen bir faktor olan AIF iin etkisiyle gerceklestirilir. Fakat AIF’iin

etkiledigi niikleazin ne oldugu heniiz bilinmemektedir (24,25,26,27,28,29).
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Sekil 2.3: Apoptozom kompleksi (25).

2.1.2.2. Dis sinyallerle apoptozun tetiklenmesi

Apoptoz, hiicre oliim reseptorleri olarak bilinen Fas (diger isimleriyle APO-1,
CD95) ve tiimor nekroz faktor reseptorii (TNFR)’niin ilgili ligandlar ile etkilesime
girmesi (uyarilmalar1) sonucu indiiklenir. Bu hiicre yiizey reseptorleri membranda
bulunur ve TNFR ailesinin iiyesidirler. Fas lenfoid hiicrelerde, hepatositlerde, bazi

timor hiicrelerinde, akcigerlerde ve miyokardda bulunur, ilgili ligandina Fas ligand



(FasL) denir. FasL, tiimor nekroz faktor (TNF) ailesinin bir iiyesidir. Fas ve TNFR—
1, ligandlariyla baglandiklarinda o©liim wuyaris1 almig olduklarindan bir seri
protein:protein interaksiyonlarindan gegerler. Oncelikle kendilerine dogal olarak bagl
bulunan 6liim bolgeleri (DD), TNFR-1 ile iliskili oliim bolgesi (TRADD, TNFR-1
Associated Death Domain) ve Fas ile iliskili 6liim bolgesi (FADD, Fas Associated
Death Domain) ile interaksiyona girerek oliim baslatan sinyal kompleksi’'ni (DISC
Death Inducing Signal Complex) olusturur (Sekil 2.4). Bu olim kompleksi ise
prokaspaz—8’i aktiflestirerek kaspazlarin kaskad tarzinda aktivasyonlarini baslatirlar

(4,24).
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Sekil 2.4: TNF aracili apoptoz (24).



2.1.2.3. Endoplazmik retikulum (ER) aracili apoptoz

Son zamanlarda kaspaz—12’ye bagimli endoplazmik retikulum (ER) aracili
apoptotik yol tanimlanmistir. Bu yol mitokondrial/sitokrom—c ve 6liim reseptor aracili
apoptozdan farkli bir yoldur. ER, hiicre i¢i kalsiyum dengesi, sentezi ve membran
proteinlerinin katlanmasini iceren bircok siirecte kritik dneme sahiptir. ER stresinin,
hiicre oliimiinii tetikledigi ve cesitli norodejeneratif hastaliklarin patogenezi ile iliskili
oldugu gosterilmistir. Kaspaz—12, ER membraninda lokalize olan ve ER aracili apoptoz
icin esas teskil eden bir kaspazdir. Kalsiyum seviyeleri ile kalpainin endoplazmik
retikulumu etkilemesi sonucunda prokaspaz—12 aktiflenir. Aktiflenmis kaspaz—12
sitoplazmaya yonelir, kaspaz—9 ile karsilikli olarak etkileserek sitozolik kaspaz

kaskadini aktive eder (18,30).

2.1.3. Apoptozun Genetik Kontrolii ve Antiapoptotik/Proapoptotik Proteinler

Protoonkogenler normal hiicre biiylime ve gelismesini diizenleyen genlerdir. Bu
genler aktive olup mutasyona ugradiklarinda onkogen adini alirlar. Onkogenler,
hiicrenin asir1 biiyiime ve boliinmesi dogrultusunda uyarimi gergeklestirirler. Hiicrenin
biiylime ve boliinmesini aktive edici genleri baskilayan ve dengeleyen genler ise timor
baskilayict genlerdir. Omurgalilarda apoptozu diizenleyen genler p—53, c-myc ve bel-2
ailesi (bcl-2, bax ve bcl—x) olarak bilinmektedir ve liretimini sagladiklar1 proteinler de

ayni adlarla anilmaktadir (1,18).

p-53: Normal islev goren yabaml tip p—53 geni, hiicrede apoptozu kolaylastirir.
DNA hasar1 olustugu zaman S fazina gecisi bloke eder. DNA tamiri i¢in zaman
kazanilir, eger tamir miimkiin degilse hasarlanmis hiicreler apoptozla yok edilir.
Mutasyona ugramis p—53 geni apoptozun indiiklenmesinde etkisizdir ve kanserlerin

yarisinda tespit edilmistir.

c—myc: Bir transkripsiyon faktorii olan c—-myc proteini ortamda bazi faktorlerin

bulunmasina bagli olarak hiicrenin proliferasyonuna ya da apoptoza girmesine neden



olur. c-myc protoonkogeni bir hiicrenin biiylimesini programlar ve ikinci bir onkogenle
engellenirse, hiicre intihar yolunu secer. Eger hiicrede hem c—-myc hem de uygun
biiylime faktorleri yoksa biiyiime durur, her ikisi de yeterli ise ¢ogalma olur, c—myc

oldugu halde biiyiime faktorleri yoksa apoptoz goriiliir (18).

Bcl-2 Ailesi: Apoptotik kaskadin kontroliindeki en onemli gruptur, ilk olarak
insan B hiicreli folikiiler lenfomada tamimlanmistir. Bcl-2 6zellikle mitokondri dis
membraninda bulunmakta ve iyon transportunu diizenlemektedir. Bcl-2 ailesi birbirine
z1t etkileri olan iki gruptan olusur, bu gruplardan biri pro—apoptotik yani apoptozu
indiikleyici etkiye sahipken digeri anti-apoptotik apoptozu baskilayici etkiye sahiptir.
Pro— ve anti—apoptotik iiyelerin dengesi yasam ile 6liim arasindaki secenegi belirler.
Anti—apoptotik bcl-2 ailesi iiyelerinin en iyi bilinenleri: bcl-2, bcl-XI1, Mcl-1 iken,
pro—apoptotik olanlar ise: bax, bcl-Xs, Bad, Bim, Bak ve Bid’dir. Bax, bad ve bid
normalde hiicrelerde sessiz “latent” halde bulunurlar (Sekil 2.5). Bu proapoptotik iiyeler
aktive edildiklerinde sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesini saglarlar. Bcl-2’nin
ayrica mitokondri ile olan iliskisinden dolay1 antioksidan bir etkiye sahip oldugu ve

bdylece oksidan stresin neden oldugu apoptozu baskilayabildigi bulunmustur (28,31).

Bcl-2 [ Bel-2 | Hayatta Kalim

oo -

Sekil 2.5: Bcl-2 ailesi ve apoptoz iliskisi (28).

XIAP, cIAPI, cIAP2, NAIP: Antiapoptotik protein ailesinden apoptoz protein

inhibitorleri (IAP, Inhibitor of APoptosis) omurgali ve omurgasizlarda bulunmus olup,



bunlar programlanmis hiicre Oliiliniin negatif regiilatorleridir. Baz1 memeli homologlart;
XIAP, cIAPI, clAP2, NAIP, Bruce, Survivin, pIAP olarak tanimlanmistir. Bunlarin
cogu hiicre oliimiinii kaspaz—3, kaspaz—7 ve kaspaz—9’a direkt olarak baglanip onlar
inhibe ederek gerceklestirirler. Apoptoz protein inhibitorleri, kaspazlari Oliim

reseptorleri ve mitokondrial yol ile inhibe ederler (18).

2.1.4. Apoptotik Hiicrede Goriilen Morfolojik ve Biyokimyasal Degisiklikler

a) Morfolojik Degisiklikler

Apoptoza ugrayan hiicreler, 6zellesmis yiizeysel yapilarin1 ve diger hiicrelerle
olan temas ylizeylerini kaybederler, su kaybederek kiiciiliir ve biiziisiirler. Membranlar
biitiinliiklerini korurlar, organeller genel olarak saglamdir. Sitoplazmada yiizeye paralel
yerlesmis mikrofilament kiimelesmeleri ve endoplazmik retikulumda gecici
genislemeler goriiliir. Bu genislemelerin sitoplazmadaki suyun endoplazmik retikuluma
gecmesi ile olustugu diisiiniilmektedir. Dilatasyona ugrayan sisternalar hiicrenin yiizeyi
ile birleserek ylizeyde krater manzarasi olusturur. Mitokondriler genellikle normal
yapilarimt korurlar. En Onemli degisiklikler c¢ekirdekte izlenir. Kromatin cekirdek
membranina yakin kisimlarda yogunlasarak, degisik sekil ve biiyiikliiklerde coker,
cekirdek de hiicre gibi biiziisiir. Bazen membranla sarili olarak birka¢ pargaya
ayrilabilir. Niikleer porlar kromatinin membrana komsu olmadigi bolgelerde
yogunlasirlar. Apoptotik siire¢ ilerledikce hiicrelerde sitoplazmik cikintilar olusur.
Hiicre daha sonra membranla ¢evrili kiiciik parcalara boliiniir. Bunlara apoptotik cisim
adi1 verilir (Sekil 2.6). iclerinde sitoplazma ve sikica paketlenmis organeller bulunur,

bazilarinda ¢ekirdek parcalari da mevcuttur (1,18,32).



Sekil 2.6: Apoptozdaki morfolojik degisiklikler (18).

b) Biyokimyasal Degisiklikler

Kromatin degisikliklerinin baslamasindan kisa siire 6nce kalsiyumun sitoplazma
ici miktarinda hafif artma goriiliir. Bu artis, baz1 sessiz enzimleri aktive ederek cesitli
yapisal degisikliklere yol acar. Kalsiyuma bagli endoniikleaz ve transglutamaz bu
enzimler arasindadir. Cekirdek degisikliklerine endojen kalsiyum—-magnezyum bagimli
niikleazlarin aktivasyonu neden olur. Bu niikleazlar bazi hiicrelerde siirekli olarak
bulunurken, bazilarinda apoptozdan 6nce goriiliirler. Niikleozomlar arasinda kromatini
bolerler ve apoptotik hiicre DNA’sini, uzunlugu 180-200 baz ¢ifti ve katlar1 olan
parcalara ayirirlar. Bu parcalar agaroz jel elektroforezinde apoptoza 0zgii merdiven

goriiniimiinii olusturur (1,2,3).

Apoptotik hiicre yiizeyinde beliren yeni molekiiler yapilarin fagositik hiicreler
tarafindan taninmasi sonucu fagositoz goriiliir. Normalde hiicre membraninda gizlenmis
ya da korunmus durumda bulunan N-asetilglukozamin gibi seker molekiilleri,
apoptozda goriillen membran degisiklikleri sonucu agiga cikar ve makrofajlarin
yiizeyindeki reseptorler tarafindan taninirlar. Apoptoz sirasinda hiicre membranindaki
fosfolipid dagilimi1 da degisir. Hiicre membraninin i¢ yiizeyinde bulunan negatif ytiklii
fosfotidilserin, membranin dis yiizeyine ¢ikar. Fosfolipid dagilimindaki bu degisiklik

sonucu, kolektin gibi cesitli ¢Oziiniir proteinlerin apoptotik hiicre membranina



baglandig ayrica, mitokondri yerlesimli kardiyolipinin de yine membranda bulundugu
saptanmigtir. Biitiin bu membran degisiklikleri apoptotik hiicrelerin cevre fagositler

tarafindan fark edilmelerini ve fagositozlarini saglamaktadir (1,2,3).

¢) Fagositoz

Oliim mekanizmasi nasil olursa olsun, olii hiicrelerin ortadan kaldirilmasi
gerekmektedir. Gerek nekroz gerekse apoptozda 6lii hiicre fagositozla ortadan kaldirilir.
Apoptoz sirasindaki hiicre zar1 degisimleri komsu hiicrelerin 6lii hiicreyi fagosite etmesi
icin gerekli tiim uyarilar1 verecek sekilde diizenlenir. Olusan apoptotik hiicreler,
hiicreler aras1 alana dagilirlar veya liimene dokiiliirler. Dokuda 4-9 saat taninabilir
halde kalan apoptotik hiicreler daha sonra fagozomlar icinde birka¢ saat kadar
goriilebilir, sonra da sindirilemeyen materyal olarak kalirlar. Apoptotik cisimlerin
makrofajlar tarafindan taninmasinda, fibronektin benzeri bir serum proteini olan ve
doku hiicrelerinin  birbirine baglanmasim1i  kolaylastirdigi  bilinen  vitronektin
reseptoriiniin - rol oynadigr belirlenmistir.  Apoptotik cisimlerin  makrofajlarca
taninmasinda rol oynayan diger reseptorler; trombospondin resptorleri olan avB ve CD—
36 ile fas reseptoriidiir. Apoptozda izlenen hiicre zar degisiklikleri, apoptotik hiicre
zarindaki bu molekiiller aracilig1 ile makrofajlara ve cevre hiicrelere iletilerek hiicrenin

fagositozuna yol acar (1,18).

2.1.5.Apoptoz ve nekroz arasindaki farklar

Nekroz fizyolojik bir 6lim sekli olmamasina ragmen apoptoz hem fizyolojik
hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilir. Diger bir ifadeyle apoptoz hem
saglikta hem de hastalikta karsimiza ¢ikmaktadir. Apoptoz morfolojik olarak 6zgiindiir.
Nekrozda hiicre icine asir1 sivi girmesi sonucu hiicre siserken, apoptotik hiicre tam
tersine kiiciiliir (cell shrinkage). Nekrozda kromatin sekli hemen hemen normal
hiicredeki goriintiiye benzerdir ama apoptotik hiicrenin kromatini niikleus membraninin

cevresinde toplanir (kromatin agregasyonu) ve kondanse olur. Nekrotik hiicrenin



plazma membram

biitlinliigiinii kaybeder ve hiicre

icinden disina hiicre ici

materyallerinin cikis1 gerceklesir. Oysa apoptotik hiicre membrani intaktir ve iizerinde

kiiciik cepcikler (membrane blebs) olusur. Nekrotik hiicre sonra lizise ugrar ama

apoptotik hiicre kiiciik cisimciklere parcalanir. Apoptotik cisimcikler membranla

kaphdir degisen miktarlarda nukleus, veya diger hiicre ici yapilar icerirler. Nekrozda

plazma membraninin biitiinliigliniin bozularak hasarlanmas1 nedeniyle hiicre igeriginin

dis ortama saliverilmesi sonucu inflamasyon uyarilir. Oysa apoptozda apoptotik hiicre

veya cisimcikler plazma membranlar1 hasarlanmadan komsu hiicreler veya makrofajlar

tarafindan fagosite edildiklerinden inflamasyon olusmaz (Cizelge 2.2) (33).

Cizelge 2.2: Nekroz ve apoptozun karsilastiriimasi (33).
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2.1.6. Apoptozun saptanmasinda kullanilan yontemler

Apoptozu saptamak icin ¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. 1972 yilinda apoptoz
terimi ilk kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore karar verilmisti. Oysa
giiniimiizde morfolojik degerlendirmenin yani sira apoptoza 0zgii oldugu bilinen bazi
aktivasyonlarin (aktif kaspaz-3 tayini gibi) molekiiler diizeyde belirlenmesiyle de
saptanabilmektedir (1,2). Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yontemler su sekilde
siniflandirilabilir;

1. Morfolojik goriintiileme yontemleri
Immiinohistokimyasal yontemler
Biyokimyasal yontemler

Immiinolojik yontemler

ok »n

Molekiiler biyoloji yontemleri

1. Morfolojik Goriintilleme Yontemleri

1.1. Isik mikroskobu kullanimi

Hematoksilen boyama: Morfolojik goriintiileme yontemleri icinde en ucuz ve
kolay olanm1 hematoksilen ile boyamadir. Hematoksilen ile boyanan preparatlar 1s1k
mikroskobu ile incelenir ve hem hiicre kiiltiiri caligmalarinda hem de doku
boyamalarinda kolaylikla kullanilabilir. Hematoksilen boyamada, hematoksilen boyasi

kromatini boyadigindan apoptotik hiicreler nukleus morfolojisine gore degerlendirilir.

Giemsa boyama: Giemsa ile boyamada hematoksilenle boyamada da oldugu gibi
nukleus morfolojisi esas alinarak apoptotik hiicreler taninir. Sitoplazma sinirlari
hematoksilen boyamaya gore daha iyi secilebilmekle birlikte hematoksilen boyamaya

belirgin bir iistiinliigii yoktur (18).



1.2. Floresan mikroskobu / Lazerli konfokal mikroskop kullanim

Floresan maddelerin (6rn. Hoechst boyasi, DAPI, propidium iyodiir)
kullanilmasiyla  yapilan bir boyama seklidir. Floresan boyalar DNA’ya
baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla nukleusu goriiniir hale gelebilir.
Floresan sistemler 151k mikroskobuna gore cok daha pahalidir. Fakat eger hiicre kiiltiirii
caligmasinda kullanilirlarsa, canli hiicre ile yasayan hiicrenin ayirimina olanak tanirlar

(1,2).
1.3. Elektron mikroskobu

Elektron mikroskobu ile degerlendirme apoptozda en degerli yontem olarak
diisiiniilmektedir. Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak gozlendigi bir yontemdir.

Ustelik subselliiler detaylar (6rn. mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da nukleus

membraninin biitiinliigiiniin bozulup bozulmadig: gibi) da incelenebilir (18).

1.4. Faz kontrast mikroskobu

Bu tiir mikroskop sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda, flask veya platelerde

biiyiitiildiigi calismalarda, hiicreyi veya hiicre toplulugunu incelemek amaciyla

kullanilir. Olen hiicreler yapistiklar1 substratumdan ayrilacaklari igin besiyeri icinde

yiizmeye baslarlar. Bu hiicreler faz kontrast mikroskobu ile gozlenebilirler (18).

