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OZET
KLOMIPRAMIN VE KLOROPIRAMIN'IN KANSERLi HUCRE HATLARI UZERINDEKI
APOPTOTIK ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI

‘Bahar DEMIR
Biyokimya Anabilim Dali, Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitlst, Ocak, 2017
Danisman: Dog. Dr. Gulsen AKALIN CIFTCI

Kanser son yillarda hem ulkemizde hem de diger ulkelerde insidansi ve
mortalitesi hizla artan bir hastalik olmasi nedeni ile bilim dinyasinin ¢ok dikkatini
¢ekmis ve tedavisi icin Uzerinde ¢ok arastirma yapilan ve cgesitli yontemler denenen bir
hastalik tirt haline gelmistir. Glinimuzde kanser, gelismis Ulkelerde kardiyovaskuler
hastaliklardan sonra ikinci 6lum nedeni olarak gosterilmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda, bir antidepresan turevi olan Klomipramin
Hidroklorlr, antihistaminik tlrevi olan Kloropiramin Hidroklorir'iin ve pozitif konrtrol
olarak kullanilan bir kemoterapétik ajan olan Sisplatin’in akciger karsinom hicre hatti
(A549) ve pankreas kanseri hlcre hatti (PANC-1) Uzerindeki sitotoksik ve apoptotik
etkileri arastirimistir. Maddelerin sitotoksik analizleri MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide) yontemi her iki hucre tipi iginde yapilmistir. Daha
sonra Gergcek Zamanli Hucre Analiz Sisteminde (RTCA MP) antiproliferatif etkiler
arastirilmis ve 24, 48 saatlik ICso, Ve ICsq degerleri belirlenmistir. Klomipramin ve
Kloropiramin’in A549 ve PANC-1 hicreleri UGzerindeki apoptotik etkileri Akim Sitometri
cihazinda ve morfolojik gorintileme ydntemleri ile detayh bir sekilde arastiriimigtir.
Maddelerin 24 ve 48 saatlik apoptotik etkileri A549 ve PANC-1 hicrelerinde Annexin V/
Pl, kaspaz 3 aktivasyonu ve mitokondriyal membran depolarizasyonu (JC-1)
yontemleri ile Akim Sitometri cihazinda belirlenmistir. Hicrelerin morfolojik degisimleri
Konfokal Mikroskobu ve Gegirimli Elektron Mikroskobu kullanarak goruntilenmistir.

Calismanin sonucunda, Klomipramin ve Kloropiramin’in A549 ve PANC-1

hicreleri izerinde apoptotik etkiye sahip olabilecekleri sonucuna ulasiimistir.

Anahtar Sézciukler: Klomipramin, Kloropiramin, A549, PANC-1, Apoptoz
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ABSTRACT
EVALUATION OF APOPTOTIC EFFECTS ON CANCER CELL LINES
CLOMIPRAMINE AND CHLOROPYRAMINE

Bahar DEMIR
Department of Biochemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January, 2017
Supervisor: Dog. Dr. Gllsen AKALIN CIFTCI

Cancer has attracted the attention of the scientific world due to the fact that in
recent years the incidence and mortality rates rapidly increased both in our country and
in other countries and it has become a kind of disease which is being investigated for
the treatment and tried various methods. Today, cancer is the second leading cause of
death after cardiovascular diseases in developed countries.

Within the scope of this thesis study, apoptotic and cytotoxic effects of an
antidepressant derivative Clomipramine Hydrochloride, an antihistaminic derivative
Chloropyrimine Hydrochloride and as a positive control, chemoterapeutik agent
anticancer drug Cisplatin were investigated on lung carcinoma cell line (A549) and
pancreas cancer cell line (PANC-1). Cytotoxic analyzes of the substances, MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) method, performed on both
cell types. Furthermore, antiproliferative effects were investigated in Real Time Cell
Analysis System (RTCA MP) and ICsq, and I1Csovalues for 24 and 48 hours were
determined. Apoptotic effects of Clomipramine Hydrochloride and Chloropyrimine
Hydrochloride on A549 and PANC-1 cells researched in detail by using Flow Cytometer
and morphological imaging methods. The 24 and 48 hour apoptotic effects of the
substances were determined in A549 and PANC-1 cells on the Flow Cytometer using
Annexin V / PI, caspase 3 activation, and mitochondrial membrane depolarization (JC-
1) methods. Morphological changes of cells were visualized using Confocal Microscopy
and Transmission Electron Microscopy.

As a result of the study, Clomipramine and Chloropyrimine have reached the

conclusion that they may have apoptotic effects on the A549 and PANC-1 cells.

Keywords: Clomipramine, chloropyramine, A549, PANC-1, apoptosis
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Degerli bilgi ve deneyimlerini benimle paylasarak hicre kaltirini bana sevdiren ve
ogreten, her konuda bana yol gostererek destek olan, tezimi en iyi sekilde yapabilmem
icin cok ¢aba sarf eden, tanistigim ilk andan beri ¢ok sevdigim ve birlikte galismaktan
onur duydugum degerli danisman hocam Dog. Dr. Giilsen AKALIN CIFTCi'ye
Laboratuvar imkanlarindan faydalanmami saglayan, tez calismam slresince bana
g6sterdikleri sabir ve anlayis icin basta midirimiz Prof. Dr. Temel OZEK'e, TEM
analiz yorumlamalarinda yardimlarini esirgemeyen Biyolog Arzu iISCAN’a, Biyolog
Vildan YILDIRIMa ve biitin BIBAM personeline,

Tez calismamin her bir asamasinda benim kadar emegi olan, gerek calismalarimi
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cekinmeyen, kedilerimin teyzesi, arkadasim Sennur GORGULU KAHYAOGLU'na

Bu sUrecte bana gdsterdikleri sabir ve sevgiden dolayi sevgili laboratuvar arkadaslarim
Arda SEVER, Biisra EKSELLI'ye,

Lisans hayatimin basladidi gunlerden buglnlere dek benden higbir destegdini
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Uzere butln aile bireylerime,

Sonsuz tesekkurlerimi sunarim...

Eskisehir 2016 Bahar DEMIR
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ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zglin bir calisma oldugunu; ¢alismamin hazirlk, veri
toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak tzere tim asamalardan bilimsel etik ilke ve
kurallara uygun davrandigimi; bu g¢alisma kapsaminda elde edilemeyen tim veri ve
bilgiler icin kaynak goésterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu
calismanin  Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit
programi”yla tarandigini ve hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi
bir zamanda, c¢alismamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi

durumunda, ortaya cikacak tim ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.

Bahar DEMIR
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1. GIRIS VE AMAG

Kanser, hiucrelerin olgunlasma, bdlinme, c¢odalma o&zelliklerinde ve
fonksiyonlarindaki batinligun ve kontrolliin kaybolmasi sonucunda olusan élimcul bir
hastalik tlriduar. Kanser cgesitli nedenler ile saglikli hiicrelerde meydana gelen kontrol
kaybi ile ortaya ¢ikmaktadir [1].

Kanser son yillarda hem ulkemizde hem de diger Ulkelerde [2] insidansi ve
mortalitesi hizla artan bir hastalik olmasi nedeni ile bilim dinyasinin ¢ok dikkatini
¢ekmis ve tedavisi igin Uzerinde ¢ok arastirma yapilan ve gesitli ydntemler denenen bir
hastalik tru haline gelmistir [3].

GunUmuzde kanser, gelismis Ulkelerde kardiyovaskiler hastaliklardan sonra
ikinci 6lum nedeni olarak goésteriimektedir. Dinyada meydana gelen tim &limlerin
%13’ kanser nedeni ile gergeklesmektedir [4]. Dinya Saglik Orgiti’nin (WHO)
yapmis oldugu tahmin ve verilerine gore, kanser nedeni ile gergeklesen 6lumler 2000
yilinda 6 milyon iken 2005 yilinda 7.6 milyona, 2007 yilinda ise 7.9 milyona ¢ikmigtir.
2000 ile 2007 yillar arasinda kanser nedeni ile gergeklesen olimlerin %32 oraninda
arttig1 acik bir sekilde ortaya koyulmustur [5].

WHO’nun 200 yih kayitlarinda, Turkiye’de meydana gelen dlimlerin %13,1’inin
kanser nedeni ile gerceklestigi acikca gorulmektedir [5]. Turkiye'de 2013 yilinda yasa
gore standardize edilmis kanser hizi kadinlarda yuzbinde 186,5 iken erkeklerde ise
yuzbinde 267,9dur. Toplam kanser insidansi ise yuzbinde 227,2°dir. Turkiye'de
bugtine kadar toplam 174 bin kisiye yeni kanser teshisi konulmustur [6].

Uluslararasi kanser arastirma kurumunun (IARC) 2010 yih raporlarina gore,
akciger kanseri dinyada en sik gorilen ve en sik 6lume neden olan kanser turudur.
Her iki cinste de mortalite rakamlari bakimindan birinci sirada yer almakta ve ayrica
siralamada kadinlarda meme kanserinden sonra erkeklerde ise prostat kanserinden
sonra ikinci sirada yer almaktadir. Dunya genelinde akciger kanser insidansi her yil
%0.5 artmaktadir [7].

Bir diger olimcll kanser tlrlerinden birisi olan pankreas kanseri, tim
kanserlerin %2’sini ve kanser nedeni ile gergeklesen élimlerin %5’ni olusturmaktadir.
Pankreas kanseri, baslangi¢ evrelerinde hicbir belirti gdstermeyen ve erken teshisi ve
cerrahi midahalesi zor olan bir kanser tlri olarak ilk siralarda yer almaktadir. Kanser
hastalarinin blyuk bir kisminin tanidan 6 ay sonra dlimu gergeklesmektedir [8, 9].

GunUmuzde kanser tedavisinde; cerrahi, radyoterapi, kemoterapi olmak Uzere
Uc ana tedavi ydntemi ve bu tedavi ydntemlerinin kombinasyonlari da kullaniimaktadir.

Kemoterapi bu ybntemler arasinda mekanizmasi dolayisi ile en ¢ok kullanilandir.

1



Kullanilan butun tedavi yontemlerinin malign hicreler Gzerinde etki etmesi beklenirken
prolifere olan kanser hucrelerinin yaninda saglikli hdcreleri de etkilemektedir. Bu
nedenle giinimuzde kullaniimakta olan tedavilere alternatif olacak sekilde daha etkili,
daha segcici, daha az toksik olan dogal, biyolojik antikanser ilaglarin bulunmasi ve etki
mekanizmalarinin belirlenmesine ihtiya¢c duyulmaktadir [10]. Kemoterapdtikler kanserli
hicrelerde apoptoz gibi hiicre 6lim yollarini uyararak tedavi eden yontemlerden biridir
[11, 12].

Programli hiicre 6limu olarak adlandirilan apoptoz, embriyonik dénemden
olime kadarki slrecte patolojik ve fizyolojik birgcok sirecte gérev almaktadir. Apoptoz
sirasinda hilicre ylzeyinde, hlcre organellerinde ve cekirdekte cesitli degisimler
gozlenmektedir. Apoptotik mekanizmasinin hicre ici ve disi olum sinyalleri ile
aktiflesmesi sonucunda hiicrelerde, DNA kirilmasi, sitoplazmada buziulme, membranda
parcalanma gibi olaylar meydana gelir. Birgok kanser doku ve hucrelerinde apoptotik
sinyal yolaklarinda bozulmalar oldugu belirlenmistir [13, 14]. Bircok kemoterapétik ajan
kanserli hiicreler Uzerinde proliferasyonu durdurucu etkiye sahiptir ve bunu hiicre 6lim
yolaklari Uzerinden gerceklestirdigi dusltnllmektedir. Sisplatin gibi kemoterapétik
ajanlar apoptotik yolaklar Gzerinden hulcre proliferasyonunu durdurdugu sonucuna
ulasilmigtir [15]. Apoptozun bu 0zellikleri dogrultusunda apoptoz mekanizmalari
Uzerine yapilan ¢alismalar yogunlagmigtir.

Tez c¢alismasi kapsaminda, antidepresan tlrevi olan Klomipramin ve
antihistaminik tlrevi olan Kloropiramin’in akciger karsinom hicre hatti (A549) ve
pankreas kanseri hiicre hatti (PANC-1) Uzerindeki sitotoksik ve apoptotik arastiriimasi
amaclanmigtir. Bdylece, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin olasi anti kanser ve

biyokimyasal etkileri belirlenerek literatiire katki saglanmasi beklenmektedir.

1.1. Kanser

Kanser cesitli etkilerle degisime ugramis hdcrelerin, kontrolsiiz olarak ¢ogalip
biyiimeleri sonucu meydana gelen kéti huylu hastaliklar grubundandir. insan ve ¢ok
hicreli organizmalarin doku ve organlarindaki hulcreleri arasinda bir denge sz
konusudur. Bu denge saglikli hucrelerin belirli bir kontrol altinda ve ihtiyaca gore
buyume faktorleri araciligiyla bolinerek ¢ogalmasini kapsarken bir diger taraftan da
programli hucre o6lumu adi verilen ‘apoptoz’ mekanizmasi ile saglanirlar. Ancak
programli hdcre 6lumi mekanizmasinin isleyisinde meydana gelebilecek bir hata
nedeni ile doku ve organlardaki denge bozulmaktadir. Bunun sonucu olarak kanser gibi

cesitli hastaliklar meydana gelmektedir [15].



Hucrelerin normal bir sekilde cogalmasini saglayan buyume faktorleri DNA’daki
cesitli genlerin etkisiyle olusan proteinlerdir. Timor olusumu ile ilgili genler; dogrudan
hicre proliferasyonu kontroll, programlanmis hicre élima kontroll veya dizenlenmesi
ve hasar gérmus DNA’nin tamirinde yer alan genlerin kontrolind saglamaktadirlar. Her
bir stireci nasil etkiledigine bagl olarak bu genler timor supresoéri ve proto-onkogenler
olarak iki kategoriye ayirilirlar. Tumor supreséri bdylme inhibisyonu olarak gorev
alirken, proto-onkogenler blyime tesvik edici olarak rol almaktadirlar. Bu proto-
onkogenler mutasyona ugradiginda hicrelerde asiri bluyimeye ve ¢ogalmaya neden
olarak timdrleri meydana getirmektedirler. Kanser olusumuna neden olan bu genlere
“onkogen” adi verilmektedir [16, 17].

Cesitli nedenler sonucunda meydana gelen timéorler, iyi huylu ya da vicuda
metastaz yapma 06zelligine gore kot huylu olarak siniflandirilabilir. Kanserler olusum
yerlerine goére farkli sekilde isimlendiriimektedirler. Bagisiklik sistemi ve hemopoietik
yapilari etkileyen malign timorler, I6semiler ve lenfomalar olarak; bag dokulari, kas,
kikirdak, yag ve kemik kaynakli olan kanserler sarkomlar olarak; epitel yapilardan
kaynaklanan kanser tirleri karsinom olarak adlandirilmaktadir [15].

Kisaca kanser, hlcrelerin normal 6zelliklerini degistiren bir dizi molekller
olaylardan kaynaklanan, huicrelerin kontrolsiiz bir gekilde bdlinmesi saglayan,
kullanilan kemoterapétik ilaglara diren¢g kazanan ve metastaz yolu ile tim vicuda
yayllabilen bir hastalik olma &zellikleri ile karmasik bir hastaliktir. Bu karmasikliklarin
¢6zllmesi icin kanser gunumuzde Uzerinde en ¢ok arastirma yapilan ve ¢alismalar
yuritllen hastaliklardan birisi haline gelmistir. Bu karmasikliklarin ¢ézulebilmesi igin

glinimuzde birgok yeni yol aranmaktadir [18, 19].

1.1.1. Kanser Turleri
1.1.1.1. Akciger kanseri

2010 yilinda uluslararasi kanser arastirma kurumunun(IARC) yayinladidi rapora
gore, akciger kanserinin dinyada en sik gorilen ve en sik 6lime neden olan kanser
tird oldugu agiklanmistir. Akciger kanseri kiguk hicreli ve kiguk hicreli olmayan
olarak iki tipe ayrilmaktadir ve her iki tipinde de mortalite rakamlari bakimindan birinci
sirada yer almaktadir. Kadinlarda meme kanserinden sonra, erkeklerde ise prostat
kanserinden sonra ikinci siradadir. |IARC’nin raporuna gére Dinya’da 7.6 milyon
kanserden kaynaklanan 6lum goérulmektedir ve bu 6limlerin 1.4 milyonundan akciger
kanseri sorumludur. Ayni raporda Turkiye icin mortalite oranlari erkeklerde
141.1/100.000, kadinlarda 71.1/100.000 oldugu belirtiimektedir [6].



Akciger kanseri, hem erkeklerde hem de kadinlarda diger kanserlerden daha
fazla 6lime sebep olmaktadir. 2016 yilinda yaklasik 158.080 &6lim gergeklesmesi
beklenmektedir. Akciger kanser teshisi konulan vakalardan 4te1’i &luimle
sonuglanmaktadir. Olim oranlari sigara aligkanliginin azalmasindan dolayi, 1990
yiindan bu yana erkeklerde %38, kadinlarda 2002 yilindan beri %12 oraninda
azalmigtir. 2008'den 2012'ye 6lim oranlari erkeklerde yilda %2.9, kadinlarda ise yilda
%1.9 azalmigtir. 1 ve 5 yillik akciger kanseri icin sagkalim oranlari sirasiyla % 44 ve
%17'dir. Akciger kanser hastalarinin sadece %16’s1 lokalize olmus bir evrede iken
teshis edilebilmektedir ve teshis edilenlerin 5 yillik sagkalim oranlar %55'tir. Kuguk
hicreli akciger kanseri icin 5 yilik sagkalm orani (%7) kuguk hcreleri
olmayaninkinden (% 21) daha dusuktur.

insidans hizi 1980'lerin ortalarindan beri erkeklerde azalmaktadir, ancak
2000'lerin ortalarindan beri kadinlarda arttiyi go6zlenmektedir. Toplumsal cinsiyet
farkhliklari, son on yilda sigara icme aliskanhdinin tarihsel kaliplarini ve sigarayi
birakmay! yansitmaktadir. Sigara aliskanhigini birakmaya bagl olarak akciger
kanserindeki gorulme oranlari; 2008-2012 yillari arasinda erkeklerde yilda %3.0,
kadinlarda yilda %1.9 oraninda azaldig1 gorilmustur.

Akciger kanserinin semptomlari, genellikle kanser ilerleyene kadar ortaya
¢ilkmamakta ve surekli 6ksurlk, kanla sulanmis balgam, gégus agrisi, ses degisikligi,
nefes darlig1 kétulegsmesi ve nikseden pndmoni (zaturre) veya bronsgit ile kendini belli
etmektedir.

Sigara akciger kanseri igin en 6nemli risk faktortidir; ABD'de akciger kanseri
olimlerinin %80'i sigara igmekten kaynaklanmaktadir. Risk, hem sigara miktari hem de
suresi ile birlikte artmaktadir. Puro, pipo ve tiatln icilmesi de riski artirmaktadir. Toprak
ve yapl malzemelerinden salinan radon gazina maruz kalmak, ABD'de akciger
kanserinin ikinci en Onemli nedeni oldugu tahmin edilmektedir.ikinci el dumana,
asbeste (6zellikle sigara igcenlere), bazi metallere (krom, kadmiyum, arsenik), bazi
organik kimyasallara, radyasyona, hava kirliligine ve dizel egzozuna maruz kalma,
mesleki veya cevresel maruziyet diger risk faktorleridir.Bir diger mesleki maruziyetler,
kauguk imalati, asfaltlama, cati kaplama, boyama ve baca temizlemeyi icermektedir.
Yapilan arastirmalar da tuberkiloz Oykusu olan kisilerde riskin arttigi gozlenmigtir.
Gen¢ yasta akciger kanserine yakalanan kisilerde genetik faktorler rol oynamaktadir.
Dislk doz spiral bilgisayarli tomografi (LDCT) ile yapilan taramalarda, yilda en az 30
paket sigara Oykisli olan yetigkinlerde standart akciger grafisine kiyasla akciger

kanseri mortalitesini %20 azalttigi gosterilmistir.



Akciger kanseri i¢in uygun tedavi, timdrin kugik hicreli (%13) veya kuguk
olmayan hucrenin (%83) yani sira diger tumor 6zelliklerine de dayanmaktadir. Kanser
turine, evresine ve kanser hucrelerinin spesifik molekuler 6zelliklerine gore tedaviler
cerrahi, radyasyon terapisi, kemoterapi ve / veya hedefli terapileri icerebilmektedir.
Kaguk hucreli olmayan erken evredeki akciger kanser hastalari i¢in, cerrahi ameliyat
genellikle tedavi de tercih edilmektedir ancak bazen kemoterapi ve radyason ile birlikte
uygulanmasi uygun goérilmektedir. ileri evreli ve kiigiik hiicreli oimayan akciger kanser
hastalari genellikle kemoterapi, hedeflendirilmis ilaclar (veya kemoterapi ile
kombinasyonu) veya immunoterapi uygulanmaktadir. Tek basina veya radyasyon ile
kombine edilmis kemoterapi, genellikle kiiglik hlcreli akciger kanser hastalari igin
uygulanan bir tedavidir. Bu hastalarda uygulanan tedavi sonrasinda kanser siklikla geri

doénmesine ragmen, hastalarin biyik cogunlugunda gerileme goértlmektedir [20].

1.1.1.2. Pankreas Kanseri

Pankreas kanseri baslangi¢c evrelerinde higbir belirti gdéstermeyen, teshisi ve
cerrahi mudahalesi kolay olmayan bir kanser tlrl olmasi nedeniyle en &limcul
turlerden birisi olarak gérilmektedir. Pankreas kanser hastalarinin bircogunun 8limu
tanidan 6 ay sonra gerceklesmektedir. Erken teshis ile birlikte pankreas kanser
hastalarinin sagkalim sansi 5 yila kadar %22’lik bir oranla arttirilabilmektedir [8].
Pankreas kanseri kadinlara oranla erkeklerde daha sik karsilasilan ve 40 ile 85 yas gibi
ileri yaglarda daha sik ortaya ¢ikan olimcil ve agresif seyirli kétli huylu kanserlerden
biridir [21].

2016 yilinda ABD’de yaklasik olarak 53.070 yeni pankreas kanser hastasi
beklenmektedir. Pankreas hastalarinin %95’lik bir kismi pankreasta gida sindirimi igin
enzim Ureten dis salgl bezinde (ekzokrin) gerceklesmesi tahmin edilen bir pankreas
tirl olacaktir. Gelecekte goriulmesi beklenen pankreas kanseri tirtiine yonelik yapilan
calismalar, hastalarinin %95’lik bir kisminin pankreasta gida sindirimi i¢in enzim Ureten
dis salgi bezlerinde (ekzokrin) gergeklesecegine yoneliktir. %5’lik bir kisimda daha
nadir olarak gorulen néroendokrin timorler; daha geng yaslarda teghis edilebilmekte ve
daha iyi bir prognoza sahiptir.

Pankreas kanser insidans oranlari 2000 yilindan 2012 yilina kadar yilda %1.2
oranda artmistir. 2016 yili icinde pankreas kanseri kaynakh 41.780 adet 6lim; benzer
oranlarla erkeklerde 21.450 ve kadinlarda 20.330 adet 6lum gerceklesecegi tahmin
edilmektedirler. Pankreas kanseri nedeni ile gergeklesen 6lim hizi 2000 yilindan bu

yila kadar yilda %0.4 oraninda bir artis gdstermistir.



ileri safhalarina kadar kendini belli etmeyen pankreas kanseri; kilo kaybi, karin
rahatsizligi ve sirttan yayilma ihtimali ve zaman zaman seker hastaligi gelisimi ile
kendini belli etmektedir. Genel safra kanalinin yakininda gelisen timorler, sariliga
(ciltte ve gOzlerde sararma) neden olabilir; bu da bazen timorin erken bir asamada
teshis edilmesini saglamaktadir. Gelismig evre hastaliginin bulgulari ciddi karin agrisi,
mide bulantisi ve kusmay icerebilmektedir.

Pankreas kanserinin riski sigara igenlerde yaklasik olarak iki kat daha fazladir.
Ayrica dumansiz tatin kullanimi da riski arttirmaktadir. Diger risk faktorleri ise ailenin
pankreas kanseri hikayesi, kronik pankreatit, obezite veya kisinin diyabet gecmisidir.
Lynch sendromu ve bazi diger genetik sendromlari olan bireyler de risk altindadir.

Pankreas kanserinin erken teshisi icin su anda glvenilir bir yontem
bulunmamaktadir. Cerrahi ameliyat, radyoterapi ve kemoterapi, hastalarin sagkalimini
uzatabilen ve semptomlari hafifletebilen tedavi secenekleridir, ancak nadiren tam bir
tedavi saglamaktadirlar.

Hastalarin %20'sinden daha azi cerrahi ameliyat icin aday olabilmektedirler.
Cunklu pankreas kanseri genellikle metastaz gerceklestikten sonra saptanabilmektedir.
Cerrahi mudahale igin uygun bir aday oldugu distnilen hastalarda bile, kanserin
cogunlukla cok genis bir alana yayildigi gozlenmigtir. Bazen ameliyat, kemoterapi
(bazen radyasyon) ve adjuvan tedavilerini birlikte gbéren hastalarda tekrar niksetme
riski dlsebilmektedir. ileri evrelerdeki hastalar icin, kemoterapi hayatta kalmayi
uzatabilmektedir [20].

1.2. Kanser ve Hiicre Oliimii

1.2.1. Hiicre olimi mekanizmalarni

Hem tek hicreli hem de ¢ok hucreli organizmalarda yasam; dogum, blylime,
Ureme, yaslanma ve Olim gibi belli bagl kisimlardan olusmaktadir. Her canlinin
hayatini devam ettirebilmesi icin 6lim ve yasam arasinda sahip olmasi gereken bir
denge vardir. Bir canlida yeni hlicreler meydana gelirken bazi hilicreler ise cesitli
sekillerde yok olmakta ve bu da canlinin yagsam dengesini meydana getirmektedir. Bu
dengede meydana gelebilecek en ufak bir bozukluk bile cesitli hastaliklara kapi
acmaktadir. Bu dengeyi koruyabilmek adina canli organizmalar birgok hucre olum
mekanizmasina sahiptir [13]. Meydana gelen hicre oOlumleri bircok farkli sekilde
olmasina ragmen genellikle G¢ sekilde gerceklesmektedir. Bunlar; hidcrenin kendi
kendini pargalamasi anlamina gelen otofaji, genellikle kontrolstiz olarak gerceklesen

hicre 6lumu nekroz, ve programli hicre 6limu olarak bilinen apoptozdur (Sekil 1.1.)
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[22]. Bunlarin disinda nekroptoz, mitotik katastrofi, pyroptosis, paraptosis, entosis ve

anoikis gibi 6lum gesitleri de mevcuttur [23].
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1.2.1.1. Otofaji

Otofaji, organizmanin fizyolojik ve evrimsel olarak kendini korumasi igin
gelistirdidi bir 6lum mekanizmasidir [24]. Kelime anlami kendini yeme (auto-phagy)
olan bu hicre 6lim sekli; aglik durumunda besin elde etmek igin hicre igi makro
molekdllerin ve organellerin bir kesecik igine alinarak lizozomlar aracihgi ile kendini
parcalamasi demektir. Uzun édmdarlG proteinler ve hicre igi organellerin pargalanmasi
sonucu elde edilen aminoasit gibi hicre yapi taslari, metabolizmaya kazandirilarak
yeniden kullaniimaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar otofajinin, hiicre farklilagsmasi,
yaslanma, hicre o6lumid, metabolizma dizenlenmesi ve badisiklik sistemin bir

parcasinin oldugunu gdstermistir [25].