2. Iimmiinohistokimyasal yontemler

2.1. Anneksin V Yontemi

Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde fosfatidilserin (PS)

bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza giderse normalde i¢ yiizde yerlesmis olan PS



molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine transloke olurlar. Dis yiize transloke olan PS’ler,
floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir hale

getirilirler. Boylece apoptotik hiicreler saptanmis olur (1,2,18).

2.2. TUNEL Yontemi

DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglar. Parafin bloklar, donmus
kesitler, kiiltiirii yapilmis soliisyon halindeki ya da lameller iizerinde biiyiitiilmiis

hiicrelerde apoptozun varligir bu metotla saptanabilir (1,2,18).

2.3. M30 Yontemi

M30 yonteminde apoptotik hiicreler sitokeratin 18’in kaspazlarin etkisiyle
kirilmasi sonucu ortaya cikan yeni antijenik bolgenin immiinohistokimyasal yontemle
boyanmasi prensibine gore belirlenir. Sadece sitokeratin 18’1 eksprese eden dokularda

kullanilmast miimkiindiir. Bu dokular epitel kaynakli dokulardir (1,2,18).

2.4. Kaspaz-3 Yontemi

Kaspaz—3 yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz—3
belirlenebilir. Bunun icin, dokunun kaspaz—3 eksprese ettiginin bilinmesi ya da ¢alisilan
dokuda apoptoza yol acan ajanin kaspaz—3’ii kirip kirmadiginin bilinmesi gerekir.

Ancak bu bilinirse apoptotik hiicreler bu metotla tespit edilebilirler (1,2,18).



3. Biyokimyasal Yontemler

3.1. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA kiriklarinin gosterilebildigi bir baska yontemdir. Apoptozda DNA, 180 baz
cifti ve bunun katlarina karsilik gelen noktalardan (internukleozomal bolgelerden)
kirildigr i¢in merdiven goriintiisii olusur. Bu bulgu apoptozun karakteristik 6zelligidir ve
nekrozda goriilmez. O ylizden apoptozu nekrozdan ayirmada faydali yontemlerden

biridir (1,2,18).

3.2. “Western” Blotting

Bu metot yardimiyla apoptoza 0zgii bazi proteinlerin eksprese olup
olmadiklarinin ya da kirilip kirilmadiklarinin saptanmasi miimkiindiir. Sitokrom—c’nin
mitokondriden ¢ikip cikmadiginin belirlenmesi de bu metodla belirlenebilir. Ancak
sitokrom—c tespitinde Once alt—fraksiyonlama yapilarak hiicrelerin mitokondriyal ve
sitoplazmik fraksiyonlar1 ayrilir. Ardindan, normalde sitoplazmik fraksiyonda
bulunmas: beklenmeyen sitokrom—c’nin bu fraksiyonda tespit edilmesi halinde

hiicrelerin apoptoza gittikleri anlasilir (1,2,18).

3.3. Akim “Flow” Sitometre

Akim sitometre yardimiyla floresan bir madde ile isaretlenmis antikor
kullanilarak apoptozda eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre yiizey proteininin
saptanmas1 miimkiindiir. Boylece apoptotik hiicreler belirlenebilir. Kolay uygulanabilir
olmasi, asir1 uzun zaman almamasi ve kantitatif sonug verebilmesi acisindan klinikte

apoptozun saptanmasinda kullanish bir yontemdir. Iki farkli sekilde uygulanmaktadir:

a) Floresan bir madde olan propidium iyodiir kullanilarak,

b) Anneksin V kullanilarak.



Birincisinde, kompleks bilgisayar islemlerinin kullanilarak hiicre boyutu ile
icerdigi DNA miktarinin kiyaslanarak, azalan DNA miktarinin apoptoz lehine oldugu
gerceginden hareketle, apoptotik hiicre populasyonu tayin edilir. Ikincisinde, floresan

mikroskobuyla uzun zaman alan sayma islemi saniyeler i¢inde yapilarak sonug¢ alinir

(D.

4. immunolojik Yontemler

4.1. ELISA

ELISA ile gerek Kkiiltiirli yapilmis hiicre populasyonlarinda gerekse insan
plazmasinda DNA fragmentasyonunu tespit etmek miimkiindiir. Ayni sekilde M30

diizeylerinin 6l¢iimii de miimkiindiir (1).

4.2. Florimetrik Yontem

Kiiltiirii yapilmis hiicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesinde kullanilan bir
yontemdir. Bu yontemde ilgili kaspazin antikorunun bulundugu flasklara hiicre
lizatlarinin konulmasi ile kaspaz molekiilleri tutulur ve sonra ortama kaspazlarin
parcaladigr ve kendisine floresan bir maddenin tutundugu bir substrat ilave edilir.
Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantili olarak ortaya ¢ikan floresanin siddeti fluorimetre

ile olciilerek kaspaz aktivitesi saptanir (1).

5. Molekiiler Biyoloji Yontemleri

DNA mikrogip teknolojisi heniiz cok yeni ve cok pahali bir yontemdir fakat tip

pratigini radikal bir bicimde degistirme iddiasi tasiyan bu teknoloji ile ayn1 anda ve kisa

bir siire i¢ginde ylizlerce hatta binlerce genin ekspresyon derecelerinin tespiti miimkiin



olabilecektir. Boylece, apoptoza 6zgii hiicre ylizey Oliim reseptOrlerinin ekspresyon

durumlar1 hakkinda genis bilgi edinme olanagi dogacaktir (1).

2.1.7. Apoptoz ve Kanser

Apoptoz/proliferasyon  dengesindeki bozulma tiimor gelisiminde rol
oynamaktadir. Apoptoz mekanizmasinin tetiklenememesi (p53 gen defektleri) veya
mekanizmanin herhangi bir basamaginda meydana gelen degisiklik (Bcl-2’nin artisi,
Fas gen defektleri gibi) tiimor gelisiminde rol almaktadir. Ayrica timor hiicrelerinin
dogal immiin mekanizmalarla ortadan kaldirilamamasinin da timor gelisiminde
ozellikle de tiimor hiicrelerinin yayiliminda 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Genellikle
tiimor hiicreleri sitotoksik T lenfositler veya natural killer hiicreler tarafindan Fas/FasL
bagimli apoptoz yoluyla ortadan kaldirilir. Fakat tiimor hiicrelerinin, tam ters bir
bicimde immiin sistemden kagabildigi de bilinmektedir (35). Malign hiicrelerin, konak
immiinitesinden kacgis1 ve sitotoksik immiin sistem hiicrelerinin timor hiicreleri
tarafindan ortadan kaldirilmasi kanser gelisimi ve progresyonu agisindan ¢ok onemlidir.
Bu olgularda tiimor hiicrelerinin, 6liim faktorii iireterek (FasL) sitotoksik T lenfositlerde
ve NK hiicrelerde apoptozu baslattigi diisiiniilmektedir. Tiimor hiicrelerinin apoptoza
rezistans gelistirmesinin sebebi olarak sitoplazmik membranda FasL artisi ve Fas
reseptor diizeyinde azalmanin yaninda, baska potansiyel mekanizmalar da
tanimlanmistir. Bunlardan biri de gen defektleridir. Apoptozla iligkili proteinlerin
ekspresyonlarinin ya da mutasyonlarinin degerlendirilmesi tedaviye yaniti ve/veya
yasam siiresini tahmin ettirebilir. Kanser hiicreleri, apoptoz karsit1 olan bcl-2, c—myc
gibi sagkalim genlerini asir1 derecede eksprese ederek Oliimden sorumlu genleri
baskilarlar (36). Survivin ve bcl-2 proteinlerinin asir1 ekspresyonlar timor prognozu ile
iliskilendirilmigtir. Survivin’in asir1 ekspresyon diizeyleri noroblastom ve kolon
kanserlerinde ileri evre ve kotii prognozla iliskilidir. Bazi B hiicre 16semileri ve
lenfomalar1, prostat tiimorleri ve noroblastomlarda bcl-2 proteinini asirt diizeyde

eksprese ederler. Alinmasi gereken 6liim sinyalleri de boylece onlenir (37,38).



2.1.7.1. Kanser Tedavisi ve Kemoterapotikler

Kanser tedavisi dort ana gruba ayrilir; cerrahi, radyasyon tedavisi, kemoterapi ve
biyolojik tedavidir. Bir¢ok kanser icin cerrahi olarak c¢ikarilma eger miimkiinse kalici
tedavi saglanmaktadir. Eger kanser metastaz yapmis ise kemoterapi veya radyoterapi

kullanilmaktadir (39).

Kemoterapi, 6zellikle ¢cogalan hiicrelere kars1 secici oldiiriicii etkileri olan, dogal
veya sentetik kimyasal, biyolojik ajanlar ve hormonlarla yapilan tedavi seklidir ve tiim
kanser tiplerinde temel tedavi sekli olarak onemini korumaktadir. Normal dokuya zarar
vermeksizin kanser hiicrelerini 6ldiiren ideal bir kanser ilaci bulunmamaktadir. Klinik
kullamim i¢in ilaglarin secimi, toksisitelerine karsi elde edilen yararliklarinin

kiyaslandig: terapotik indeks araliklart hesaplanarak yapilmaktadir (40).

Antikanser tedavide siklikla kullanilan ilaglarin pek ¢ogu DNA ve RNA
sentezini bozarak etki etmektedir. Flouraurasil, metotreksat, merkaptopiirin ve
tiyoguanin gibi antimetabolitler ya niikletid Onciillerinin sentezinin bozmakta ya da
DNA’ya baglanmaktadirlar. Alkilleyici ajanlar kovalent baglarla DNA’ya baglanip
DNA’y1 zedelemektedirler. Topoizomerazlarin DNA eslesmesi, kopyalanmasi ve
tamirinde Onemli rolii vardir. Antrasiklinler ve epifillotoksinler DNA’nin yeniden
baglanmasin1 engellerler. Vinkristin, vinblastin ve paklitaksel gibi ilaclar tiibiilin
fonksiyonunu bozarak eslesen kromozomlarin 1ig iplikcikleri tarafindan hiicre

kutuplarina ¢ekilmesine engel olurlar (41).

Hiicrenin yasam dongiisiiniin kontroliinde bozulma kanser patogenezindeki
temel mekanizmalardan birisidir. Normal hiicrelerin yagsam dongiisiinde G1, S, G2 ve M
fazlart vardir. Tim bu fazlarda negatif kontrol mekanizmasi calisir. Hiicrenin Gl
fazindan M fazina gecisini kontrol eden ana faktdr “hiicrenin gardiyani” adi ile
tanimlanan p53 proteinidir. DNA’nin zedelenmesi durumunda p53 zedeli DNA’daki
hasarin durumuna gore hiicreye farkli sinyaller verir. Hasar tamir edilebilecek kadar
kiigtikse hiicreyi mitozdan ¢ikararak tamir edilmesine zaman tanir. Eger hasar biiyiikse

o zaman hiicreye intihar (apoptoz) sinyali verir. Diger taraftan kemoterapotiklerle



zedelenmis hiicreye saglam p53’iin apoptoza gidis sinyali gondermesi gerekirken

defektif genin bu sinyali gdndermemesi tiimoral hiicrede apoptozu onler ve hiicre

yasamaya devam eder. Molekiiler degisikliklerin hiicre dongiisiiniin kontroliinii nasil

degistirecegini bilmek zordur. Mutasyonlar bazen kemoterapotiklere duyarlik

kazandirirken, bazen de direng gelismesinden sorumludurlar (39).

Kemoterapotik ilaclan etkilerine gore iki grupta inceleyebiliriz:

1- Hiicre siklusuna bagimh ilaclar

S fazina doniik ilaclar (Antimetabolitler): Hiicre metabolizmasini ve DNA
sentezini bozarak etki ederler. Metotreksat, 5-Flourourasil, sitarabin,
prokarbazin, 6-tiyoguanin, 6-merkaptopiirin gibi.

M fazina doniik ilaglar (Bitki alkoloidleri): Ana hiicreden iki yavru hiicre
olusmasini engellerler. Vinkristin, vinblastin bu gruptandir.

G2 fazina doniik ilaclar (Antitiimor antibiyotikler): RNA, DNA ve protein

sentezini etkilerler. Bleomisin, aktinomisin—D, daunorubisin gibi.

2— Hiicre siklusuna bagimsiz ilaclar

Alkilleyici ajanlar: Hiicre cekirdegini, DNA ve RNA sentezini etkilerler. Hizli
cogalan hiicrelerin Oliimiine yol acarlar. Azotlu hardallar, sisplatin,
siklofosfamid, prokarbazin gibi

Hormonlar: Tumor ortamimi degistirerek biiylime ve cogalmayr engellerler,
protein sentezini bloke ederler. Estrojenler, kortikosteroidler gibi.

Antibiyotikler: DNA replikasyonunu bozarlar. Adriamisin gibi.

Kemoterapotik ilaglar kimyasal yapilar1 ve hiicre aktivitesine gore 6 sinifa

ayrilmaktadirlar:

1. Alkilleyici ajanlar: Sitotoksik etkileri, biinyelerindeki elektrofilik alkil kokii ile

hedef makromolekiillerin niikleofilik parcasinin geri doniigsiiz bir kombinasyon

yapmasi ile olmaktadir. Bu gruptaki ilaglar arasinda, busiilfan, karboplatin,



karmustin, klorambusil, siklofosfamid, dakarbazin, ifosfamid, lomustin, azotlu

hardallar ve prokarbazin yer almaktadir (39).

2. Antimetabolitler: Hiicrenin normal metabolitleri ile benzerlik gosterdiklerinden
onlarin yerine, enzimler i¢in benzerlik gosterdikleri metabolitlerin yerine gecer veya
ayn1 rolii alarak aktiviteyi bloke eder, azaltir ya da makromolekiillerin icine girerek,
fonksiyonu olmayan bir makromolekiil yaratirlar. Bu grupta; sitarabin, metotreksat, 6—

merkaptopiirin, 6-tiyoguanin yer almaktadir (39).

3. Bitki alkoloidleri: Podofilotoksinler’den ve vinka alkoloidlerinden semisentetik
olarak elde edilen ilaglardir. Hiicre boliinmesini mitoz safhasinda durdururlar. Bu

grupta; vinkristin, vinblastin, etoposid, teniposid yer almaktadir (39).

4. Antitiimor antibiyotikler: Hiicrede DNA ve RNA transkripsiyonunu durdurup,
dokularda uzun siire kaldiklarindan DNA sentezi boyunca hiicre 6liimiine yol agarlar.
Radyasyonla birlikte verildiklerinde toksisiteyi arttirirlar. Aktinomisin—D, adriamisin,

bleomisin, epirubisin, idarubisin bu gruptadirlar (39).

5. Kortikosteroidler: Kortikosteroidler pasif difiizyonla hiicre igine girip,
glukokortikoid reseptorleri ile baglanarak cekirdege gecer, DNA ile baglanip

transkripsiyon olayini bozarlar (39).

6. Diger cesitli yapida ilaclar: L—Asparajinaz bu grupta yer almaktadir. Escherichia
coli kiiltiirlerinden elde edilen bir enzimdir. Blastik hiicrelerde DNA ve RNA sentezini

inhibe eder (39).

Alkilleyici ilaglarin en fazla kullamilani siklofosfamiddir. Akut ve kronik
lenfositik 16semi, Hodgkin—dis1 lenfomalar, pediatrik solid tiimorler, meme, over, bas—
boyun kanserleri gibi hem hematolojik hem de solid tiimorlerin tedavisinde basarili

bulunmustur (42,43).



Siklofosfamid, iltihabi azaltan ve bagisiklik sistemini  baskilayan
immiinosiipresif bir ilagctir. DNA sentezini degistirerek hiicrelerin ¢ogalmasini
engelleme yoluyla etki eder. Bu nedenle kan hiicreleri, sa¢ kokleri ve bagirsak mukoza
hiicreleri gibi ¢ok aktif cogalan hiicreler (iiremek i¢in yeni DNA yapmasi gerekenler)
tizerine daha etkilidirler. Lenfositler siklofosfamidden en cok etkilenenlerdir ve bunlarin
say1 ve islev acisindan degisiklikleri bagisiklik sisteminin baskilandigini gosterir.
Siklofosfamid, ¢esitli kanser tiplerinin tedavisinde kullanilmak iizere ortaya ¢ikmistir

(43).

2.2. Rho kinaz yolagi

Rho, Racl ve Cdc42’yi iceren Rho GTPaz ailesi proteinleri adezyon, motilite,
proliferasyon, diferansiyasyon ve apoptoz gibi degisik hiicresel fonksiyonlarin
diizenlenmesinde onemli roller oynar. Monomerik GTPaz’larin Ras siiperfamilyasinin
Rho subfamilyasi iiyesi olan kiiciik GTPaz Rho, agonist stimiilasyonuyla indiiklenen
Ca®* sensitizasyonundan sorumludur ve myozin fosfataz aktivitesini inhibe ederek

fonksiyon gosterir (44,45,46).

Kiiciik molekiil agirlikli G proteinleri (20-40 kDa) monomerik yapida GTP—
baglayan proteinlerdir. Okaryotlarda 100 den fazla kiiciik G proteinleri tanimlanmustir.

Bu biiyiik aile yapisal olarak en az bes alt aileye ayrilir. Bunlar:

1.Ras ailesi

2.Rho ailesi (en az 14 iiyesi tanimlanmustir)
3.Rab ailesi

4.Sarl/Arf ailesi

5.Ran ailesi

Rho geni ilk olarak 1985’de bir Ras homologu olarak klonlanmis ve bunu kisa
sire sonra {i¢ insan homologu RhoA, RhoB, RhoC izlemistir. RhoA, Ras
superfamilyasinin kii¢iik bir G proteinidir. Aktif bir GTP bagh form ile inaktif GDP



bagli form arasinda gider gelir. RhoA hiicre iskeleti organizasyon, hiicre proliferasyonu,
farklilagmas1 ve gen regiilasyonu gibi farkli hiicresel fonksiyonlar i¢cin gerekmektedir.
RhoA ve onun alt efektorii Rho kinaz (ROCK) vaskiiler endotel disfonksiyonuna

aracilik eden onemli sinyal transdiiksiyon mekanizmalaridir (47,48,49).