1.2.1.2. Nekroz

Nekroz, genler tarafindan kontroli saglanamayan, kontrol disi meydana gelen
bir hicre 6lum seklidir. En yaygin nedeni hipoksi olmakla beraber, arsenik, siyanid,
insektisitler gibi toksik maddeler ve agir metaller, cesitli fiziksel ve kimyasal olaylar
nekroza neden olmaktadir. Nekroz sirasinda sitoplazmik organeller 6zellikle mitokondri
parcalanir veya hasarlanir, hlicre membrani segici gecirgen 6zelligini kaybeder, hiicre
siser ve parcalanir. Hucre igerigi ise dis dokulara yayilarak enflamasyona neden olur.
Ayrica mitokondriyal ROS dretimi artar, Kalsiyum kanallari acilir, apoptotik olmayan
proteazlar aktive olur ve ATP uretimi azalir [26]. Nekrotik olaylar kaspazlardan daha
cok yukarida bahsedilen hiicresel degisiklikler ile bagdastirimaktadir. inflamasyon
olaylari da siklikla nekrozu tetiklemektedir. Ani gelisen nekrozun yaninda
“Programlanmis nekrotik hicre 6lumu0” adi verilen nekroz, ¢esitli sinyalleme kaskadlari
arasindaki etkilesimin sonucudur. "Programlanmis nekroz" ya da "nekroptoz" terimi
topluca nekroza atifta bulunmaktadir ve bu 6lim stirecinin bir derece diizenleme ve
molekller mekanizmasini vurgular [27]. Nekroz yayillimindaki ana oyuncular RIP3
(reseptor etkilesimli serin/treonin kinaz 3), Ca* ve mitokondrilerdir. RIP3 RIP1ile
etkilesirek, karbonhidrat ve glutamin metabolizmalarinin ¢esitli enzimlerine baglanir
[28]. Ca?*, nekrotik hiicre dliimiine yol acan bir dizi olaya neden olan PLA'nin (polilaktik
asit), kalpainlerin ve nitrik oksit sentazin (NOS) aktivasyonunu kontrol eder.
Mitokondriyum asiri reaksiyonlu oksijen tiarleri (ROS) olusumu, mitokondriyal
gecirgenlik gecisi ve mitokondriyal disfonksiyona bagli ATP tlikenmesi nedeniyle

nekroza katkida bulunur [29].

1.2.1.2.1. Apoptoz ve nekroz farki

Apoptoz ve Nekroz karsilastirmasi Cizelge 1.1 ve Gizelge 1.2. ‘de verilmistir
[13].



Cizelge 1.1. Apoptoz ve Nekroz Karsilastirmasi
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Cizelge 1.2. Apoptoz ve Nekroz Karsilastirmasi

Ozellik 4 GORULME MORFOLOJIK BIYOKIMYASAL DIGER
.I.-iucre NEDENLERI OZELLIKLER OZELLIKLER OZELLIKLER
Olimi

Hicre membrani

butinligi
iskemi, kaybolur. Hucreler gruplar
Hipertermi, Hucre siser. lyon dengesi halinde 6lir.
Hipoksi, Buyuk vakuoller bozulur. Patolojik etkiler
Litik viral olusur. ATP gerekmez. sonucu

NEKROZ enfeksiyon, Organellerin DNA rastgele gerceklesir.

Toksik maddeler, parcalanir. parcalanir (Jel Lizozomal
Agir metaller, Hdcre lizisi elektroforezinde enzimler salinir.
Siddetli oksidatif gerceklesir. smear). Enflamasyona
stress Fosfatidilserin neden olur.

Tanslokasyonu

yoktur.

Kaynak: Coskun, 2011

1.2.1.3. Apoptoz

Kelime anlami Apo: ayri, Ptosis: dismek demek olan apoptoz terimi ilk kez
Avusturalyal Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972’de tanimlanmisgtir. Hlcreleri kiguk
sonbaharda doékilen yapraklara

vezikiullere ayrilarak gergeklesen olumlerini

benzetmislerdir. Apoptoz, hicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genler ile
dizenlenen, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan bir ¢esit hicre dlimudur.
Apoptoz terimi “programlanmis hicre 6limu” olarak da bilinmektedir [30, 31].
Apoptozun kilit nokta isareti nukleusta meydana gelen yodunlagsma ve
kiriimalardir. Cunkd normal bir hicrede birbirini takip eden 7 kirilma onarilabilmektedir
ancak apoptoziste yaklasik olarak 300000 adet kirima meydana gelmekte ve bu
nedenle hicre onarimi gergeklestiriiememektedir. Apoptoz, nekrozun aksine tek bir
hicre de meydana gelmekte ve hicre sismek yerine blzusmektedir. Bunun temel
nedenlerinden birisi Na*, K*, CI" iyon kanallarinin kapanmasi ve hiicre igi ve digl
arasindaki gecislerin durmasidir. Bir diger neden ise aktin ve lamininlerin ayrilmasi

nedeniyle hucrenin iskelet yapisinin bozulmasidir [30].
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Apoptozda kaspaz aktivasyonu, DNA ve protein bozulmasi ve membran
degisiklikleri ve fagositik hiicreler tarafindan taninma olmak Uzere t¢ ana biyokimyasal
degisiklik gdzlenmektedir. Saglikli bir hlcrenin membraninin i¢c kismindaki fosfotidil
serinler erken apoptoz evresinde hicre ylzeyine c¢ikarlar. Bu durum hucrelerin
makrofajlar tarafindan taninmasina olanak saglar ve nekrozun aksine fagositoza
elverigli hale gelir. Boylece enflamasyon olugmaz. Bunun ardindan DNA’nin 180-200
baz cifti veya bunun katlari boyutundaki parcalara endonikleazlar ile bélinmesi izler.
Bu parcalanma apoptozun isaretidir. Apoptozun bir diger spesifik 6zelligi ise kaspaz
enzimleridir. Aktive edilmis kaspazlar bir¢gok hayati hlicresel proteini ve nikleer hicre
iskeletini parcalamaktadirlar. Ayrica nukleer DNA'y1 daha da indirgeyen DNAaz'li da

aktive etmektedirler [32].

1.2.1.3.1. Apoptozun mekanizmasi

Apoptoz mekanizmalari olduk¢a karmasik bir yapida olup hala tam anlamiyla
anlasilabilmis degildir. GlUnimuze kadar apoptozun mekanizmasi ile ilgili yapilan
¢alismalar bize dis 6lim reseptdr yolagi (ekstrinsik yolak) ya da i¢ 6lim reseptér yolagi
(mitokondriyal yolak, intrinsik) olarak iki ana mekanizmaya isaret etmistir. Bu ikisinin
diginda son zamanlar yapisi aydinlatimaya baslanmis ER (endoplazmik retikulum)
stres aracili apoptoz yolagi mevcuttur. Ancak butiin bu yolaklarin baslatici ve
durdurucu merkezleri kaspazlarin aktivasyonundan gecmektedir. Ayrici butin bu

yolaklar bir sekilde birbirleriyle de iletisim halindedir [32, 33].

Dig reseptér 6liim yolu

Dis yolak, hicre membranina yerlesmis olarak bulunan 6lum reseptorlerine
"death reseptdr’ (DR) spesifik ligandlar olan 6lim ligandlarinin baglanmasi ile aktive
olurlar. Oliim reseptorleri, Timdr Nekroz Faktér Reseptdrt (TNFR) siiper ailesine aittir.
Olim ligandlar reseptérlerine baglandiktan sonra apoptotik sinyaller géndererek bir
dizi apoptotik kaskadlari baglatmaktadirlar. En iyi karakterize edilmis olan Uyeler; FAS
(Apo1 veya CD95) ve TNFR1 (p55 veya CD120a)’dir. Olim reseptori 3 (Apo3, WSL-
1, TRAMP veya LARD ), 6lim reseptéri 4, olim reseptéri 5 (Apo2, TRAIL-R2,
TRICK2 veya KILLER), 6lim reseptéri 6 da TNFR ailesinin diger Uyeleridir. Bu
reseptorler transmembran reseptoérleridir ve intraselliler o6lim bolgeleri “death
domain”(DD) ve ekstraseluler sistein agisindan zengin alanlari “cysteine-rich domain”

(CRD) ile karakterize edilmektedirler [34]. Bu 6lUm reseptoérlerinden Fas reseptdrlerine;
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FAS ligandi (FasL); TNFR-1lere TNF ve lenfotoksin a; DR3 reseptorlerine Apo3 ligandi;
DR4 ve DRS5 reseptorlerine ise TRAIL'ler baglanmaktadirlar [35, 36].

Olim reseptorleri, TNF(TRADD: TNFR Adaptdr Protein with Death Domain)
intraseluler 6lum domaini veya FAS ( FADD: FAS Adaptor Protein with Death Domain)
0lum domainlerine baglanabilirler. FADD’in; 6lim domaini (DD) ve 6lum etkili domain
(DED: Death Effector Domain) olmak Uzere 2 adet protein etkilesim bdlgesi
bulunmaktadir. FADD 6lum reseptérlerine bu domainler arasindaki etkilesimler
sonucunda baglanabilmektedir. FADD’In prokaspaz-8'e baglanmasi, kendisi ve
prokaspaz-8'de bulunan DED’lerin etkilesimi sonucu gerceklesmektedir. Bu baglanma
sonucunda, 6lim tetikleyici sinyal kompleksi (DISC: Death Inducing Complex) olusur.
DISC pro-kaspaz 8'i aktive eder ve aktiflesen prokaspaz-8 aktif kaspaz-8’e doénusdur.
Aktif kaspaz-8 ise kaspaz-3 ve kaspaz-7 gibi sonlandirici kaspazlari aktiflestirerek
hicre 6limine neden olur [14, 34].

Bu yolaklarin diizenlenmesi karmasiktir ¢cinkii TNFR1’ler sadece hlicre élumu
yolaklarini degil ayni zamanda Nukleer Transkripsiyon Faktérti (NF-kB) ve JNK aracili
sinyal yolaklarinida tetikleyebilmektedir.Ayrica baska yolaklari da tetikleyebilmektedir.
Kaspaz-8'in aktivasyonu C-FLIP (hiicresel kaspaz & FLICE inhibitér proteinler)
tarafindan engellenmektedir [14].

DISC olugumunu ayni yol Uzerinden kullanmasina ragmen 2 farkli FAS yolagini
tercih eden 2 hicre tird tanimlanmistir. Bu tercih bazen gelen sinyal yogunluguna goére
de sekillenmektedir. Bu yolaklar Tip1 ve Tip2 olarak adlandiriimaktadir. Tip1 yolagi bu
baslk altinda anlatilan apoptoz sinyal yolagidir. Tip 2 ise i¢ yolak olan mitokondri

aracil apoptoz yolagidir ve diger baglik altinda anlatiimistir (Sekil1.2.) [34].
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igsel éliim reseptér 6liim yolu (i¢ mitokondriyal yolu)

Apoptozu baslatan olaylarin her biri, bir noktada mitokondri ile kesismektedir.
Mitokondrinin anahtar rol oynamasi sebebi ile bu yolada i¢ mitokondriyal yolagi adi da
verilmektedir. DNA hasari, hipoksi, viral enfeksiyonlar, Ca™nin sitozoldeki
konsantrasyonunun artigi, buyUime faktorlerinin ve hormonlarin yoklugu, radyasyon,
toksinler, hipertermi ve bazi serbest radikaller mitokondriyal yolagi baglatan
tetikleyicilerdir [32, 33]. Ayrica gelen sinyaller ile DISC’in aktiflestirdigi tip2 yolad: da

mitokondri Uzerinden devam eden bu i¢ yolaktir.
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Mitokondriyal i¢ yolak, Bcl-2 ailesine ait bir grup protein ile dizenlenmektedir
[37]. Bcl-2 ailesindeki proteinler birbirine iki zit gruptan olugmaktadir. Bu proteinler pro-
apoptotik ve anti-apoptotik olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Pro-apoptotik proteinler (Bax,
Bad, Bak, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim ve Hrk) ile anti-apoptotik proteinler (Bcl-2, Bcl-XI, Bcl-
W, Bfl-1 ve Mcl-1) birbirlerine zit olarak caligirlar. Pro-apoptotik olanlar, sitokrom c’nin
mitokondriden salinimini indiklerken, anti-apoptotik proteinler salinimini baskilarlar.
Pro-apoptotiklerin anti-apoptotiklere baglanmasi ile uygulanan baski kalkar ve sitokrom
¢ salinimi serbest hale gelmektedir. Bu nedenle de pro-apoptotik proteinlerin agsiri
ekspresyonu apoptozu indukledigi, anti-apoptotik proteinlerin ise baskiladigi
gorulmektedir [32].

Bax ve Bad’lar mitokondri mebranina yerlesmis halde bulunan pro-apoptotik
proteinlerdir. Saglikli hicrelerde, Bax ve Bad monomer olarak bulunurlar ve
mitokondriyi etkileyerek igsel yolagi duzenlerler. Normalde Bax proteini hlcre de
serbest halde bulunmaktadir ancak bir 6lium sinyali alindiginda mitokondrinin dig
membranina yerleserek mitokondri membraninda bulunan Bak’larla oligomerlesir ve
aktiflesirler. Bdylece mitokondri membran gecirgenligi artar ve mitokondriyal i¢
membrandan bazi apoptotik proteinler disari salinir [38]. Bu proteinler, apoptoz
indUkleyici protein (IAP), ikinci mitokondri kékenli kaspaz aktivatori (Smac), baglanma
proteini (DIABLO), dogrudan apoptoz inhibitor faktor (AIF), OMI/yilksek sicaklik proteini
A (HtrA2) ve sitokrom c’dir [32]. Sitozolik bir protein olan APAF-1 (apoptosis protease-
activator factor 1), sitozole salinan sitokrom ¢ ve kaspaz 9 ile birleserek “apoptozom”
adi verilen kompleksi olustururlar. Bu olusum araciligi ile de sonlandirici kaspazlardan
kaspaz 3 aktive edilir (Sekil1.3) [39].

Bir diger taraftan da Smac/DIABLO veya Omi/ HtrA2, apoptoz protein
inhibitorlerine (IAP) baglanir. Bu baglanma IAP’larin kaspaz 3 veya kaspaz 9'la olan
aktivasyonunu bozarak kaspazlari aktiflestirir [32].

Sitokrom c’'nin  sitozole salinmasi salinmasi JNK yolagini da aktive
edebilmektedir. Ancak jnk yolaginin apoptozu devam mi ettirecegdi yoksa sagkalimi mi
artiracag! tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte sitokrom c¢ salinimini arttiran
bircok apoptotik proteinin JNK aracili sinyal yolagini fosforile ettigi de bilinmektedir [14].

Mitokondriyal yolak reaktif oksijen tirleri (ROS) ’lar araciigi ile de aktive
edilebilmektedir. ROS’lar elektron transport zincirinde bulunan protein komplekslerini

dizenlemede goérev yapar ve kaspazlari aktiflestirerek apoptozu indukler [40].
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Endoplazmik retikulum stres aracili apoptoz yolagi

Endoplazmik Retekulum (ER), salgi ve zar proteinlerinin translasyonu ve

katlanmasi, lipid biyogenezi ve Ca* '

nin tutulmasi gibi birgok hicresel fonksiyon igin
onem taglyan hucreler icindeki membrandz bir agdir. ER, ¢ekirdekten plazma zarina
kadar uzanmaktadir bu nedenle hucre ici iskelet gérevi de gormektedir. ER'nin limeni,
yeni sentezlenen proteinlerin katlanarak ve posttranslasyonel modifikasyonunda yer
alan, saperonlar, katlanan enzimler ve oksitleyici enzimler gibi birgok proteini
icermektedir.

ER, en iyi sekilde calisabilmek icin homeostatik kosullarinin iyi korunmasi
gerekmektedir. Eneriji yoksunlugu, hiicre i¢i Ca** diizeylerinin herhangi bir nedenden
dolay1 bozulmasi, ER stresini tetikleyen ER Iimeninde katlanmamis proteinlerin
birikmesi (UPR: Unfolded protein response) ER’nin islevlerini azaltan streslerdir. Bu

streslere érnek olarak hipoksi, oksidatif stres ve glukoz yoksunlugu, iltihaplanma veya
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viral enfeksiyon gibi olaylar verilebilir. ER stresine kargi koymak igin, sagkalima
yardimci olan UPR’leri harekete gegirir.

ER’ye lokalize olmug 3 adet transmembran reseptort bulunmaktadir. Bunlar;
Protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz (PERK), Aktive Edici Transkripsiyon
Faktori 6 (ATF6) ve inositol Gerektiren Kinaz 1 (IRE1a)dir. Bu reseptérler stres
sensorleri gibi davranmaktadirlar.  Normal kosullar altinda bu sensdrlerin  yani
reseptdrlerden her biri bir protein ile pasif bir konfigirasyon halinde tutulmaktadir.
Pasif konfliglrasyona neden olan bu proteinler bir ER saperon proteini olan GRP78
(BiP: Immunoglobulin binding protein)lerdir. ER stresinden dolayl sayisi artan
katlanmamis proteinlere GRP78 baglanir ¢inki GRP78 katlanmamis proteinler icin
daha yuksek bir afiniteye sahiptir. ER reseptorleri ile baglantisi kopan GR78 yerine
katlanmamis proteinler baglanarak hiicre 6lim yolaklari tetiklenir [41, 42].

CHOP, fizyolojik kosullarda sentezlenememekte veya disik dizeyde
sentezlenmektedir. Fakat ER stresinin artmasi durumunda asiri eksprese olmaktadir.
Apoptoz CHOP’un asiri uyariimasi ile gerceklesmektedir. UPR cevabinda CHOP geni
ER membranina lokalize olmus olan IRE1, ATF6 ve PERK ile uyarilir. Ayrica CHOP’un
Bcl-2 proteinini baskiladigi ve ROS’larin Uretimini arttirdigi bildirilmistir [43].

Bcl-2 ailesinin Uyelerinden olan Bax ve Bad proteinleri mitokondri de oldugu gibi
ER’den kalsiyum salinimini gerceklestirmektedir. Bax ve Bad’lar ER’de apoptozu iki
farkli yolla uyarmaktadir. Birinci yol, ER stresi sirasinda, mitokondri yolaginda oldugu
gibi Bax ve Bad konformasyonel degisiklik gegimekte ve ER'den sitoplazmaya Ca**
gegisini arttirmaktadir. Kalsiyum konsantrasyonunun artmasi kalpaini aktive ederek
prokaspaz 12’nin uyariimasini saglamaktadir. Uyarilan prokaspaz 12 aktif kaspaz 12’ye
déniismektedir. Aktiflesen kaspaz 12 ise kaspaz 9'u aktiflestirmektedir. ikinci bir yol ise
mitokondriyal i¢ yolagin aktifleserek direkt kaspaz 9 Gzerinden uyariimasidir (Sekil 1.4)
[44].
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Sekil 1.4. Endoplazmik retikulum stres aracili apoptoz yolaklari genel semasi

1.2.1.3.2. Apoptozda gérev alan proteinler

Kaspazlar

Kaspazlar, aspartik asite spesifik sistein proteazlardan olusan bir grup enzim
ailesindendir. Terimsel olarak sisteine bagl aspartata 6zglu proteazlar demektir. Hicre
icinde inaktif formda (prokaspaz) veya zimojen olarak bulunmaktadirlar. Kaspazlar, bir
N-terminal "prodomain", genis bir altbirim ve kiiguk bir altbirim igermektedirler. Apoptoz
indUksiyonu ile proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirmektedirler. 100 farkli proteini
keserek apoptoza neden olmaktadirlar.

Kaspazlar, baslatici kaspazlar, efektér kaspazlar ve inflamatuvar kaspazlar
olmak Uzere 3’e ayrilirlar. Baslatici kaspazlar 2, 8, 9, 10; efektér kaspazlar 3, 6, 7;
inflamatuvar kaspazlar ise 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14’U iceren kaspazlardir. Her aktif
kaspaz, iki 6zdes blyuk altbirimden ve iki ayni kiiglk altbirinden olusan bir tetramerdir.

"Oltim Efektér Alanlar” (DED) veya kaspaz istihdam alanlarini (CARD) igerebilirler. Bu
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alanlarin yardimiyla, aktif kaspazlar hicrenin icinde veya diginda diger molekillere
baglanabilir (Sekil1.5) [45, 46].

[| carD p20 I ri0 kaspaz1,2,4,5,9,11,12
| DED | | DED p20 I 210 IKaspazB,10

D20 | 510 Kaspaz3,6,7,14

Sekil 1.5. Kaspazlarin yapisi
Kaynak: Li, 2008

Olim sinyalleri alan hiicre baglatici kaspazlar ile apoptotik siirece girmektedir.
Apoptotik sirece giren hlcreler gelen bu 6lim sinyallerini efektdér kaspazlara
iletmektedirler. Efektdr kaspazlar hicre iskeleti proteinlerini pargalayarak hicre
morfolojisinde degisimlere neden olmaktadir. Kaspaz ailesinden ilk tanimlanan enzim
prokaspaz 1 olarak bilinen ICE (interldkin 1-B dénustiricl enzim)’dir. Kaspazlar birgok

sekilde aktiflesebildigi gibi IAP gibi proteinler tarafindan da inhibe edilebilmektedir [47].

Bcl-2 ailesi

Bcl-2 ailesi antiapoptotik ve proapoptotik olmak Uzere iki gruba ayrilan,
apoptozun dizenlenmesinde en dnemli role sahip olan onkoprotein grubudur. Bcl-2
yani B hucre lenfome 2 ailesi genlerinin heterodimer ya da homodimer formu hicreyi
apoptoza suruklenmesini saglayan nedenlerden biridir.

Bcl-2 ailesinin tanimlanmig olan 20 Gyesi bilinmektedir. Bu Uyelerin bir kismi
apoptozu indUklerken bir diger kismi ise inhibe etmektedir. Apoptotik siireci indikleyen
bcl-2 ailesine proapoptotik proteinler, inhibe eden ailesine antiapoptotikler adi
verilmektedir. Bu proteinlerin ekspresyon duzeyleri ile hlcrenin yasam ve olum
arasindaki denge kurulmaktadir. Proapoptotik Gyeler Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim,
Puma ve Noxa"dir. Antiapoptotik Gyeler ise BHRL-1, Bcl-2, Bcl-xL,Mcl-1, Bcl-w, Bfl-1,
Brag-1’dir.

Proapoptotik Uyeler sitozolde yer almaktadir ve sitokrom ¢, AIF gibi
medyatorlerin salinimini arttirarak apoptozu indiklemektedirler. Antiapoptotik proteinler
ise mitokondri membraninin disinda, ER ve ¢ekirdek zarinda por olusumu saglayarak
Ca”‘iyonlarin transportunu ayarlarlar. Ayrica kaspazlarin aktive olmasini, AlFve
sitokrom ¢ salinimlarini durdurabilmektedirler. Bu nedenle Bcl-2 ailesi, apoptozu

indUklemelerinden ¢ok inhibe etmeleriyle bilinmektedir [48, 49, 50].
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Bcl-2 geni ilk kesfedilen memeli genlerinden birisidir. Mitokondride, nukleus
disinda ve ER zarinda bulunmakta ve agirhgi 25-26 kDa'dir. Bcl-2 proteini
mitokondriyal i¢ yolaktan ER ile birlesmekte ve ER araciligi ile de apoptoz da rol
oynamaktradir [51].

Bcl 2 Bax prokazpaz ATP ADP

adaptbrﬁ!l
£

sitoplazma

-
s

\e Bcl-2 aile Gyesi

Sekil 1.6. Bcl-2 ailesi proteinlerinin sahip oldugu 6zelliklerin gésterilmesi a) mitokondri
membraninda por olusturarak sitokrom c¢ ve diger intermembran proteinlerinin
salinmasini, b) pro ve antiapoptotik liyeler arasinda heterodimer olusumunu c) Adaptér
molekdiller araciligi ile kaspazlarin aktivitesinin diizenlenmesi, d) Diger mitokondriyel
proteinlerle etkilesim (VDAC), e) Oligomerize olarak zayif secici iyon kanali
olustururlar.

Kaynak: Pinarbasi, 2007

1.3. Kanser Tedavi Stratejileri

Tip tarihindeki en eski kanser kaydi M.O. 3000'de Misir'da yazilmistir. Bu
papiriste yazilmis olan 48 vaka arasindan 45. vakada memeden kaynaklanan sislik
yapan timor tarif edilmistir. Bu timor ile ilgili, dokunmayla soguk olmasi durumunda
tedavisinin olmadigi belirtiimistir. Ulasilan ilk kanser kaydi meme kanseri oldugu
disundlen bu kanserdir ve papiriste bir erkekte oldugu belirtilmistir [52].

Kanser, giinimizin en sik gérilen saglik sorunlarindan birisidir. Ulkemizde
1970’li yillarda dérdincli sirada yer alan kanser, glinimizde kalp hastaliklarindan
sonra ikinci sirada gelmektedir. Ustelik gergeklesen 10 dliimden birisi kanser nedeniyle

olmaktadir. Kanserin sisteminin hala tam anlamiyla ¢éziilememis olmasi, neden oldugu
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olim sayilari, gérilme sikhgi gibi nedenlerden dolayi arastirmacilarin dikkatini geken
konulardan biri haline gelmistir [53].

Kansere yol acan etkenler genetik ve cgevresel etkenler olarak iki gruba
ayrilabilir. Bu etkenler Ulkelere gore degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin, Havaililerde
kolon kanser orani mide kanser oranina goére yuksekken Japonlarda mide kanseri
oranl, kolon kanserine gore yuksektir [54].

Yagsamsal fonksiyonlar icin gerekli olan kimyasallar, genlerdeki kodlar ile
sentezlenmekte ve metabolik faaliyetlerde kullaniimaktadir. Metabolizma da kullanilan
kimyasallar vicutta birikerek toksik etkiye neden olabileceginden, vicuttan atiimaktadir
bu isleme dotoksifikasyon adi verilmektedir. Ancak bu kimyasallar bazen DNA'nin geri
donusimsuz hasarina neden olabilmekte ve kanser olusmasini tetikleyebilmektedir. Bu
kimyasallarin kanserojen madde olmasina gore kanseri tetikleme ihtimalleri
degismektedir. Bu tarz kanser faktorlerine gevresel risk faktorleri adi verilmektedir [55].

Kansere neden olan faktérlerden genetik faktorler, cevresel faktorlere nazaran
sadece %1 gibi bir kismi olugturmaktadir. Kalitim ile genlerde meydana gelen
bozukluklar cocukluk c¢agindaki kanserlere neden olmaktadir. Ancak farkli genlerde
meydana gelen bozukluklar (BRCA1, BRCAZ2 gibi) ile ileri yaslarda kanser olusumuna
sebep olabilmektedir [56].