ROCK c¢esitli kardiyovaskiiler ve norolojik hastaliklar ile kanser tedavisinin
onemli bir terapotik hedefidir. Bu protein kinazin aktivitesi GTP-Rho proteinleri ile
stimiile edilir. Cok sayida Rho kinaz substrati tanimlanmistir; bunlar myozin hafif zincir
fosfatazin myozin baglayict alt {iinitesi, myozin hafif zinciri, addusin (adducin),

intermediyer flamentler, ERM (ezrin—radiksin—moesin) ve kofilini icerir (50,51,52,53).

Rho kinazlar serin/treonin protein kinazlardir. Bir amino—terminal katalitik kinaz
bolgesi, Rho—GTP baglanan bir kivrilmis sarmal bolgesi ve sisteinden zengin bir parca

ile ayrilmis C—terminal plekstrin homoloji bolgesi icerirler (Sekil 2.7) (52).

1 76 338 460 1068 1354
Kinase || Coiled-coil FED:}' [PH<CR> [ (p1|:(tiggg1CK
ROKpP)
| SN ROCK2
[ Kinase i:| Coiled-coil {_@B‘_g/;- — PH<CR> [ (ROKa)
1 92 354 452 1102 1388

Sekil 2.7: ROCK1 ve ROCK2’nin molekiiler yapisi (52).

Rho kinaz enzimini inhibe eden ajanlar arasinda, Y-27632 (trans-4-[(1R)-1-
aminoetil]-N-4-piridinilsiklohekzankarboksamid dihidroklorid), fasudil (HA-1077),
hidroksifasudil, Y-32885, Y-39983, H-1152P, SLx-2119, azabenzimidazol-
aminofurazanlar (GSK-269962A ve SB772077 gibi) ve Wf-536 gibi bir ¢cok madde
bulunmaktadir (52).



Son zamanlarda elde edilen veriler, RhoB’nin proapoptotik fonksiyonunu
tartismaktadir. RhoB, normal hiicre dongiisiinden ¢ikma potansiyeli olan ve bdylece
kansere neden olabilecek hasar gormiis hiicreleri apoptoza dogru yonlendirebilir.
Tiimoriin hiicre dongiisiinde yer alan yapiskanlik, go¢, yayilma ve apoptotik siirecten

kacis gibi Ozelliklerin Rho GTPaz aktivitesiyle iligkili oldugu diisiiniilmektedir (52).

Diger taraftan Rho/Rho kinaz yolaginin aktivasyonu, tiimér hiicre invazyonuna
neden olmaktadir. Bu yolagi inhibe eden fasudilin insan ve sican tiimor modellerinde
tiimor progresini azalttigr bildirilmistir (46). Rho proteinleri, aktin reorganizasyonunda,
hiicre hareketi ve migrasyonunda, hiicrelerin birbirlerine ve matrikse olan adezyonunda,
hiicre siklusunun diizenlenmesinde, gen ekspresyonlarinda ve apoptozda anahtar rol
oynamaktadirlar. Biitiin bu fonksiyonlar, kanser gelismesi ve progresi icin oldukca

onemlidir (52, 54, 55,56).

2.3. Nonsteroidal antiinflamatuar ilaclar (NSAII)

Nonsteroidal antiinflamatuar ilaglar (NSAII) semptomatik, iltihap giderici (anti
inflamatuar), ates diisiiriicii (anti piretik) ve agr1 kesici (analjezik) ilaclardir. NSAil’lar
genelde anti-romatizmal ila¢ olarak bilinirler. Prostaglandin (PG) sentetaz enzimini

bloke ederek etki gosterirler (57).

NSAIil'lar iki yolla etki gostermektedir:

1. Siklooksijenaz (COX)

2. Lipoksijenaz

COX enzim aktivitesi ile membran fosfolipitlerinden prostaglandin sentezine
giden yol kontrol edilmekte olup bu enzimin NSAII ile inhibisyonu yoluyla
prostaglandin sentezi, lipoksijenaz yolu ile ise lokotrienlerin sentezi inhibe
edilmektedir. Inflamasyonun inhibisyonunda klasik NSAIi’larin baskiladig baslica yol
COX inhibisyonudur (7,57).



NSAII’larin genel etki mekanizmalar1 su sekilde simiflandirilabilir;

COX inhibisyonu, prostaglandin sentezinin baskilanmasi

Lipoksijenaz inhibisyonu, 16kotrien sentezinin baskilanmasi

Siiperoksit tiretiminin baskilanmast

Lizozomal enzim saliniminin baskilanmasi

Hidrojen peroksit yapiminin inhibisyonu

Hiicre membraninda fosfolipaz—C aktivitesinin inhibisyonu

Kikirdak metabolizmasina etki, kondroprotektif ya da kondrodestriiktif etki

Lenfoit transformasyonu ve DNA sentezinin azaltilmasi

e A T R o

Santral analjezik etki

10. Bradikine bagli inflamatuar olaylarin baskilanmasi

11. Plazma proteinlerinden antiinflamatuar etkili peptit olusturulmasi

12. Notrofil agreasyonu ve aktivasyonu i¢in gerekli olan sinyallerin inhibisyonu

13. Graniilosit-monosit migrasyon ve fagositozunun inhibisyonu

Prostaglandinler (PG) pek ¢ok hiicre ve organizmada olusur, etkileri karmagiktir
ve diger pek cok etken disinda hedef hiicrelere de baghdir. PG, kisa omiirlii bilesiklerdir
ve normal hiicresel reaksiyonlarda lokal hormon olarak rol oynarlar fakat ozellikle

inflamasyon gibi patolojik kosullarda miktarinda artig gozlenmektedir (57).

“Prostaglandin H sentaz” olarak da bilinen “siklooksijenaz” enzimi (COX;
Cyclooxygenase), arasidonik asiti hidrolitik olarak fosfolipidlerden ayirarak
prostaglandin ve tromboksanlara doniistiiriir. Prostaglandin ve tromboksan, mide,

plateletler, bobrek ve barsaklarin fizyolojik regiilasyonunu saglarlar (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8: Prostaglandin sentez basamaklari (57).

Siklooksijenaz enziminin iki farkli gen tarafindan kodlanan ve farkh

fizyopatolojik olaylarca indiiklenen 2 alt grubu bulunmaktadir:

1. Siklooksijenaz—1: Bircok dokuda yapisal olarak bulunur ve genelde homeostazisi
diizenleyici Ozelliktedir. Trombositler, bobrekler, mide ve damar endoteli de dahil
olmak iizere tiim doku hiicrelerinde bulunur. Aktivitesi genelde sabittir ve bazi nadir
durumlarda artis gosterir. COX—1 70 kd agirhgindadir ve 9. kromozomda bulunan bir

gen tarafindan kodlanmaktadir (58,59).

2. Siklooksijenaz—-2: Molekiil agirligt COX-1 ile esit olup 1. kromozomdaki bir gen
tarafindan kodlanmaktadir. Aminoasit dizilimi yaklasgik %70 oraminda COX-1 ile
benzerlik gosterir. Normal kosullarda endotel disindaki bolgelerdeki aktivitesi cok
diisiiktiir. Ancak COX-2 geni inflamasyon basta olmak {iizere bir¢ok durumda
indiiklenebilir. Sitokinler ve biiylime faktorleri bu enzimin aktivasyonunu arttirirlar
(60). Bazal kosullarda sadece beyin ve bobrekte COX-2 aktivitesi saptanirken,
inflamatuar siireglerde 6zellikle sinoviyal sivilarda COX-2 aktivitesinde belirgin artis
olmaktadir. Bobrekteki etkisi COX-1’e benzerlik gostermektedir (Cizelge 2.3).
Kolorektal adenom ve karsinomlarda COX-2 ekspresyonu artmaktadir (61, 62, 63, 64,
65).



Cizelge 2.3: COX-1 ve COX-2 arasindaki farkliliklar

COX-1

COX-2

Prostaglandin endoperoksit H sentaz 1 (PGHS-1)

Prostaglandin endoperoksit H sentaz 2 (PGHS-2)

Konstitiisyonel

Indiiklenebilir

Tiim dokularda

Beyin, bobrek, gonadlar, ince barsak, trakeal epitel

Normal fizyolojik fonksiyonlar
Renal kan akimi

Gastrik mukozal integrasyon

Inflamatuar hastalik
Kolorektal, meme, bas—boyun, pankreas, mide,

prostat kanserleri

2.3.1.COX Enzim inhibitorleri

Giiniimiizde 3 tip COX inhibitorii mevcuttur. Bunlar;

1. Aspirin: Hem COX-1 hem de COX-2’yi inhibe eder. Ancak COX-1 enzimine daha

selektiftir. Ozellikle diisiik dozlarda trombositlerdeki COX-1 enzimini geri
doniisiimsiiz olarak bloke eder. Bu etkisi nedeniyle kardiyoprotektif olarak siklikla

tercih edilir (66).

2. Nonspesifik NSAII’lar: Hem COX-1 hem de COX-2 enzimini degisik derecelerde,

diisiik selektivite ile inhibe ederler.

3. Selektif COX-2 inhibitorleri (koksibler): Bu grup ilaclar NSAIl’lar ile aym
analjezik, antipiretik ve antiinflamatuar etkinlikte olan fakat COX-1 iizerine etkileri

olmadig i¢in gastrik yan etkileri minimal olan ilaclardir.

COX-2 inhibitorleri, NSAII ilaclar icin yeni kullanim alanlari a¢maktadir.
Meme kanseri, mide kanseri, kolorektal kanserler ve Alzheimer gibi hastaliklarda
COX—2’nin arttig1 gosterilmistir ve bu durumlarda COX-2 inhibitorlerinin fayda
saglayabilecegi diisiiniilmektedir (67,68,69,70).



2. 4. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii, bir organ veya dokudan alinan kii¢iik bir parcanin, uygun
fizikokimyasal ve biyolojik islemler sonucu in vitro kosullarda iiretilmesi islemidir.
Hiicre kiiltirii ile ilgili calismalar 1907 yilinda Ross Harrison’un kurbaga
embriyolarinda yapmis oldugu ¢alismalara dayanir. lerleyen yillarda uygun kiiltiir besi
ortamlarinin gelistirilmesi ve besi ortaminin icine antibiyotik eklenmesi kontaminasyon
sorununu ¢ozmiis ve bu teknolojinin, hastaliklarin patogenezinin arastirilmasinda, ilac
denemelerinin ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde birinci basamak c¢alisma i¢ine

girmesinin yolunu agcmustir (34,71,72).

Hiicre kiiltiirleri kaynaklarina ve biiyiime bi¢imlerine gore siniflandirilirlar._

1. Kaynaklarina gore;

Primer kiiltiirler: Hiicre ya da doku izole edildikten sonra yapilan ilk kiiltiire
primer kiiltiir denir. Primer Kkiiltiirde hiicre soyu sonludur yani pasajlamalar sonunda
hiicreler yaslanarak oliirler. Bu nedenle primer hiicrelerle belirli bir sayida pasajlama

yapilabildiginden deneyler bu donemde yapilmalidir.

Hiicre hatlart (Cell line'lar): Primer kiiltiirden spontan mutasyonlar sonucunda
kendiliginden ya da kimyasal ajanlar ya da viriisler eklenerek insan eliyle olusturulurlar.
Tiimor dokusundan alinan hiicrelerden de elde edilirler. Hiicre hatlar1 primer kiiltiirden
su ozellikleri ile farklilik gosterirler;

e Kiiltiirde yiiksek yogunluga ulasabilmeleri,
¢ Biiyiime faktorleri ve seruma daha az gereksinim duymalari,
® (Cogalmak icin bir zemine tutunma gereksinimlerinin daha az olmasi,

e Sonsuz ¢ogalma yetenekleri (bu 6zellikleri ile tiimor hiicrelerine benzerler).

2. Biiyiime bicimlerine gore;
Siispansiyon kiiltiirler: Kan, dalak, kemik iligi ve olgunlasmamis hiicreler bu

sekilde kiiltiire edilirler. Bu kiiltiirler kiiltiir kabina yapisma gostermezler.



K-562 Hiicre hatn: 1k kez 1975 yilinda Lozzio BC ve Lozzio BB tarafindan
Beyaz irktan 53 yasindaki kronik myeloid 16semi hastast bir kadindan gelistirilmistir.
Sitispanse halde bulunan kiiltiir icindeki hiicreler oval ve yuvarlak goriintimliidiirler

(Sekil 2.9) (73).

Sekil 2.9: K-562 hiicre hatt1 (10x biiytitme).

Monolayer (tutunarak biiyiiyen) kiiltiirler: Ekdoderm ve endodermden olusan
hiicreler (fibroblast ve epitel hiicreleri) ekstraselliiler matrix olarak adlandirilan ve
kollagen, fibronektin, laminin, proteoglikanlar gibi makromolekiillerin bir karisimi olan
kompleks bir yap1 tizerinde bu yapidaki molekiillerle membran reseptorleri araciligr ile
etkileserek biiylirler. Bu etkilesimi saglayan membran proteinlerinin en Onemlileri

integrin adl1 heterodimerik proteinlerdir (34,72).

SK-N-MC Hiicre Hatt: 11k kez 1971 yilinda J.L. Biedler ve ekibi tarafindan
Beyaz wrktan 14 yasindaki noroblastoma hastasi bir kiz cocugundan gelistirilmistir.
Insan noroblastoma hiicre hatt1 olup morfolojik olarak aderent, bir yiizeye tutunarak

biiyiliyen fibroblast benzeri hiicrelerdir (Sekil 2.10) (32).



Sekil 2.10: SK-N-MC hiicre hatt1 (10x biiyiitme).

2.4.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Kullanim Alanlar:

Giintimiizde hiicre kiiltiirlerinin ¢ok yaygin kullanim alanlar1 vardir. Hemen her

alanda bu tiir ¢calismalara rastlamak miimkiindiir (72). Bunlar1 su sekilde 6zetleyebiliriz;

Viral asilar ve viral teshis

Monoklonal antikorlar ile antikor tiretimi

Interferon ve enzim iiretimi

Hiicre i¢i aktivite dl¢timii

DNA, RNA replikasyonu arastirmasi ve protein sentezi
Interlokin gibi immunoregiilatorlerin iiretimi

Hormon tiretimi

Biiyiime faktorlerinin tiretimi

Y 0© N ks Wb =

Sinyal iletim mekanizmasi ve hiicre haberlesmesi

10. Somatik gen tedavisi

11. Timor asilari

12. Canl1 hiicrelerin grefting amacli olarak kullanilmasi

a. Eritrositlerin organizma diginda transfiizyon amaciyla kullanilmasi
b. Kanser tedavisinde kemik iliginin kullanilmasi

c. Parkinson Hastaligi’nin tedavisinde beyin hiicrelerinin kullanilmas1



d. Organizma disinda hiicre modifikasyonu
13. Kompleks ii¢ boyutlu dokular (yapay deri, kikirdak ve karaciger iiretimi)
14. Sitogenetik analiz

15. Genetik maniiplasyon ve immortalizasyon.

2.4.2. Hiicre Kiiltiirlerinin Avantaj ve Dezavantajlari

Avantajlar::

1. Hiicre kiiltiirii ortaminda fizikokimyasal cevre ve buna bagl olarak fizyolojik
kosullar daha iyi kontrol edilebilir. Sicaklik, pH, ozmotik basing, O, ve CO, kismi
basinglar1 gibi fizikokimyasal kosullar hiicre kiiltiirlinde daha kolay saglanirken, canli

viicudunda sabit bir ¢evreyi olusturarak birtakim testleri yapmak daha zordur.

2. Ornegin homojenitesinin kontrolii saglanabilir. Doku 6rnekleri ¢ogunlukla
heterojendir. Ancak, bir—iki pasaj sonra kiiltiire edilmis hiicreler, homojen hale gelirler.
Hiicrelerin homojenitesi, elde edilen {iriinlerin homojenitesi agisindan son derece

onemlidir.

3. Hiicre kiiltiirleri ekonomiktir. In vivo sistemlerde test i¢in canli organizmaya verilen
maddenin bir kismi cesitli yollarla disartya atilacak, bir kismu da organizmanin
bagisiklik sistemi tarafindan ortadan kaldirilacaktir. Bu kosullarda canli bir
organizmada, verilen maddenin ancak % 10’una bir cevap alinabilirken, hiicre

kiiltiirlerinde bu oran % 90’lara kadar ¢ikabilecektir.

4. Hiicre kiiltiirlerinin bir diger avantaji da iiriin eldesinde endiistriyel amacgli olarak
kullanilabilmesidir. Son yillarda gelistirilen teknikler ile bu, cok daha kolay

basarilabilmektedir.



Dezavantajlari:
1. Primer kiiltiir ile bagladigimizda birbirini izleyen pasajlarda hiicreler farklilagir ve bir
miktar Olim her zaman gerceklesir. Yani hiicre Kkiiltiirlerinde zamana baglh bir

kararsizlik s6z konusudur.

2. Hiicre kiiltiirlerinde hijyen cok onemli oldugu i¢in, primer kiiltiirlerin elde edildigi

doku ve bunlarin bulundugu kosullar hiicre kiiltiirlerini etkiler.

3. Deneyim cok onemli bir faktordiir. In vitro calismalarda sterilite, Kkiiltiirlerin

hazirlanmas1 ve mikroskobik inceleme bir uzmanligi gerektirir.