Kanser tedavisinde yaygin olarak cerrahi tedavi, radyoterapi (1sinla tedavi) ve
kemoterapi (ilagla tedavi) kullaniimaktadir. Bunlarin disinda hormon tedavileri, biyolojik
tedavi yontemleri ya da hedefe yonelik tedaviler kullaniimaktadir. Bu tedavi ydntemleri
tek basina ya da kombinlenerek kullanilabilmektedir. ilk yapilan tedaviler genellikle
birinci basamak tedavi adi verilmektedir. Birinci basamaktan dnce yapilan tedavilere
Birinci basamaktan 6nce yapilan tedaviler neoadjuvan, birinci basamaktan sonra
uygulanan tedaviler ise adjuvan tedaviler olarak bilinmektedir [57].

Kanser tedavisinde uygulanacak olan yontemler kanserin cinsine ve bulundugu
bolgeye goére farkhlik gostermektedir. Bu ydontemler arasinda en ¢ok tercih edilen
yontem kemoterapidir [10].

Kullanilan kanser tedavi yontemlerinin kanserli bolgeyi yok ederken, kanserli
bolgenin etrafinda bulunan saglikh doku ve organlara zarar vermemesi

amaglanmaktadir [58].
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1.3.1. Cerrahi tedavi

Bazi kanser tirleri cerrahi midahale ile vicuttan cikarilabilmektedir. Pek ¢ok
kanser tird icin uygulanan ilk yontem genellikle cerrahi tedavi olmaktadir. Cerrahi
mudahale tedavinin yaninda, taninin dogrulanmasi, evreleme, yan etkilerin ve agrilarin

azaltilmasinda da uygulanmaktadir.

1.3.2. Radyoterapi
Wilhelm Conrad Réntgen 1895 yilinda X isinini kesfetmigstir. Kanserli hastalara

radyasyon tedavisi uygulamasi X isininin kesfinden hemen sonra baslamistir. O
glinden buglne kadar gelisen teknoloji sayesinde radyasyon tedavi yontemleri de
gelismigtir.

Radyasyon tedavisi daha ¢ok radyoterapi olarak bilinmektedir. Radyoterapi tek
basina uygulanabildigi gibi kemoterapi ve cerrahi ydéntemler ile beraberde
uygulanabilmektedir. Radyoterapinin ana amaci timor hiicrelerini yok ederken ya da
tumora kacgulturken saglikli dokularda olusabilecek hasarida minimuma indirmektir.
Radyoterapi internal ve eksternal olarak uygulanabilmektedir. internal radyoterapide
radyoaktif madde hastaya damardan ya da agiz yolu ile hap seklinde verilmektedir.
Eksternal radyoterapi en sik kullanilan radyoterapi seklidir ve radyasyon kaynagi

hastaya disaridan isin kaynagi bir makine yardimi ile verilmektedir [59, 60].

1.3.3. Kemoterapi
1940’ yillarda Il. Dinya Savasl sirasinda Mustard gazi tasiyan bir yuik

gemisinin batmasi ile askerler bu gaza maruz kalmistir. Bu maruziyet sonucunda
askerlerde I6kopeni (l6kosit azalmasi) gelismistir. Bu durumdan esinlenerek ilk
sitotoksik ilag olam nitrogen mustard Uretilmistir. Boylece kemoterapinin kesfi
gerceklemistir [61, 62].

Lésemi ve lenfoma gibi cerrahi midahale ya da radyoterapi ile tedavi
edilemeyen kanser tlrleri ya da cerrahi ydntem igin ge¢ teshis edilen vakalarda en
uygun tedavi yontemi olarak kemoterapi goérulmektedir [62].

Kemoterapi de asil hedef diger tedavi ydntemlerinde de oldugu gibi normal
dokulara zarar vermeden, tumorli bolgeyi kiglltmek ya da yok etmektir. Gunimuzde
kemoterapi tedavisi goren hastalarda gorulen en temel sikintt bu durumdur.
Kemoterapi ilaglari durmaksizin boélinen tumaor hucrelerinin blylUmesini, ¢ogalmasini

durdururken veya onlari yok ederken, vicutta hizla gogalan kemik iligi hicreleri,
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bagirsak ve agiz mukozasi hicreleri, sag folikllleri, testis epitelyumu, fetlis ve embiriyo
hicreleri gibi normal hicrelerinde gelisip ¢cogalmasini 6nlemektedir. Bu nedenle
kemoterapi tedavisi alan bireyler de timdrin iyilesmesine ek olarak yorgunluk, agri,
sag¢ dokulmesi, bulanti-kusma gibi bir cok yan etkide gorulmektedir [63].

Bu nedenle tedavi yontemlerin timinde, kanserli hastada yeterli derecede

analjezi saglanmasi ve destekleyici tedaviler ile yagam kalitesinin arttirilmasidir [64].

1.4. Antidepresanlar ve Kanser iligkisi

Biyolojik, genetik, psikososyal ve cevresel faktorler arasindaki etkilesimler
sonucunda ortaya c¢iktigi dusundlen depresyon; stres, duygusal travma, viral
enfeksiyonlar, biyolojik saatte meydana gelen degisimler ile meydana gelebilmektedir
[65, 66]. Depresyon tedavisinde; ilaglar, diyetin ve uykunun diizenlenmesi, egzersizler,
psikoterapi gibi cesitli yontemler kullaniimaktadir. Klinikte kullanilan antidepresanlar
dopamin, norepinefrin veya serotoninin beyindeki etkilerini artirarak is gérmektedirler
[67].

Antidepresan ilaglar afektif hastaliklar adi verilen duygu durum hastaliklar
grubunda ve depresif bozukluk, manik bozukluk tedavisinde kullaniimaktadir.
Depresyon tedavisinde kullanilan antidepresanlar dopamin, néradrenalin ve serotonin
gibi ndrotransmitterlerin sinaptik konsantrasyonlarini arttirarak tedavi ederler. Bu
konsantrasyon artisi, bir cok farkh sekilde saglanabilmektedir [68].

Antidepresan ilaglarin etki mekanizmalari henliz tam anlamiyla anlagiimamistir.
Ancak, santral sinir sisteminde katekolaminler (noradrenalin, dopamin) veya indolamin
olan serotonin gibi noéromediyatér monoaminlerin sinapslardaki kinetigi veya
reseptorleri etkilemesi hepsinin ortak mekanizmasidir. Antidepresanlarin ¢ogu,
norotransmitterleri noradrenerjik ve/veya serotonerjik sinapslarda geri alinimini inhibe
ederler. Bu inhibisyon hemen basladigi halde ilaglarin etki etmesi 2-3 haftalik bir stre¢

sonunda gergeklesmektedir [68].
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Antidepresanlar etki mekanizmalarina gore su sekilde siniflandiriimaktadirlar:

Cizelge 1.3. Etki mekanizmasina gére antidepresanlar

ILAC GRUBU ETKi MEKANIZMASI
Trisiklik Antidepresanlar(TSA) Serotonin, dopamin ve noradrenalinin
(amitriptilin, imipramin, desipramin) geri-alimini inhibe ederler.

. . Serotonin, dopamin ve noradrenalinin
Monoamin Oksidaz Inhibitérleri(MAOQI)

. parcalanmasinda gorev alan enzimleri
(moklobemid)

(MAO-A, MAO-B) inhibe ederler.

Selektif Serotonin Geri-alim
inhibitérleri (SSRI) (fluoksetin,
paroksetin, fluvoksamin, setralin,

Segici olarak serotonin geri-alimini
inhibe ederler. Diger nérotransmiterler

) ) Uzerinde de bir takim etkileri vardir.
sitalopram, essitalopram)

Noradrenalin ve Dopamin Geri-alim Noradrenalin ve dopamin geri-alimini

inhibitérleri (bupropion) inhibe ederler.

Oncelikle 5-HT> reseptorlerini
Serotonin Antagonistleri ve Geri-alim antagonize ederler. Ayrica nefazodon;
inhibitorleri (trazodon, nefazodon) serotonin, noradrenalin ve dopamin

geri- alimini inhibe eder.

a2 otoreseptorleri ve heteroreseptorlerini
Noradrenerjik ve spesifik serotonerjik antagonize ederler. 5-HTac ve 5-HT3
ajanlar (mirtazapin) reseptorlerini bloke eder; 5-

HTireseptdrlerini uyarirlar.

Serotonin- Noradrenalin Geri-alim
Gnhibitorleri

(venlafaksin, duloksetin)

Serotonin ve noradrenalinin geri-alimini

inhibe ederler.

Trisiklik antidepresanlar tersiyer trisiklikler, sekonder trisiklikler ve tetrasiklikler
olarak gruplandirilabilir. Tersiyer trisiklikler, Amitriptilin, Klomipramin, Doksepin C,
imipramin, Trimipramin; sekonder trisiklikler, Amoksapin, Desipramin, Nortriptili,
Protriptilin ve tetrasikler, Maprotilindir [69].

Trisiklik antidepresanlar (TSA) etkinlikleri kanitlanmig ve 70 yili agkin bir suredir
kullanimda olan ilaglardir. Ug halka gekirdeginden meydana gelen bu antidepresan
grubu ismini yapisindan almaktadir. Ancak bu grupta sanildiginin aksine sadece
trisiklik yapilardan degil, “monosiklik”, “bisiklik” ve “tetrasiklik” yapida olanlardan da
bulunmasi nedeniyle aslinda bu isim ¢ok uygun gérilmemektedir [70, 71]. TSA'lar
depresyon tedavisinde kullaniimaktadir ancak ilk basta antihistaminikler olarak sedatif
Ozellikleri icin kullanildigi, daha sonra anti-psikotik olarak kullaniimaya baslandigi
dugsundlmektedir. TSA'lar depresyon tedavisinin yaninda obsesif kompulsif bozukluk,

panik atak tedavilerinde de kullaniimaktadir [71]. TSA'lar serotonin (5-HT) ve
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ndradrenalinin geri alimini engelleyerek is yapmaktadirlar. Neden olduklari
biyokimyasal olaylar daha ilk dozda baglarken, etkileri iki-U¢ hafta icerisinde
gorulmektedir [72].

Antidepresan kullanimi ve kanser arasindaki iligki yillardir Gzerinde tartisilan bir
konudur. insan disi yapilan c¢alismalarda antidepresanlarin intrasellilere baglanarak
tumor buyumesini tesvik edici etkilere sahip oldugu ileri surtdimuagtir. Bir diger yandan
ise tUmor buydmesini inhibe edici ve sitotoksik etkisi gdsterilmigtir. Antidepresanlarin
akciger kanserine iligkin risklerini anlamaya yoénelik yapilan bir calismada herhangi bir
bulguya rastlanamamuistir. Yine ayni ¢alismada kullanilacak olan antidepresanin tirtine
ve kanser turline gére durumlarin degisebilecegi savunulmustur [73].

TSA'lar etkilerini, yapilan in vivo calismalarda membranlar ve membrana bagli
enzimler (6zellikle mitokondriyal membrana) ile olan etkilesimlerden dolayi adenozin
triphospat (ATP) Uretiminin sinirlandiriimasi ve hiicresel solunumunun inhibe etmesi ile
sonuclandigi gosterilmistir [74]. Yapilan daha ileri calismalarda ise kanserli hiicrelerin,
saghkh hicrelere kiyasla TSA'larin onleyici etkilerine karsi ¢cok daha hassaslastigini
goOstermislerdir.  TSAlar ile yapilan tedaviden sonra, solunum oranlarinin normal
hicrelere gore kanserli hiicrelerde belirgin bir sekilde daha az oldugu oksijen elekrot
¢alismalarinda go6zlenmistir. TSA'lar gibi anti-mitokondriyal ilaglarin, kanser
hicrelerinde mitokondriyal aktiviteyi baskiladigi, bdéylece hicre 6limine yol agtigi,
ancak saglikli hiicrelerin tedaviden sonra iyilesmeyi basarabildigi sonucuna variimistir
[75]. TSA’larin sahip oldugu bu etkiler trisiklik antidepresan gruplari arasinda ortak bir
Ozellik olarak bulunmasina karsin kimyasal yapi ve farmakolojik etki bakimindan
herhangi net bir bilgi bulunmamaktadir. [76] Ancak bununla beraber klor iceren
ilaglarda mitokondriyal membranin iglevlierine karsi diger ilaglara gére daha toksik
oldugu sdylenmektedir [77].

Mitokondriyal fonksiyon bozukluklari ATP tikenmesine ve nekrotik hicre
6limune neden olabilir [78]. Ancak son zamanlarda mitokondrinin hem apoptotik hlicre
O0lumUindn duzenlenmesi hem de kanser olusumunda rol oynadigi gosterilmistir [76].
Kanserli dokuda mitokondriyal solunumun azaldigi ve mitokondrinin hicresel igeriginin
azaldig1 bildirilmistir. Bu bulgular, timor hucrelerinin bir enerji kaynagi olarak
glikolizden vyararlandigini ve bunun hipoksik kosullar altinda hayatta kalmalarini
sagladigini gostermektedir [79]. Mitokondrinin apoptozu birkag yol Uzerinden tetikledigi
bilinmektedir. Trisiklik antidepresanlarin apoptozu mitokondri yolagi Uzerinden
tetikledigi bilinmektedir [80].

24



TCA’lar imipramin ve Klomipramin ile segici serotonin geri alim inhibitort (SSRI)
sitalopramin kanser hucrelerinde apoptozu indukledigi ve bu surecin reaktif oksijen
turlerinin (ROS) uretiminde erken bir artisa neden oldugu ve bunun sonucunda ortaya
ctkan mitokondriyal membran potansiyelinin kaybi ile iligkili oldugu gosterilmigtir [81].
TSA'larin akut miyeloid 16semik hicrelerde, lenfomalarda ve gliomalarda apoptozu

indukledigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmigtir [80].

1.4.1. Klomipramin hidrokloriir

C19H24C 2N, molekiler formaline sahip olan Klomipramin Hidroklorir'dn yapisi
Sekil 1.7. ‘da gosterilmigtir [82].

z
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HCI

™~

N

Sekil 1.7. Klomipramin Hidroklortir'iin molekdiler yapisi

Trisiklik antidepresan grubunun bir Uyesi olan Klomipramin 30 yili agkin siredir
ilag olarak kullaniimaktadir. Yapilan calismalarda Klomipramin'in maya ve insan
fibroblast hicrelerinde; hiicresel oksijen tiketimini blokladigi goésterilmistir. Ayni
zamanda Klomipramin insan lésemi hdcreleri, katt mirin timédrleri ve insan renal
kanser hucrelerine kargi pozitif bir etki gosterdigi bulunmustir. Ayrica; TSA’larin normal
insan lenfositlerinde ve non-Hodgkin lenfoma hicrelerinde apoptoza neden oldugu
gosterilmistir.  Klomipramin etki mekanizmasi, ROS seviyesinin yukseltimesini,
sitokrom ¢ salinimini ve kaspaz ile aktiflestiriimis apoptoz ile sonuglanan solunum
zincirindeki kompleks Il inhibisyonunu igerir [83].

Klomipramin, solunum zinciri kompleksi Ill yoluyla mitokondriyal aracili
apoptozu tetikleyerek hareket eder. Burada, azaltiimis reaktif oksijen tirlerine ve
neoplastik hucreye 6zgl membran potansiyelini degistirerek, sitokrom C araciligiyla
kaspaz yolagini aktive eder ve apoptozu harekete gecirir (Sekil 1.8) [83]. Xia ve

arkadaglarinin HL-60 insan akut |6semi hdcreleri ile yaptiklar calismada, apoptoz
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oncesinde Klomipramin’in reaktif oksijen turlerinde artisa neden oldugu ve bununda
mitokondriyal membran potansiyel degisikliklerine ve kaspaz 3 aktivitasyonuna neden
oldugunu gdstermiglerdir [81, 84]. Butin bunlara ek olarak Klomipramin’in segici
serotonin gerialimli inhibitér grubu arasinda glioma ve lenfomada en etkili oldugu
bilinmektedir. Cok yakin zamanlar da Klomipramin ile SSRI’lari karsilastirarak yapilan
calismalarda, C6 rat glioma ve insan néroblastoma hicrelerinde p-c-Jun seviyelerinin
hizli artisi, mitokondriden sitokrom c¢ salinimi ve kaspaz-3 benzeri aktivitenin

onculiginde apoptoza neden oldugu gosterilmistir [85].
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Sekil 1.8. Klomipramin Hidroklortir'in apoptozu indiikleme mekanizmasi




1.5. Antihistaminikler ve Kanser iligkisi

Histidin amino asidinin dekarboksilasyona ugramasi sonucunda histamin
meydana gelmektedir. L-Histidin, dokularda bulunan histidin dekarboksilaz enzimi
araciligi ile asit yapisini kaybeder ve histamine donuastirilir.  Antihistaminikler

kimyasal olarak B-imidazoletilamin'lerdir (Sekil1.9) [86].

S Histidin dekarboksilaz
Histidin > Histamin + CO2

Sekil 1.9. Histidin aminoasidinin Histamine déniisimu

Histamin karmasik fizyolojik ve patolojik etkilere sahip olan ve viicutta bir ¢cok
dokuda bulunan bir amindir. Alerji adi verilen reaksiyonlar histaminin ¢esitli nedenler ile
hicre disina ¢ikmasi ile baslayan biyolojik olaylardir. Vazodilatér madde olarak 1911’li
yillarda kesfedilen histamin gegen vyillar icerisinde c¢esiti alerjik reaksiyonlarla
bagdastiriimis, mast hicreleri ile olan iligkisi ortaya ¢ikariimistir. Ancak tam olarak etki
mekanizmasi 1966 yillarinda anlasilimistir [87].

Zaman igerisinde histaminin bir hormon gibi is gérdiga anlasiimistir bu nedenle
insan saghgi icin cok énemli bir rol oynamaktadir. 4 veya daha fazla reseptor ¢egidine
sahiptir ve bu reseptorler araciligi ile insan sagliginda farkh etkiler birakmaktadir.
Ornegin, H1 reseptérl araciigiyla, hiicre gogalmasi ve farklilagsmasi, hematopoez,
embriyonik gelisme, rejenerasyon ve yara iyilesmesi Uzerinde etkisini gdstermektedir.
Bazi reseptorleri ise, damarlarda genisleme, sinir sisteminde rol alma, kasinti, hapsirik,
ciltte kizarikhk, damar gecirgenligini arttirma, mide salgisini arttirma, kalp atislarini
hizlandirma gibi etkiler ortaya ¢ikarabilmektedir. Histamin vicutta zellikle akciger, cilt,
karaciger ve sindirim sistemi dokularinda daha fazla miktarda bulundugu, ayrica sitokin
saliniminda ve adezyon slrecinde énemli rol oynadidi belirlenmistir [88, 87].

Histaminin farkli genler tarafindan kodlanan 4 farkli reseptéri oldugu
bilinmektedir. Bunlar, H1, H2, H3 ve H4 reseptorleri olarak bilinmektedirler [88].
Histamin reseptorleri G proteinine bagl reseptor ailesindendir [89, 90].

Histamin reseptorlerini bloke eden ilaglara H1 reseptor blokoérleri denir [91]. H1
reseptorleri damar endotelinde, beyinde, brons duz kaslarinda, bezlerde, sinir
hucrelerinde, hepatositlerde ve bagirsak duz kaslarinda yaygin olarak bulunmaktadir
[90]. Histamin, alerjik reaksiyon durumlarinda, bazofillerden, mast hicrelerinden ve
diger tip hicrelerden salinmaktadir [92, 93].
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H1 antihistaminleri daha dnce disindugu gibi reseptdr antagonistleri degil ters
agonistlerdir. Vucuttaki histamin uyarimi miktari, H1 antihistaminleri ve histaminler
arasindaki dengeye baghdir. H1 reseptér blokeri antihistaminikler hedef hiicrelerde H1
reseptorlerine kompetetif baglanarak etki gosterirler [88]. Cesitli nedenlerle aktiflesen
histamin diz kaslarin kasilmasina, vazodilitasyona ve sensdr néronlarda uyariimaya
neden olmaktadir. Bu semptomlar ise alerjik reaksiyonlara isaret etmektedir [92, 93].

H1 reseptor blokerlari 1.nesil (klasik), 2.nesil ve 3.nesil olmak Uzere cesitli
siniflara ayrilmistir.  Bu ayrim resoéptérlerin  farmakokinetik etkilerine, yapisal
Ozelliklerine ve yan etkilerine bagh olarak yapilmistir (Sekil 1.10.) [91].

Kimyasal yapilarina gore klasik antihistaminikler (Birinci nesil antihistaminikler)
alti gruba ayrilirlar. Bu grup baslica; etanolamin, etilendiamin, alkilamin, piperazin,
fenotiazinler turevleri ve digerleridir. Bunlardan bazilari Bromopheniramin,
Carbinoxamin, Antazolin, Promethazin, Buclizin, Azatadin, Chlorpheniramin, Clemastin,
Pyrilamin, Mequita-zin, Cyclizin, Cyproheptadin, Dexchlorpheniramin, Dimenhydrinat,
Tripelenamin, Trimepazin, Meclizin, Ketotifen, Pheniramin, Diphenhydramin,
Oxatomide, Dimethinden, Doxylamin, Hydroxyzin, Triprolidin, Phenyltoxamin,
Acrivastin’dir.

ikinci nesil antihistaminikler; piperidinler tirevleri ve digerleri olarak ikiye
ayrilmaktadirlar. Bunlardan bazilari; Akrivastatin, Astemizol, Loratadin, Setirizin
Feksofenadin, Telflast’dir [86].

Birinci Kusak Antazolin Hidroksizin Pirilamin
Antihistaminikler Azetadin Karbinoksanun Siklizin
Dimetinden Klemastin Siproheptadin
Diphenhidramin Methdilazin Trimeprazin
Doksilamin Methapirilen Triprolidin
Feniramin Promethazin
Ikinci Kusak Akrivastin L oratadin
Antihistaminikler Astemizol Levocabastin
Azelastin Mizolastin
Ebastin Setinizin
Ketotifen Terfenadin
Uciincii Kusak Desloratatin
Antihistaminikler Feksofenadin
Levosetinzin
Norastemizol

Sekil 1.10. Eski ve yeni nesil antihistaminik ilaglar

28



Hucrelerde ikincil habercil sistemi olan adenilat siklaz/siklik AMP(cAMP)
duzeyini arttirarak hicre fonksiyonlarini kontrol etmektedirler. Bu nedenle uyariimalari
daha yavas gerceklesmektedir. H2 resoptor blokerlari uyarilinca cAMP artigi da
induklenir ve gastrik mukozada, vaskuler duz kaslarda, beyinde, adopositlerde,
bazofillerde, noétrofillerde ve diger dokularda intraselliler kalsiyum artigi gergeklesir
[87]. H2 resoptorleri histaminin midedeki asit salgilatici etkisi Uzerinde gugli bir gekilde
durdurucu 6zelligi bulunmaktadir.

Genellikle duodenum Ulseri, Zollinger-Ellison sendromu, diger asiri mide salgisi
salgilanma durumlari, mide ulseri, Mendelson sendromu, refli hastaligi, stres Ulseri ve
kanama, karsinoid sendrom tedavilerinde kullaniimaktadir [86].

Antihistaminikler ilk kez 1937°de Bovet ve Staub tarafindan tanimlamistir.
1945'den sonra kullanimi yayginlasmistir. Antihistaminikler, reseptorlere histamin
yerine baglanarak (histamin reseptor antogonisti) histamine bagli
semptomlarinolusmasini engelleyen ilaglardir. Tipta ve veterinerlikte alerji hastaliklari
basta olmak Uzere bircok hastalikta tedavi edici olarak kullaniimaktadir. Klinik olarak ilk
kullanilan antihistaminik ilag Mepiramindir. Dermatolojide antibiyotiklerden sonra gelen
en yaygin ikinci kullanimi olan sistemik ilaglardir [94].

Antihistaminik-kanser iligkisini arastirmak amaci ile terfenadin, astemizol,
triprolidin ve diphenhidramin etken maddelerinin  melonoma hicrelerindeki
genotoksisitesi arastirimis ve maddelerin kaspaz-2 bagimli apoptozu indikledigi
bulunmustur [95].

21 adet antihistaminik ilacin genotoksisite etkisinin mekanizmasinin
anlasilabilmesi icin ¢esitli deneyler yapilmistir Test edilen 21 ilacin 2 tanesinde
herhangi bir pozitif sonuca ulasilamazken, 19 ilacin 9 tanesi in vitro ¢alismalarda pozitif
sonu¢ vermistir [96]. Methapirilen ile yapilan ¢alismalarda ise karsinojenik bir etkiye
sahip oldugu ancak bunu sitotoksik olmayan yollardan gergeklestirildigi bildirilmigstir [97,
98].
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1.5.1. Kloropiramin hidroklorir

CisH2:C2N3s  molekiler formiline sahip olan Kloropiramin Hidroklorir'in

molekdler yapisi Sekil1.11’da gdsterilmistir [99, 100]

Cl
N N

\N/\/ =

P

Sekil: 1.11. Kloropiramin Hidrokloriir'iin molekdiler yapisi

Fokal Adezyon Kinaz (FAK) ve Vaskuller Endotelyal Blylime Faktdri reseptdri
3 (VEGFR-3), tumdrin saglikh dokudaki iligkisi i¢in kritik sinyal molekilleridir. FAK,
hicre ve ekstraseliler matriks (ECM) arasinda lokalize olan bir tirozin kinaz proteinidir
ve hucre adezyonu, invazyon, hareket kabiliyeti ve anjiyogenez ile ilgili bir ¢cok sinyal
yolaginin Kkilit noktasidir.  Anti-FAK antikorlari tarafindan FAK’In hedeflenmesi,
antisens oligonukleoitidler veya siRNA’lar kaynakh hdcre yuvarlanmasi, ayriimasi
apoptoz ile sonuglanir.

FAK, kanser tedavisi icin uygun bir hedef gibi gézikmektedir ¢inkli FAK kati
tumorlerde genis bir aralik iginde yukari dogru dizenlendidi ve normal dokularda gok
duslk seviyelerde eksprese edildigi gosterilmistir. Bu da FAK hedefli ilaglarin kanser
tedavileri icin kullanimini gindeme getirmektedir.

VEGFR-3 veya Flt4, lenfanjenerez, anjiyojenezde &énemli rol oynayan bir
reseptor tirozin kinazdir ve ayrica timoérgenez ile baglantilidir. VEGFR-3, VEGF-C ve
VEGF-D adi verilen, kanser gelisimini tegvik eden spesifik ligandlar tarafindan aktive
edilir. VEGF-C / VEGFR-3 ekseni gesitli insan tumor hicrelerinde eksprese edildigi ve
aktivasyonunun metastazi tesvik ettigi gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda, VEGFR-3
sinyallemesinin engellenmesinin hem lenfatik agin gerilemesine hem de tumor lenf
nodu metastazinin baskilanmasina yol actigi gosterilmistir. VEGFR-3, tUmodrlerin ve
yaralarin mikrovaskuler yapisinda yukari dogru dizenlenir. Ve son zamanlarda,
VEGFR-3'Un engellenmesinin, timodrlerde anjiyojenik filizZienmeyi  bastirdigi

gosterilmistir. VEGFR-3 tumor hicrelerinde ekspresyon seviyeleri ile ilgili bazi
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tartismalar olsa da, VEGFR-3, kanser tedavisi i¢in cazip bir hedef olmaya devam
etmektedir [101].

SASH1 genini iceren SAM ve SH3 domaini baslangigta akciger, tiroid ve
kolorektal kanserli dokularda; komsu normal dokuya kiyasla belirgin olarak daha duguk
MRNA dizeylerinin saptanmasina dayanan tumor sipresoér(baskilayici) geni olarak
tanimlanmistir. SASH1’in dlsuUk eksprese olmasi kolon kanseri ve gliomanin koétu
prognozu ile iligkilidir. SASH-1 geninin baskilanmasinin akciger kanser hattinda; hicre
canhliginda, cogalmasinda ve goclinde artisa neden oldugu goésterilmistir. Ayni sekilde
hepatokarsinoma, tiroid ve yumurtallk kanseri hiicre hatlarinda mezensimal
farklilasmaya ve invaziv hiicre davranisina karsl negatif bir etkisi oldugu gozlenmistir.
SASH-1 Fokal adhezyon kinaz (FAK) ve AKT / PI3K araciigi ile sinyallemeyi
dizenleyebilmekte ve asiri ekspresyonu apoptozu tesvik ettigi bilinmektedir [102].

Kloropiramin ilk kez Dogu Avrupa ulkelerinde onaylanmis bir antihstaminik
ilactir. Alerjik konjukitivit, alerjik rinit, brongiyal astim ve diger alerjik durumlarin tedavisi
icin kullaniimaktadir. Kloropiramin, yarismali geri dénusimli H1-reseptdr antagonisti
olarak bilinmektedirler. ilag histaminin etkilerini bloke ederek, dokudaki histamin
salinimi ile baglantil vazodilatasyon, artmis vaskller permeabilite ve doku &demini
engellemektedir.

Kloropiramin Hidroklorlr kiglik molekdlld bir bilesik olup VEGFR-3-FAK
baglanmasini bozmaktadir. Kloropiramin maddesi FAK’In fosforilasyonunu azaltirken,
VEGFR-3'lUn fosforilasyonunu durduran bir bilesiktir. Kloropiramin’in bir¢ok kanser
hiucresi Uzerinde yapilan deneylerinde 6zellikle VEGFR-3’0 asiri ifade eden hucrelerde
apoptozu baglattigi gézlenmistir. in vivo olarak yapilan deneyler de timér biiyliimesinde
azalma gostermis ve meme kanseri xenograft modellerinde Doksorubisin ilaci ile

sinerjik etki géstermistir [103, 104].
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Araglar ve Geregler

2.1.1. Kullanilan kimyasal ve sarf maddeler

10, 200, 1000, 5000 uL’lik mikropipet uclari (Axygen, ingiltere),
15 ve 50 mL’lik santrif(j tlpleri (Isolab, Almanya),

25 ve 75 cm?lik hiicre kdiltir flasklari (Corning, Amerika),

2 mLlik santrifQj tip (Eppendorf, Aimanya),

5 ve 10 mL’lik steril enjektor (Hayat, Tarkiye),

12 kuyulu 5 mL’lik rezervuarlar (Isolab, Almanya),

5-10 ve 25 mL’lik tek kullanimLik serolojik pipet (Costar, Sigma-Aldrich, Almanya),
6 ve 96 kuyucuklu hiicre kiltiir plakasi (TPP, isvicre),

5 mLlik flow tapleri 12x75 mm (BD Biosciences, Amerika)
Lamel (Isolab, Almanya),

Lam (Isolab, Almanya),

Filtre (Sartorius stedim, Almanya),

Karyotlp (2mL) (Greiner bio-one, Amerika),

Parafilm (Pechiney, Fransa),

pH indikatér kagidi (Macherey- Nagel, Almanya)

Thoma Lami (Marienfeld, Almanya),

XCELLigence E-plate 96 (Roche, Almanya)

PANC-1 hiicre hatti (ATCC, Amerika)

hTERT-HPNE hcre hatti (ATCC, Amerika)

A549 hiicre hatti (ATCC, Amerika)

L929 hicre hatti (ATCC, Amerika)

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide % 98, Sigma-Aldrich, Almanya)
Fosfat tampon (PBS, Pan Biotech, Almanya)

Dimetilstlfoksit (DMSO, Sigma—Aldrich, Almanya),

Fetal Bovine Serum (FBS, Sigma-Aldrich, Almanya),
Penisilin-streptomisin Soltsyonu(lsolab, Almanya),
Cis-Diamineplatinum(ll) dichloride (Sigma Aldrich, ABD),
Chloropyramine Hydrocloride (Sigma Aldrich, ABD),
Clomipramine Hydrocloride (Sigma Aldrich, ABD),

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; Sigma-Aldrich, Alimanya),
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Almanya),
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M3 Base Medium (Incell Corporation, Amerika)

Tripan mavisi (Biological Industries, Israil),

Tripsin-EDTA Solusyonu (Biochrom, Almanya),

MitoTracker Red CMX-ROS (Molecular Probes, Almanya),

DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride; Thermo Fisher Scientific,
Amerika),

Canli Hicre Goérantileme Solisyonu(Molecular Probes, Almanya),
Annexin V-FITC/PI Apoptoz Tayin Kiti 1 (BD Biosciences,Amerika),
PE Active Caspase-3 Tayin Kiti(BD Biosciences,Amerika),
MitoScreen (JC-1) Membran Potansiyeli Tayin Kiti (BD Biosciences, Amerika),
Glutaraldehit %25 (Merck, Almanya),

Na,HPO,(Riedel-de Haen, Almanya),

KoHPO,4(Sigma—Aldrich, Almanya),

Osmium tetraoksit (OsO,, Electron Microscopy Sciences, Amerika),
Etil alkol (Sigma—Aldrich, Almanya),

Propilen oksit %099.5 (Sigma—Aldrich, Almanya),

Epon 802 (Electron Microscopy Sciences, Amerika),

Uranyl acetate (Electron Microscopy Sciences, Amerika),

Kursun sitrat (Electron Microscopy Sciences, Amerika),

Sodyum hidroksit (Carlo Erba Reagent, italya),

Sodyum tetraborate decahydrate (Sigma—Aldrich, Almanya)
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2.1.2. Kullanilan cihazlar

inverted mikroskop (Olympus, Amerika),

Multimod mikroplaka okuyucu (BioTek, Synergy HTX, Amerika),
xCELLigence Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi MP istasyonu (ACEA, Biosciences
Inc. Amerika),

Akim sitometri cihazi (BD, FACS Aria ICell Sorter, Amerika),
Konfokal mikroskop (Leica, TCS-SP5 Il, Almanya),

GegcirimLi Elektron Mikroskop (FEITecnai G2, Jeol Jem 1220, USA)
Ultramikrotom (Leica EM UC7, Almanya)

Isik Mikroskobu (Leica, Almanya)

Rotator (Stuart SB2, Almanya)

Laminar air flow kabini (Mars Scanlaf, Danimarka),

Masadustl sogutmali santrifij (Hettich, Almanya),

Derin dondurucu buzdolabi (Nuaire, Amerika),

Steril CO2 inkubatoéri (Binder, Aimanya),

Sterilizator (Heraeus, Almanya)

Su banyosu (Nuve, Turkiye),

Sivi azot tanki (Taylor Wharton RS- Series, Amerika),

Hassas terazi (Mettler Toledo, Amerika),

Otoklav (Eryigit A.S. Tarkiye),

Orbital ¢calkalayici (Heidolph, Almanya),

Sarjli pipetdr (Starlab, Almanya),

Farkl hacimlerde otomatik mikropipetler (Thermo, FinnPet, Kanada),
Farkli hacimlerde otomatik mikropipetler (Eppendorf, Research Plus, Almanya),
Cok kanalli otomatik mikropipet (Thermo, FinnPet, Kanada),

Vorteks (Heidolph, Almanya),

Distile Su Cihazi (Sartorius Stedim, Almanya),

Ultrasonik Su Banyosu (BD, ProbeTecET, Amerika)

Mr. Frosty (Nalgene, Amerika)
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2.2. Kullanilan Maddelerin Hazirlanmasi

2.2.1. Klomipramin hidrokloriir

Cozicu olarak sivi halde Sigma Aldrich’den satin alinan dimetilsulfoksit
(DMSO) kullaniimistir. 100 pL icerisinde Klomipramin Hidroklorar (Sigma Aldrich, ABD)
maddesinden 17,5657 mg tartilarak ana stok olusturulmustur. Bu ana stoktan
calismalarda kullanilmak utzere 500 pM, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125,
3.90625, 1.9531 uM konsantrasyonlari hazirlanmistir. Hazirlanan konsantrasyonlarda
en yuksek DMSO orani %0.1 olacak sekilde ayarlanmistir. Her ¢alismada ana stoklar

yeniden hazirlanmistir.

2.2.2. Kloropiramin hidrokloriir

Toz halinde Sigma Aldrich’'den satin alinan Kloropiramin Hidroklorur
maddesinden 16,313 mg tartilarak 100 yL DMSO igerisinde ¢6zilmis ve ana stok
olusturulmustur. Bu ana stoktan calismalarda kullaniimak Utzere 500 uM, 250, 125,
62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625, 1.9531 uM konsantrasyonlari hazirlanmigtir.
Hazirlanan konsantrasyonlarda en ylksek DMSO orani %0.1 olacak sekilde

ayarlanmistir. Her galismada ana stoklar yeniden hazirlanmistir.

2.2.3. Sisplatin

Sisplatin maddesi deneylerde pozitif kontrol olarak kullaniimistir. Toz halde
Acros Organics ’den satin alinan Sisplatin100 pyL DMSO igerisinde 15,0025 mg
tartilarak ana stok olusturulmustur. Bu ana stoktan calismalarda kullaniimak tzere 500
MM, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625, 1.9531 uM konsantrasyonlari
hazirlanmigtir. Hazirlanan konsantrasyonlarda en yiuksek DMSO orani %0.1 olacak

sekilde ayarlanmigtir. Her ¢calismada ana stoklar yeniden hazirlanmistir.
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2.3. Deneylerde Kullanilan Hiicreler

2.3.1. insan akciger karsinoma epitelyal hiicre hatti (A549)
Bu tezde kullanilan A549 hiicre hatti American Type Culture Collection (ATCC)

firmasindan CCL-185™ ticari kodu ile satin alinmistir. A549 hicre hatti insan 58
yasinda bir erkekten alinmis insan alveolar bazal epitelyal hiicreleridir. Bu hicreler tek
tabakali, yapiskan ve kiltur flasklarinda ¢ogaltilabilmektedir.

Bu hucreler ATCC’nin O6nerdigi sekilde, %10 fétal sigir serumu, %1
penisillin/streptomisin, iceren RPMI 1640 besiyerinde, CO2’ li etivde, % 95 bagil nem’
de 37°C’ de kiltir ortaminda c¢ogaltiimistir. 2-3 gunde bir besiyeri degistirilerek

yenilenmistir.

2.3.2. Normal fare fibroblast hiicre hatti (L929)- immortilize edilmis fare fibroblast
hiicre hatt1 (L929)

Bu tezde kullanilan L929 hiicre hatti ATCC firmasinda CCL-1™ ticari kodu ile
satin alinmistir. Calismalarda kullanilan hiicreler laboratuvarimizda var olan stoklardan
kullaniimistir. L929 hiicre hatti gevsek bag dokusu ve yad dokusundan 100. Gintnde
bir erkek fareden alinan fibroblast hicreleridir. Bu hiicreler tek tabakali, yapiskan ve
kaltur flasklarinda ¢ogaltilabilmektedir.

Bu hucreler ATCC’nin O6nerdigi sekilde, %10 fotal sigir serumu, %1
penisillin/streptomisin, iceren DMEM besiyerinde, CO2’ li etlivde, % 95 bagil nem’ de
37°C’ de kultir ortaminda cogaltimistir.  2-3 glnde bir besiyeri degistirilerek

yenilenmistir.

2.3.3. insan pankreas karsinoma hiicre hatti (PANC-1)

Bu tezde kullanilan PANC-1 hucre hatti ATCC hicre bankasindan CRL-1469
koduyla temin edilmistir. PANC-1 hicre hatti 56 yasinda bir erkedin pankreas
kanalindan izole edilmistir. Epitelyal morfoloji gosteren epiteloyid karsinom hucreleri,
tek tabakall, yapigkan ve kiiltir flasklarinda ¢ogaltilabilmektedir.

Bu hicreler ATCC’nin o6nerdigi sekilde, %10 fétal sigir serumu, %1
penisillin/streptomisin, iceren DMEM besiyerinde, CO2’ i etivde, % 95 bagdil nem’ de
37°C’ de kultir ortaminda c¢ogaltilmistir. 2-3 glnde bir besiyeri degistirilerek

yenilenmigtir.
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2.3.4. Normal pankreas hucre hatti (HTERT- HPNE)

Bu tezde kullaniimak tzere ATCC hicre bankasindan CRL-4023 koduyla temin
edilmis olan hTERT-HPNE hdicreleri, 52 yasinda bir erkegin pankreas kanalindan,
asinar-duktal metaplazi sirasinda olusan hucrelerden izole edilmistir. Epitelyal benzeri
morfoloji gdsteren normal olimsuizlestiriimis hlcreler, tek tabakali, yapiskan ve kultir
flasklarinda ¢ogaltilabilmektedir.

Bu hucreler %10 fotal sigir serumu, %1 penisillin/streptomisin, iceren DMEM
besiyerinde, CO2’ li etivde, % 95 bagl nem’ de 37°C’ de kdiltir ortaminda
cogaltiimistir. 2-3 ginde bir besiyeri degdistirilerek yenilenmigtir.

2.4. Hucrelerin Kiltiir Ortaminda Cogaltilmasi ve Deneylere Hazirlik

2.4.1. Malzeme Sterilizasyonu

Deneylerde tek kullanimlik steril malzemeler kullaniimistir. Bunlarin haricinde
kullanilacak olan cam ve metal malzemelerin sterlizasyonu i¢in aliminyum folyo ile
sariimis halde kuru hava sterilizatériinde 180°C’de 2 saat, sivi sollUsyonlar ve pipet
uclari icin 121°C, 1.5 atmosfer basincinda otoklavda 20 dakika arindirma islemleri
gerceklestiriimistir. Otoklavlanamayacak solusyonlar igin 0,22 mikronluk tek kullanimlik

filtreler kullaniimistir.

2.4.2. Hicrelerin stoklanmasi ve pasajlanmasi

Calismalar da kullanilacak olan A549, L929, PANC-1 ve hTER-HPNE hicre
hatlari 2000 pL ilgili besiyeri icerisinde 100 yL DMSO eklenerek 2 mL’lik viallere
koyulmustur. Bu vialler Mr. Frosty’de -86 °C’de bir gece bekletildikten sonra ileride
yapilacak olan ¢alismalarda kullaniimak Uzere sivi azota (-196 °C) alinmistir.

Calismada kullanilan hicre hatlari sivi azottan (-196 °C) c¢ikarilarak, 1200
rom'de 5 dakika santrifij edilerek stok yapma sirasinda kullanilan DMSO
uzaklastinlmigtir. Hicre hatlari ilgili besiyerinde, CO;’ li etlivde, % 95 bagil nem’ de
37°C’ de kultur ortaminda gogaltilmistir. Hicreler kiltir kabinda %70’lik oranda bir
doluluga ulastigi zaman (yaklasik 2-3 gun) alt kultirlere ayrilarak blylimesi ve

¢ogaltiimasi saglanmistir.
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2.4.3. Hiicre sayimlari

Kaltur kaplarinda buayatilen A549, Panc-1, L929 ve hTER-HPNE hicreleri 1x
Pbs ile 2 kez yikanmigtir. Yapisik halde bulunan hicreleri kaldirmak igin kaltar
kaplarinin boyutu ve hicrenin yogunluguna bagli olarak 500-1000 pyL 1x Tripsin-EDTA
solisyonu koyulmus ve inkiibatdrde 2-3 dakika bekletilmigtir. Tripsin’in etkisini nétralize
edebilmek igin, hdcrelerin Uzerine 5 mL besiyeri ilave edilmis ve hulcreler
santrifijtiplerine alinarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmigtir. Santrifij sonrasinda
supernatant kismi atilarak tzerine 1000 pL besiyeri eklenmis ve pipetleme ile homojen
bir sekilde karismasi saglanmistir. MTT, Xcelligence, Annexin-V/PI, Jc-1, Kaspaz-3,
DNA, , Konfokal Mikroskop ile géruntileme yontemLeri yapilmadan once hicreler
sayllmistir. Sayma islemi icin 10 pyL Tripan mavisi 10 pL hiicre solisyonundan bire bir
oraninda karistirilarak Thoma Lamr’'nda sayim yapiimistir. Yapilan sayim ile elde edilen
sonug asagidaki formul ile hesaplanarak hiicre sayisi elde edilmigtir.

Toplam hucre sayisi = 16 buyuk karedeki hucre sayisi x 10,000 x diltisyon

faktort

2.5. Sitotoksik Etki BelirlemeTestleri

2.5.1. MTT yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

Hucre canlihdi belirlemek amaci ile birgok sitotoksite analizi yapilmaktadir. MTT
analizi ise bu sitotoksite testlerinden biridir. 1983 yilinda ilk kez Mossman tarafindan
belirtilen MTT protokolli glinimuzde hala gegerliligini koruyan bir yéntemdir. MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) sari renkli bir boyadir.
Yontemin isleyis mekanizmasi saglikli hucrelerde mitokondriyal suksinik dehidrojenazin
MTT tetrazolyum tuzunun formazan kristallerine dénistirmesine dayanmaktadir (Sekil
2.1). Olusan formozan kristalleri DMSO ile ¢dzdurllir ve mavi-mor renkli bir ¢ozelti
olusturulur. Bu c¢ozelti spektrofotometrik olarak okutularak formazan kristallerinin
miktari belirlenir. Boylece 06li ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hcrelerin
miktarlari belirlenebilmektedir [105, 106, 107].
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Sekil 2.1. Formazan kristallerinin olusumu
Kaynak: Celik, 2011

Yontemin uygulanmasi

Klomipramin, Kloropiramin ve Sisplatin maddelerinin in vitro sitotoksik etkileri
MTT testi ile belirlenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda inkibatérde flasklarda blyUtilen
hiicreler, 96 kuyucuklu plakalarin her bir kuyucugunda 5x 10° yogunlukta olacak sekilde
sayimi yapilmistir. Sayimi yapilan hucreler plakalara 200 uL besiyeri icerisinde
ekilmistir. 24 saat boyunca inkubatorde bekletiimistir. 24 saat sonunda hucrelerin
Uzerinden 100 pL besiyeri ¢cekilmis ve taze 100 uL besiyeri iginde 500, 250, 125,62.5,
31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625, 1.9531 uM konsantrasyonlarinda ilag uygulamasi
yapilmigtir. Plakalar inkUbatorde 24, 48 saat suresince bekletiimigtir. Bekleme sonunda
1x PBS(phosphate buffer saline) igerisinde 5mg/mL olacak sekilde MTT tozundan
solisyon hazirlanmis ve isik kapatilarak laminar air flow kabin igerisinde her bir
kuyucuga 20 pL eklenmisti. MTT boyasi eklenen plakalar 2-4 saat suresince
inklbatorde Dbekletilmistir. 2-4 saatin sonunda plakalardaki besiyeri ortami
uzaklastirilarak formazan kristallerinin ¢éziinmesini saglamak i¢in 100 yL DMSO
eklenmistir. Plakalarin 1sik gérmesini engellemek amaciyla aliminyum folyo ile sarilarak
oda sicakhginda 15 dakika orbital galkalayiciya koyulmustur. Mikroplaka okuyucuda

540 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak okutulmustur.
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2.5.2. inhibisyon konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Spektrofotometreden alinan absorbans degerleri hiicre canlihgi ile direkt olarak
iliskilendirilmistir. Herhangi bir maddenin uygulanmadigi, sadece hlcrenin kendi
blylmesinin 6l¢ildigu kuyucuklarin sonuglari canlilik formuline gdére hesaplanip %

canlilik olarak belirlenmigtir. % canlilik belirlenirken asagidaki formul kullaniimigtir.
% Canlilik = (6rnegin absorbans dederi/ kontrolliin absrobans degeri )*100

Bulunan sonuglara gére doz araligi ICs, degeri (hlicre populasyonunun %50’sini inhibe
eden konsantrasyon) ve ICsqy, (hlcre populasyonunun %50’sini inhibe eden
konsantrasyon) degeri belirlenene kadar genigletiimistir. Tespit edilen ¢ogalmayi
durduran konsantrasyon yani ICsy ve ICsq, dederleri apoptoz belirleme analizlerinde,

morfoloji gérintileme c¢alismalarinda kullaniimistir.

2.5.3. Verilerin istatiksel Analizi

MTT deneyinde alinan kontrol kuyularinin absorbans degerleri ortalamasi %100
kabul edilmis ve diger konsantrasyonlarin % canliik degerlerindeki degisim
hesaplanmigtir. Bulunan % canliik degerlerinin istatistiksel ydnden anlamliligi,
Graphpad Prism V7 ile tekyonli varyans analizi (ANOVA) ve Tukey’s post hoc testi ile
belirlenmistir(p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***).

2.6. Gergcek Zamanh Hucre Analiz Sisteminde (RTCA MP) Antiproliferatif
Etkilerinin Arastiriimasi

XCELLigence RTCA MP cihazi, altin elektrotlar ile kaplanmis 6zel plakalarin (e-
plaka 96 ) her bir kuyucuk igerisindeki iyonik konsantrasyon ve hicrelerin elektrotlara
baglanip baglanmadigini 6lgim prensibine dayanan gergcek zamanh analiz 6zelligine
sahip olan mikroelektronik biyosensor sistemidir. Bu elektrot empedansi farkli nedenler
ile etkilenebilmektedir. Bu nedenlerden bazilari hiicre sayisi, hiicre morfolojisi, hlicre
canhligi ve yapisma dereceleridir. Herhangi bir igsaret¢i kullanmaksizin hicre
proliferasyonunu gergek zamanl olarak izlemeyi, otomatik Olgiimler yapabilmeyi,
yuksek duyarlilik ve dogrulukta goruntuleme icin kullanilmakta olan bir sistemdir.

Hulcre indeksi (cell index; Cl) herhangi bir birime sahip degildir ve elektrik
empedansinda olusan degisiklikler, elektrotlar Gzerinde meydana gelen degisikliklerin
saptanmasini  ve izlenmesini saglamaktadir. Boylece hucre durumu analiz

edilebilmektedir. Sistemde hicre indeksinde meydana gelen artma ve azalmalara bagh
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olarak meydana gelen verileri kaydetmekte ve yazilimi sayesinde otomatik olarak
degerlendirmektedir. Hucreler plakalara ekildikten sonra literatirde belirtilen hicre
indeksine ulagsmasi igin inktbasyona birakilmaktadir. Hucre indeksi her hiicrede farkli
sekilde ve surede artip azalabildiginden uygun indeks zamani igin literatur bilgilerinden

yararlaniimaktadir.

Yontemin Uygulanmasi

Deneye baglamadan &nce cihazda 6&ncelikli olarak kér okutmasi
gerceklestiriimistir. Bunun igin ¢alismalarda kullanilacak olan plakalara 100 pL uygun
besiyeri eklenmis ve ortam isisi ile egitlenmesi icin oda Isisinda 5 dakika bekletilmigtir.
Kor okutma sonrasinda plaka cihazdan cikartilarak, kuyu bagina 100 yL uygun besiyeri
icerisinde 1x10* adet hiicre gelecek sekilde A549, PANC-1, HTERT, L929 hicre
hatlarinin ekimi yapilmigtir. Uygun Cl de@erine varan hucrelere Sisplatin, Klomipramin
ve Kloropiramin maddelerinin 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625,
1.9531 uM konsantrasyonlarinda uygulamasi yapilmistir. Sistem saat basi veri alacak
sekilde ayarlanarak analiz yapilmistir. MTT yontemi ile belirlenmis olan konsantrasyon
araliginin gercek zamanh etkisini goérintileyebilmek icin ayni konsantrasyonlar bu
sistemde de kullaniimigtir.
Besiyeri kontrol: % 90 uygun besiyeri +% 10 FBS + %1-2 Pen-Strep Normal kontrol: %
90 uygun besiyeri +% 10 FBS + %1-2 Pen-Strep + Hucre

xCELLigence Gergek Zamanl Hlcre Analiz Sistemi (Real Time Cell Analyzer
MP, ACEA Biosciences Inc.) ile elde edilen hicre indeks (cell index) degerlerine gore;
hicrelerinin proliferasyon egrileri, RTCA Software 1.2.1.1002 programi kullanilarak

analiz edilmistir.

2.7. Akim sitometri cihazi ile yapilan deneyler

2.7.1. Annexin V-FITC/PI yontemi ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Bu yontemin mekanizmasi, apoptoz sirasinda htcrelerin fosfotidilserin (PS) ve
DNA ya da RNA’larinda meydana gelen degisimlere dayanmaktadir. Normal bir hicre
de fosfotidilserinler, hicre membraninin i¢ kismina lokalize olmuslardir. Hucrenin
apoptotik surece girmesi halinde PS’ler dis membrana dogru yer degistirerek burada
lokalize olmaktadirlar. Bu yer degistirme sirasinda, hucre membran butunlagu
bozulmadigi apoptotik evreye erken evre denmektedir. Dig yuzeye bakan PS’ler, erken

evre apoptoz belirteci olan Ca™ bagmli bir protein olan Annexin-V ile kompleks
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olusturabilmektedir. Annexin V FITC gibi floresan maddeler ile isaretlenerek apoptotik

hicreler gérinintr hale getirilebilmektedir [108, 109].

Sekil 2.2’de de anlatildi§i gibi ge¢ evredeki apoptoz ve nekrozda membran
yapisinda bozukluklar meydana gelmektedir. Bu bozukluklar ile membranda porlar
olusmakta ve Propidyum iyodur (P1) boyasi bu porlardan hiicre icine girerek DNA ya da
RNA’ya baglanabilmektedir. Bdylece ge¢ apoptoz ve nekroz tespiti yapilabilmektedir
[110, 111].