4. Hiicre kiiltiirleri ekonomik gibi goriinmesine ragmen aslinda ekonomik degildir.
Ciinkii kullanilan hiicre iiretme vasatlar1 ve diger malzemeler son derece pahalidir. Buna
karsin elde edilen iiriiniin saf olmasi son derece Onemli bir avantajdir. Ancak son
yillarda bu teknolojinin gelismesi, kullanilan malzemelerin gelistirilmesine ve giderek

daha da ucuzlamasina olanak tanimaktadir (74).

2.4.3. Hiicre Kiiltiirii Yonteminin Temel Asamalari

Hiicre kiiltiirii caligmalari icin gerekli donanimdaki arag—gerecler, laminar akimli
kabin, karbon dioksit (CO,) etiivii, faz kontrast mikroskop, hiicreleri saklama ve koruma
icin sivi azot tanki ve hiicrelerin iliremek i¢in tutunma ve hareketlerine olanak
saglayacak toksik olmayan, biyolojik olarak inert ve optik olarak saydam, tek

kullanimlik steril plastik kaplardir (74).

Laminar akimli kabinler partikiil filtresine sahiptirler. Bu kabinler dikey ya da
yatay olabilirler, dikey olanlarinda siiziilen hava kabinin {iistiinden ¢ikarken yatay
olanlarinda kullanici bolgesinden yatay olarak disarn iifiiriilmektedir. Kabinlerin
kullanim 6ncesi UV (ultraviyole, morotesi) 1sikla sterilizasyonu saglanmalidir. Hiicreler

yaklasik olarak % 5 CO, iceren ortamda iiretildikleri icin CO, etiivlerinden



yararlanilmaktadir. Hiicreleri gozlemek icin de faz kontrast mikroskoplar kullanilir

(72,74).

Kiiltiirler giinliik olarak kontrol edilmelidir. Besiyerinin rengi ve morfolojisi ile
hiicrelerin yogunlugu gozlemlenmelidir. Kiiltiirde hiicreler; hiicre tipine, ekilme
yogunluguna, ortamin yogunluguna ve daha onceki islemlere bagl olarak once sessiz
(inaktif) ya da “lag faz1” denilen bir doneme girerler. Bunu, en yiiksek metabolik
aktivitenin gozlendigi “log faz1” yani logaritmik artis (iireme) donemi izler. Bundan
sonra da hiicreler hiicre sayisinin sabit kaldig1 “plato fazr’ yani bir duragan evreye girer
(tim tireme ylizeyleri kaplanmistir). Hiicrelerin niifus yogunlugu iiremeyi baskiladigi
zaman besiyerinden alinirlar (harvesting). Ideal olami hiicrelerin duragan evreye
girmeden Once kiiltiirden alinmalaridir. Hiicrelerin kiiltiir kabindan alinmalar1 igin

degisik yontemler kullanilabilir:

Mekanik: Bir spatiil kullanarak hiicreler yiizeyden fiziksel olarak ayrilabilir. Ancak
hizli bir yontem olmasiyla birlikte bu yontemde hiicreler zarar gorebilirler. Bu
nedenle ancak hiicre canliligimin 6nemli olmadig1 kosullarda bu yontem tercih

edilebilir.

Proteolitik enzimler: Tripsin, kollajenaz ya da pronaz genellikle EDTA ile kombine
edildiginde hiicrelerin iireme yiizeyinden ayrilmasina neden olur. Bu yontem de
hizli ve giivenilir olmasina karsin hiicre yiizeyine zarar verebilir. Proteolitik
reaksiyon serum iceren tam kiiltiir ortaminin katilmasiyla hizli bir bi¢imde sona

erdirilebilir.

EDTA: Tek basina EDTA kullanilarak da hiicreler yiizeyden ayrilabilir.

Kiiltiir ortami (besiyeri) icin gereken bilesenler ve iireme gereksinimleri Cizelge
2.4’de Ozetlendigi gibi saglanmalidir. Kiiltiir kaplar1 CO, etiiviine (37°C; % 5 CO,)
kondugu zaman gaz giris cikisi icin kaplarin agzi hafif acik olmalidir. Ayrica ortamin

nemli olmasi ve goriiniir 1s1ktan sakinilmasi da gereklidir. Hiicre kiiltiirli calismalarinda



da tiim laboratuar ¢aligmalarinda oldugu gibi giivenlik 6nlemlerine dikkat edilmelidir

(74).

Cizelge 2.4: Hiicre kiiltiirii besiyerinin bilesenleri (memeli hiicresi i¢in).

Amino asitler Vitaminler Tuzlar Digerleri (sell):l(:ttle;:lri;e)
Arjinin o
Sistin Biotin
Glutamin Kolin NaCl
Histidin Glukoz
[zolosin Folat KCl .
o Penisilin Insiilin
Losin Nikotinamid NaH,PO,
Lizin p NaHCO Streptomisin Transferrin
; ; antotenat a
Met.l yonin ’ Fenol kirmizisi Biiyiime faktorleri
Fenilalanin Pridoksal CaCl,
Treonin o Tam serum
Triptofan Tiamin MgCl,
Tirozin Riboflavin
Valin

Hazirlanmasi zor, son derece titizlik gerektiren ve hassas calismalart igeren
hiicre kiiltiir teknolojisi, bugiin bircok alanda uygulanabilmesi nedeniyle biiylik 6neme
sahiptir. Giiniimiizde ¢ok sayida insan, organ kayiplarinin ya da cesitli organlarin
fonksiyonel bozuklugunun sonuglarina maruz kalmaktadir. Bunlarin tedavisindeki
alternatif coziimlerden birisi de doku ve organ transplantasyonlarinin yapilmasidir.
Doku miihendisligindeki gelismeler ile bu artik biitiin bir organ ya da dokunun
transplantasyonu yerine, izole edilen fonksiyonel hiicrelerin dogrudan veya cesitli
polimerik matriksler icinde canliya implantasyonu seklinde olmaktadir. Biitiin bu
yapilarin elde edilebilmesi, hiicre kiiltiirii teknolojisindeki gelismeler ile olabilmistir

(72,74,75).

2.5. Akim Sitometre ve Kullanim Alanlari

Akim sitometre sistemleri hiicrelerin ylizeyi ya da icindeki yapilarin (antijen,

reseptor vb.) boyut, graniilarite ve floresan gosterme ozelliklerini saptamakta kullanilan




bir sistemdir. Bu sistem, bir kanalda hareket eden ¢ok sayida hiicrenin biiyiikliik, graniil
icerigini ve aldigi floresan yogunlugunu ¢ok hizli bir sekilde nitel ve nicel olarak
Olcmektedir. Hiicreler akim sitometrede 6l¢iim Oncesi floresan isaretli molekiiller ile
boyanirlar ve “Fosfat Tampon Co6zeltisi” (PBS) gibi bir s1v1 igerisinde cihaza okutulur.
Bu floresan molekiiller, lazer 1sinin1 absorbe ederek uzun dalga boyunda 151n sacarlar.
Sacilan 1sinlar degisik ayna ve filtre sistemlerinin yardimiyla detektorlerle toplanir ve
optik sinyaller alinir. Bu optik sinyaller elektronik sinyallere doniistiiriilerek bilgisayara

aktarilir ve degisik hiicrelerin sayisal analizi yapilir (34).

Akim sitometre, ¢ok sayida hiicrenin kisa siirede sayillmasini saglamasi, ayni
anda bircok parametreyi objektif bir sekilde 6lcebilmesi nedeni mikroskop kullanimu ile

karsilastirildiginda bir¢ok avantaj saglayan bir olctim sistemdir (34).

1934 yilinda Andrew Moldaven isimli arastiricinin "akim boyunca kan
hiicrelerinin sayimmi" teknigini pekistirmesi ile baslayan tarih siireci hizli adimlarla
gelismis ve giliniimiizde hiicrelerin tek tek arastirilmasi asamalarina kadar gelistirilmistir

(76).

Akim sitometre, akim sistemi, lazer 151k kaynaklari, optik, elektronik ve
bilgisayar sistemi olmak iizere dort bilesenden olusur. Akim sistemi, 6rnek sivinin
“hidrodinamik odaklama” ilkesine gore aktig1 sistemdir. Bu sistem ile hiicreler akim
odas1 denilen ana boliime gelirler ve burada lazer 1sin1 ile karsilagirlar. Lazerler tek
renkli 151k kaynaklaridir. Akim sitometrede en ¢ok kullanilan lazer 151k kaynag1 “Argon
iyon lazer” dir. Bunlar, 488 nm dalga boyunda 1sin yayar ve bir¢cok florokrom
tarafindan emilir. Optik filtreler, belirli dalga boyundaki 1sinlarin gecmesini saglarken,
belirli dalga boyunun altindaki ya da iistiindekilerin ge¢mesini engellerler. “Dichroic
filtre” ve “Band—pass filtre” olmak iizere iki tip filtre vardir. Dichroic filtreler, kisa
dalga boyundaki 1sinlari ayirip, uygun detektore gonderirken, daha uzun dalga
boyundakilerin gecmesine izin verirler. Band—pass filtreler, spesifik dalga boyundaki
isinlarin - gegmesini  saglarlar. Elektronik sistemde, her hiicreden sacilan 1sinlarin
sinyalleri elektronik voltaj atimlarina ¢evrilir ve her sinyalin yiikseklik, alan, genislik

boyutlar1 depo edilen dijital sinyallere doniistiiriiliir (Sekil 2.11). Bilgisayar sisteminde,



optik ve elektronik sistemce sac¢ilan 1sinlar ve floresan, elektrik sinyallere ¢evrilir ve bu

bilgi dijital bilgiye cevrilerek bilgisayarda analiz edilmek iizere depolanir (34, 76).

Yiiklii damlalar

Andliz sivis1

Hiicre
sliispansiyonu

"Genig agith Sagihm"
Sinyali }

Yansitma t Mavi filtre
tabakalan Z

Elektronik
analiz

Sekil 2.11: Akim Sitometre cihazinin isleyis semasi (34).

Giliniimiizde, akim sitometre bir¢cok tip alaninda rutin olarak kullanilmaktadir.
Isik mikroskobunda bir defada 100—1.000 hiicre yaklasik 5 dakikada incelenebilirken,
akim sitometrede 1.000-1.000.000 hiicre bir dakika gibi kisa bir siirede
incelenebilmektedir. Bu veriler 1s181nda giiniimiizde akim sitometre pek cok arastirmada
kullanilmaktadir. Akim sitometrenin kullanim alanlar1 arasinda immiinfenotipleme,
DNA analizi, hiicre proliferasyonu ve apoptozun incelenmesi, RNA ve protein igerik
analizi, membran permeabilite ve potansiyellerinin degerlendirmesi sayilabilmektedir.
Bunlardan bagka akim sitometre ile ila¢ alim Olctimleri ve mikroorganizma tayini

yapilabilmekte, ayrica intraselliller acidan kalsiyum iyon tetkikleri, pH Olciimleri,



glutatyon analizi ve virlis ile viral iiriin tayinleri de son yillarda akim sitometrenin dnem

kazandigi bagliklar olarak karsimiza ¢cikmaktadir (76).



3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, Ankara Sap Enstitiisii Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonu’ndan
(HUKUK) saglanan insan noroblastomaya 6zgiil SK-N-MC hiicre hatt1 ve Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalindan saglanan insan

kronik myeloid 16semi hiicre hatt1 olan K-562 kullanildi.

Bu hiicrelerde sitotoksisiteyi gostermek i¢in belirli doz ve siirelerde Rho kinaz
inhibitorii olan Y-27632, COX-2 inhibitorii olan niflumik asit ve siklofosfamid
uyguland: ve tripan blue canlhilik testi (Tyripan Blue Exclusion) yontemi ile canlilik
deneyi yapildi. Kontrol ve etken madde verilmis hiicrelerden total RNA izole edildi ve
kaspaz—3, kaspaz—8 ve gliseraldehidfosfat dehidrogenaz (GAPDH housekeeping gen)
gen ekspresyonlari, Realtime online Revers Transkriptaz RT-PCR ile saptandi ve
GAPDH’a oranlanarak ekspresyonlarin relatif oranlar1 belirlendi. Ayni1 genler icin
Western Blot yontemi ile protein ekspresyonlar1 saptandi. Erken ve gec apoptozu

gostermek icin Annexin-V FITC kiti ile akim sitometrik ¢alismalar yapildi.

3.1. Kullanmilan Kimyasallar ve Cozeltiler
3.1.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullamlan Kimyasallar

RPMI-1640 hiicre besi yeri ortami (Biological Industries 01-106—-1B)
DMEM hiicre besi yeri ortami1 (Biological Industries 01-053—1A)
Tripsin EDTA (Sigma T4049)

Fotal dana serumu (Biochrom AG S0115)

L—-Glutamin (Biochrom AG K0282)
Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin (Biological Industries 03—033-1C)

DiMetil Siilfoksit (Sigma D8418)



3.1.2.

3.1.3.

flac ve Sitotoksisite Deneyinde Kullanilan Kimyasallar

Y-27632 (Tocris Bioscience 1254)
(trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4-piridinilsiklohekzankarboksamid dihidroklorid)
Kimyasal Formiilii: C;4H,;N30.2HCI.H,0
Molekiiler Agirlik: 338.28

Niflumik Asit (Sigma N0630)

Kimyasal Formiilii: C;3HoF3N,O»
Molekiiler Agirlik: 282.22

Siklofosfamid (Sigma C7397)

Kimyasal Formiilii: C;H;5C1,N,O,P.H,0
Molekiiler Agirlik: 279.10

Tripan Mavi Boyas1 (Sigma T8154)

Etanol (Fluka 02851)

Gen Ekspresyonu Saptanmasinda Kullanilan Kimyasallar

E.Z.N.A. Total RNA Kit (Omega R6834-01)

First Strand cDNA Sentez Kiti (New England Biolabs E6500S)
LightCycler TagMan Master (Roche 04535286001)

LightCycler h—-GAPDH Housekeeping Gen Seti (Roche 03261883001)
Primerler:

Kaspaz 8 Forward 5’-AGGGCTCAAATTTCTGCCTAC-3’
Reverse 5’-GGCACTGGCTGTTTGCTT-3’



3.14.

Kaspaz 3 Forward 5’-CTGGTTTTCGGTGGGTGT-3’

Reverse 5’-CAGTGTTCTCCATGGATACCTTTATT-3’
GAPDH Forward 5’- TGCACCACCAACTGCTTA-3’

Reverse 5’- GGATGCAGGGATGATGTTC-3’
Problar:
Kaspaz—8 UPL Prob 29 (Roche Universal ProbeLibrary 04687612001)
Kaspaz—3 UPL Prob 34 (Roche Universal ProbeLibrary 04687671001)

Protein Ekspresyonu Saptanmasinda Kullamlan Kimyasallar

Akrilamid/bisakrilamid % 30’luk soliisyonu (Sigma A3574)
Amonyumperoksodisiilfat (APS; Merck 1.01200.1000)
Anti Aktin (Sigma A5060)

Anti Kaspaz—3 (Sigma C9598)

Anti Kaspaz—8 (Sigma C2976)

Bromfenol Blue (Sigma B0126)

Coomasive Blue (Sigma B0149)

Enhanced Kemiluminesans ECL Plus Western Blot Deteksiyon Kiti (Amersham
Biosciences, Freiburg Germany)

Glisin (Merck 5.00190.1000)

Horseradish peroksidaz (HRP; Sigma A8592)
Merkaptoetanol (Merck 1.15433.0050)

Metanol (Riedel-de Haén 34906 )

Protein Assay Dye Reagent (Biorad 500-0006)

Rontgen Film Developer Soliisyon (General Rapid Medical)
Rontgen Film Fixer Soliisyon (General Rapid Medical)
S1gir Serum Albumin (BSA; Sigma A2058)

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS; Sigma L.4509)

Sodyum Klorid (Riedel-de Haén 13565)

Temed (Merck 1.10732.0100)



Tris HCL (Serva 37180)

Trizma Base (sigma T6066)
Tween 20 (Merck 8.22184.0500)
Yagsiz Siit Tozu (Nestle)

3.1.5. Akim Sitometre’de Kullamlan Kimyasallar

Anneksin—V FITC Apoptoz Tespit Kiti I (BD Pharmingen 556547)

PBS Tablet (Amresco E404)

3.1.6. Kullanlan Cozeltilerin icerikleri

Lizis Tamponu
Tris HCI (78.8 mg)
SDS (10 mg)

Distile su (50 ml)

Bradfort Soliisyonu
Protein assay soliisyonu (2 birim)

Distile Su (7 birim)

Ornek Tamponu (2x)
0.5 M Tris HCI (pH 6.8; 2.5 ml)
%10’luk SDS (4 ml)

Gliserol (2 ml)



Merkaptoetanol (0.2 mM)

Bromfenol blue (0.2 mg)

%10’luk Akrilamid (SDS-PAGE) Jel
Distile Su (1.25 ml)
% 30 Akrilamid (1.565 ml)
1.5 M Tris HCL (pH 8.8; 1.165 ml)
% 10 SDS (pH 7.2; 46.87 pl)
% 10 APS (17.5 ul)

Temed (3 ul)

Ust Jel (SDS-PAGE)
Distile Su (2.38 ml)
% 30 Akrilamid (520 ml)
1.5 M Tris HCL (pH 8.8; 390 ul)
% 10 SDS (pH 7.2; 65 ul)
% 10 APS (50 ul)

Temed (6 ul)

Yiiriitme Tamponu (10x)
Trizma base (3.03 g)
Sodyum Kilorid (8 g)

Distile su ile 1 1t’ye tamamlanir ve pH 7.5’e ayarlanir.