Normal Hiicre Erken Evredeki Apoptoz Geg evredeki Apoptoz

Sekil 2.2. AnnexinV/PI'n hiicreyle etkilesimi

Yoéntemin uygulanmasi

Yoéntem, Uretici firmanin kit prosedurinde énerdigi sekilde uygulanmistir. A549,
Panc-1 hiicre hatlari, 6 kuyucuklu plakalara her kuyu basina 3x10° adet hiicre gelecek
sekilde sayilarak, 2 mL besiyeri icerisinde ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonucunda
her kuyudan 1 mL besiyeri uzaklastiriimistir. 1Csy ve 1Csqo dozlar belirlenen
Klomipramin, Kloropiramin ve Sisplatin maddeleri 1 mL besiyeri icerisinde hucrelere
uygulanmistir. 24 ve 48 saatlik inklbasyona birakilarak ilaglarin etki etmesi
beklenmistir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda, hicreler ortamlari ile beraber
kaldirilarak flow tlplerine alinmistir. Soguk 1x PBS ile 2 kez yikanarak ve 1200 rpm’de
5 dakika santrifij ederek besiyeri uzaklastiriimistir. Kit iceriginden c¢ikan baglanma
solisyonu (AB: Assay Buffer) 10x haldedir ve distile su ile 1x konsantrasyona dilliye
edilmistir. Santriflj sonrasinda her bir flow tipine 100 pL baglama sollisyonu
eklenerek nazikge pipetlenmistir. 5 uL Annexin V, 5 uL Propidium iyodir (P1) eklenerek
hucreler oda sicakliginda 15 dakika karanlik bir ortamda inkuibe edilmistir. 15 dakikalik
sure sonunda baglanma soliisyonundan her bir flow tipune 400 pL aktarilarak bir saat
icerisinde akim sitometri cihazi ile analiz edilmigtir. Erken ve geg¢ apoptotik hicre

miktarlari pozitif kontrole goére hesaplanmigtir.
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2.7.2. JC-1 boyama ile hucrelerin mitokondriyal membran aktivitesinin
belirlenmesi

Mitokondriyal solunum zincirindeki oksidasyon reaksiyonlari sirasinda bir enerji
salinmaktadir ve bu salinan enerji mitokondriyal membran boyunca negatif bir
elektrokimyasal gradyan olarak depolanmaktadir. Bu elektrokimyasal gradya Aym
polarize olarak ifade edilmektedir. Aym'nin ¢okmesi genellikle erken apoptoz sirasinda
meydana gelmektedir. Bazi c¢alismalarda apoptozun ilk basamaklarindan birisinin
mitokondrinin depolarizasyonu oldugu bildiriimis ve hatta sitokrom C salimi igin
olmazsa olmaz bir kosul oldugu iddia edilmistir. Ancak Apm’nin ¢cokmesi her zaman
apoptoz sirasinda meydana gelmemektedir. Ayrica Aym’nin depolarizasyonu her
apoptoptik surecte meydana gelecek diye bir sart yoktur yani her sistem apoptoz
surecini farkli bir mekanizma aracili§i ile gergeklestirmektedir. Nekroz, hiicre déngusi
durmasi (hiperpolarizasyon) sirasinda da Aym'de degisiklikler oldugu bilinmektedir.

Akim sitometrisi hemen hemen tum htcrelerde Aym analizinde tercih edilen bir
tekniktir. Lipofilik katyonik florokromLar Awm problari olarak kullanilir; hicrelere
penetre olur ve floresani Aym'yi yansitmaktadir. JC-1 (5,5 ', 6,6'-tetrakloro-1,1', 3,3'-
tetraetilbenzimidazolkarbosiyanin iyodid), Ag'nin  durumunu degerlendirmek igin
kullanilan lipofilik bir florokromdur. JC-1'in floresan emisyon spektrumu, JC-1
konsantrasyonuna bagli olarak Aym'nin durumuna gére belirlenmektedir. JC-1 agregat
veya monomer seklinde, her biri farkli emisyon spektrumuna sahip iki farkli duruma
sahiptir. DUsUk boya konsantrasyonlarinda monomer olarak bulunurken, daha ytksek
konsantrasyonlarda agregatlar olusturmaktadir. JC-1'nin agregat ve monomer
seklindeki her iki formu da, akis sitometrelerde FL-1 (yesil) kanalinda olcllen
spektrumun en sonunda yesil floresan seklinde goriinmektedirler. Canh hicreler JC-1
boyasi ile inklibe edildiginde, JC-1, hicrelerin plazma membranina monomerler olarak
nufuz eder. JC-1'in mitokondriye alinmasi1 Aym tarafindan kontrol edilmektedir. Normal,
saglikh mitokondrinin Aym'si polarizedir ve JC-1 bdyle mitokondriler tarafindan hizla
alinmaktadir. Bu alim JC-1 boyasinin konsantrasyonunun gradyantini arttirmakta ve
mitokondride (J-agregatlari olarak bilinir) olusumuna yol agmaktadir. J-agregatlar, cogu

akim sitometresinde FL-2 (Kirmizi) kanalinda élgtimektedir [112].
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Yoéntemin uygulanmasi

Mitokondriyal membran buatanliganun saptanabilmesi igin kullanilan bu yontem
uretici firmanin kendi kit prosedirinde onerdigi sekilde uygulanmigtir. 6 kuyucuklu
plakalara A549 ve Panc-1 hiicreleri 2 mL besiyeri igerisinde kuyu basina 3x10° adet
hicre gelecek sekilde ekilmistir. 24 saat inklbatérde bekletilen hicreler Gzerine daha
onceden belirlenen Klomipramin, Kloropiramin ve Sisplatin’in ICsy ve 1Cs, dozlar 1mL
taze besiyeri icerisinde eklenmigtir. Plakalar, ilaclarin etkisini gdstermesi icin
inkiibasyona birakilmistir. 24 ve 48 saatlik inklibasyon sonrasinda hicreler kaldirilarak
flow taplerine alinmistir. Hicreler oda sicakhginda 2 kez 1x Soguk PBS ile yikanarak
ve 1200 rpm’de 5 dakika santriflij edilerek besiyeri uzaklastiriimistir. Kit iceriginde
bulunan baglanma solisyonu (AB:Assay Buffer) icerisinde hazirlanan JC-1 boyasindan
her bir flow tliptine 0.5 mL gelecek sekilde eklenerek nazikge pipetlenmistir. 15 dakika
37 C° de hiicreler inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler iki kez baglanma
solisyonu ile yikanmistir. Birinci yikamada hucrelere 2'ser mL, ikinci yikamada
hicrelere 1’er mL calisma solisyonu eklenerek 1200 rpm’'de 5 dakika santrifiij ile
supernatant uzaklastiriimistir. Son olarak her bir hicre pelletine 0.5 mL calisma
solisyonu eklenerek nazikge pipetlenmis ve hemen akim sitometri cihazi ile analiz

edilmistir. Elde edilen sonuclar pozitif kontrole gére kiyaslanarak hesaplanmistir.

2.7.3. Kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Kaspazlar, apoptozun ana basamaklarinda kilit anahtar roli oynayan
proteazlardir. Kaspaz-3 apoptoz mekanizmasinin her bir yolaginin son kisminda aktive
olmaktadir ve sonlandirici kaspazlar olarak ig gérmektedir. Kaspaz-3 bir hucrenin
apoptoz slrecine girdigini belirten en 6énemli enzimlerden biridir ¢iinkl aktiflestikten
sonra DNA fragmentasyonundan ve hicre iskeletine ait proteinlerin yikimindan
sorumludur.

Kit icerisinde bulunan Cytofix/Cytoperm sollisyonu ile hlcreler énce gegirgen
hale getirilir. Gegirgen haldeki hiicreler PE Rabbit Anti-Aktif kaspaz 3 boyasi ile aktif
kaspaz 3’ler boyanir. Boyanan aktif kaspaz 3 yilzdelerinin okumasi flow sitometri
cihazinda yapilir [113, 114].
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Yoéntemin uygulanmasi

Kaspaz-3 aktivitesi belirlemek igin uygulanan yontem, duretici firmanin kit
prosedirinde 6nerdigi sekilde uygulanmistir. 6 kuyucuklu plakalara her bir kuyu basina
2 mL besiyeri icerisinde 3x10° adet A549 ve Panc-1 hiicresi gelecek sekilde ekilerek
inkibatorde 24 saat bekletilmigtir. Klomipramin, Kloropiramin ve Sisplatin’in daha
onceden belirlenen ICsy ve ICsodozlari dozlari 24 ve 48 saatlik inklibasyona birakiimak
Uzere 1 mL taze besiyeri igcerisinde hlcrelere uygulanmistir. 24 ve 48 saatlik ilag
muamelesi sonrasinda her bir kuyu icerigi kendine ait flow tlplerine alinmistir. Flow
tlpleri 2 kez soguk 1x PBS ile yikanmis her yikama sonrasinda 1200 rpm’de 5 dakika
santrifilj edilerek supernatant uzaklastirilmistir. Kit iceriginde bulunan Cytofix/Cytoperm
solisyonundan her bir flow tlipine 0.5 mL eklenerek 20 dakika buz Uzerinde
bekletilerek santrifij ile supernatant uzaklastiriimistir. Distile su ile 1x konsantrasyona
dilie edilen Perm/Wash tampon ¢bézeltisinden hiicrelerin lGzerine 0.5mL konularak 2
kez yikamasi yapilmistir. Daha 6énceden 100 uL 1x Perm/Wash ¢ozeltisi icersine 20 uL
antibodi eklenerek hazirlanmis olan ¢ozeltiden yikama islemleri tamamlanan hicrelerin
Uzerine eklenmistir. Hicreler oda isisinda 30 dakika inkiibasyona birakiimistir. Son
olarak her bir 6rnek 1mL 1x Perm/Wash tampon c¢ozeltisi ile yikanarak santrifyj
edilmistir. Santriflj edilen hlcrelere 0.5mL 1x Perm/Wash tampon ¢dzeltisi eklenerek
akim sitometrisi cihazindan kaspaz-3 aktivitesi analiz edilmistir. Sonuglar pozitif

kontrole gére kiyaslanarak hesaplanmigtir.

2.8. Hucrelerin Morfolojik Goriintulerinin Alinmasi

2.8.1. Konfokal mikroskobu ile apoptotik etkilerin goriintiilenmesi

Konfokal mikroskop teknigi yaklagik 50 yil 6nce ilk kez Martin Minsky tarafindan
ortaya konmustur. Biyolojik ve bilimsel arastirmalar da canli veya fikse edilmis, floresan
veya yansitici problar ile isaretlenmis 100 mikrometre kalinhginda degisen ince hicre
ve doku kesitlerini gorintilemek icin lazer taramali konfokal mikroskop sistemleri
kullaniimaktadir. Konfokal mikroskobunun sahip oldugu lazer ve bilgisayar teknolojileri
sayesinde hicre alti yapilarinin, fonksiyonlarinin ve ve hicre/organizma yapisinin
detayli bir sekilde gorintulenmesine olanak saglamaktadir [115, 116, 117].

DAPi boyasi mavi floresan dzellikte bir boya olup &zellikle cift iplikli DNA
(dsDNA)y1 secmek suretiyle nukleik asitleri boyamaktadir. DAPI'nin dsDNA’ya
baglanmasi, ¢ift sarmalli yapisinda bulunan kiguk oluklardaki su molekullerin yer
degistirmesinden dolayi 20 kat fazla floresan tretmesine neden olmaktadir. DAPI ayni

zamanda RNA'ya da baglanmaktadir. Ancak farkh bir baglanma ydntemi izlemektedir.
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DAPI/RNA kompleksi, DAPI / dsDNA kompleksine (~460 nm'ye karsi ~ 500 nm) gore
sadece %20 kadar ylUksek bir kuantum verimi segilemektedir.

MitoTracker Red CMXRos boyasi apoptoz sirasinda membran potansiyeli
¢oken, degisimler gosteren mitokondriye baglanmaktadir. Konfokal mikroskop altinda
579 nm’de uyarilarak 599 nm’de gérintilenir [118, 119].

Yontemin Uygulanmasi

6 kuyucuklu plakalara dnceden steril edilen lameller yerlestiriimistir. Lamellerin
Uzeri hlcrelerin daha iyi tutunabilmesi amaci ile 400 pl 1x jelatin ile kaplanmigtir ve 1
saat kabin igerisinde kurumasi beklenmistir. 5x10° adet olacak sekilde sayimi yapilan
A549 ve Panc-1 hicreleri 0.5 mL uygun besiyeri icerisinde lamellerden tasmayacak
sekilde ekimi yapiimistir. Hicreler 24 saat boyunca inkibe edilmistir. 24 ve 48 saat
bekletiimek Gzere Klomipramin, Kloropiramin ve Sisplatin’in daha énceden belirlenen
ICsq Ve ICsq, dozlari uygulanmistir. Bu sure bitiminden sonra hiicreler 3 defa 2 dakika
sure ile 1x PBS ile yikanmistir. Her bir kuyu igine 1 mL 1x PBS eklenerek 2 dakika
beklenmigtir. Hucreleri boyama islemi igin daha onceden kendi prosedurine gore
hazirlanarak boliinen DAPi ve MitoTracker Red CMXRos boyalari kullaniimistir.
Mitotracker Red CMXRos boyasindan 75 pl kuyulardaki 1 mL’lik PBS igine eklenmis ve
hafifce calkalanmistir. Karanlik bir ortam olusturmasi igin aliminyum folyo ile sarilan
plakalar 15 dakika beklemesi icin inkiibatére kaldiriimistir. inkiibasyon sonrasinda her
bir kuyuya DAPI boyasindan 75 pl eklenmis ve yine karanlik bir ortamda inkiibatorde 5
dakika beklenmistir. inkiibasyon siireleri sonunda kuyular 1x PBS ile 3 kez yikanmis ve
Uzerlerine 1x hicre goérintileme sollisyonundan (Moleculer Probes, ABD) 1’er mL
eklenerek lam ile preparat hazirlanmis ve hemen konfokal mikroskobunda

goruntilenmeye alinmistir [120].

2.8.2. Gegirimli elektron mikroskobu ile apoptotik etkilerin goriintillenmesi
Gegirimli elektron mikroskobu (TEM: Transmission Electron Microscopy) Max
Knoll ve Ernst Ruska tarafindan 1930’larda yapilan g¢alismalar sonucunda ortaya
cikmigtir. TEM c¢ok ince Ornekler icinden ylksek enerjili elektronlari gegirerek
goruntileme prensibine dayanan bir mikroskop turadur. Optik mikroskoplarin aksine
¢ok bluylk blyltmelere sahiptir ve ince detaylarin gosterilmesi icin kullaniimaktadir.
Goruntuler elektronlarin drnek ile etkilesimi sonucu meydana gelmektedir. Olusan
go6rinti blyutulerek floresans ekran, fotografik film katmani veya CCD kamera gibi

sensor Uzerine odaklanmasi saglanmaktadir [121].
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TEM ile hcrelerin yapisal Ozellikleri 2 veya 3 boyutlu olarak
gorintilenebilmektedir. Bu nedenle apoptoz belirleme yéntemlerinden birisi olarak ¢ok
kullaniimaktadir. Hatta TEM ile yapilan degerlendirmeler apoptoz degerlendirmeleri i¢in
en degerli ydntem ("gold standard") adi verilmektedir. Morfolojik olarak meydana gelen
degisikliklerin (mitokondri, lizozom, endoplazmik retikulum, ¢ekirdek vb organellerinde)
belirlenmesinde kullaniimaktadir. TEM yardimi ile hlicrede apoptoz sirasinda meydana
gelen sitoplazmik kigllme, kromatin kondensasyonu veya kirilimasi net olarak
gorintilenebilmektedir [122].

Doku takibi, dokularin mikroskop ile goérintilenebilmesi igin yapilan islemler
dizisine verilen isimdir. Dehidratasyon, seffaflandirma ve sertlestirme doku takibinin

ana islemleridir [123].
Doku takibi sirasi ile su sekilde yapiimaktadir:

Fiksasyon: Fiksasyon igsleminde temel ama¢ doku ya da hucreyi canli oldugu halde
sabitlemektir. Bu islem doku proteinleri ve fiksatifler arasinda capraz baglarin
olusturulmasi ile gerceklesmektedir. Elektron mikroskobu ile incelenecek olan doku
hemen fikse edilmesi gerekmektedir. Tamponlanmis %Z2’lik Glutaraldahit (pH:7.2)
icerisinde +4°C’de 1 gece bekletilmelidir. Glutaraldehit fiksatifi fosfat tamponu ile 15
dakika boyunca 3 kez yikanarak uzaklagmasi saglanmaktadir. Fosfat tamponu ile 1:1
oraninda %Z2'lik Glutaraldahit hazirlanmakta ve oda kosullarinda 2 saat rotator
cihazinda doéndirilerek post-fiksasyon islemi saglanmaktadir. Osmium tetraoksid
proteinler ile capraz bag yapmakta ve mekanizmasi ¢ift bagh doymamis yag asitlerinde

esterlerin olugsmasi prensibine dayanmaktadir.

Dehidratasyon: Dokulardaki suyun uzaklagtirilmasi igin yapilan bir iglemdir. Bu iglem
sirasinda berrak, renksiz, kolay alev alabilen, orta derece toksik olan ve organik
¢cozeltiler ile karisabilen etil alkol kullaniimaktadir. Etil alkol hidrofilik yani su sever
Ozellikte oldugundan dehidratasyon iglemi i¢in kullanilan iyi bir ajandir. Dehidratasyon

isleminde kullanilan etil alkol artan konsantrasyonlarda kullaniimaktadir.
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Cizelge 2.1. Dehidratasyon Serileri

%30 etil alkol 15 dak. - 2 kez +4°C
%50 etil alkol 15 dak. - 2 kez +4°C
% 70 etil alkol 15 dak. - 2 kez +4°C
% 90 etil alkol 15 dak. - 2 kez +4°C
% 96 etil alkol 15 dak. - 2 kez +4°C
%2100 etil alkol 30 dak. +4°C
%100 etil alkol 30 dak. +25°C

Seffaflandirma: Dealkolizasyon olarak da bilinmektedir. Seffaflandirici olarak Propilen
oksit kullaniimaktadir. Seffaflandirici ajanin dokuya zarar vermemesi, dehidratasyon
maddesini temizleyebilmesi ve sertlestirici madde ile uyum saglayabilen ozellikte

olmasi gerekmektedir. Dokular rotatorda 1 saat boyunca déndurilerek bekletiimektedir.

Cizelge 2.2. Seffaflandirma Serileri

Propilenoksit 30 dak. +25°C

Propilenoksit 30 dak. +25°C

Cizelge 2.3. G6mmeye Gegis

Propilenoksit/epon812 60 dak. +25°C

Propilenoksit/epon812 60 dak. +25°C

Bloklama: Hazirlanan epon 812 resinle bloklama islemi yapilmaktadir. Polimerizasyon

isleminin gergeklesmesi igin 48 saat boyunca 60°C’de etliv igerisinde bekletilmektedir.
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Cizelge 2.4. Resin solisyonlarinin hazirlanmasi

Araldit CY212 20 mL
DDSA 20 mL
BDMA 0,6 mL

Dibdtilfitalat 1mL

Kesitlerin alinmasi: Goérintli elde edebilmek igin resinin 70-100 nm kalinhginda
kesitler alinmasi gerekmektedir. Clinkl bloklama yapilan resin elektron geciremeyecek
kadar kalindir. Kesit alma islemi ultramikrotom cihazi ile gercgeklestiriimekte ve bu
isleme de ultramikrotomi adi verilmektedir. Alnan kesitler gridler (zerine
yerlestiriimektedir ve boyama islemi icin uranil asetat ve kursun sitrat kullaniimaktadir
[123].

Yontemin Uygulanmasi

A549 ve PANC-1 hiicrelerinin 75 cm? lik kiltiir kaplarina 10 mL uygun besiyeri
icerisinde ekimi yapildi. 24 saat inkUbatorde inkibasyona birakilan hucreler, sire
sonunda Uzerlerinden 5 mL eski besiyeri gekilerek atilmigtir. Uzerlerine 5 mL taze
besiyeri igerisinde Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinden daha
onceden belirlenen 24 saatlik ICsyp ve 1Csy, dozlari uygulanmig ve inkubasyona
birakilmigtir. 24 saatlik inkibasyon sonrasinda doku takibi prosedirt yapilmis ve

elektron mikroskobu ile hazirlanan preparatlar gértinttlenmistir.
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3. SONUCLAR VE BULGULAR
3.1. MTT Sonuglan

3.1.1. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin’in A549 hiicre hatti uUzerindeki

sitotoksik etkisi

A549 hicrelerine Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin 500, 250,
125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625, 1.9531, 0.9765625 pM konsantrasyon
araliginda 24 ve 48 saat slresince inkiibasyona birakilimistir. Her bir inklibasyon stiresi
sonunda MTT ydntemi ile maddelerin sitotoksik etkileri belirlenmistir. Kontrol ve
maddeler ELIZA (Enzim Baglantih immunosorbent Yéntemi) cihazinda 540 nm dalga
boyunda okumasi yapilarak sonuglar elde edilmistir. Her bir grubun hesaplamalari
yapilarak % canllik degerleri belirlenmistir. Gruplara ait % canlilik degerlerinin grafikleri
Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 ‘da % canlilik degerleri Cizelge 3.1, 3.2, 3.3 ‘de

belirtiimigtir.

3.1.1.1. Sisplatin’in A549 hiicre hatti lizerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksik etkisi
Sisplatin konsantrasyonlarinin A549 hicresi Uzerinde 24 ve 48 saatlik sitotoksik
etkileri belirlenmistir. Sisplatin, kontrol hiicrelerine kiyasla zamana ve doza bagl olarak
sitotoksik ve antiproliferatif etkiler gostermistir. A549 hicrelerine uygulanan Sisplatin’in
500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625 upM konsantrasyonlarinin
24 saatteki etkisi kontrol grubuna goére sirasiyla %22.7, 35.3, 44.7, 48.8, 52.7, 66.9,
76.5, 84.6 olarak hesaplanmistir. Sisplatin konsantrasyonlarinin 48. Saatteki etkisi
kontrol grubuna gére % 8.3, 13.3, 19.5, 33.0, 55.1, 60.9, 66.5, 74.8 olarak

hesaplanmistir. Bu degerler Cizelge 3.1’de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Sisplatin konsantrasyonlarinin A549 hiicre hattinda MTT ybntemine gére
hesaplanan 24. Saatteki % Canliik Degerleri ve Istatiksel olarak Degerlendiriimesi
(p<0.01**, p<0.001***)(n=5)
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Sekil 3.2. Sisplatin konsantrasyonlarinin A549 hiicre hattinda MTT ydntemine gére
hesaplanan 48. Saatteki % Canlilik Degerleri ve Istatiksel olarak Degerlendiriimesi
(p<0,001***)(n=5)
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Cizelge 3.1. MTT ydntemine gbre belirlenen Sisplatin konsantrasyonl/arinin A549 hiicre

hatti lizerindeki 24 ve 48. saatteki canlilik ylizdeleri

Uygulanan konsantrasyonlar
24 saat canlilik % 48 saat canhlik %

(HM)
500 22.7 8.3
250 35.3 13.3
125 44.7 19.5
62,5 48.8 33.0
31,25 52.7 55.1
15,625 66.9 60.9
7,8125 76.5 66.5
3,90625 84.6 74.8

3.1.1.2. Klomipramin’in A549 hiicre hatti iizerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksik
etkisi

Klomipramin konsantrasyonlarinin A549 hiicresi Uzerinde 24 ve 48 saatlik
sitotoksik etkileri belirlenmistir. Klomipramin, kontrol hicrelerine kiyasla zamana ve
doza bagh olarak sitotoksik ve antiproliferatif etkiler gostermistir. A549 hicrelerine
uygulanan Klomipramin 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625, 1.9531,
0.9765625 uM konsantrasyonlarinin 24.saatteki etkisi kontrol grubuna gore sirasiyla
%13.6, 20.4, 23.8, 55.5, 66.1, 73.6, 84.3, 87.6, 90.3, 93.6 olarak hesaplanmistir.
Klomipramin konsantrasyonlarinin 48.saatteki etkisi kontrol grubuna gére % 8.6, 12.7,
19.8, 45.6, 52.8, 54.6, 68.6, 73.7, 77.3, 84.2 olarak hesaplanmistir. Bu degerler
Cizelge 3.2 'de gosterilmigtir.
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Sekil 3.3. Klomipramin konsantrasyonl/arinin A549 hiicre hattinda MTT yéntemine gbre
hesaplanan 24. Saatteki % Canliik Degerleri ve Istatiksel olarak Degerlendiriimesi
(p<0.01**, p<0.001***)(n=6)

120 +

100

(o)
o

Eksen Baslhgi
(o))
o

H 48 saat

S
o

Sekil 3.4. Klomipramin konsantrasyonlarinin A549 hiicre hattinda MTT ybntemine gére
hesaplanan 48. Saatteki % Canlilik Degerleri ve Istatiksel olarak Degerlendiriimesi
(p<0.01**, p<0.001***)(n=6)
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Cizelge 3.2. MTT yéntemine gére belirlenen Klomipramin konsantrasyonlarinin A549

hticre hatti lizerindeki 24 ve 48. saatteki canlilik ylizdeleri

Uygulanan konsantrasyonlar 24 saat canhlik % 48 saat canhlik %
(HM)
500 13.6 8.6
250 204 12.7
125 23.8 19.8
62,5 55.5 45.6
31,25 66.1 52.8
15,625 73.6 54.6
7,8125 84.3 68.6
3,90625 87.6 73.7
1,953125 90.3 77.3
0,976563 93.6 84.2

3.1.1.3. Kloropiramin’in A549 hiicre hatti lizerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksik

etkisi

Kloropiramin konsantrasyonlarinin A549 hicresi Uzerinde 24 ve 48 saatlik
sitotoksik etkileri belirlenmistir. Kloropiramin, kontrol hiicrelerine kiyasla zamana ve
doza bagh olarak sitotoksik ve antiproliferatif etkiler gostermistir. A549 hucrelerine
uygulanan Kloropiramin 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625, 1.9531
MM konsantrasyonlarinin 24.saatteki etkisi kontrol grubuna gore sirasiyla %35.8, 59.8,
63.4, 65.5, 715, 737, 746, 76.6 olarak hesaplanmistir. Kloropiramin
konsantrasyonlarinin 48. Saatteki etkisi kontrol grubuna gére %19.8, 31.8, 48.4, 53.5,
59.5, 63.7, 68.6, 72.6 olarak hesaplanmistir. Bu degerler Cizelge 3.3 'de g0Osterilmistir.
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Sekil 3.5. Kloropiramin konsantrasyonl/arinin A549 hiicre hattinda MTT yéntemine gére
hesaplanan 24. Saatteki % Canlilik Dederleri ve istatiksel olarak Degerlendiriimesi
(p<0.01**, p<0.001***)(n=5)
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Sekil 3.6. Kloropiramin konsantrasyonlarinin A549 hiicre hattinda MTT ydntemine
gére hesaplanan 48. Saatteki % Canlilik Degerleri ve istatiksel olarak Degerlendirilmesi
(p<0,001***)(n=5)
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Cizelge 3.3. MTT ybntemine gére belirlenen Kloropiramin konsantrasyonlarinin A549

hticre hatti lizerindeki 24 ve 48. saatteki canlilik ylizdeleri

Uygulanan konsantrasyonlar
24 saat canlilik % 48 saat canhlik %

(HM)
500 35.8 19.8
250 59.8 31.8
125 63.4 48.4
62,5 65.5 53.5
31,25 715 59.5
15,625 73.7 63.7
7,8125 74.6 68.6
3,90625 76.6 72.6

A549 hicrelerinde Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin’in 24 ve 48 saatlik
sitotoksik etki belirlemek igin yapilan MTT analizine gore, maddelerin ve ICsq, ve ICs
degerleri  belirlenmigtir.  Bu degerler belirlenirken Microsoft Excell grafiksel
degerlendirme kullaniimistir.