Yiiriitme Tamponu (kullanim)
10x Yiiriitme tamponu (100 ml)

Distile Su (900 ml)

Elektroblot Tamponu
10x Yiiriitme tamponu (100 ml)
Distile Su (900 ml)

Metanol (200 ml)

% 10 Amonyumperoksodisiilfat (APS)
APS (100 mg)

Distile su (1 ml)

% 10 Sodyum dodesil Siilfat (SDS)
SDS (10 g)

Distile su (90 ml)

Tris Tamponu (TBS)
Trizma Base (3.03 g)
Sodyum Kilorid (8 g)

Distile su (11t)

Tween Iceren Tris Tamponu (TBS-T)
Tris Tamponu (1 1t)

Tween 20 (2 ml)



Bloklama Soliisyonu
TBS-T (100 ml)

Yagsiz Siit Tozu (5 g)

Coomasive Blue
Coomasive Blue (0.1 g)
Metanol (50 ml)
Asetik Asit (10 ml)

Distile Su (40 ml)

3.2.Kullanilan Yontemler

Bu aragtirmada kullanilan yontemler asagida siralanmustir.

e 10°M-10°M derisimler arasinda Y-27632, niflumik asit ve siklofosfamid
uygulamast yapilmasi i¢in SK-N-MC ve K-562 hiicreleri laboratuvar
sartlarinda ¢ogaltildi.

e Y-27632, niflumik asit ve siklofosfamid’in sitotoksik etkisi i¢in Tripan
mavisi boyama yontemi kullanilarak SK-N-MC ve K-562 hiicrelerinin

canlilik testi yapildi.

e Etkin ve toksik olmayan dozun saptanmasindan sonra belirlenen gruplara
ilag uygulamasi yapildi. 24 ve 48 saat sonunda kaspaz—3 ve kaspaz—8 gen
ekspresyonu i¢in total RNA eldesi ve bunu takiben cDNA eldesi yapildi.

Protein ekspresyonu i¢in total protein eldesi yapildi.
e Deney gruplari su sekilde olusturuldu;
N8: niflumik asit 10°M
N7: niflumik asit 107 M
C7: siklofosfamid 107 M
C6: siklofosfamid 10°M

E ol L



5. Y5:Y-2763210°M

6. N8YS5: niflumik asit 10°M / Y=27632 10~ M kombinasyonu
7.
8
9

N7Y5: niflumik asit 107 M/ Y-27632 10~ M kombinasyonu

. C7Y5: siklofosfamid 10~ M / Y-27632 10~ M kombinasyonu
. C6Y5: siklofosfamid 10° M / Y=27632 10> M kombinasyonu

10. NK: Negatif kontrol
11. PK: Pozitif kontrol

e SK-N-MC ve K-562 hiicrelerinde apoptozu gostermek icin, anneksin V

boyama teknigi ile akim sitometrik inceleme caligmalari yapildi.

e Elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi icin Statistica v7.0,

SPSS for Windows v11.5 ve Scion Image for Windows v4.0 paket

programlarindaki Kruskal Wallis, Dunn, tek yonlii varyans analizi

(ANOVA), Dunnet _t ve Bonferroni testleri kullanildi.

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Bu arastirmada kullanilan SK-N-MC ve K-562 hiicreleri, hiicre kiiltiiriinde

cogaltilarak laboratuvar sartlarina uyumu saglandi. Belirlenen deney gruplari

olusturulduktan sonra Tripan mavisi boyama yontemi kullanilarak sitotoksisite

deneyleri yapildi.

Hiicrelerin Besiyeri Ortami

RPMI-1640 hiicre besi yeri ortam1 100 ml

DMEM hiicre besi yeri ortami 100 ml

Fotal dana serumu % 15
Penisilin 10.000 U/ml
Streptomisin 10 mg/ml
Amfoterisin—B 0.025 mg/ml

L—Glutamin 0.3 g/L



Hiicrelerin Fiziksel Ortam Sartlar:

Sicaklik 37°C
pH 7.0-7.4
CO, % 5

Hiicrelerin Boliinme ve Pasaj Zamanlari
SK-N-MC: 1:3 pasaj 3—4 giinde bir Tripsin—-EDTA ile

K-562: 1:3 pasaj 2 giinde bir

Ureme Ortamu

T3 (25ml) ve T4 (75ml) ortam kaplari,
4, 6 ve 24 kuyucuklu ortam kaplari

Hiicrelerin Saymmi: Hiicreler 1:1 oraninda taze besi yeri ortami/PBS ile
seyreltildikten sonra Neuber—hemositometreye alindi. Hemositometredeki dort karedeki

hiicreler sayilip ortalamasi alindiktan sonra ¢ikan say: Diliisyon Etkeni x 10* ile carpilip

1 ml’deki hiicre sayist (hiicre/ml) bulundu (Sekil 3.1).

T mm

N
smm=0.2mm

Eritrosit karest =

Lakositkaresi

F120=0.05mm

Sekil 3.1: Neuber—-Hemositometrede hiicre sayimi (77).



3.2.2. Invitro Sitotoksisite Deneyi

24 kuyucuklu kaplara 1x10° hiicre/1ml olacak sekilde Y-27632, niflumik asit ve
siklofosfamid degisik diliisyonlarda (10~ M, 10° M, 10°M, 10~ M, 10® M) eklenerek
12, 24, 36 ve 48 saatlik siirelerdeki toksisite Tripan mavisi boyasi ile belirlendi.
Inkiibasyon sonrasi hiicreler 1:1 oraninda (hiicre siispansiyonu:tripan mavi boyasi)
seyreltildiler ve Neuber Lami’nda 151k mikroskobunda sayildilar. Tripan mavisini alan
hiicreler 6lii oldugundan, maviye boyanmis ve boyanmamis hiicrelerin sayimi ile
sitotoksisite belirlendi. Cikan say1 (diliisyon faktorii x 10%) ile carpihip &lii ve canh
hiicrelerin yiizde degerleri bulundu. % 70 ve iizerinde canlilik saptanan gruplar deney

grubuna dabhil edildi.

Olii hiicrelerin yiizdesi: Tripan mavisini alan hiicreler/Tiim hiicreler x 100

3.2.3. Gen Ekspresyonu Deneyleri

DNA zincirinin 6nceden belirlenen bir boélgesini ¢ogaltmak icin kullanilan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), molekiiler genetik alaninda devrim niteligi tasiyan
bir yontemdir. Son yilllarda PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongiileri saglamak igin
kullanilan cihazlarin (thermocycler) hassas Olciim aletleriyle birlestirilmesi, real-time
PCR olarak adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine neden olmustur. Real-time
PCR, geleneksel PCR’in uygulama alanlarin1 arttirirken PCR’la iliskili pek cok
laboratuvar sorununa da ¢oziim getirmistir. Bu yontem sayesinde DNA ve RNA
ornekleri kalitatif ve kantitatif olarak kisa siirede analiz edilebilmekte, ¢cok sayida drnek

son derece az kontaminasyon riskiyle giivenle calisilabilmektedir (78).

Real-time PCR’da {iriinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu
nedenle, agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor 6tesi 151k altinda goriintiilenmesi
gibi islemlerin uygulanmasmna gerek kalmamaktadir. Real-time PCR iiriinlerinin
kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 6zgiin olmayan floresan boyalardan ya da

diziye Ozgiin problardan yararlanilmaktadir. BoOylece sonuclar aninda alinmakta,



kontaminasyon riski azalarak tiim islemler sicaklik dongiileri baslayinca otomatik

olarak devam etmektedir (79, 80).

TagMan Gen Ekspresyon Master hassas bir sekilde formiile edilmis, yiiksek
duyarlilikta, rutin ve arastirma amagh kantitatif uygulamalarda kullanilabilen bir Real—
time PCR sistemdir. Diisiik diizeyde ekspresyonu yapilan genlerin arastirilmasinda,
hedef ve referans genlerin dupleks PCR uygulamasi sonrasinda, benzer DNA veya RNA

dizilerinin karsilagtirilmasi ile kullanilmaktadir (81).

TagMan sisteminde, 5’ ve 3’ uglarindan florokrom maddelerle isaretli prob
kullanilmaktadir. Probun 5° wucunda raportdor florokrom (Reporter, R; 6-
karboksifloresein=6-FAM), 3’ ucunda ise baskilayic1 florokrom (Quencher, Q; 6-
karboksi—tetrametil-rodamin=TAMRA) bulunmaktadir (Sekil 3.2). Prob tek sarmal hale
getirilen hedef molekiil lizerinde, primerlerin baglanma bolgesinin arasinda kalan yere
baglanmaktadir (Sekil 3.3). Prob-hedef molekiil arasindaki hibridizasyon devam ettigi
siirece raportor florokrom maddenin sinyal olusturmasi, 3’ uctaki baskilayici florokrom
tarafindan engellenmektedir. Primerlerin hedef niikleik aside baglanmasini takiben
baslatilan primer uzamasi probun baglandigi noktaya kadar geldiginde, sentezin devam
edebilmesi i¢in Taqg DNA polimeraz enzimi 5’3’ ekzoniikleaz aktivitesini kullanarak
probu 5’ ugtan yikmaya baslar. Boylece raportor florokrom serbest hale gecer ve sinyal
olusturur (Sekil 3.4). Her siklusta iiretilen amplikon miktarina paralel olarak sinyal
siddeti de artmaktadir. Kalip DNA’ya hibridizasyondan sonra yansitilan Floresan Light
Cycler cihaz1 ile olc¢iilir. Ayr1 bir PCR’da yapilan aynt cDNA preparasyonu
kullanilarak  gliseraldehit—3—fosfat dehidrogenaz (GAPDH) kodlayan mRNA
housekeeping gen olarak kullanilir. Bunun iiriinii, RNA kontrolii ve rélatif kantitasyon
icin kullanilir. Her bir 6rnegin kantitasyonu, 6rnegin floresan rezonans enerjisi Light
Cycler Kantitasyon Software’t (LCQuant, Roche Diagnostics) kullanilarak olciiliir.
Bakilacak ornekte, ilgili gen mRNA miktarinin Olciilmesi icin rolatif kantitasyon
kullanilir. Amplifiye edilen DNA’nin kantitasyon analizi, kantitasyon software
(Relative Quantification software Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) ile
hesaplanmaktadir. PCR sirasinda elde edilen amplikonlar, dogrudan Light Cycler

cihazinda, logaritmik artisa gectikleri dongii sayisina gore degerlendirilmektedir.



Calisilan ornekteki gegis noktasina (CP; Crossing Point) gore DNA’nin rolatif miktart

kantitasyon software tarafindan belirlenmektedir (82,83, 84).

TagMan prob ‘

e

Sekil 3.2: TagMan sisteminde kullanilan prob (84).
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Sekil 3.3: Probun tek sarmal hale getirilen kalip DNA’ya baglanmasi (84).
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Sekil 3.4: Raportor florokrom maddenin sinyal olusturmasi (84).



3.2.3.A. E.Z.N.A. Total RNA Kiti ile RNA izolasyonu

Her bir deney grubundaki SK-N-MC ve K-562 hiicrelerine, kit icerisinde
mevcut olan TRK tamponu (350 pl) eklendi. Bunun iizerine esit hacimde % 70’lik
etanol eklenerek vortekslendi. Ornekler, kit icerisinde mevcut olan HiBind RNA Spin
tiipiine alinarak 10.000xg de 1 dakika santrifiij edildi. ikiser kez RNA yikama tamponu
ile aym siire ve hizlarda santrifiijlendikten sonra siipernatant, temiz ependorf tiiplere
alindi. 50 pl dietilpirokarbonatli su eklenerek santrifiij edildi ve RNA’nin ¢oziilmesi
icin 50 °C’de 15 dakika bekletildi. Elde edilen RNA’nin 20 ul’si safliginin ol¢iilmesi
icin —20 °C’ye alinirken, kalan1 cDNA eldesi i¢in —80 °C’de saklandi.

Elde edilen RNA’nin miktar ve safliginin tespit edilmesi i¢in spektrofotometrik
Olciim yapildi. Bunun i¢in, 20 pl 6rnek alinip quartz tiip icinde distile su ile hacmi 2
ml’ye tamamland1 ve iyice karistirildi. Spektrofotometrenin ayari yapildiktan sonra
kiivet i¢indeki karistmin 260 ve 280 nm’deki optik dansite degerleri ol¢iildii. 260 ve 280
nm’deki optik dansite degerlerinin orani hesaplanarak RNA’nin safligi hesaplandi.
Asagidaki formiiller kullanilarak elde edilen RNA’nin konsantrasyonu, miktar1 ve

saflig1 belirlendi.

Konsantrasyon (ug/ul) = Okunan OD degeri x 0.05 x 100 (sulandirma katsayist)
Saflik = 260 nm OD degeri / 280 nm OD degeri

3.2.3.B. First Strand ¢cDNA Sentez Kiti ile cDNA Eldesi

Elde edilen RNA orneklerinden 5 pg/ml olacak sekilde alinarak iizerine 2 pl kit
icerisinde bulunan random primer, 4 pl niikleotid karigimi ve 9 pl distile su eklenerek
70 °C’de 5 dakika bekletildi. Siire sonunda bu karigimin iizerine 2 pl revers transkriptaz
tamponu, 1 Wl RNAse inhibitorii ve 1 pl revers transkriptaz enzimi eklenerek 42 °C’de 1
saat inkiibe edildi. Enzim inaktivasyonu i¢in 95 °C’de 5 dakika bekletilen &rnekler,
analizi yapilana kadar —20 °C’de saklandi.



3.2.3.C. Realtime Revers Transkriptaz RT-PCR ile Gen Ekspresyonu Analizi

Elde edilen cDNA orneklerinden kaspaz-3, kaspaz—8 ve gliseraldehidfosfat
dehidrogenaz (GAPDH housekeeping gen) gen ekspresyonlar1 Real-Time online
Revers Transkriptaz RT-PCR ile Light Cycler Real-Time PCR (Roche, Almanya)
cihazi ile belirlendi. Her bir gruptan elde edilen gecis noktas1 degeri (CP), GAPDH’a
oranlanarak ekspresyonlarin rolatif oram1 (E degeri; efficiency) saptandi. Pozitif ve
negatif kontrole gore Orneklerin E degeri karsilastirilarak gen ekspresyon diizeyi

belirlendi. E degeri su sekilde hesaplandi;

E= 2—(6rnek CP degeri / housekeeping CP degeri)

Realtime PCR reaksiyonu kaspaz—3 ve kaspaz—8 icin su sekilde yapildi;

1 6rnek icin

Su 10.4 ul
UPL Prob (10 uM) 0.2 wl
Primer (forward) 0.2 ul
Primer (reverse) 0.2 ul
TagMan master 4 ul
cDNA Sul

Realtime PCR reaksiyonu GAPDH i¢in su sekilde yapildi;

1 O6rnek icin

Su 8.6 ul
MgClI2 2.4 ul
Deteksiyon karigimi 2ul
Master karigimi 2ul

cDNA

Sul



PCR kosullar Light Cycler cihazi ile su sekilde saglandi;

95°C 10 dakika 1 siklus
95°C 10 saniye

45°C 20 saniye | 45 siklus
72°C 1 saniye

40°C  30saniye 1 siklus

3.2.4. Protein Ekspresyonu Deneyleri

3.2.4.A. Protein Eldesi

SK-N-MC ve K-562 hiicrelerinden protein eldesi i¢in belirlenen deney
gruplarindaki her bir 6rnegin iizerine 150 pl kaynar lizis tamponu eklendi. Aderent olan
SK—-N-MC hiicrelerini iceren flasklar hiicre siyirict (cell scraper) ile iyice siyirilarak
ependorf tiiplerine alindi. Siispanse olan K-562 hiicreleri ise direk ependorf tiiplere
alimarak 5 dakika kaynatildi. Vortekslenen ependorflar 13.000 rpm’de +4°C’de 10
dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar temiz bir ependorfa alinarak —20 °C’de sakland.

Elde edilen proteinin 10 ul’si protein tayini i¢in ayr1 bir ependorfa alindi.

3.2.4.B. Bradfort Yontemi ile Protein Tayini

Oldukc¢a duyarl olan bu yontem (5—-100 pg/ml); organik boyalarin, proteinlerin
asidik ve bazik gruplan ile etkileserek, renk olusturmasimi esas alir. Mavi rengin
olusmasinda proteinin amino asit bilesimi (6zellikle arjinin gibi bazik amino asitler ve
aromatik amino asitler) onemlidir.Yontemde temel alinan olgu, boya normal sartlarda
465 nm’de maksimum absorbans verirken, protein ile baglandig1 zaman 595 nm dalga

boyunda maksimum absorbans vermesidir (85, 86).



Standart olarak kullanilmak iizere 1 mg/ml sigir serum albumin (BSA)
hazirlandi. Standartlar i¢in; 0, 10, 20, 30, 50, 75, 100 ul standart solusyonu (BSA)
iceren ikiser adet ependorfun iizerleri distile su ile 100’er pl’ye tamamlandi. Olgiilecek
olan ornekler de yine cift olarak hazirland1 ve 100’er ul’ye tamamlandi. Standart ve
ornekler tizerine 1’er ml bradfort soliisyonu eklenerek vortekslendi. 595 nm’ye ayarl
spektrofotometrede kor tiipine karsi ornekler okutuldu. Daha sonra elde edilen
absorbanslarin her 6rnek icin ayr1 ayri1 ortalamalar1 alinarak Prism programinda pl deki

protein miktarlar1 belirlendi.

3.2.4.C. Western Blot Analizi

SK-N-MC ve K-562 hiicrelerinden elde edilen protein karisiminda hedef
protein olan kaspaz-3 ve kaspaz—8’in varligim gostermek amaciyla 6zel bir protein—

protein hibridizasyon teknigi olan Western—Blotlama yontemi kullanildi.

Oncelikle proteinler, rnek tamponu ile 1/1 oraninda karistirildiktan sonra 5
dakika kaynatildi. Kaynatilarak denatiire edilen proteinler 6rnek tamponu icerigindeki
SDS yardimu ile negatif yiikle yiiklenir ve hidrofobik etkilesimleri bozularak lineer hale
gelirler. Tamamen negatif yiiklenen proteinler elektroforez sirasinda katottan anoda
dogru hareket ederler. Esit miktarlarda protein % 10’luk sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel (SDS-PAGE) jele yiiklenerek yiiriitme tamponu ile elektroforeze tabi

tutuldu (120 volt, 2 saat) ve jel iizerinde birbirlerinden ayrilmalar1 saglandi.

Poliakrilamid jel matriksi farkli biiyiikliikte porlar igerir, bu nedenle protein
karisimu jele yiiklenip elektroforez uygulandiginda; proteinlerin bu kanallardan gecis
hiz1 tamamen biiyiikliiklerine baghdir. Kiiciik proteinler jelde hizli, biiyiik proteinler
yavas ilerleyebilirler (72). Jelde biiyiikliiklerine gore ayrilan ve bantlar olusturan

proteinler elektrotransfer teknigi ile PVDF bir membrana aktarildi.

Elektrotransfer islemi i¢in genis iki adet borcam alindi; bunlardan birine 4 adet

siinger yerlestirildi ve {iizerlerine borcami kaplayacak sekilde elektroblot tamponu



eklendi. Diger borcama borcamin tabanini kaplayacak sekilde elektorblot tamponu ilave
edildi. Daha sonra 4 adet filtre kagidi ve 2 adet PVDF membran kesilip gerekli ol¢iilere
getirildi. Membranlar birka¢ saniye metanol ile 1slatildiktan sonra elekroblot iceren
borcama kondu. Siiresi dolmus olan elektroforez kabi alinarak cam plaklar cihazdan
cikarildi. Cikarilan cam plakalarin arasi bisturi yardimiyla acildi. Jel uygulamaya
baslandig1 yon tarafindan alt kenar ucundan belirte¢ olmak iizere kiiciik bir parca
kesildi. Ust jel ve kenarlar kesilerek atild1. Jel pastor pipeti yardimiyla siirekli olarak
elektroblot tamponu ile 1slatilarak cam plakanin iizerinden kaydirilarak cikarildi ve

icerisinde membranin da bulundugu elektroblot tamponu iceren borcama alindi.

Mini Trans-blot elektroforetik transfer aleti hazirlandi. Islak siinger sandvig
aletinin beyaz yiizii iizerine kondu. Islak siingerin {izerine 1 adet 1slak filtre kagidi
kondu. Islak filtre kagidinin lizerine membran ve membranin iizerine jel kondu. Jel
pipet ile diizlestirildi ve jelin iizerine tekrar 1 adet filtre kagidi kondu. Sonra siinger
konur ve sandvi¢ aleti kapatilarak transblot kutusuna yerlestirildi. Bu yerlestirme
yapilirken aletin kirmizi (anod) kismina sandvi¢ aletinin beyaz kisminin gelmesine
dikkat edilmelidir. Daha sonra ayn1 islem diger jel i¢in de yapilarak ikinci panel de alete
aym sekilde yerlestirildi. Kutu elektroblot tamponu ile dolduruldu. Uzeri kapatilarak
fisleri takild1 ve buzdolabina yerlestirilerek giic kaynagina baglandi. 90 miliamperde bir
gece (16 saat) transfer yapildi (Sekil 3.5).

Elektroblotting aleti a¢ildi ve membranlar alinarak, iclerine 10 ml TBS-T
soliisyonu konmus plastik kaplarda ¢alkalayicida iyice 1slatildi. Sonra kaplardaki TBS—
T bosaltildi ve membranlarin {izerini tam kaplayacak sekilde bloklama soliisyonu ilave
edilerek 1 saat bloklama islemine tabi tutuldu. Bu sayede membranlarin proteinsiz
kistmlarinin spesifik olmayan bir proteinle tutunmasi saglanarak protein yapida olan
primer antikorun bir sonraki asamada membrana non—spesifik baglanmasi engellenmis

oldu.
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Sekil 3.5: Western blot isleminin sematik goriiniimii (87).

Bir saatlik bu bloklama isleminden sonra membranlar 3 kez 10’ar dakika TBS-T
soliisyonu ile yikandiktan sonra kaspaz-3, kaspaz—8 ve aktin enzimlerine 0zgii
antikorlar ile 1:2000 diliisyonda 2 saat muamele edildi. Boylelikle primer antikor
membrana bagli olan hedef protein kaspazlar ile baglanmis oldu. Bu islem sonrasinda

da membranlar tekrar TBT-T soliisyonu ile 3 defa 10’ar dakika yikandi.

Yikama islemi tamamlandiktan sonra membranlar bu kez HRP (horseradish
peroksidaz) bagli sekonder antikor ile (1:1000 diliisyonda) 1 saat muamele edildi ve
boylece sekonder antikorun gidip primer antikora baglanmasi gerceklestirilmis oldu.
Bunun ardindan membranlar tekrar 3 kez 10’ar dakika TBS-T iceren soliisyon ile

yikandi.

Daha sonra membranlar ECL (enhanced chemiluminescence) Plus Kit
(Amersham Biosciences, Freiburg Germany) goriintiilleme soliisyonu ile 10 dakika

karanlikta muamele edildi. Cesitli siirelerde medikal rontgen filme basilarak Rontgen



Film Developer Soliisyon ve Rontgen Film Fikser Soliisyonlardan gecirilerek

goriintiilendi.

3.2.5. Akim Sitometre Deneyleri

Apoptozun Ol¢iilmesinde akim sitometre kullaniminin iki temel amaci vardir:

1. Hiicre o©liimiinde rol oynayan molekiiler ve islevsel mekanizmalarin

aydinlatilmast,

2. Olii hiicrelerin miktarinin tayini, apoptoz ve nekroz ile olusan 6liimlerin ayirt

edilebilmesi (34).

Annexin V FITC, apoptoza gitmekte olan hiicreleri ayirt eder. Apoptozun erken
evrelerinde, hiicrelerin zar yapisi bozulmaya baglar. Hiicre zar1 i¢ kisminda bulunan
fosfotidil serinler, zar disina ¢ikarlar. Ortamda Ca>* varliginda anneksin V, fosfatidil
serin ile baglanir. Annexin V’in fosfotidil serine yiiksek ilgisi vardir. Propidyum iyodid
ise canlilik i¢in standart bir akim sitometre probudur. Canli hiicreleri 6li hiicrelerden
ayirir. Hiicre zar1 korunmus canli hiicreler propidyum iyodidi gegiremezler. Zar yapilari
bozuldugunda propidyum iyodid, hiicre icine kolayca girer ve DNA ya baglanir.
Hiicreler annexin V-FITC ve propidyum iyodid ile negatif boyanirsa, bu onlarin saglikli
olduklarimi isaret eder. Annexin V-FITC pozitif, propidyum iyodid negatif boyanan
hiicreler, erken apoptoza gitmekte olduklarin1 gostermektedirler. Hiicreler, hem
anneksin V-FITC hem de propidyum iyodid pozitif boyanirsa, ge¢ apoptoza ya da
nekroza gitmektedirler (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6: AnnexinV-FITC ile Fosfatidil Serin iliskisi (88).

K—562 hiicreleri, ila¢ uygulamalarim takiben 10°-10° hiicre/ml olacak sekilde
siispanse hale getirildi. Siispanse hale gelen hiicreler soguk PBS ¢ozeltisi ile yikanip,
istteki s1v1 atildiktan sonra geriye kalan ¢okelti, Anneksin—V FITC Apoptoz Tespit Kiti
icerisindeki baglanma c¢ozeltisi ile seyreltildi. Tiipler buz iizerinde tutuldu. 490 pl hiicre
siispansiyonuna 5 pl kullanima hazir Anneksin-V FITC ve 5 pl Propidyum Iyodid
eklendi. Bu soliisyon hafifce karistirildi. Tiipler buz iizerinde 15-20 dakika karanlikta

inkiibe edildi. Hiicre 6rnekleri BD Akim Sitometre cihazinda analiz edildi.

3.3. istatistiksel Analizler

Gen ekspresyonu deneyleri iicer, protein ekspresyonu deneyleri dorder, akim
sitometrik analizler ise ikiser kez tekrarlandi. Veriler ortalama + standart hata olarak

ifade edildi.

Gen ekspresyonu deneyleri icin, en az iki grup arasinda, saat degerleri
bakimindan herhangi bir farklilik olup olmadigini tespit etmek icin Kruskal Wallis testi,
anlamli bulunan sonuglar i¢in de bu farkliligin hangi gruplar arasinda anlamli olup
olmadigin1 belirlemek i¢in de Dunn testi kullanildi. Gruplar arast yapilan

karsilagtirmalarda negatif kontrol gruplar1 baz alinarak, diger gruplar ile karsilastirildi.



Yapilan analizde kontrol gruplar1 ve diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik olup
olmadigini tespit etmek icin Dunnet _t testi kullanildi. Yapilan istatistiksel caligmada 1.
tip hata miktar1 olarak o =0,05 belirlenmis ve her ¢alismadan elde edilen anlamlilik

degerleri ile (p) karsilastirilmistir.

Protein ekspresyonu sonucu elde edilen bantlarin analizi i¢in tek yonlii varyans

analizi (ANOVA) ve Dunnet _t testi kullanildi.

Akim Sitometre deneyleri i¢in, kontrol gruplari ve diger gruplar arasinda anlaml
bir farklilik olup olmadigin tespit etmek icin Dunnet _t testi kullanildi. Tiim gruplar
kendi aralarinda canlilik orani degiskenleri acisindan karsilastirilirken, oncelikle tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak en az iki grup arasinda anlamli bir
farklilik olup olmadigr incelendi. Anlamli ¢ikan degiskenler icin farkliliklarin hangi
degisken gruplar arasinda anlamli olup olmadigini tespit etmek icinse Bonferroni testi

kullanildi.

Yapilan analizlerde Statistica v7.0, SPSS for Windows v11.5 ve Scion Image for
Windows v4.0 paket programlar1 kullanilmigtir.



4. BULGULAR

4.1. Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 icin Gen Ekspresyonu Bulgular:

SK-N-MC ve K-562 hiicre hatlart laboratuar sartlarinda kiiltiire edilip, deney
gruplar1 olusturuldu. Hiicre hatlarmin 24. ve 48. saat sonunda, apoptotik genler olan
kaspaz—3 ve kaspaz—8 genlerinin amplifikasyon durumu arastirildi. K-562 hiicre hatt1
icin caligilan tiim gruplarin 24. saatte kaspaz—3 geni icin amplifikasyon egrisi Sekil

4.1°de gosterilmistir.

Amplifikasyon f
Egrisi L

Floresan (640/530)

24 6 B 10121416 18 20 22 24 75 28 30 32 34 35 30 40 42 44

Siklus sayis1

Sekil 4.1: K-562 hiicre hattinda 24 saat sonunda kaspaz—3 geni icin elde edilen amplifikasyon egrisi.

K-562 hiicre hattinda calisilan tiim gruplarin 24. saatte kaspaz—8 geni igin

amplifikasyon egrisi Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2: K-562 hiicre hattinda 24 saat sonunda kaspaz—8 geni icin elde edilen amplifikasyon egrisi.

K-562 hiicre hattinda calisilan tiim gruplarin 24. saatte housekeeping gen olan

GAPDH geni icin amplifikasyon egrisi ise Sekil 4.3’ de gOsterilmistir.
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Sekil 4.3: K-562 hiicre hattinda 24 saat sonunda GAPDH geni icin elde edilen amplifikasyon egrisi.



Caligilan tiim gruplarda, ekspresyon oranlari negatif kontrol baz alinarak
hesaplanmistir. Negatif kontrole gore istatistiksel olarak anlamli artis gosteren gruplara

ait p degerleri (*) ile gosterilmistir.

K-562 hiicre hattinda kaspaz—3 geni icin 24. saatte N7Y5, N8 grubu disinda tiim
gruplarda negatif kontrole gore bir ekspresyon artisi saptanmistir. Bu artisin istatistiksel

olarak anlamli oldugu gruplar Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1: K-562 hiicre hattinda kaspaz—3 geni i¢in 24. saatte ekspresyon orani (E) degeri ortalamalari.
N8: niflumik asit 107 M, N7: niflumik asit 107" M, C7: siklofosfamid 10~ M, C6: siklofosfamid 107 M,
Y5: Y-27632 10 M, N8YS5: niflumik asit 10™* M / Y-27632 10~ M kombinasyonu, N7Y5: niflumik asit
107M/Y-27632 10° M kombinasyonu, C7Y5: siklofosfamid 107 M/Y=27632 10°M kombinasyonu,
C6Y5: siklofosfamid 10°M / Y-27632 10> M kombinasyonu, NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol.

Grup o E Degeri Standart | Ortalama o
Adi rnek Ortalamasi Sapma Fark p degeri
Sayis1 (N)
N8 3 0.4601 0.0031 0.0010 1.000
N7 3 0.5224 0.0075 0.0634 0.000*
C7 3 0.4954 0.0078 0.0363 0.000*
Cé6 3 0.4874 0.0019 0.0284 0.000*
Y5 3 0.5000 0.0069 0.0409 0.000*
N8Y5 3 0.5236 0.0020 0.0646 0.002*
N7Y5 3 0.4465 0.0047 -0.0125 0.154
C7Y5 3 0.5046 0.0040 0.0456 0.000*
Co6Y5 3 0.5321 0.0036 0.0731 0.092*
NK 3 0.4590 0.0048
PK 3 0.5460 0.0156

K-562 hiicre hattinda kaspaz—3 geni icin 48. saatte N8, C6, Y5, N8YS5 ve C6Y5

gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir ekspresyon artis1 saptanmistir (Cizelge 4.2).



Cizelge 4.2: K-562 hiicre hattinda kaspaz—3 geni icin 48. saatte E degeri ortalamalari.

Grup 2« E Degeri Standart | Ortalama -
Adr Ornek Ortalamasi Sapma Fark p degeri
Sayisi (N)
N8 3 0.5224 0.0041 0.0548 0.000*
N7 3 0.4506 0.0054 -0.0169 0.127
C7 3 0.4763 0.0086 0.0087 0.800
Co 3 0.4954 0.0039 0.0278 0.003*
Y5 3 0.5249 0.0109 0.0573 0.000*
N8YS 3 0.4943 0.0079 0.0266 0.004*
N7YS 3 0.4720 0.0114 0.0044 0.998
C7Y5 3 0.4763 0.0057 0.0087 0.803
C6YS 3 0.5023 0.0040 0.0347 0.000*
NK 3 0.4676 0.0049
PK 3 0.5497 0.0133

K-562 hiicre hattinda kaspaz—8 geni icin 24. saatte calisilan tiim gruplarda

istatistiksel olarak anlamli bir ekspresyon artis1 saptanmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3: K-562 hiicre hattinda kaspaz—8 geni i¢in 24. saatte E degeri ortalamalari.

Grup | Ornek E Degeri Standart | Ortalama -
Adi Sayis1 | Ortalamasi Sapma Fark p degeri
)
N8 3 0.4146 0.0028 0.0578 0.000*
N7 3 0.5034 0.0034 0.1466 0.000*
C7 3 0.3771 0.0030 0.0203 0.024*
Ceo 3 0.4081 0.0107 0.0512 0.000*
YS 3 0.4023 0.0016 0.0455 0.000*
N8YS 3 0.4234 0.0100 0.0665 0.000*
N7YS 3 0.5165 0.0114 0.1596 0.000*
C7Y5 3 0.4205 0.0100 0.0636 0.000*
Ce6YS 3 0.4146 0.0000 0.0578 0.000*
NK 3 0.3568 0.0051
PK 3 0.4333 0.0091




K-562 hiicre hattinda kaspaz—8 geni i¢in 48. saatte N8, N7, C6, Y5, N8YS5 ve
N7Y5 gruplarinda istatistiksel olarak anlaml bir ekspresyon artis1 saptanmistir (Cizelge

4.4).

Cizelge 4.4: K-562 hiicre hattinda kaspaz—8 geni icin 48. saatte E degeri ortalamalari.

Grup o E Degeri Standart | Ortalama ..
Adi rnek Ortalamasi Sapma Fark p degeri
Sayisi (N) p
N8 3 0.4130 0.0189 0.0511 0.000*
N7 3 0.4548 0.0018 0.0929 0.000*
C7 3 0.3789 0.0069 0.0171 0.205
Co6 3 0.4052 0.0086 0.0433 0.000*
Y5 3 0.4818 0.0038 0.1200 0.000*
N8YS5S 3 0.3843 0.0139 0.0225 0.046*
N7Y5S 3 0.4273 0.0061 0.0654 0.000*
C7Y5 3 0.3737 0.0025 0.0118 0.607
C6Y5 3 0.3627 0.0095 0.0008 1.000
NK 3 0.3618 0.0071
PK 3 0.4446 0.0154

SK-N-MC hiicre hattinda kaspaz—3 geni icin 24. saatte N8, N8YS5 ve N7Y5
gruplarinda negatif kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir ekspresyon artisi
saptanmistir. C6, Y5 ve C6YS gruplarinda ise negatif kontrole gore ekspresyon
oranlarinda bir azalma oldugundan dolayi, bu gruplara ait p degerleri anlamli olarak

kabul edilmemistir (Cizelge 4.5).



Cizelge 4.5: SK-N-MC hiicre hattinda kaspaz—3 geni i¢in 24. saatte E degeri ortalamalari.