Yapilan galismalarda Sisplatin pozitif kontrol olarak kullaniimigtir. MTT analizine
g6re yapilan degerlendirmeler sonucunda Sisplatin’in A549 hicreleri Uzerindeki 24 saat
sonundaki ICso, Ve ICso degerleri sirasiyla 50.494 puM ve 100.989 uM olarak
belirlenmigtir. Sisplatin’in A549 hcreleri Gzerindeki 48 saatlik ICso, Ve ICsq degerleri
sirasiyla 21.248 uM ve 42.496 uM olarak belirlenmistir.

Klomipramin’in A549 hicreleri Uzerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksite etkilerini
belirlemek amaci ile yapillan MTT analizi sonucunda ICsy, ve 1Cs, degerleri
belirlenmigtir. 24. Saatteki 1Cso, ve 1Cso degerleri sirasiyla 36.143 uM ve 72.287 yM
olarak, 48. Saatteki ICso, Ve 1Cso degerleri ise sirasi ile 40.935 uyM ve 81.870 uM olarak

belirlenmisgtir.
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Kloropiramin’in A549 hicreleri Gzerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksite etkilerini
belirlemek amaci ile yapillan MTT analizi sonucunda ICgy, ve ICs, de@erleri
belirlenmigtir. 24. Saatteki ICsq, ve ICso de@erleri sirasiyla 163.291 uM ve 326.583 M
olarak, 48. Saatteki ICso, Ve ICgy de@erleri ise sirasi ile 56.419 pM ve 112.839 uM

olarak belirlenmistir.

3.1.2. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin’in PANC-1 hucre hatti lizerindeki
sitotoksik etkisi

PANC-1 hucrelerine Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin 500,
250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625, 1.9531, 0.9765625 yM konsantrasyon
araliginda 24 ve 48 saat slresince inkiibasyona birakilmigtir. Her bir inklibasyon siresi
sonunda MTT ydntemi ile maddelerin sitotoksik etkileri belirlenmistir. Kontrol ve
maddeler ELIZA (Enzim Baglantili immunosorbent Yéntemi) cihazinda 540 nm dalga
boyunda okumasi yapilarak sonuglar elde edilmistir. Her bir grubun hesaplamalari
yapilarak % canhlik degerleri belirlenmistir. Gruplara ait % canliik degerlerinin grafikleri
Sekil 3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 3.11, 3.12 ‘da % canlilik degerleri Cizelge 3.4, 3.5, 3.6 ‘de

belirtiimigtir.

3.1.2.1. Sisplatin’in PANC-1 hiicre hatti ilizerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksik
etkisi

Sisplatin konsantrasyonlarinin PANC-1 hicresi Uzerinde 24 ve 48 saatlik
sitotoksik etkileri belirlenmistir. Sisplatin, kontrol hicrelerine kiyasla zamana ve doza
bagl olarak sitotoksik ve antiproliferatif etkiler gostermigtir. PANC-1 hlcrelerine
uygulanan Sisplatin’in 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625 uM
konsantrasyonlarinin 24.saatteki etkisi kontrol grubuna goére sirasiyla %12.3, 26.3,
39.0, 52.8, 54.1, 69.7, 80.8, 86.5 olarak hesaplanmistir. Sisplatin konsantrasyonlarinin
48. Saatteki etkisi kontrol grubuna goére % 9.9, 22.7, 33.0, 51.2, 53.5, 65.7, 81.2, 82.5

olarak hesaplanmistir. Bu degerler Cizelge 3.4’de gosterilmistir.
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Sekil 3.7. Sisplatin konsantrasyonl/arinin PANC-1 hiicre hattinda MTT ybéntemine gére
hesaplanan 24. Saatteki % Canliik Degerleri ve Istatiksel olarak Degerlendiriimesi
(p<0.01**, p<0.001***) (n=5)
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Sekil 3.8. Sisplatin konsantrasyon/arinin PANC-1 hlicre hattinda MTT yéntemine gére
hesaplanan 48. saatteki % Canlilik Dederleri ve Istatiksel olarak Degerlendirilmesi
(p<0.01**, p<0.001***)(n=5)
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Cizelge 3.4. MTT ybntemine gére belirlenen Sisplatin konsantrasyonl/arinin PANC-1

hiicre hatti (izerindeki 24 ve 48. saatteki canlilik ylizdeleri

Uygulanan konsantrasyonlar
24 saat canlilik % 48 saat canlihik %

(HM)
500 12.3 9.9
250 26.3 22.7
125 39.0 33.0
62,5 52.8 51.2
31,25 54.1 53.5
15,625 69.7 65.7
7,8125 80.8 81.2
3,90625 86.5 82.5

3.1.2.2. Klomipramin’in PANC-1 hiicre hatti iizerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksik
etkisi

Klomipramin konsantrasyonlarinin PANC-1 hiicresi Uzerinde 24 ve 48 saatlik
sitotoksik etkileri belirlenmistir. Klomipramin, kontrol hicrelerine kiyasla zamana ve
doza bagli olarak sitotoksik ve antiproliferatif etkiler géstermistir. PANC-1 hicrelerine
uygulanan Klomipramin 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625, 1.9531,
0.9765625 pM konsantrasyonlarinin 24. saatteki etkisi kontrol grubuna gore sirasiyla
%11.7, 24.8, 31.3, 47.0, 57.0, 62.9, 73.9, 81.2, 88.0, 95.1 olarak hesaplanmistir.
Klomipramin konsantrasyonlarinin 48. Saatteki etkisi kontrol grubuna gére %7.9, 21.5,
25.6, 45.4, 53.7, 61.3, 78.9, 84.5, 91.7, 93.4 olarak hesaplanmigtir. Bu degerler
Cizelge 3.5 'de gosterilmigtir.
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Sekil 3.9. Klomipramin konsantrasyon/arinin PANC-1 hiicre hattinda MTT ydntemine
gére hesaplanan 24. Saatteki % Canlilik Degerleri ve Istatiksel olarak Degerlendirilmesi
(p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***)(N=6)
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Sekil 3.10. Klomipramin konsantrasyonlarinin PANC-1 hiicre hattinda MTT yéntemine
gére hesaplanan 48. Saatteki % Canlilik Degerleri ve istatiksel olarak Degerlendiriimesi
(p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***)(n=6)
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Cizelge 3.5. MTT yéntemine gére belirlenen Klomipramin konsantrasyon/arinin PANC-

1 hiicre hatti lizerindeki 24 ve 48. saatteki canlilik ylzdeleri

Uygulanan konsantrasyonlar 24 saat canhlik % 48 saat canhlik %
(HM)
500 11.7 7.9
250 24.8 215
125 31.3 25.6
62,5 47.0 45.4
31,25 57.0 53.7
15,625 62.9 61.3
7,8125 73.9 78.9
3,90625 81.2 84.5
1,953125 88.0 91.7
0,976563 95.1 93.4

3.1.2.3. Kloropiramin’in PANC-1 hiicre hatti iizerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksik
etkisi

Kloropiramin konsantrasyonlarinin PANC-1 hicresi Uzerinde 24 ve 48 saatlik
sitotoksik etkileri belirlenmistir. Kloropiramin, kontrol hucrelerine kiyasla zamana ve
doza bagli olarak sitotoksik ve antiproliferatif etkiler géstermistir. PANC-1 hicrelerine
uygulanan Kloropiramin 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625 uM
konsantrasyonlarinin 24. saatteki etkisi kontrol grubuna gore sirasiyla %25.8, 39.6,
43.1, 53.3, 65.3, 784, 859, 923 olarak hesaplanmistir. Kloropiramin
konsantrasyonlarinin 48. Saatteki etkisi kontrol grubuna goére %11.0, 19.4, 50.5, 56.2,
61.3, 72.4, 74.9, 88.3 olarak hesaplanmistir. Bu degerler Cizelge 3.6 'de gdsterilmistir.
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Sekil 3.11. Kloropiramin konsantrasyon/arinin PANC-1 hiicre hattinda MTT yéntemine
gére hesaplanan 24. Saatteki % Canlilik Degerleri ve Istatiksel olarak Degerlendirilmesi
(p<0,001***)(n=5)
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Sekil 3.12. Kloropiramin konsantrasyon/arinin PANC-1 hiicre hattinda MTT ydntemine
gére hesaplanan 48. Saatteki % Canlilik Degerleri ve istatiksel olarak Degerlendiriimesi
(p<0.01**, p<0.001***) (n=5)
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Cizelge 3.6. MTT yéntemine gbre belirlenen Kloropiramin konsantrasyonlarinin PANC-

1 hiicre hatti lizerindeki 24 ve 48. saatteki canlilik ylzdeleri

Uygulanan konsantrasyonlar
24 saat canlilik % 48 saat canhlik %

(HM)
500 25.8 11.0
250 39.6 19.4
125 43.1 50.5
62,5 53.3 56.2
31,25 65.3 61.3
15,625 78.4 72.4
7,8125 85.9 74.9
3,90625 92.3 88.3

PANC-1 hucrelerinde Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin’in 24 ve 48 saatlik
sitotoksik etki belirlemek igin yapilan MTT analizine gore, maddelerin ve ICsq, ve ICs
degerleri  belirlenmistir.  Bu degerler belirlenirken Microsoft Excell grafiksel
degerlendirme kullaniimistir.

Yapilan galismalarda Sisplatin pozitif kontrol olarak kullaniimigtir. MTT analizine
gore yapilan degerlendirmeler sonucunda Sisplatin’in PANC-1 hicreleri Uzerindeki 24
saat sonundaki ICsp, ve ICs, dederleri sirasiyla 45.419 pM ve 91.838 uM olarak
belirlenmigtir. Sisplatin’in A549 hcreleri Gzerindeki 48 saatlik ICso, Ve ICsq degerleri
sirasiyla 33.875 uM ve 67.750 uM olarak belirlenmistir.

Klomipramin’in PANC-1 hicreleri Uzerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksite etkilerini
belirlemek amaci ile yapillan MTT analizi sonucunda ICsy, ve 1Cs, deg@erleri
belirlenmigtir. 24. Saatteki ICso, Ve ICso de@erleri sirasiyla 32.553 pM ve 65.106 uM
olarak, 48. Saatteki ICso, Ve 1Cso degerleri ise sirasi ile 31.716 uyM ve 63.432 uM olarak
belirlenmisgtir.

Kloropiramin’in PANC-1 hicreleri Uzerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksite etkilerini
belirlemek amaci ile yapillan MTT analizi sonucunda ICsy, ve 1Cs, degerleri
belirlenmigtir. 24. Saatteki ICs, Ve ICso degerleri sirasiyla 65.370 yM ve 130.741 uM
olarak, 48. Saatteki ICso, Ve I1Csy de@erleri ise sirasi ile 54.750 yM ve 109.501 uM

olarak belirlenmistir.
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3.1.3. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin’in hTERT-HPNE hucre hatti
uzerindeki sitotoksik etkisi

hTERT-HPNE hucrelerine Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin
500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625, 1.9531, 0.9765625 uM
konsantrasyon araliginda 24 ve 48 saat slresince inkiibasyona birakiimistir. Her bir
inkibasyon suresi sonunda MTT yontemi ile maddelerin sitotoksik etkileri belirlenmigtir.
Kontrol ve maddeler ELIZA (Enzim Baglantili immunosorbent Yéntemi) cihazinda 540
nm dalga boyunda okumasi yapilarak sonuglar elde edilmistir. Her bir grubun
hesaplamalari yapilarak % canlilik degerleri belirlenmistir. Gruplara ait % canlihk
degerlerinin grafikleri Sekil 3.13, 3.14, 3.15, 3.16, 3.17, 3.18 ‘da % canlilik degerleri
Cizelge 3.7, 3.8, 3.9 ‘de belirtilmigtir.

3.1.3.1. Sisplatin’in h-TERT HPNE hiicre hatti iizerindeki 24 ve 48 saatlik
sitotoksik etkisi

Sisplatin konsantrasyonlarinin hTERT-HPNE hiicresi lizerinde 24 ve 48 saatlik
sitotoksik etkileri belirlenmistir. Sisplatin, kontrol hicrelerine kiyasla zamana ve doza
bagl olarak sitotoksik ve antiproliferatif etkiler géstermigtir. hTERT-HPNE hUcrelerine
uygulanan Sisplatin’in 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625 pM
konsantrasyonlarinin 24. saatteki etkisi kontrol grubuna gore sirasiyla %2258.5, 67.7,
76.7, 78.6, 87.3, 93.0, 96.2, 99.2 olarak hesaplanmigtir. Sisplatin konsantrasyonlarinin
48. Saatteki etkisi kontrol grubuna gore sirasiyla %41.4, 49.7, 63.1, 64.6, 76.1, 89.1,
95.6, 98.7 olarak hesaplanmistir. Bu degerler Cizelge 3.7’de gosterilmigtir.
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Sekil 3.13. Sisplatin konsantrasyonlarinin hTERT-HPNE hiicre hattinda MTT
yéntemine gbére hesaplanan 24. Saatteki % Canlilik Dedgerleri ve Istatiksel olarak
Degerlendirilmesi (p<0.05% p<0.01**) (n=5)
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Sekil 3.14.  Sisplatin konsantrasyon/arinin hTERT-HPNE hicre hattinda MTT
ybntemine gére hesaplanan 48. Saatteki % Canlilik Degerleri ve Istatiksel olarak
Degerlendirilmesi (p<0.05% p<0.01**, p<0.001***)(n=5)
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Cizelge 3.7. MTT yéntemine gdére belirlenen Sisplatin konsantrasyonlarinin hTERT-

HPNE hticre hatti lizerindeki 24 ve 48. saatteki canlilik ylizdeleri

Uygulanan konsantrasyonlar
24 saat canlilik % 48 saat canhlik %

(HM)
500 58.5 414
250 67.7 49.7
125 76.7 63.1
62,5 78.6 64.6
31,25 87.3 76.1
15,625 93.0 89.1
7,8125 96.2 95.6
3,90625 99.2 98.7

3.1.3.2. Klomipramin’in HTERT-HPNE hiicre hatti iizerindeki 24 ve 48 saatlik
sitotoksik etkisi

Klomipramin konsantrasyonlarinin hTERT-HPNE hicresi Uzerinde 24 ve 48
saatlik sitotoksik etkileri belirlenmistir. Klomipramin, kontrol hiicrelerine kiyasla zamana
ve doza bagl olarak sitotoksik ve antiproliferatif etkiler gostermistir. hTERT-HPNE
hicrelerine uygulanan Klomipramin 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125,
3.90625, 1.9531, 0.9765625 uM konsantrasyonlarinin 24. saatteki etkisi kontrol
grubuna gore sirasiyla %54.6, 62.0, 63.1, 65.1, 67.3, 76.8, 77.5, 82.1, 83.7, 93.9 olarak
hesaplanmistir. Klomipramin konsantrasyonlarinin 48. Saatteki etkisi kontrol grubuna
gére % 58.8, 64.5, 63.1, 63.7, 67.3, 71.1., 76.7, 87.8, 91.9, 99.5 olarak hesaplanmistir.
Bu degerler Cizelge 3.8 'de gdsterilmigstir.
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Sekil 3.15. Klomipramin konsantrasyonlarinin hTERT-HPNE hdcre hattinda MTT
ybntemine gb6re hesaplanan 24. Saatteki % Canlilik Degerlendirimesi (p<0.05%
p<0.01**, p<0.001***) (n=6)

120 +

100

[e]
o

M 24 saat

Hiicre Canlihig (%Kontrol)
N o)
o o

20

Sekil 3.16. Klomipramin konsantrasyonlarinin hTERT-HPNE hiicre hattinda MTT
yéntemine gére hesaplanan 48. Saatteki % Canlilik Dederleri ve Istatiksel olarak
Degerlendirilmesi (p<0.05% p<0.01**, p<0.001***) (n=6)
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Cizelge 3.8. MTT ybntemine gbre belirlenen Klomipramin konsantrasyonl/arinin
hTERT-HPNE hiicre hatti (izerindeki 24 ve 48. saatteki canlilik ylizdeleri

Uygulanan konsantrasyonlar 24 saat canhlik % 48 saat canhlik %
(HM)
500 54.6 58.8
250 62.0 64.5
125 63.1 63.1
62,5 65.1 63.7
31,25 67.3 67.3
15,625 76.8 71.1
7,8125 77.5 76.7
3,90625 82.1 87.8
1,953125 83.7 91.9
0,976563 93.9 99.5

3.1.3.4. Kloropiramin’in hTERT-HPNE hiicre hatti iizerindeki 24 ve 48 saatlik
sitotoksik etkisi

Kloropiramin konsantrasyonlarinin hTERT-HPNE hlcresi Uzerinde 24 ve 48
saatlik sitotoksik etkileri belirlenmigtir. Kloropiramin, kontrol hicrelerine kiyasla zamana
ve doza bagl olarak sitotoksik ve antiproliferatif etkiler géstermistir. hTERT-HPNE
hicrelerine uygulanan Kloropiramin 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125,
3.90625, 1.9531, 0.9765625 uM konsantrasyonlarinin 24. saatteki etkisi kontrol
grubuna gobre sirasiyla % 72.4, 80.3, 83.1, 89.5, 90.7, 91.7, 92.3, 98.0 olarak
hesaplanmistir. Kloropiramin konsantrasyonlarinin 48. Saatteki etkisi kontrol grubuna
gore % 80.4, 82.3, 87.1, 91.5, 91.7, 97.1, 95.6, 97.8 olarak hesaplanmistir. Bu degerler
Cizelge 3.9 'de gosterilmistir.
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Sekil 3.17. Kloropiramin konsantrasyonlarinin hTERT-HPNE hdiicre hattinda MTT
ybntemine gére hesaplanan 24. Saatteki % Canlilik Degerleri ve Istatiksel olarak
Degerlendiriimesi (p<0.05*, p<0.01**)(n=5)
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Sekil 3.18. Kloropiramin konsantrasyonlarinin hTERT-HPNE hiicre hattinda MTT
ybntemine gére hesaplanan 48. Saatteki % Canlilik Degerleri ve Istatiksel olarak
Degerlendiriimesi (p<0.05*, p<0.01**)(n=5)
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Cizelge 3.9. MTT yébntemine gére belirlenen Kloropiramin konsantrasyon/arinin
hTERT-HPNE hiicre hatti (izerindeki 24 ve 48. saatteki canlilik ylizdeleri

Uygulanan konsantrasyonlar
24 saat canlilik % 48 saat canhlik %

(HM)
500 72.4 80.4
250 80.3 82.3
125 83.1 87.1
62,5 89.5 91.5
31,25 90.7 91.7
15,625 91.7 97.1
7,8125 92.3 95.6
3,90625 98.0 97.8

hTERT-HPNE hucrelerinde Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin'in 24 ve 48
saatlik sitotoksik etki belirlemek icin yapilan MTT analizine gore, maddelerin ve ICsq,
ve ICso degerleri belirlenmistir. Bu degerler belirlenirken Microsoft Excell grafiksel
degerlendirme kullaniimistir.

Yapilan galismalarda Sisplatin pozitif kontrol olarak kullaniimigtir. MTT analizine
gbre vyapilan degerlendirmeler sonucunda Sisplatin’in  hTERT-HPNE hcreleri
Uzerindeki 24 saat sonundaki I1Csq, Ve ICso dederleri sirasiyla 582.715 yM ve 1165.431
MM olarak belirlenmistir. Sisplatin’in hnTERT-HPNE hucreleri Gzerindeki 48 saatlik ICsqp,
ve ICso degerleri sirasiyla 172.297 uM ve 344.595 uM olarak belirlenmistir.

Klomipramin’in hTERT-HPNE hicreleri Uzerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksite
etkilerini belirlemek amaci ile yapilan MTT analizi sonucunda ICsq, ve 1Cg, degerleri
belirlenmigtir. 24. Saatteki ICs, Ve ICso degerleri sirasiyla 283.26 yM ve 566.520 M
olarak, 48. Saatteki ICso, Ve ICsy degerleri ise sirasi ile 399.583 uM ve 799.167 uM

olarak belirlenmistir.
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Kloropiramin’in hTERT-HPNE hucreleri tGzerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksite
etkilerini belirlemek amaci ile yapilan MTT analizi sonucunda ICsy, ve 1Cs, degerleri
belirlenmigtir. 24. Saatteki ICsq, ve ICso de@erleri sirasiyla 495.176 uM ve 990.352 uyM
olarak, 48. Saatteki ICso, Ve 1Cso de@erleri ise sirasi ile 578.024 yM ve 1156.048 uM

olarak belirlenmistir.

3.1.3. Sisplatin, Komipramin ve Kloropiramin’in L929 hiicre hatti Gizerindeki

sitotoksik etkisi

3.1.3.1. Sisplatin’in L929 hiicre hatti iizerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksik etkisi
Sisplatin konsantrasyonlarinin L929 hiicresi lUzerinde 24 ve 48 saatlik sitotoksik
etkileri belirlenmigtir. Sisplatin, kontrol hicrelerine kiyasla zamana ve doza bagl olarak
sitotoksik ve antiproliferatif etkiler gdstermigstir. L929 hiicrelerine uygulanan Sisplatin’in
500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625, 1.9531, 0.9765625 uM
konsantrasyonlarinin 24. saatteki etkisi kontrol grubuna goére sirasiyla %38.3, 42.5,
53.1, 62.4, 85.6, 97.8, 96.5, 98.4 olarak hesaplanmistir. Sisplatin konsantrasyonlarinin
48. Saatteki etkisi kontrol grubuna gére %20.7, 41.7, 46.9, 50.0, 55.6, 81.6, 88.0, 95.9

olarak hesaplanmistir. Bu degerler Cizelge 3.10 'de gdsterilmistir.
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Sekil 3.19. Sisplatin konsantrasyonlarinin L929 hiicre hattinda MTT ydntemine gére
hesaplanan 24. Saatteki % Canliik Dederleri ve istatiksel olarak Degerlendiriimesi
(p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***)(n=5)
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Sekil 3.20. Sisplatin konsantrasyonlarinin L929 hiicre hattinda MTT ydntemine gbre
hesaplanan 48. Saatteki % Canlilik Dederleri ve istatiksel olarak Degerlendiriimesi
(p<0.05%*, p<0.01**, p<0.001***)(n=5)

Cizelge 3.10. MTT ydntemine goére belirlenen Sisplatin konsantrasyonlarinin L929

hiucre hatti Uzerindeki 24 ve 48. saatteki canllik yuzdeleri

Uygulanan konsantrasyonlar
24 saat canlilik % 48 saat canlilik %

(uM)
500 38.3 20.7
250 42.5 41.7
125 53.1 46.9
62,5 62.4 50.0
31,25 85.6 55.6
15,625 97.8 81.6
7,8125 96.5 88.0
3,90625 98.4 95.9
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3.1.3.2. Klomipramin’in L929 hiicre hatti iizerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksik
etkisi

Klomipramin konsantrasyonlarinin L929 hucresi Uzerinde 24 ve 48 saatlik
sitotoksik etkileri belirlenmistir. Klomipramin, kontrol hlicrelerine kiyasla zamana ve
doza bagh olarak sitotoksik ve antiproliferatif etkiler gostermistir. L929 hucrelerine
uygulanan Klomipramin 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625, 1.9531,
0.9765625 pM konsantrasyonlarinin 24. saatteki etkisi kontrol grubuna gore sirasiyla
%33.4, 31.3, 32.4, 33.3, 59.1, 66.9, 80.3, 79.1, 80.4, 87.5 olarak hesaplanmistir.
Klomipramin konsantrasyonlarinin 48. Saatteki etkisi kontrol grubuna gére %24.0, 28.0,
29.1, 38.6, 47.8, 61.5, 77.8, 79.1, 83.1, 89.8 olarak hesaplanmistir. Bu degerler
Cizelge 3.11 'de gosterilmigtir.
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Sekil 3.21. Klomipramin konsantrasyonlarinin L929 hiicre hattinda MTT ydntemine
gére hesaplanan 24. Saatteki % Canlilik Degerleri ve istatiksel olarak Degerlendiriimesi
(p<0.01**, p<0.001***)(n=6)
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Sekil 3.22. Klomipramin konsantrasyonlarinin L929 hiicre hattinda MTT ydntemine
goére hesaplanan 48. Saatteki % Canlilik Degerleri ve istatiksel olarak Degerlendirilmesi
(p<0.01**, p<0.001***)(n=6)

Cizelge 3.11. MTT ybntemine gére belirlenen Klomipramin konsantrasyonlarinin L929

hticre hatti lizerindeki 24 ve 48. saatteki canlilik ylizdeleri

Uygulanan konsantrasyonlar
24 saat canhlik % 48 saat canhlik %

(uM)
500 334 24.0
250 31.3 28.0
125 324 29.1
62,5 33.3 38.6
31,25 59.1 47.8
15,625 66.9 61.5
7,8125 80.3 77.8
3,90625 79.1 79.1
1,953125 80.4 83.1
0,976563 87.5 89.8
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3.1.3.3. Kloropiramin’in L929 hiicre hatti lizerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksik
etkisi

Kloropiramin konsantrasyonlarinin L929 hdcresi Uzerinde 24 ve 48 saatlik
sitotoksik etkileri belirlenmistir. Kloropiramin, kontrol hicrelerine kiyasla zamana ve
doza bagh olarak sitotoksik ve antiproliferatif etkiler gostermistir. L929 hucrelerine
uygulanan Kloropiramin 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625, 1.9531,
0.9765625 pM konsantrasyonlarinin 24. saatteki etkisi kontrol grubuna gore sirasiyla
%32.6, 37.8, 40.5, 57.3, 68.2, 72.1, 72.6, 79.3 olarak hesaplanmigtir. Kloropiramin
konsantrasyonlarinin 48. Saatteki etkisi kontrol grubuna gére % 17.5, 26.3, 41.7, 42.0,
72.4, 74.8, 80.5, 815 olarak hesaplanmigtir. Bu degerler Cizelge 3.12 ’'de

gosterilmistir.
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Sekil 3.23. Kloropiramin konsantrasyonlarinin L929 hiicre hattinda MTT ybntemine
goére hesaplanan 24. Saatteki % Canlilik Degerleri ve istatiksel olarak Degerlendirilimesi
(p<0.01**, p<0.001***)(n=5)
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Sekil 3.24. Kloropiramin konsantrasyonlarinin L929 hiicre hattinda MTT yéntemine
gére hesaplanan 48. Saatteki % % Canliik Degerleri ve Istatiksel olarak
Degerlendiriimesi (p<0.01**, p<0.001***)(n=5)

Cizelge 3.12. MTT ybéntemine gére belirlenen Kloropiramin konsantrasyon/arinin L929

hiicre hatti (izerindeki 24 ve 48. saatteki canlilik yiizdeleri

Uygulanan konsantrasyonlar
24 saat canlihik % 48 saat canlilik %

(HM)
500 32.6 17.5
250 37.8 26.3
125 40.5 41.7
62,5 57.3 42.0
31,25 68.2 72.4
15,625 72.1 74.8
7,8125 72.6 80.5
3,90625 79.3 81.5
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L929 hucrelerinde Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin'in 24 ve 48 saatlik
sitotoksik etki belirlemek icin yapilan MTT analizine gére, maddelerin ve 1Csq, Ve ICsg
degerleri  belirlenmigtir.  Bu degerler belirlenirken Microsoft Excell grafiksel
degerlendirme kullaniimigtir.