Grup 2« E Degeri Standart | Ortalama -
Adr Ornek Ortalamasi Sapma Fark p degeri
Sayisi (N)
N8 3 0.5189 0.0116 0.0468 0.000*
N7 3 0.4863 0.0033 0.0142 0.114
C7 3 0.4774 0.0038 0.0053 0.960
Cé 3 0.4263 0.0029 —0.0458 0.000
Y5 3 0.4254 0.0090 -0.0467 0.000
N8YS 3 0.4919 0.0019 0.0198 0.011*
N7YS 3 0.5011 0.0020 0.0290 0.000*
C7Y5 3 0.4807 0.0019 0.0086 0.616
Co6Ys5 3 0.4654 0.0049 —0.0066 0.857
NK 3 0.4721 0.0159
PK 3 0.5756 0.0023

SK-N-MC hiicre hattinda kaspaz—3 geni i¢in 48. saatte calisilan tiim gruplarda

istatistiksel olarak anlamli bir ekspresyon artis1 saptanmstir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6: SK-N-MC hiicre hattinda kaspaz—3 geni i¢in 48. saatte E degeri ortalamalart.

Grup - E Degeri Standart Ortalama o
Ornek p degeri
Adi Sayist (N) Ortalamasi Sapma Fark
N8 3 0.4763 0.0056 0.0739 0.000%*
N7 3 0.4527 0.0047 0.0503 0.000%*
Cc7 3 0.4931 0.0034 0.0907 0.000*
Ceo 3 0.4719 0.0018 0.0695 0.000%*
Y5 3 0.4383 0.0030 0.0359 0.000*
N8YS5 3 0.4393 0.0046 0.0369 0.000*
N7Y5 3 0.4485 0.0035 0.0461 0.000*
C7Y5 3 0.4548 0.0018 0.0524 0.000*
Ce6YS5 3 0.4622 0.0018 0.0598 0.000*
NK 3 0.4024 0.0042
PK 3 0.4496 0.0047

SK-N-MC hiicre hattinda kaspaz—8 geni i¢in 24. saatte N8 ve C7Y5 gruplarinda

negatif kontrole gore ekspresyon artis1 olmasina karsin, sadece N8 grubunda bu artig




istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Diger gruplarda ise ekspresyon oranlarinda

negatif kontrole gore azalma saptanmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7: SK-N-MC hiicre hattinda kaspaz—8 geni i¢in 24. saatte E degeri ortalamalari.

Grup s E Degeri Standart Ortalama <
Adi Ornek Ortalamasi Sapma Fark p degeri
Sayisi (N)
N8 3 0.5236 0.0075 0.0202 0.003*
N7 3 0.4920 0.0104 -0.0114 0.179
C7 3 0.4601 0.0084 -0.0433 0.000
Co 3 0.4527 0.0018 -0.0507 0.000
Y5 3 0.4454 0.0047 —-0.0580 0.000
N8YS 3 0.4590 0.0048 -0.0444 0.000
N7YS 3 0.4413 0.0030 -0.0621 0.000
C7Y5 3 0.5093 0.0053 0.0058 0.859
C6Y5 3 0.4676 0.0067 —0.0358 0.000
NK 3 0.5034 0.0034
PK 3 0.4840 0.0019

SK-N-MC hiicre hattinda kaspaz—8 geni icin 48. saatte N8, N7 ve Y5
gruplarinda, negatif kontrole gore ekspresyon oraninda artis saptanmistir. Diger

gruplarda ise ekspresyon oranlarinda negatif kontrole gore azalma saptanmistir (Cizelge

4.8).

Cizelge 4.8: SK-N-MC hiicre hattinda kaspaz—8 geni i¢in 48. saatte E degeri ortalamalart.

Grup s E Degeri Standart Ortalama -
Adr Ornek Ortalamasi Sapma Fark p degeri
Sayisi (N)
N8 3 0.5285 0.0036 0.0673 0.000%*
N7 3 0.4741 0.0019 0.0129 0.002*
C7 3 0.4444 0.0030 -0.0167 0.000
Cé 3 0.4061 0.0048 —-0.0550 0.000
YS 3 0.4774 0.0019 0.0162 0.000%*
N8YS 3 0.4558 0.0018 —-0.0349 0.000
N7YS 3 0.4099 0.0043 -0.0512 0.000
C7Y5 3 0.3996 0.0069 -0.0615 0.000
Ce6YS 3 0.3685 0.0000 -0.1222 0.000
NK 3 0.4611 0.0048
PK 3 0.4908 0.0039




4.2. Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 Icin Protein Ekspresyonu Bulgulari

SK-N-MC ve K-562 hiicre hatlar1 laboratuar sartlarinda kiiltiire edilip, deney
gruplart olusturuldu. 24. ve 48. saat sonunda kaspaz—-3 ve kaspaz—8 proteinleri icin
ekspresyon degerleri arastirildi. Her grupta sonug elde edilememesine karsin, sonug elde

edilen gruplara ait veriler asagidaki sekillerde gosterilmistir (Sekil 4.4, 4.5, 4.6, 4.7).

K-562 hiicre hatt1 icin NK, N8YS5 ve N7Y5 gruplarina ait 24. saat kaspaz—3 ve
aktin proteini bantlar1 Sekil 4.4’de gosterilmektedir. Bantlar aras1 gozlenen farkliliklar
Scion Image for Windows v4.0 paket programinda degerlendirilmis ancak gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p>0.05).

Kaspaz-3

Aktin

Sekil 4.4: K-562 hiicre hattinda 24. saatte kaspaz—3 geni i¢in protein ekspresyonu bantlari. 1, 4,
7 ve 10 nolu siitunlar NK; 2, 5 ve 8 nolu siitunlar N8Y5; 3, 6 ve 9 nolu siitunlar ise N7Y5
grubunu gostermektedir.

K-562 hiicre hatt1 icin NK, N8YS5 ve N7Y5 gruplarina ait 48. saat kaspaz—3 ve
aktin proteini bantlar1 Sekil 4.5’de gosterilmektedir. Calisilan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05).



Kaspaz-3

Aktin

Sekil 4.5: K-562 hiicre hattinda 48. saatte kaspaz—3 geni i¢in protein ekspresyonu bantlari. 1, 4,
7 ve 10 nolu siitunlar NK; 2, 5 ve 8 nolu siitunlar N8Y5; 3, 6 ve 9 nolu siitunlar ise N7Y5
grubunu gostermektedir.

SK-N-MC hiicre hatt1 icin NK, N8Y5 ve N7Y5 gruplarina ait 24. saat kaspaz—3
ve aktin proteini bantlart Sekil 4.6’da gosterilmektedir. Calisilan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05).

Kaspaz-3

Aktin

Sekil 4.6: SK-N-MC hiicre hattinda 24. saatte kaspaz—3 geni icin protein ekspresyonu bantlari.
1, 4, 7 ve 10 nolu siitunlar NK; 2, 5 ve 8 nolu siitunlar N8YS5; 3, 6 ve 9 nolu siitunlar ise N7Y5
grubunu gostermektedir.

SK-N-MC hiicre hatt1 icin NK, N8YS5 ve N7Y5 gruplarina ait 48. saat kaspaz—3
ve aktin proteini bantlar1 Sekil 4.7°de gosterilmektedir. Calisilan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05).



Kaspaz-3

Aktin L e e

Sekil 4.7: SK-N-MC hiicre hattinda 48. saatte kaspaz—3 geni icin protein ekspresyonu bantlari.
1, 4, 7 ve 10 nolu siitunlar NK; 2, 5 ve 8 nolu siitunlar N8Y5; 3, 6 ve 9 nolu siitunlar ise N7Y5

grubunu gostermektedir.

4.3. Akim Sitometri Bulgular:

K-562 hiicre hatlar1 laboratuar sartlarinda kiiltiire edilip, deney gruplar
olusturuldu. 24. ve 48. saat sonunda hiicrelerin canlilik, erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve
nekroz oranlar1 akim sitometrik olarak degerlendirildi. SK-N-MC hiicre hatt1 aderent
oldugundan ve deney sirasinda hiicreleri kabin yiizeyinden kaldirma sirasinda da 6liim

gerceklestiginden dolayr bu hiicre hatti akim sitometrik c¢alisma grubuna dahil

edilememistir.
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Sekil 4.8: K-562 hiicrelerinde canliligin ve apoptozun akim sitometrik olarak degerlendirilmesi
A) Negatif Kontrol/24 saat B) Negatif Kontrol/48 saat C) Pozitif Kontrol/24 saat ve D) Pozitif
Kontrol/48 saat. 3 nolu alan canli, 4 nolu alan erken apoptoz, 2 nolu alan ge¢ apoptoz ve 1 nolu
alan ise nekrozu gostermektedir.
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Sekil 4.9: K-562 hiicrelerinde canliligin ve apoptozun akim sitometrik olarak degerlendirilmesi
A) C6Y5/24 saat; B) C6Y5/48 saat. 3 nolu alan canli, 4 nolu alan erken apoptoz, 2 nolu alan geg
apoptoz ve 1 nolu alan ise nekrozu gostermektedir.
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Sekil 4.10: K-562 hiicrelerinde canliligin ve apoptozun akim sitometrik olarak degerlendirilmesi
A) C6/24 saat; B) C6/48 saat. 3 nolu alan canli, 4 nolu alan erken apoptoz, 2 nolu alan geg
apoptoz ve 1 nolu alan ise nekrozu gostermektedir.
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Sekil 4.11: K562 hiicrelerinde canliliin ve apoptozun akim sitometrik olarak degerlendirilmesi
A) Y5/24 saat; B) Y5/48 saat. 3 nolu alan canli, 4 nolu alan erken apoptoz, 2 nolu alan gec

apoptoz ve 1 nolu alan ise nekrozu gostermektedir.
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Sekil 4.12: K-562 hiicrelerinde canliligin ve apoptozun akim sitometrik olarak degerlendirilmesi
A) C7/24 saat; B) C7/48 saat. 3 nolu alan canli, 4 nolu alan erken apoptoz, 2 nolu alan geg
apoptoz ve 1 nolu alan ise nekrozu gostermektedir.
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Sekil 4.13: K562 hiicrelerinde canliliin ve apoptozun akim sitometrik olarak degerlendirilmesi
A) N7/24 saat; B) N7/48 saat. 3 nolu alan canli, 4 nolu alan erken apoptoz, 2 nolu alan gec
apoptoz ve 1 nolu alan ise nekrozu gostermektedir.
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Sekil 4.14: K562 hiicrelerinde canliliin ve apoptozun akim sitometrik olarak degerlendirilmesi
A) N8/24 saat; B) N8/48 saat. 3 nolu alan canli, 4 nolu alan erken apoptoz, 2 nolu alan gec
apoptoz ve 1 nolu alan ise nekrozu gostermektedir.
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Sekil 4.15: K562 hiicrelerinde canliliin ve apoptozun akim sitometrik olarak degerlendirilmesi
A) N8Y5/24 saat; B) N8Y5/48 saat. 3 nolu alan canli, 4 nolu alan erken apoptoz, 2 nolu alan gec
apoptoz ve 1 nolu alan ise nekrozu gostermektedir.
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Sekil 4.16: K-562 hiicrelerinde canliligin ve apoptozun akim sitometrik olarak degerlendirilmesi
A) N7Y5/24 saat; B) N7Y5/48 saat. 3 nolu alan canli, 4 nolu alan erken apoptoz, 2 nolu alan ge¢
apoptoz ve 1 nolu alan ise nekrozu gostermektedir.
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Sekil 4.17: K-562 hiicrelerinde canliligin ve apoptozun akim sitometrik olarak degerlendirilmesi
A) C7Y5/24 saat; B) C7Y5/48 saat. 3 nolu alan canli, 4 nolu alan erken apoptoz, 2 nolu alan geg
apoptoz ve 1 nolu alan ise nekrozu gostermektedir.

K-562 hiicre hattinda 24. saatteki ortalama canli hiicre yiizdesi negatif kontrole
gore karsilastirilmis; N8YS ve N7YS5S gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma

saptanmustir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9: K-562 hiicre hattinda 24. saatteki canli hiicre ortalamasi.

Ornek O;‘{tglca:.l:a Standart Ortalama p degeri
Grup Ad1 Sayisi (N) Yiizdesi Sapma Fark
N8 2 95.6750 0.6293 —1.4500 0.569
N7 2 96.0250 0.3747 —1.1000 0.826
C7 2 95.5850 1.6475 —1.5400 0.504
Co 2 96.2450 0.5303 —0.8800 0.942
Canls Hiicre Y5 2 95.8900 0.3252 —1.2350 0.732
N8YS 2 89.9750 0.3464 —7.1500 0.000*
N7YS 2 94.0300 0.0989 -3.0950 0.027*
C7YS5 2 95.7800 0.0565 —-1.3450 0.649
C6YS 2 95.0100 0.3252 -2.1150 0.193
NK 2 97.1250 1.4354
PK 2 0.4100 0.1555




K-562 hiicre hattinda 24. saatteki ortalama erken apoptotik hiicre yiizdesi

negatif kontrole gore karsilastirilmis ve N8YS grubunda istatistiksel olarak anlamli bir

artis saptanmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10: K-562 hiicre hattinda 24. saatteki erken apoptotik hiicre ortalamasi.

Ornek 0;;;1;213 Standart | Ortalama p degeri
Grup Ad1 Sayisi (N) Yiizdesi Sapma Fark

N8 2 1.3400 0.1838 -0.5000 0.985
N7 2 0.5050 0.0777 -1.3350 0.287
C7 2 0.8150 0.0070 -1.0250 0.565
C6 2 0.6450 0.1343 -1.1950 0.399
Erken Y5 2 1.0200 0.4808 -0.8200 0.783
Apoptotik N8Y5 2 6.0700 0.4101 4.2300 0.000%*
Hiicre N7Y5 2 3.7900 0.1555 1.9500 0.053
C7Y5 2 1.6100 0.1697 -0.2300 1.000
C6Y5 2 1.3600 0.0848 -0.4800 0.989

NK 2 1.8400 1.3859

PK 2 0.4050 0.0636

K-562 hiicre hattinda 24. saatteki ortalama ge¢ apoptotik hiicre yiizdesi negatif
kontrole gore karsilastirilmig; N8, N8YS5 ve C6YS5 gruplarinda istatistiksel olarak
anlaml bir artis saptanmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11: K-562 hiicre hattinda 24. saatteki ge¢ apoptotik hiicre ortalamasi.

Ornek O;{tgl;?a Standart | Ortalama p degeri
Grup Ad1 Sayisi (N) Yiizdesi Sapma Fark

N8 2 2.5600 0.3535 1.9800 0.008*
N7 2 1.0900 0.1697 0.5100 0.913
Cc7 2 1.6900 0.1697 1.1100 0.213
Cé6 2 1.0250 0.0636 0.4450 0.959
Geg Y5 2 1.0850 0.6151 0.5050 0.917
Apoptotik N8YS5 2 2.9150 0.3747 2.3350 0.002*
Hiicre N7Y5 2 1.7250 0.0919 1.1450 0.189
C7Y5 2 1.9200 0.0989 1.3400 0.093
C6Y5 2 2.4500 0.2262 1.8700 0.012%*

NK 2 0.5800 0.0707

PK 2 93.8850 1.0818




K-562 hiicre hattinda 24. saatteki ortalama nekrotik hiicre yiizdesi negatif
kontrole gore karsilastirnllmis ve N7 grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artig

saptanmustir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12: K-562 hiicre hattinda 24. saatteki nekrotik hiicre ortalamasi.

Ornek ngl;:la Standart Ortalama p degeri
Grup Ad1 Sayisi (N) Yiizdesi Sapma Fark

N8 2 0.4300 0.0990 -0.020 1.000

N7 2 2.3800 0.6223 1.930 0.034*

C7 2 1.9100 1.4708 1.460 0.150

Co 2 2.0850 0.4596 1.635 0.088

Nekrotik Y5 2 2.0050 0.1909 1.555 0.113
Hiicre N8YS 2 1.0450 0.3748 0.595 0.927

N7Y5 2 0.4550 0.0354 0.005 1.000
C7Y5 2 0.6900 0.1273 0.240 1.000
C6Y5 2 1.1800 0.0141 0.730 0.810

NK 2 0.4500 0.0283

PK 2 5.3050 0.8556

K-562 hiicre hattinda 48. saatteki ortalama canli hiicre yiizdesi negatif kontrole

gore karsilastirilmis olup tiim gruplarda bir azalma saptanmistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13: K-562 hiicre hattinda 48. saatteki canli hiicre ortalamasi.

Ornek 0;;;1;213 Standart | Ortalama p degeri
Grup Ad1 Sayisi (N) Yiizdesi Sapma Fark
N8 2 86.1850 1.0535 -12.6600 0.000
N7 2 91.2150 0.6717 -7.6300 0.007
Cc7 2 94.8800 1.1738 -3.9650 0.266
Co6 2 92.9200 0.3677 -5.9250 0.040
Y5 2 89.6550 0.3889 -9.1900 0.001
Canh Hiicre N8Y5 2 80.2650 0.5161 -18.5800 0.000
N7Y5 2 77.4000 1.9940 —-21.4450 0.000
C7Y5 2 75.1850 4.7588 —-23.6600 0.000
C6Y5 2 78.4500 1.0748 -20.3950 0.000
NK 2 98.8450 0.2474
PK 2 0.0350 0.0070




K-562 hiicre hattinda 48. saatteki ortalama erken apoptotik hiicre yiizdesi
negatif kontrole gore karsilastirllmis ve C7 grubu disindaki tiim gruplarda istatistiksel

olarak anlamli bir artis saptanmustir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14: K-562 hiicre hattinda 48. saatteki erken apoptotik hiicre ortalamasi.