Yapilan galismalarda Sisplatin pozitif kontrol olarak kullaniimistir. MTT analizine
g6re yapilan degerlendirmeler sonucunda Sisplatin’in L929 hicreleri Uzerindeki 24 saat
sonundaki 1Csq, ve ICsq deg@erleri sirasiyla 108.445 uM ve 216.890 pM olarak
belirlenmigtir. Sisplatin’in L929 hicreleri tzerindeki 48 saatlik 1Csy, ve ICso degerleri
siraslyla 85.866 uM ve 171.733 uM olarak belirlenmistir.

Klomipramin’in L929 hucreleri lzerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksite etkilerini
belirlemek amaci ile yapilan MTT analizi sonucunda ICsy, ve ICygo degerleri
belirlenmigstir. 24. Saatteki ICso, ve ICso de@erleri sirasiyla 39.142 uyM ve 40.407 uM
olarak, 48. Saatteki ICsq, Ve ICso degerleri ise sirasi ile 20.203 uM ve 40.497 uM olarak
belirlenmisgtir.

Kloropiramin’in L929 hicreleri Gzerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksite etkilerini
belirlemek amaci ile yapilan MTT analizi sonucunda ICsy, ve ICso degerleri
belirlenmigtir. 24. Saatteki 1Csq» Ve 1Cso degerleri sirasiyla 73.405 uM ve 146.810 uyM
olarak, 48. Saatteki ICsq, Ve ICso degerleri ise sirasi ile 49.598 uM ve 99.197 uM olarak

belirlenmigtir.

3.2. xCELLigence Gergek Zamanl Hucre Analiz Sonuglar

MTT analizi ile sitotoksik etkileri belirlenen Sisplatin, Klomipramin ve
kloopiramin maddeleri igin xCELLigence RTCA MP sistemi ile c¢alismalar
gerceklestiriimistir. Maddelerin A549, PANC-1, hTERT-HPNE ve L929 hiicre hatlarinin
proliferasyonuna olan etkilerini gézlemleyebilmek icin sistemden veriler saat basi
alinacak sekilde ayarlanmistir.

RTCA MP Sisteminden elde edilen A549 ve PANC-1 hicrelerine ait
proliferasyon grafikleri sistem Uzerinden es zamanli olarak saat basi veri elde edilecek
sekilde ayarlanmigtir. A549 hiicreleri igin dnceden bilinen logaritmik egri durumuna
gore ilaglar hiicreye hicre indeks degeri ~1 iken 23. saatte (Normalizasyon zamani:
23.44.46, ilaglarin hicrelere verildigi andan itibaren sifilanma noktasi) uygulanmistir.
PANC-1 hucreleri icin ise ayni gekilde 6nceden bilinen logaritmik egri durumuna gore
ilaglar hucreye hucre indeks degeri ~1 iken 7. saatte (Normalizasyon zamani: 7.17.00,

ilacglarin hicrelere verildigi andan itibaren sifirlanma noktasi) uygulanmigtir.
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3.2.1. Sisplatin’in A549 hicreleri Uizerindeki proliferasyona olan etkilerinin

xcelligence cihazi ile degerlendirilmesi
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Sekil 3.25. xCELLigence Gergcek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi icin yapilan

uygulamalarda A549 hiicreleri (izerindeki Sisplatin’in

géruntiisi
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Sekil 3.26. A549 hiicreleri lizerinde Sisplatin etken maddesi i¢in 72 saatlik I1Csq

degerlerini gbsteren sigmoidal doz cevap egrisi. 1 numara 24. saati, 2 numara 48.

saati, 3 numara 72.saati temsil etmektedir.
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Cizelge 3.13. A549 hiicreleri (izerinde Sisplatin icin sigmoidal doz cevap egrisi
(degisken egimli) ve 24, 48 ve 72 saatlik ICso degerleri

Sisplatin igin Sigmoidal Doz Cevap Egrisi ve ICs, Degerleri
24 saat 48 saat 72 saat
ICso degerleri 33.91 uM 18.42 uyM 19.78 uM
r* degerleri 9.7077 9.8341 9.9316

A549 hicreleri lizerine uygulanan Sisplatin ilacinin 24 saatteki ICs, degeri 33.91
MM, 48. Saatteki 1Cso degeri 18.42 uM ve 72. Saatteki 1Cso degeri 19.78 yM olarak
saptanmistir. 1Csq, degerleri ise 24, 48 ve 72 saatler igin sirasiyla 16.955 uM, 9.21 uM,
9.89 uM olarak belirlenmistir. Apoptotik etki belirleme c¢alismalarinda hesaplanan bu

degerler kullaniimistir.

3.2.2. Klomipramin’in A549 hiicreleri lizerindeki proliferasyona olan etkilerinin

xcelligence cihazi ile degerlendirilmesi
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Sekil 3.27. xCELLigence Gergek Zamanl Hiicre Analiz Sistemi igin yapilan
uygulamalarda A549 hlicreleri lizerindeki Klomipramin’in normalize edilmis 72 saatlik
géruntiisi
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Sekil 3.28. A549 hiicreleri (izerinde Klomipramin etken maddesi igcin 72 saatlik ICsg
degerlerini gbsteren sigmoidal doz cevap egrisi. 1 numara 24. saati, 2 numara 48.
saati, 3 numara 72.saati temsil etmektedir.

Cizelge 3.14. A549 hilicreleri (lizerinde Klomipramin igin sigmoidal doz cevap egrisi

(degisken egimli) ve 24, 48 ve 72 saatlik ICsqy degerleri

Klomipramin igin Sigmoidal Doz Cevap Egrisi ve ICs, Degerleri
24 saat 48 saat 72 saat
ICso degerleri 89.16 uM 119.71 uM 121.51 uM
r* degerleri 9.9855 9.7455 9.4502

A549 hucreleri Uzerine uygulanan Klomipramin ilacinin 24 saatteki ICso, degeri
89.16 uM, 48. Saatteki ICso degeri 119.71 yM ve 72. Saatteki ICsq degeri 121.51 yM
olarak saptanmistir. ICso, degerleri ise 24, 48 ve 72 saatler i¢in sirasiyla 44.58 uM,
59.85 uM, 60.755 puM olarak belirlenmistir. Apoptotik etki belirleme c¢alismalarinda

hesaplanan bu degerler kullaniimistir.
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3.2.3. Kloropiramin’in A549 hicreleri Uizerindeki proliferasyona olan etkilerinin

xcelligence cihazi ile degerlendirilmesi
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Sekil 3.29. xCELLigence Gercek Zamanli Hicre Analiz Sistemi icin yapilan

uygulamalarda A549 hlicreleri lizerindeki Kloropiramin’in normalize edilmis 72 saatlik

géruntiisi
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Sekil 3.30. A549 hiicreleri (izerinde Kloropiramin etken maddesi igin 72 saatlik ICsy
degerlerini gésteren sigmoidal doz cevap edrisi. 1 numara 24. saati, 2 numara 48.

saati, 3 numara 72.saati temsil etmektedir.
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Cizelge 3.15. A549 hlicreleri (izerinde Kloropiramin igcin sigmoidal doz cevap egrisi

(degisken egimli) ve 24, 48 ve 72 saatlik 1Csy degerleri

Kloropiramin i¢in Sigmoidal Doz Cevap Egrisi ve ICs, Degerleri
24 saat 48 saat 72 saat
ICso degerleri 268.24 yM 454.76 uM 471.97 uM
r* degerleri 9.9328 9.7455 9.497

A549 hicreleri Uzerine uygulanan Kloropiramin ilacinin 24 saatteki ICs, degeri
268.24 uM, 48. Saatteki ICsq dederi 454.76 uM ve 72. Saatteki 1Cs, degeri 471.97 uM
olarak saptanmistir. ICso, degerleri ise 24, 48 ve 72 saatler igin sirasiyla 134.12 uM,
227.38 uM, 235.985 uM olarak belirlenmistir. Apoptotik etki belirleme calismalarinda

hesaplanan bu degerler kullaniimistir.

3.2.4. Sisplatin’in PANC-1 hiicreleri lizerindeki proliferasyona olan etkilerinin

xcelligence cihazi ile degerlendirilmesi
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Sekil 3.31. xCELLigence Gercek Zamanli Hicre Analiz Sistemi igin yapilan

uygulamalarda PANC-1 hiicreleri lizerindeki Sisplatin’in normalize edilmis 72 saatlik

géruntisi
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Sekil 3.32. PANC-1 hilicreleri (izerinde Sisplatin etken maddesi icin 72 saatlik I1Cs
degerlerini gbsteren sigmoidal doz cevap egrisi. 1 numara 24. saati, 2 numara 48.

saati, 3 numara 72.saati temsil etmektedir.

Cizelge 3.16. PANC-1 hiicreleri lizerinde Sisplatin igin sigmoidal doz cevap egrisi

(degisken egimli) ve 24, 48 ve 72 saatlik ICsy degerleri

Sisplatin icin Sigmoidal Doz Cevap Egrisi ve ICso Degerleri
24 saat 48 saat 72 saat
|Cso degerleri 60.98 uM 37.60 uM 25.90 uM
r* degerleri 9.7542 9.7718 9.0955

PANC-1 hucreleri Uzerine uygulanan Sisplatin ilacinin 24 saatteki I1Csq degeri
60.98 uM, 48. Saatteki ICso degeri 37.60 uM ve 72. Saatteki 1Csy degeri 25.90 M
olarak saptanmistir. ICso, degerleri ise 24, 48 ve 72 saatler i¢in sirasiyla 30.49 uM,
18.8 pM, 12.95 uM olarak belirlenmistir. Apoptotik etki belirleme ¢alismalarinda

hesaplanan bu degerler kullaniimistir.
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3.2.5. Klomipramin’in PANC-1 hiicreleri lizerindeki proliferasyona olan etkilerinin

xcelligence cihazi ile degerlendirilmesi
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Sekil 3.33. xCELLigence Gercek Zamanli Hicre Analiz Sistemi igin yapilan
uygulamalarda PANC-1 hiicreleri lizerindeki Klomirapmin’in normalize edilmis 72

saatlik gbruntiist
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Sekil 3.34. PANC-1 hiicreleri lizerinde Klomipramin etken maddesi igin 72 saatlik ICs
degerlerini gbsteren sigmoidal doz cevap egrisi. 1 numara 24. saati, 2 numara 48.

saati, 3 numara 72.saati temsil etmektedir.
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Cizelge 3.17. PANC-1 hiicreleri lizerinde Klomipramin i¢cin sigmoidal doz cevap egrisi

(degisken egimli) ve 24, 48 ve 72 saatlik ICsy degerleri

Klomipramin i¢in Sigmoidal Doz Cevap Egrisi ve 1Cs, Degerleri
24 saat 48 saat 72 saat
ICso degerleri 47.46 uM 58.28 uM 59.11 uM
r’ degerleri 9.8794 9.9559 9.9807

PANC-1 hicreleri zerine uygulanan Klomipramin ilacinin 24 saatteki 1Cs
degeri 47.46 puM, 48. Saatteki ICs, degeri 58.28 pyM ve 72. Saatteki ICso degeri 59.11
MM olarak saptanmistir. 1Csq, de@erleri ise 24, 48 ve 72 saatler igin sirasiyla 23.8 uM,
29.14 pyM, 29.555 uM olarak belirlenmistir. Apoptotik etki belirleme calismalarinda

hesaplanan bu degerler kullaniimistir.

3.2.6. Kloropiramin’in PANC-1 hiicreleri lizerindeki proliferasyona olan etkilerinin

xcelligence cihazi ile degerlendirilmesi
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Sekil 3.35. xCELLigence Gergcek Zamanli Hicre Analiz Sistemi igin yapilan

uygulamalarda PANC-1 hlicreleri lizerindeki Kloropiramin’in normalize edilmis 72

saatlik gbruntiisi
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Sekil 3.36. PANC-1 hicreleri (izerinde Kloropiramin etken maddesi i¢in 72 saatlik ICsg

degerlerini gbsteren sigmoidal doz cevap egrisi. 1 numara 24. saati, 2 numara 48.

saati, 3 numara 72.saati temsil etmektedir.

Cizelge 3.18. PANC-1 hiicreleri lizerinde Kloropiramin icin sigmoidal doz cevap egrisi

(degisken egimli) ve 24, 48 ve 72 saatlik ICsy degerleri

Kloropiramin igin Sigmoidal Doz Cevap Egrisi ve I1Cso Degerleri

24 saat 48 saat 72 saat
ICso degerleri 79.23 uM 91.27 uM 100.14 uyM
r* degerleri 9.9749 9.9423 9.8193

PANC-1 hicreleri Gzerine uygulanan Kloropiramin ilacinin 24 saatteki 1Cs
degeri 79.23 puM, 48. Saatteki ICsq degeri 91.27 uyM ve 72. Saatteki ICso degeri 100.14
MM olarak saptanmistir. 1Cs, de@erleri ise 24, 48 ve 72 saatler icin sirasiyla 39.615
MM, 29.14 uM, 45.635 pM, 55.7 UM olarak belirlenmigtir. Apoptotik etki belirleme

¢alismalarinda hesaplanan bu degerler kullaniimistir.
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3.3. Klomipramin, Kloropiramin ve Sisplatin’in A549 ve PANC-1 Hucrelerinde

Apoptotik Etkilerinin Akim Sitometri Yontemi ile Degerlendirilmesi

3.3.1. Akim sitometri’de Annexin V FITC-Pl yéntemi ile apoptotik etkinin

degerlendirilmesi

3.3.1.1. A549 hiicrelerindeki 24 saatlik apoptotik etkilerin degerlendirilmesi

A549 KONTROL AS49 KONTROL

Pl PerCP-A

50 oo 150 00 250 1|2I2 ll]:I 10 10

A FSC-A G 1.000) B ANNEXIN ¥V FITC-A

S

A549 SISPLATIN IC50/2 AS49 SISPLATIN ICS@

10°

1ot

Pl PerCP-A
10°

Pl PerCP-A

10* 10° 0 10? 10* 10
= ANNEXINVFITC-A D ANMEXIN Y FITC-A

Sekil 3.37. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin A549 hiicreleri
lizerinde 24. saatteki apoptotik etkileri A) Hiicre popllasyonu igerisinde secilen ana
kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICso, D) Sisplatin 1Csy E) Klomipramin ICsq, F) Klomipramin
ICs0 G) Kloropiramin ICsq, H) Kloropiramin ICsg,

(Q1=Nekroz, Q2= Ge¢ apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)
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Sekil 3.37. (Devam) Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin A549
hticreleri lizerinde 24. saatteki apoptotik etkileri A) Hiicre poplilasyonu igerisinde
secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICsq, D) Sisplatin ICsq E) Klomipramin 1Csg2

F) Klomipramin 1Csy G) Kloropiramin 1Csq, H) Kloropiramin 1Csy. (Q1=Nekroz, Q2= Geg¢
apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)
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Cizelge 3.19. A549 hiicrelerinin 24. Saatteki % canlilik degerleri
(Q1=Nekroz, Q2= Geg apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)

Cizelge 3.20. Sisplatin’in A549 hiicreleri lizerinde 24. Saatteki % canlilik degerleri
(Q1=Nekroz, Q2= Geg apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)

Cizelge 3.21. Klomipramin’in A549 hlicreleri lizerinde 24. Saatteki % canlilik degerleri
(Q1=Nekroz, Q2= Ge¢ apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)

Cizelge 3.22. Kloropiramin’in A549 hiicreleri lizerinde 24. Saatteki % canlilik degerleri
(Q1=Nekroz, Q2= Ge¢ apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)
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3.3.1.2. A549 hiicrelerindeki 48 saatlik apoptotik etkilerin degerlendirilmesi

AS49 KONTROL A549 KONTROL

Pl PerCP-A
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Sekil 3.38. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin A549 hiicreleri
lizerinde 48. saatteki apoptotik etkileri A) Hiicre poplilasyonu igerisinde segilen ana
kapi B) Kontrol C) Sisplatin 1Csq, D) Sisplatin 1Cso E) Klomipramin 1Cs,

F) Klomipramin 1Csy G) Kloropiramin 1Csq, H) Kloropiramin 1Cs,

(Q1=Nekroz, Q2= Ge¢ apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)
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Sekil 3.38 (Devam) Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin A549
hicreleri (zerinde 48. saatteki apoptotik etkileri A) Hiicre popllasyonu igerisinde
secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin 1Csq, D) Sisplatin ICsq E) Klomipramin ICsg, F)
Klomipramin ICsq G) Kloropiramin I1Cso, H) Kloropiramin ICsq,

(Q1=Nekroz, Q2= Ge¢ apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)

Cizelge 3.23. A549 hiicrelerinin 48. Saatteki % canlilik degerleri
(Q1=Nekroz, Q2= Ge¢ apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)
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Cizelge 3.24. Sisplatin’in A549 hiicreleri lizerinde 48. Saatteki % canlilik degerleri
(Q1=Nekroz, Q2= Geg apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)

Cizelge 3.25. Klomipramin’in A549 hiicreleri lizerinde 48. Saatteki % canlilik degerleri
(Q1=Nekroz, Q2= Ge¢ apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)

Cizelge 3.26. Klomipramin’in A549 hiicreleri lizerinde 48. Saatteki % canlilik degerleri
(Q1=Nekroz, Q2= Geg¢ apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)

Cizelge 3.19, 3. 20, 3.21, 3.22’de belirtilen sonuglara gore, Sisplatin,

Klomipramin ve Kloropiramin’in A549 hicreleri Uzerinde 24. saatteki erken apoptotik

etkisi kontrol grubuna gére uygulanan her iki konsantrasyon igin de arttigi gdézlenmigtir.
24. saatteki kontrol grubu erken apoptoz miktari %92.4, ge¢ apoptoz miktari ise
%4.2'dir.

Sisplatin’in ICso, Ve ICso dozlarinin 24. saatteki erken apoptoz miktarlari
siraslyla; %79.0, 68.1 ve ge¢ apoptoz miktarlari sirasiyla; 3.5, 5.9'dur.

Klomipramin’in 1Csy, ve ICsq dozlarinin 24. saatteki erken apoptoz miktarlari

sirasiyla; %83.9, 77.9, ge¢ apoptoz miktarlari sirasiyla; 9.0, 10.32°dir.
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Kloropiramin’in 1Csq, ve ICsq dozlarinin 24. saatteki erken apoptoz miktarlarii
siraslyla; %84.7, 58.0, ge¢ apoptoz miktarlari sirasiyla; 7.8, 21.5'dir.

Cizelge 3.23, 3.24, 3.25, 3.26’de belirtlen sonuglara goére Sisplatin,
Klomipramin ve Kloropiramin’in A549 hicreleri Uzerinde 48. saatteki erken apoptotik
etkisi kontrol grubuna gére uygulanan her iki konsantrasyon igin de arttigi gdézlenmistir.
48. saatteki kontrol grubu erken apoptoz miktari %92.6, ge¢c apoptoz miktari ise
%3.5tir.

Sisplatin’in 1Csy, ve 1Cs dozlarinin 48. saatteki erken apoptoz miktarlari
sirasiyla; %59.4, 45.3 ve ge¢ apoptoz miktarlar sirasiyla; 16.4, 24.2'dir.

3.3.1.3. PANC-1  hiicreleri lzerindeki 24 saatlik apoptotik etkilerin

degerlendirilmesi
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A FSC-A  (x1.000) B ANNEXIN V FITC-A

Sekil 3.39. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin PANC-1 hlicreleri
lizerinde 24. saatteki apoptotik etkileri A) Hiicre poplilasyonu igerisinde segilen ana
kapi B) Kontrol C) Sisplatin 1Csq, D) Sisplatin ICso E) Klomipramin 1Csg,

F) Klomipramin I1Csy G) Kloropiramin I1Csq;» H) Kloropiramin I1Csg,

(Q1=Nekroz, Q2= Ge¢ apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)
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Sekil 3.39. (Devam) Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin PANC-1
hicreleri (zerinde 24. saatteki apoptotik etkileri A) Hiicre poplilasyonu igerisinde
secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICsy, D) Sisplatin ICsq E) Klomipramin 1Csg2

F) Klomipramin 1Csy G) Kloropiramin 1Csq, H) Kloropiramin 1Csg,

(Q1=Nekroz, Q2= Ge¢ apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)
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Cizelge 3.27. PANC-1 hlicrelerinin 24. Saatteki % canllik degerleri
(Q1=Nekroz, Q2= Geg apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)

Cizelge 3.28. Sisplatinin PANC-1 hiicreleri lizerinde 24. Saatteki % canlilik degerleri
(Q1=Nekroz, Q2= Geg apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)

Cizelge 3.29. Klomipramin’in PANC-1 hiicreleri (zerinde 24. Saatteki % canlilik
degerleri
(Q1=Nekroz, Q2= Geg¢ apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)

Cizelge 3.30. Kloropiramin’in PANC-1 hdcreleri (zerinde 24. Saatteki % canlilik
degerleri (Q1=Nekroz, Q2= Ge¢ apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)
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3.3.1.4. PANC-1  hiicreleri lizerindeki 48 saatlik apoptotik etkilerin

degerlendirilmesi
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Sekil 3.40. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin PANC-1 hlicreleri
lizerinde 48. saatteki apoptotik etkileri A) Hlicre poplilasyonu igerisinde segilen ana
kapi B) Kontrol C) Sisplatin 1Cso, D) Sisplatin ICse E) Klomipramin ICsq, F) Klomipramin
ICso G) Kloropiramin ICsq, H) Kloropiramin ICsp,

(Q1=Nekroz, Q2= Geg¢ apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)
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Sekil 3.40. (Devam) Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin PANC-1
hicreleri (zerinde 48. saatteki apoptotik etkileri A) Hiicre popllasyonu igerisinde
secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICso, D) Sisplatin ICsg E) Klomipramin ICsq, F)
Klomipramin ICsy G) Kloropiramin 1Csq2 H) Kloropiramin ICso. (Q1=Nekroz, Q2= Ge¢
apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)

Cizelge 3.31. PANC-1 hiicrelerinin 48. Saatteki % canlilik degerleri
(Q1=Nekroz, Q2= Ge¢ apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)
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Cizelge 3.32. Sisplatin’in PANC-1 hiicreleri lizerinde 48. Saatteki % canlilik degerleri
(Q1=Nekroz, Q2= Geg apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)

Cizelge 3.33. Klomipramin’in PANC-1 hlicreleri (izerinde 48. Saatteki % canlilik

degerleri
(Q1=Nekroz, Q2= Ge¢ apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)

Cizelge 3.34. Kloropiramin’in PANC-1 hdcreleri (zerinde 48. Saatteki % canlilik
degerleri (Q1=Nekroz, Q2= Ge¢ apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken apoptoz)

Cizelge 3.27, 3. 28, 3.29, 3.30'de belirtilen sonuglara goére, Sisplatin,
Klomipramin ve Kloropiramin’in PANC-1 hucreleri Gzerinde 24. saatteki erken apoptotik

etkisi kontrol grubuna goére uygulanan her iki konsantrasyon igin de arttigi gdézlenmisgtir.
24. saatteki kontrol grubu erken apoptoz miktari %85.9, ge¢ apoptoz miktar ise
%3.0°dir.
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Sisplatin’in ICso, ve ICsq dozlarinin 24. saatteki erken apoptoz miktarlar
sirasiyla; %75.7, 57.6 ve ge¢ apoptoz miktarlari sirasiyla; 22.6, 15.0'drr.

Klomipramin’in 1Csy, Ve 1Csy dozlarinin 24. saatteki erken apoptoz miktarlar
siraslyla; %83.9, 59.1 ve ge¢ apoptoz miktarlari sirasiyla; 9.0, 21.8dir.

Kloropiramin’in 1Csq, ve ICsq dozlarinin 24. saatteki erken apoptoz miktarlarii
siraslyla; %68.6, 61.7 ve ge¢ apoptoz miktarlari sirasiyla; 12.9, 20.2’dir.

Cizelge 3.31, 3.32 3.33, 3.34 ’de belirtilen sonuclara goére, Sisplatin’in
uygulanan her iki dozunun da PANC-1 hucreleri Gzerinde kontrol grubuna gore 48.
saatteki erken apoptoz miktarini arttirdigi gézlenmistir. Klomipramin'in kontrol grubuna
gore 1Csq, dozunun erken apoptoz miktarinda herhangi bir etkisi olmadigi ancak ICsq
dozunun erken apoptoz miktarini arttirdigi gérilmustir. Kloropiramin'in ise her iki doz
icin de kontrol grubuna kiyasla erken apoptoz miktarini arttirdigi sonucuna ulasiimistir.
48. saatteki kontrol grubu erken apoptoz miktari %91.3, ge¢ apoptoz miktar ise
%2.5tir.

Sisplatin’in ICso, ve ICsq dozlarinin 48. saatteki erken apoptoz miktarlar
sirasiyla; %84.7, 80.9 ve ge¢ apoptoz miktarlari sirasiyla; 4.3, 5.6’'dir.

Klomipramin’in 1Csy, ve ICsq dozlarinin 48. saatteki erken apoptoz miktarlari
sirasiyla; %90.1, 43.1 ve ge¢ apoptoz miktarlari sirasiyla; 4.2, 8.3'tir.

Kloropiramin’in ICso, Ve ICs dozlarinin 48. saatteki erken apoptoz miktarlarn

sirasiyla; %85.5, 49.1 ve ge¢ apoptoz miktarlari sirasiyla; 2.4, 1.8’dir.
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3.3.2. Flow sitometri’de JC-1 yontemi ile mitokondriyal membran aktivitesinin
degerlendirilmesi

3.3.2.1. Ab549 hiicrelerindeki 24 saatlik mitokondriyal membran aktivitesinin
etkilerin degerlendirilmesi
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Sekil 3.41. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin A549 hlicreleri
tizerinde 24. Saatteki mitokondriyal membran etkileri A) Hiicre poplilasyonu igerisinde
secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin I1Csy, D) Sisplatin ICso E) Klomipramin ICsg),

F) Klomipramin ICsy G) Kloropiramin ICsq, H) Kloropiramin ICs.