Ornek Oggl;]:a Standart Ortalama p degeri
Grup Ad1 Sayisi (N) Yiizdesi Sapma Fark

N8 2 12.2700 0.9192 11.8650 0.000%
N7 2 6.1850 0.4454 5.7800 0.007*
C7 2 3.7300 1.3717 3.3250 0.182
C6 2 5.5800 0.6505 5.1750 0.016*
Y5 2 9.1350 0.8838 8.7300 0.000%*
Erken N8Y5 2 17.8800 0.7071 17.4750 0.000%*
Apoptotik N7Y5 2 19.8650 1.5627 19.4600 0.000%*
Hiicre C7Y5 2 18.8300 1.9091 18.4250 0.000%*
C6Y5 2 18.7000 0.7495 18.2950 0.000%*

NK 2 0.4050 0.1343

PK 2 0.5050 0.2899

K-562 hiicre hattinda 48. saatteki ortalama ge¢ apoptotik hiicre yiizdesi negatif
kontrole gore karsilastirilmig ve tiim gruplarda artis saptanmis olmasina karsin bu artis,

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15: K-562 hiicre hattinda 48. saatteki ge¢ apoptotik hiicre ortalamasi.

Ornek Oggl;]:a Standart Ortalama p degeri
Grup Ad1 Sayisi (N) Yiizdesi Sapma Fark

N8 2 1.2100 0.0424 0.8250 1.000
N7 2 1.4500 0.0989 1.0650 1.000
C7 2 0.7900 0.1131 0.4050 1.000
C6 2 0.8550 0.1060 0.4700 1.000
Y5 2 0.7100 0.0282 0.3250 1.000
Gec N8Y5 2 1.3600 0.3252 0.9750 1.000
Apoptotik N7Y5 2 2.4250 0.6434 2.0400 0.979
Hiicre C7Y5 2 4.5350 1.7748 4.1500 0.522
C6Y5 2 2.1800 0.2121 1.7950 0.992

NK 2 0.3850 0.0495

PK 2 98.2700 0.1555




K-562 hiicre hattinda 48. saatteki ortalama nekrotik hiicre yiizdesi negatif
kontrole gore karsilagtirilmistir. N8 ve N7YS5 gruplart disinda tiim gruplarda bir artis

olmasina karsin bu artis, istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16: K-562 hiicre hattinda 48. saatteki nekrotik hiicre ortalamasi.

Ortalama

Ornek Hiicre Standart Ortalama p degeri
Grup Ad1 Sayisi (N) Yiizdesi Sapma Fark

N8 2 0.3350 0.0919 -0.030 1.000
N7 2 1.1500 1.2162 0.785 1.000
C7 2 0.6000 0.3111 0.235 1.000
Co 2 0.6500 0.3818 0.285 1.000
Y5 2 0.5000 0.5233 0.135 1.000
Nekrotik N8YS 2 0.4950 0.5162 0.130 1.000
Hiicre N7Y5 2 0.3100 0.2121 -0.055 1.000
C7Y5 2 1.4550 1.0677 1.090 0.997
C6Y5 2 0.6750 0.5303 0.310 1.000

NK 2 0.3650 0.1626

PK 2 1.1900 0.1273




5. TARTISMA

Bu c¢alismada insan noéroblastoma SK-N-MC ve insan kronik miyeloid 16semi
K-562 hiicre hatlarinda Rho kinaz inhibitorii olan Y-27632, COX-2 inhibitorii olan
niflumik asit ve siklofosfamitin, apoptoza etkileri arastirildi. Olusturulan deney
gruplarinda, apoptotik genler olan kaspaz—3 ve kaspaz—8 icin gen ve protein
ekspresyonu diizeylerindeki degisiklikler, ayrica akim sitometrik analizler ile canlilik ve

apoptoz oranlari incelendi.

Her iki hiicre hattinda da apoptozda rol oynayan genler olan kaspaz-3 ve
kaspaz—8 genlerinin Y-27632, niflumik asit ve siklofosfamid gruplarinda ekspresyon
diizeylerinde artis saptanmistir. Bu durum protein ekspresyonu ile desteklenmek
istenmesine karsin, net veriler elde edilemediginden dolayi, protein ekspresyonu
bulgular1 degerlendirme dis1 tutulmustur. Ancak akim sitometrik analizler ile gen
ekspresyonu bulgularimiz desteklenmis olup, kullandigimiz maddelerin hiicreleri

apoptoza gotiirdiigiine isaret etmektedir.

Son yillarda yapilan bir¢cok calismada, cesitli hiicre gruplarinda COX-2
ekspresyonunun apoptozu baskiladig gosterilmistir. Kanser hiicrelerinde COX-2’nin
antiapoptotik etkisini gostermeye yonelik giderek artan deliller mevcuttur. Rat intestinal
epitel hiicrelerinde (RIE) COX-2 ekspresyon artisinin, Bcl-2 protoonkogeninin
ekspresyonunun artigi sonucu gerceklestigi ve bu durumun da apoptoz inhibisyonuna
yol actig1 gosterilmistir. Ayn1 zamanda kanser hiicrelerinin invaziv yeteneginin, COX-2

araciligi ile diizenlenebilecegi gosterilmistir (89, 90,91).

Insan kolon kanseri hiicrelerinde selektif COX-2 inhibitorii olan NS—398’in,
anjiyogenezisi inhibe ettigi ve COX-2 inhibitorlerinin kanser 6nleme ve tedavisinde
giiclii bir ajan olabilecegi gosterilmistir (91). NSAII kullaniminin, kolorektal kanseri
olusma riskini % 50’ye kadar azalttigt bulunmustur (89). Bu iliskinin COX-2
inhibisyonu iizerinden oldugu diisiiniilmektedir, ciinkii kanserli kolon bdlgesinde
belirgin bir COX-2 aktivitesi artis1 oldugu gosterilmistir. Bu iliskinin dogrulugunu

arastirmak {izere yapilan bir calismada, yiiksek seviyede COX-2 aktivitesi iceren insan



kolon kanser hiicreleri farelere implante edilmis ve farelere selektif COX-2 inhibitorii

baslandiginda tiimor gelisiminin % 85-90 oraninda azaldig gosterilmistir (92,93,94).

Insan meme kanseri hiicre hatt MDA-MB-231 iizerine, COX—-2 inhibit6rii olan
selekoksib’in etkilerinin arastirildig in vitro bir ¢calismada, selekoksib’in sadece kanser
hiicrelerinin biiylimesini degil aynm1 zamanda anjiyogenik yolagi da baskiladigi
gosterilmistir (95). Bir diger ¢calismada ise COX-2 inhibisyonunun, endometriyal kanser

hiicrelerinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir (61).

Noroblastoma tedavisinde COX inhibitorlerinin kullantminin, mitokondriyal
yolak araciligr ile kaspaza bagimli apoptoz mekanizmasini indiikledigi gosterilmistir
(96). Bizim bulgularimiz literatiir ile uyumlu olup, COX-2 inhibisyonunun apoptoza

gotiirdiiglinii dogrulamaktadir.

Ozefagus kanseri ile ilgili bir calismada selektif COX-2 inhibitorlerinin, Fas
reseptorlerinin ekspresyonunu arttirabilecegi ve apoptoz ile hiicre proliferasyonunu
etkileyerek Ozefagus kanserini inhibe edebilecegini gostermistir. Epidemiyolojik ve
klinik deneyler bu bulgular1 desteklemektedir. Ayrica c¢ok kullanilan bir NSAIl
inhibitorii olan aspirinin on yildan daha uzun siire giinde bir kez alinmasinin, 6zefagus

kanserine yakalanma riskini % 40 oraninda azalttig1 gosterilmistir (97).

Gastrik kanserlerin % 49’unda COX-2’nin yiiksek oranda ekspresse edildigi
gosterilmistir ve bu nedenle gastrik karsinogenezde COX-2 inhibisyonunun olasi
terapotik hedef olabilecegi ileri siiriilmiistiir (98). Yapilan deneysel bir calismada 100
gastrik kanserli hastada ve 7 farkli gastrik kanser hiicre hattinda COX-2 ekspresyonu
degerlendirilmis, normal kontrollere gore kiyaslandiginda hem hasta grubunda hem de
hiicre hatlarinda COX-2"nin yiiksek oranda ekspresse edildigi gosterilmistir. Deneysel
bulgular apoptoz, hiicre siklusunun kontrolii, hiicre proliferasyonu ve anjiyogenezi

iceren hiicresel olaylarda COX-2’nin anahtar rol oynayabilecegini onaylamaktadir (99).

Meme, akciger, mesane, prostat kanserleri ile hepatoseliiller karsinomada da

COX-2’nin yiiksek oranda ekspresse edildigini gosteren bir¢ok calisma mevcuttur.



Ancak  hematolojik  malignansilerde = COX-2  ekspresyonu  tam  olarak
aydmlatilamamistir. Kronik lenfositik 16semi ve akut myeloid l6semi hiicre hattinda
aspirin gibi non—spesifik COX-2 inhibitorlerinin, kaspaz aktivasyonu yolu ile apoptozu
indiikledigi gosterilmistir. Antrasiklinler ile bu ajanlarin sinerjik etkileri, l6semilerin

tedavisinde yeni bir potansiyel mekanizmay1 diisiindiirmektedir (16,17,41,100,101,102).

Bunun yam sira yapilan bircok calisma NSAIQ’lerin cesitli maddelerle
kombinasyonunun, bu ilaglarin antikanser etkinligini arttirdigimi gostermistir. COX-2
inhibitorii olan selekoksib ile siklofosfamid kombinasyonunun, kolon kanser modelinde
yilksek oranda antitiimoral etkisinin oldugu gosterilmistir. Benzer bir caligmada
kolorektal kanserde NSAII ve diflorometilornitin kombinasyonunun, NSAl’nin tek
basina kullanildigindaki etkisinden daha fazla bir antitiimor etki gostermistir. Diger bir
calismada da NSAII ve epidermal biiyiime faktor reseptorii (EGFR)—kinaz inhibitorii
kombinasyonunun fare modelinde polip olusumunu % 95 oraninda azalttig1 saptanmustir

(15,41).

Rho, Racl ve Cdc42’yi iceren Rho GTPaz ailesi proteinleri, adezyon, hiicre
hareketi, proliferasyon, diferansiyasyon ve apoptoz gibi cesitli hiicresel olaylarin
kontroliinden sorumludur. Rho’nun en iyi karakterize edilmis olan efektorii, Rho ile

iliskili protein kinaz (ROCK)’dir (45).

Son yillarda yapilan bircok calisma ROCK’un c¢esitli kardiyovaskiiler ve
norolojik hastaliklar ile kanser tedavisinde ©Onemli bir terapotik hedef oldugunu
gostermistir. Hayvan hastalik modellerinde ve hiicre sinyal yolaginda ROCK’un roliinii
incelemek icin ROCK’un iki selektif inhibitorii olan Y-27632 ve fasudil kullanilmig ve
ROCK inhibisyonunun ¢ok onemli bir terapotik potansiyel oldugu aciga cikarilmistir.
Diger taraftan Rho/Rho kinaz yolaginin aktivasyonunun, tiimor hiicre invazyonuna
neden oldugu gosterilmistir. Bu yolagi inhibe eden fasudilin, insan ve sican timor

modellerinde tiimoriin ilerlemesini azalttigi bildirilmistir (46).

Bir diger Rho inhibitorii olan Clostridium botulinum eksoenzim C3 ile yapilan

bir calismada, rat hepatik stella hiicreleri iizerine C3’iin etkileri arastirilmistir. C3,



kaspaz—3 aktivitesini arttirdigi, ancak apoptozda cok ©nemli rolii olan p53 tiimor
supresOr geninin protein seviyesi iizerine herhangi bir etki gostermedigi saptanmustir.
Ayni ¢alismada bizim kullandigimiz Rho inhibitorii olan Y-27632 de kullanilmig ve C3
ile paralel sekilde kaspaz—3 aktivitesinde artig saptanmistir (45,55,103,104).

Apoptozda Rho sinyal yolaginin roliinii inceleyen bir diger ¢calismada, ROCK’un
apoptotik hiicrenin fragmentasyonu ve fagositozunda temel rol oynayabilecegi
gosterilmigtir. Benzer bir calismada da insan solunum yollarindaki epitel hiicreler
kiiltiire edilmis ve bu hiicrelerde Rho kinaz inihibisyonunun aktin hiicre iskeletini

bozarak apoptozu indiikledigi gosterilmistir (53).

Rho GTPaz’larin ekspresyon seviyesinin malignansilerde siklikla arttigina
iliskin pek ¢ok caligma mevcuttur. Ayn1 zamanda genel olarak Rho ailesi proteinlerinin,
DNA hasar1 olusturan ajanlara karsi hiicresel hassasiyeti arttirdigr gosterilmistir. Rho
proteinlerinin inhibisyonunun, yeni antikanser ilaclarin gelisimi i¢in iimit vaat eden

hedefler gibi goriindiigii diisiiniilmektedir (45).

Kemik iligi transplantasyonu Oncesinde, 10semi ve solid tiimorlerin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan ve kemoterapotik madde olan siklofosfamid, alkilleyici bir
ajandir. Biinyesindeki elektrofilik alkil kokii ile DNA’ya kovalent olarak baglanarak
DNA’nin yapisim1 bozar. DNA yapist bozulan hiicrenin apoptoza gitmesini saglayarak
etki gosterir (6,7,39). Kiiciik hiicreli olmayan akciger tiimorlerinde yapilan bir
calismada, cisplatin, topotekan ve siklofosfamid gibi antikanser ilaglarin apoptozu

indiikledigi gosterilmistir (105).

Bizim ¢alismamizdan elde edilen veriler bu bulgular ile uyumlu olup, farkli doz
ve kombinasyonlarda uygulanan siklofosfamidin, SK-N-MC ve K-562 hiicrelerini

apoptoza gotiirdiigli saptanmustir.

Kemoterapide major problem normal hiicreler ve kanser hiicrelerinin ayni
sekilde toksik etkiye maruz kalmasidir. Bu durum tedavinin basarisini azaltmaktadir

(39). Konvansiyonel kemoterapiye alternatif olarak kaspaz inhibitorleri kullanilarak



kaspaz aktivitesinin diizenlenmesi, tedavide kullanilabilir 1yi bir stratejiyi
olusturmaktadir. Bu stratejinin O6nemli bir ayagmni Oliim-reseptor kompleksinin
aktivasyonu igerir. Bu yolla baslatic1 kaspazlar direk yolla uyarilir. Bu stratejide
kesfedilmeyi bekleyen en o©nemli sorun selektif kanser hiicresi reseptorlerini

tanitabilmektir (106).

Apoptoz regiillasyonunun bozulmasinin, hepsinde olmasa da o©nemli bir
kisminda, malign hastaliklarin olusumunda en az artmis proliferasyon kadar biiyiik
onem tasidig aciktir (107). Ayrica, radyasyonun da dahil oldugu ¢ogu kemoterapétik
ajanlarin apoptozu indiikledigi bilinmekte (108,109) olup, apoptoz ve malignite
birbiriyle ¢ok siki ve kompleks bir iliskidedir. Boylece, apoptozun hiicre siklusuyla olan
iliskisi de goz oniine alindiginda apoptoz, hiicre siklusu ve kemoterapi {icliisii arasindaki
interaksiyonlarinin, kanser hastalarinin gerek prognozunu gerekse tedaviye yanitini

belirleyecegini diisiindiirmektedir.

Bizim caligmamizda literatiirler ile uyumlu olarak, COX-2 ve Rho kinaz
inhibisyonunun apoptozu arttirdigr gosterilmistir. Kanser tedavisindeki amaclardan biri,
kanser hiicrelerinin apoptoza gitmesini saglamaktir (96,110). Kullandigimiz maddeler
bu amaca uygun olarak apoptozu tetiklemektedir. Bunun yani sira yapilan akim
sitometrik analizler sonucu erken ve ge¢ apoptotik diizeylerde artis olmasi bu tezimizi

desteklemektedir.

Hiicrelerin davranis bigimlerinin hiicre kiiltiiri ortaminda farkli, organizmalarda
ait olduklar1 dokuda farkli oldugu gerceginden hareketle, arastirmalarda kullanilan
deneysel modellerin, toksisite yaratarak olusturulan hiicre kiiltiirii modellerinden hayvan
modellerine dogru kaymasi, Y-27632, niflumik asit ve siklofosfamid maddelerinin

apoptoza olan etkilerinin aydinlatilmasinda daha net yanitlar bulunmasini saglayacaktir.



6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu calismada elde edilen bulgular, Rho kinaz ve COX inhibitorii
ile siklofosfamid kombinasyonlarinin, apoptozu kismen de olsa indiikleyebilecegine ve

tiimor regresyonuna katkida bulunabilecegine isaret etmektedir.

Doku homeostazi, hiicre cogalmasi, farklilasmasi ve oliimii arasindaki uyumlu
iliskiye baghdir. Apoptozun 6nemi, ¢esitli biyolojik olaylarda gereksiz, hasarli ya da
zararli hiicrelerin inflamatuar yanmit olmaksizin yok edilisini saglamasindan ve
organizmanin i¢ dengesinin devamliligina katkida bulunmasindan ileri gelmektedir.
Canli doku ortaminda hiicrelerin tek tek iz birakmaksizin silindigi fizyolojik bir 6lim
sekli olan apoptoz ilgi cekici oldugu kadar insanlardaki 6nemli patolojilerin tedavisi
acisindan da umut verici bir mekanizmadir. Bu siirecte, kaspaz ailesi iiyeleri ve Bcl—
2/Bax ailesindeki genlerin ekspresyonlari 6nemli yer tutmaktadir. Bu konu ile ilgili
yogun arastirmalarin siirmesi, tipta pek ¢ok soruna yanit getirecegi inancini
desteklemektedir. Son yillarda kanserde NSAII tedavisi ve Rho kinaz inhibisyonu,
alternatif terapotik stratejiler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu stratejilerin molekiiler
mekanizmalarinin aydinlatilmasi, kanserde yeni tedavi yontemlerinin gelismesine 151k

tutacaktir.
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