(P4=Mitokondriyal aktivite gdstermeyen canlilik, P5=Mitokondriyal aktivite gdbsteren
canlilik)
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Sekil 3.41. (Devam) Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin A549
hiicreleri lizerinde 24. Saatteki mitokondriyal membran etkileri A) Hiicre popllasyonu
icerisinde secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICsp, D) Sisplatin ICsy E)
Klomipramin ICso, F) Klomipramin 1Csy G) Kloropiramin 1Csq2 H) Kloropiramin 1Csg,
(P4=Mitokondriyal aktivite gdbstermeyen canlilik, P5=Mitokondriyal aktivite gdbsteren
canlilik)
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Cizelge 3.35. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiraminin A549 hiicreleri lizerinde 24
Saatteki % canlilik degerleri

(P4=Mitokondriyal aktivite gdbstermeyen canlilik, P5=Mitokondriyal aktivite gdbsteren
canlilik)

A549 24. Saat
Kontrol 86.4 135
Sisplatin ICsq, 83.1 16.9
Sisplatin ICsg 70.6 28.6
Klomipramin ICsq2 73.3 26.9
Klomipramin ICs 58.8 40.4
Kloropiramin ICsgp, 78.5 21.3
Kloropiramin ICs 76.1 23.8

3.3.2.2. A549 hiicrelerindeki 48 saatlik mitokondriyal membran aktivitesinin

etkilerin degerlendirilmesi

A549 KONTROL AS49 KONTROL

10” w*
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A FSC-A & 1.000) B JC-1 FITC-A

Sekil 3.42. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin A549 hiicreleri
lizerinde 48. Saatteki mitokondriyal membran etkileri A) Hiicre popliilasyonu igerisinde
secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin 1Csq, D) Sisplatin 1Cso E) Klomipramin 1Csq, F)
Klomipramin ICsy G) Kloropiramin ICsq, H) Kloropiramin ICs

(P4=Mitokondriyal aktivite g6stermeyen canlilik, P5=Mitokondriyal aktivite gdsteren
canlilik)
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Sekil 3.42. (Devam) Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin A549
hicreleri lizerinde 48. Saatteki mitokondriyal membran etkileri A) Hiicre poplilasyonu
icerisinde segilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICsq, D) Sisplatin 1Cs

E) Klomipramin 1Cso, F) Klomipramin ICso G) Kloropiramin 1Csq, H) Kloropiramin 1Csg.
(P4=Mitokondriyal aktivite g6stermeyen canlilik, P5=Mitokondriyal aktivite gbsteren
canlilik)
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Sekil 3.42. (Devam) Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin A549
hicreleri lizerinde 48. Saatteki mitokondriyal membran etkileri A) Hiicre poplilasyonu
icerisinde segilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICsq, D) Sisplatin 1Cs

E) Klomipramin ICsg, F) Klomipramin ICsq G) Kloropiramin 1Csq, H) Kloropiramin 1Csq
(P4=Mitokondriyal aktivite gbstermeyen canlilik, P5=Mitokondriyal aktivite gdsteren
canlilik)

Cizelge 3.36. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin’in A549 hiicreleri (izerinde 48.
Saatteki % canlilik degerleri ~ (P4=Mitokondriyal aktivite gdstermeyen canlilik,

P5=Mitokondriyal aktivite gésteren canlilik)

A549 48. Saat
Kontrol 87.0 12.6
Sisplatin 1Csgp, 86.4 13.2
Sisplatin I1Cs 58.2 40.2
Klomipramin ICsq2 75.6 24.2
Klomipramin ICs 69.4 31.2
Kloropiramin ICsq2 74.8 24.9
Kloropiramin ICs 63.2 36.4
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3.3.2.3. PANC-1 hiicrelerindeki 24 saatlik mitokondriyal membran aktivitesinin

etkilerin degerlendirilmesi
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Sekil 3.43. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin PANC-1 hlicreleri
tizerinde 24. Saatteki mitokondriyal membran etkileri A) Hiicre popllasyonu icerisinde
secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICsq, D) Sisplatin 1Cso E) Klomipramin 1Csq, F)
Klomipramin ICsy G) Kloropiramin ICsq, H) Kloropiramin I1Cs

(P1=Mitokondriyal aktivite gbstermeyen canllik, P2=Mitokondriyal aktivite gdbsteren
canlilik)
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Sekil 3.43. (Devam) Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin PANC-1
hiicreleri lizerinde 24. Saatteki mitokondriyal membran etkileri A) Hiicre popllasyonu
icerisinde secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICsy, D) Sisplatin 1Csy E)
Klomipramin ICsq, F) Klomipramin ICsy G) Kloropiramin ICsq, H) Kloropiramin ICsg,
(P1=Mitokondriyal aktivite g6stermeyen canlilik, P2=Mitokondriyal aktivite gdsteren
canlilik)
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Cizelge 3.37. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin’in PANC-1 hlicreleri lizerinde 24.
Saatteki % canlilik degerleri

(P1=Mitokondriyal aktivite gdbstermeyen canlilik, P2=Mitokondriyal aktivite gdbsteren
canlilik)

PANC-1 24. Saat

Kontrol 76.6 18.8
Sisplatin ICsq, 64.4 24.7
Sisplatin 1Cs 65.1 27.6
Klomipramin ICsq2 67.3 26.7
Klomipramin ICs 53.0 38.5
Kloropiramin ICsgp, 55.9 37.2
Kloropiramin ICs 45.2 46.2

3.3.2.4. PANC-1 hiicrelerindeki 48 saatlik mitokondriyal membran aktivitesinin

etkilerin degerlendirilmesi
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Sekil 3.44. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin PANC-1 hucreleri
Uzerinde 48. Saatteki mitokondriyal membran etkileri A) Hicre populasyonu igerisinde
secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICsy, D) Sisplatin ICsq E) Klomipramin ICsg, F)
Klomipramin ICsq G) Kloropiramin I1Cso, H) Kloropiramin ICsq,

(P4=Mitokondriyal aktivite gdstermeyen canlilik, P5=Mitokondriyal aktivite gdsteren

canhlik)
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Sekil 3.44. (Devam) Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin PANC-1
hlcreleri Gzerinde 48. Saatteki mitokondriyal membran etkileri A) Hicre populasyonu
icerisinde secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin 1Csq, D) Sisplatin 1Csy E)
Klomipramin ICso, F) Klomipramin 1Csy G) Kloropiramin 1Csq, H) Kloropiramin 1Csg,

(P4=Mitokondriyal aktivite gdstermeyen canlilik, P5=Mitokondriyal aktivite gdsteren

canlilik)
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Sekil 3.44. (Devam) Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin PANC-1
hlcreleri Gzerinde 48. Saatteki mitokondriyal membran etkileri A) Hicre populasyonu
icerisinde segilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin I1Cso, D) Sisplatin ICso E)
Klomipramin ICsg, F) Klomipramin ICsy G) Kloropiramin ICsq, H) Kloropiramin ICsq
(P4=Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P5=Mitokondriyal aktivite gosteren
canlilik)

Cizelge 3.38. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin’in PANC-1 hiicreleri (izerinde 48.
Saatteki % canlilik degerleri  (P4=Mitokondriyal aktivite gdstermeyen canlilik,

P5=Mitokondriyal aktivite gésteren canlilik)

PANC-1 48. Saat
Kontrol 95.2 4.3
Sisplatin 1Csgp, 68.0 30.8
Sisplatin I1Cs 69.0 29.7
Klomipramin ICsq2 62.1 37.3
Klomipramin ICsq 42.0 46.4
Kloropiramin ICsq2 64.1 34.3
Kloropiramin ICs 54.4 44.4
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3.3.3. Flow sitometri’de kaspaz 3 yontemi ile mitokondriyal membran aktivitesinin

degerlendirilmesi

3.3.3.1. A549 hiicrelerindeki 24 saatlik kaspaz 3 aktivitesinin degerlendirilmesi

AS49 KONTROL AS459 KONTROL

50 100 150 200 250
A FSC-A (= 1.000) B FITC-A
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Sekil 3.45. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin A549 hdicreleri
lizerinde 24. Saatteki kaspaz 3 aktivasyonunun etkileri A) Hicre poplilasyonu
icerisinde segilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICsy, D) Sisplatin ICso E)
Klomipramin ICsy, F) Klomipramin 1Csy G) Kloropiramin ICsq, H) Kloropiramin [Csxp,
(P1= Pozitif Kaspaz 3 aktivasyonu gdsteren canlilik, P2= Negatif Kaspaz 3 aktivasyonu

gésteren canlilik)
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Sekil 3.45. (Devam) Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin A549
hicreleri lizerinde 24. Saatteki kaspaz 3 aktivasyonunun etkileri A) Hiicre poplilasyonu
icerisinde secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICsy, D) Sisplatin ICsq E)
Klomipramin 1Cso, F) Klomipramin 1Csy G) Kloropiramin ICsq, H) Kloropiramin 1Cs,
(P1= Pozitif Kaspaz 3 aktivasyonu gdsteren canlilik, P2= Negatif Kaspaz 3 aktivasyonu
gosteren canlilik)
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Cizelge 3.39. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin’in A549 hiicreleri (izerindeki 24.
Saatteki kaspaz 3 aktivasyonunun % canllik degerleri
(P1= Pozitif Kaspaz 3 aktivasyonu gésteren canlilik, P2= Negatif Kaspaz 3 aktivasyonu

goésteren canlilik)

A549 24. Saat
Kontrol 99.6 0.3
Sisplatin 1Csgp, 73.7 27.6
Sisplatin ICx 66.9 35.2
Klomipramin ICsq2 81.4 18.6
Klomipramin ICs 63.3 36.7
Kloropiramin ICsgp, 98.8 1.2
Kloropiramin ICs 94.9 54

3.3.3.2. A549 hiicrelerindeki 48 saatlik kaspaz 3 aktivitesinin degerlendirilmesi

A549 KONTROL AS49 KONTROL
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Sekil 3.46. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin A549 hiicreleri
lizerinde 48. Saatteki kaspaz 3 aktivasyonunun etkileri etkileri A) Hiicre popllasyonu
icerisinde secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICsy, D) Sisplatin ICsq E)
Klomipramin ICso, F) Klomipramin 1Csy G) Kloropiramin 1Csy, H) Kloropiramin [1Csq
(P2= Pozitif Kaspaz 3 aktivasyonu gdsteren canlilik, P1= Negatif Kaspaz 3 aktivasyonu

gésteren canlilik)
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Sekil 3.46. (Devam) Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin A549
hicreleri lizerinde 48. Saatteki kaspaz 3 aktivasyonunun etkileri etkileri A) Hiicre
poplilasyonu igerisinde segilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICsy, D) Sisplatin I1Csq

E) Klomipramin ICsq» F) Klomipramin 1Csy G) Kloropiramin ICso, H) Kloropiramin ICsq
(P2= Pozitif Kaspaz 3 aktivasyonu goésteren canlilik, P1= Negatif Kaspaz 3 aktivasyonu

gosteren canlilik)
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Cizelge 3.40. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin’in A549 hiicreleri (izerindeki 24.
Saatteki kaspaz 3 aktivasyonunun % canlilik degerleri
(P2= Pozitif Kaspaz 3 aktivasyonu gosteren canlilik, P1= Negatif Kaspaz 3 aktivasyonu

gosteren canlilik)

A549 48. Saat
Kontrol 96.0 1.4
Sisplatin 1Csgp, 78.4 13.7
Sisplatin ICx 76.9 16.5
Klomipramin 1Csq2 93.1 4.8
Klomipramin ICsq 73.3 17.7
Kloropiramin ICsgp 94.7 3.7
Kloropiramin ICsg 92.7 5.8

3.3.3.3. PANC-1 hiicrelerindeki 24 saatlik kaspaz 3 aktivitesinin degerlendirilmesi

PANC-1 KONTROL PANC-1 KONTROL |
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Sekil 3.47. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin PANC-1 hiicreleri
lizerinde 24. Saatteki kaspaz 3 aktivasyonunun etkileri A) Hicre poplilasyonu
icerisinde secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin 1Csq, D) Sisplatin 1Cs

E) Klomipramin ICsq, F) Klomipramin ICsg G) Kloropiramin 1Csq, H) Kloropiramin ICsg.
(P1= Pozitif Kaspaz 3 aktivasyonu gdsteren canlilik, P2= Negatif Kaspaz 3 aktivasyonu
gGsteren canlilik)
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Sekil 3.47. (Devam) Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin PANC-1
hticreleri lizerinde 24. Saatteki kaspaz 3 aktivasyonunun etkileri A) Hiicre poplilasyonu
icerisinde segilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICsq, D) Sisplatin 1Cso

E) Klomipramin 1Csq, F) Klomipramin ICsy G) Kloropiramin ICsq, H) Kloropiramin ICs.
(P1= Pozitif Kaspaz 3 aktivasyonu gdsteren canlilik, P2= Negatif Kaspaz 3 aktivasyonu

gosteren canlilik)
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Cizelge 3.41. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin’in PANC-1 hiicreleri lizerindeki
24. Saatteki kaspaz 3 aktivasyonunun % canlilik degerleri

(P1= Pozitif Kaspaz 3 aktivasyonu gésteren canlilik, P2= Negatif Kaspaz 3 aktivasyonu
gosteren canlilik)

PANC-1 24. Saat
Kontrol 94.7 5.3
Sisplatin 1Csgp, 64.1 32.4
Sisplatin 1Cs 41.6 52.6
Klomipramin ICsq2 80.4 15.9
Klomipramin ICs 49,5 48.0
Kloropiramin ICsgp 93.3 4.5
Kloropiramin ICs 84.6 12.5

3.3.3.4. PANC-1 hiicrelerindeki 48 saatlik kaspaz 3 aktivitesinin degerlendirilmesi

PANC-1 KONTROL PANC-1 KONTROL

50 [11] 150 200 250 II.'I:I '
A FSC-A (< 1.000) B FITC-A

Sekil 3.48. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin PANC-1 hdicreleri
lizerinde 48. Saatteki kaspaz 3 aktivasyonunun etkileri A) Hiicre popllasyonu
icerisinde segilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICsq, D) Sisplatin 1Cso

E) Klomipramin ICsq, F) Klomipramin I1Csq G) Kloropiramin I1Csq, H) Kloropiramin ICsg,
(P1= Pozitif Kaspaz 3 aktivasyonu gdsteren canlilik, P2= Negatif Kaspaz 3 aktivasyonu
gésteren canlilik)
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Sekil 3.48. (Devam) Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin maddelerinin PANC-1
htcreleri lizerinde 48. Saatteki kaspaz 3 aktivasyonunun etkileri A) Hiicre poplilasyonu
icerisinde secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICsq, D) Sisplatin 1Cs

E) Klomipramin ICsq, F) Klomipramin I1Csq G) Kloropiramin I1Csq, H) Kloropiramin ICsg,
(P1= Pozitif Kaspaz 3 aktivasyonu gdsteren canlilik, P2= Negatif Kaspaz 3 aktivasyonu
gbsteren canlilik)
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Cizelge 3.42. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin’in PANC-1 hucreleri tzerindeki
48. Saatteki kaspaz 3 aktivasyonunun % canlilik degerleri
(P1= Pozitif Kaspaz 3 aktivasyonu gosteren canlilik, P2= Negatif Kaspaz 3 aktivasyonu

gOsteren canlilik)

PANC-1 48. Saat
Kontrol 98.6 0.5
Sisplatin 1Csgp, 92.0 6.5
Sisplatin ICx 85.5 12.5
Klomipramin ICsq2 80.3 17.8
Klomipramin ICs 50.6 455
Kloropiramin ICsgp, 91.6 7.1
Kloropiramin ICs 79.5 18.5
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3.4. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin A549 ve PANC-1 Hiicrelerinde
Meydana Getirdigi Morfolojik Degisimlerin Konfokal Mikroskobu ile

Degerlendirilmesi

3.4.1. A549 hucrelerindeki 24 saatlik morfolojik degisimlerin konfokal

mikroskobu ile goriintillenmesi

Sekil 3.49. A549 hiicrelerinin lizerinde 24 saatlik Sisplatin, Klomipramin ve
Kloropiramin maddelerinin etkilerinin DAPI(mavi) ve MitoTracker CMXRos(kirmizi)
boyalari kullanilarak konfokal mikroskobu ile gériintiilenmesi (40x) A) Kontrol B)
Sisplatin I1Csq, C) Sisplatin 1Cso D) Klomipramin ICsq, E)Klomipramin ICs F)

Kloropiramin ICs, G) Kloropiramin 1Csg
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0 pm 10

Sekil 3.49. (Devami) A549 hiicrelerinin lizerinde 24 saatlik Sisplatin, Klomipramin ve
Kloropiramin maddelerinin etkilerinin DAPI(mavi) ve MitoTracker CMXRos(kirmizi)
boyalari kullanilarak konfokal mikroskobu ile gériinttilenmesi (40x) A) Kontrol B)
Sisplatin 1Csq, C) Sisplatin 1Cso D) Klomipramin 1Csq, E)Klomipramin ICsq

F) Kloropiramin ICsq, G) Kloropiramin I1Cx
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3.4.2. A549 hicrelerindeki 48 saatlik morfolojik degisimlerin konfokal

mikroskobu ile goriintillenmesi

0 pm 10

Sekil 3.50. Ab549 hicrelerinin (zerinde 48 saatlik Sisplatin, Klomipramin ve
Kloropiramin maddelerinin etkilerinin DAPi(mavi) ve MitoTracker CMXRos(kirmizi)
boyalari kullanilarak konfokal mikroskobu ile gériintiilenmesi (40x) A) Kontrol B)
Sisplatin ICsq, C) Sisplatin 1Csy D) Klomipramin 1Cso, E)Klomipramin ICsq F)

Kloropiramin ICs, G) Kloropiramin I1Csg
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Sekil 3.50. (Devam) A549 hiicrelerinin (izerinde 48 saatlik Sisplatin, Klomipramin ve
Kloropiramin maddelerinin etkilerinin DAPi(mavi) ve MitoTracker CMXRos(kirmizi)
boyalari kullanilarak konfokal mikroskobu ile gériintilenmesi (40x) A) Kontrol B)
Sisplatin ICs, C) Sisplatin 1Csy D) Klomipramin 1Cso, E)Klomipramin [ICsq F)

Kloropiramin ICsq, G) Kloropiramin I1Csg
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3.4.3. PANC-1 hucrelerindeki 24 saatlik morfolojik degisimlerin konfokal

mikroskobu ile goriintillenmesi

>

Sekil 3.51. PANC-1 hicrelerinin (izerinde 24 saatlik Sisplatin, Klomipramin ve

0 pm 25 0 pm 25

Kloropiramin maddelerinin etkilerinin DAPI(mavi) ve MitoTracker CMXRos(kirmizi)
boyalari kullanilarak konfokal mikroskobu ile goériintiilenmesi (40x) A) Kontrol B)
Sisplatin ICsq, C) Sisplatin ICs, D) Klomipramin [1Csy, E)Klomipramin ICsq F)

Kloropiramin ICsq, G) Kloropiramin I1Csg
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Sekil 3.51. (Devam) PANC-1 hicrelerinin tzerinde 24 saatlik Sisplatin, Klomipramin
ve Kloropiramin maddelerinin etkilerinin DAPI(mavi) ve MitoTracker CMXRos(kirmizi)
boyalari kullanilarak konfokal mikroskobu ile gériintilenmesi (40x) A) Kontrol B)
Sisplatin ICs, C) Sisplatin 1Csy D) Klomipramin 1Cso, E)Klomipramin [ICsq F)

Kloropiramin ICsq, G) Kloropiramin I1Csg
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3.4.4. PANC-1 hiucrelerindeki 48 saatlik morfolojik degisimlerin konfokal

mikroskobu ile goriintillenmesi

Sekil 3.52. PANC-1 hiicrelerinin (izerinde 48 saatlik Sisplatin, Klomipramin ve
Kloropiramin maddelerinin etkilerinin DAPI(mavi) ve MitoTracker CMXRos(kirmizi)
boyalari kullanilarak konfokal mikroskobu ile gbériintiilenmesi (40x) A) Kontrol B)
Sisplatin ICsq, C) Sisplatin ICs, D) Klomipramin [1Csy, E)Klomipramin ICsq F)

Kloropiramin ICsq, G) Kloropiramin ICsg
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Sekil 3.52. (Devam) PANC-1 hiicrelerinin lizerinde 48 saatlik Sisplatin, Klomipramin ve
Kloropiramin maddelerinin etkilerinin DAPI(mavi) ve MitoTracker CMXRos(kirmizi)
boyalari kullanilarak konfokal mikroskobu ile goériintilenmesi (40x) A) Kontrol B)
Sisplatin ICsq, C) Sisplatin ICs, D) Klomipramin 1Csy, E)Klomipramin ICsq F)

Kloropiramin ICs, G) Kloropiramin I1Csg
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3.5. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin A549 ve PANC-1 Hiicrelerinde
Meydana Getirdigi Morfolojik Degisimlerin Gegirimli Elektron Mikroskobu ile

Degerlendirilmesi

3.5.1. A549 hiicrelerindeki 24 saatlik morfolojik degisimlerin gegirimli elektron

mikroskobu ile goriintillenmesi

Sekil 3.53. A549 hiicresinin 24 saatlik morfolojisinin TEM ile gériintiilenmesi (kontrol)
1) Cekirdekcik 2) Hiicre membrani

127



Sekil 3.54. Sisplatin’in A549 hlicresi (izerindeki morfolojik degigimlerinin TEM ile
gérintiilenmesi (B1-B2)
1) Cekirdek 2) Apoptotik Blebler 3) Vakuoller
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goriintilenmesi (C1-C2)

1) Membran riiptiirti 2) Lizozomlar 3) Apoptotik blebler
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| Magnification: 1000 x
"High Voltage: ‘80 kV

Magnification: 8000 x
‘High Voltage: 80 kV

Sekil 3.56. Kloropiramin’in A549 hiicresi lizerindeki morfolojik degisimlerinin TEM ile
goriintilenmesi (D1-D2)
1) Lizozomlar 2) Cekirdek 3) Cekirdekcik 4) Membran riiptiirii 5) Apoptotik bleb
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3.5.3. PANC-1 hiicrelerindeki 24 saatlik morfolojik degisimlerin gegirimli elektron

mikroskobu ile goriintillenmesi

34 P 3 ¥ 5 X P B ? 4

Sekil 3.57. PANC-1 hlicresinin 24 saatlik morfolojisinin TEM ile gériintiilenmesi
(kontrol)
1) Cekirdek ve gekirdekgik 2) Hiicre membrani
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Sekil 3.58. Sisplatin’in PANC-1 hiicresi tizerindeki morfolojik degisimlerinin TEM ile
gérintiilenmesi (B1-B2)
1) Cekirdek 2) Lizozomlar 3) Vakuoller
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Sekil 3.59. Klomipramin’in PANC-1 hlicresi (izerindeki morfolojik degisimlerinin TEM ile
gorintilenmesi (C)
1) Lizozomlar-Vakuoller 2) Cekirdek
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Sekil 3.60. Kloropiramin’in PANC-1 hiicresi tizerindeki morfolojik degisimlerinin TEM ile
gorintilenmesi (D)
1) Cekirdek ve Cekirdekgik 2.) Lizozomlar

134



4. SONUG, TARTISMA VE ONERILER

Kanser tedavisinde bir antikanser ila¢g olarak kullanilan Sisplatin, antikanser
ilaclar arasinda en iyi bilinenlerdendir. Ancak Sisplatin bulanti, kusma, nefrotoksisite ve
genotoksisite gibi yan etkilere sahiptir ve bu da tedavilerde yetersiz kalmaktadir. Bu
nedenle daha az toksik fakat daha etkili olabilecek yeni antikanser ilaglara ihtiyag
duyulmaktadir [124].

Bu tez galismasi, A549 insan akciger karsinoma epitelyal hiicre hatti ve PANC-
1 insan pankreas karsinoma hicre hatti lzerinde pozitif kontrol olarak Sisplatin’i baz
alip Klomipramin ve Kloropiramin ilaglarinin sitotoksik, apoptotik etkilerinin
degerlendirilmesi ve karsilastiriimasi amaciyla invitro yontemler kullanilarak yapilmistir.

A549, PANC-1, L929 ve hTERT-HPNE hicreleri Uzerinde Sisplatin,
Klomipramin ve Kloropiramin’in ilaglarinin  MTT yontemi kullanarak zaman ve
konsantrasyona bagh sitotoksik etkileri belirlenmistir. Konsantrasyonlar 500, 250, 125,
62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625, 1.9531 pM olarak secilmis ve bu
konsantrasyonlarin 24, 48 saatlik etkileri gbzlenmistir. Her bir ilacin kontrol grubuna
gore % hucre canlihk degerleri hesaplanmistir. L929 ve hTERT-HPNE hcre hatlari
saglikh olmalari sebebi ile ilaglarin sitotoksik etkisinin belilenmesi amaci ile segilmigtir.

A549 hucreleri ile yapilan MTT analizi sonucunda Sisplatin ve Kloropiramin’in
hem konsantrasyon artigsina bagl olarak hem de zaman artigina bagh olarak hucre
proliferasyonunu azalttigi belirlenmistir. Klomipramin’in konsantrasyon artigsina bagl
olarak sitotoksik etkisinin arttigi ancak zamana bagli olarak 6nemli bir degigiklik
g6stermedigi gézlenmistir. Klomipramin ve Kloropiramin’in hicre proliferasyonunun
ICso degerleri Sisplatin’in 1Csq degerleri ile karsilastirildiginda Klomipramin’in 24 saatte
daha fazla etkili oldugu ancak 48 saatte etkisinin olmadigi, Kloropiramin’in ise hem 24
saatte hem de 48 saatte daha dlsUk bir etkiye sahip oldugu gézlenmistir.

PANC-1 hucreleri ile yapilan MTT analizi sonucuna goére Sisplatin, Klomipramin
ve Kloropiramin ilaclarinin Gg¢liniinde hem konsantrasyon artisina bagli olarak hem de
zamana bagh olarak proliferasyonunu azalttigi belirlenmigtir. Klomipramin ve
Kloropiramin’in belirlenen 1Cs, degerleri Sisplatin’in ICs, degeri ile karsilastirildiginda
Klomipramin’in hem 24 saatte hem de 48 saatte daha etkili oldugu ancak
Kloropiramin'in 24 ve 48 saatte Sisplatin kadar etkili olmadigi belirlenmigtir.

Saglikh hucreler Gzerindeki sitotoksik etkisi belilenmesi amaci ile L929 normal
fare fibroblast hiicre hatti ve hTERT-HPNE normal pankreas hicre hatti kullaniimistir.
Sitotoksite belirlemek amaci ile MTT analizi yapilmig ve analiz sonuglarina gore
Sisplatin’in hTERT-HPNE hdcreleri Uzerinde 24 saatte dislk konsantrasyonlarda

hicre proliferasyonununda artisa neden oldugu ancak 48 saatte konsantrasyona bagli
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olarak hucre proliferasyonunu azalttigi gézlenmistir. Klomipramin ve Kloropiramin’in ise
zamana bagl olarak proliferasyonu arttirdigi belirlenmigtir. Buna karsilik Klomipramin
ve Kloropiramin hem 24 saatlik hem de 48 saatlik 1Cs, degerleri Sisplatin’in 1Cs,
degerine gobre daha ylUksektir. Bu da bize Klomipramin ve Kloropiramin ilaglarinin
normal pankreas hicreleri Gzerinde kanserli hiicrelerdeki sitotoksite oranina gére daha
az sitotoksiteye sahip oldugunu gostermektedir.

L929 hicre hatti Gzerinde yapilan MTT analizlerine gbre Sisplatin, Klomipramin
ve Kloropiramin konsantrasyon artisina ve zamana bagl olarak sitotoksik etkisi
artmaktadir. Klomipramin hem 24 saatte hem de 48 saatte Kloropiramin kadar,
Kloropiramin ise Sisplatin kadar diusuk bir sitotoksite géstermemistir. Klomipramin ve
Kloropiramin’in kanserli hicre proliferasyonunu saglkl hicrelere gére daha fazla
oranda durdurdugu tespit edilmistir. Bu ilaclar Uzerinde yapilacak olan daha ileri
calismalar ile etkilerinin tam mekanizmasi belirlenebilir ve antikanser 6zelliklerinin de
var oldugu tespit edilebilir.

RTCA MP Sisteminden elde edilen A549 ve PANC-1 hicrelerine ait
proliferasyon grafikleri sistem (izerinden es zamanli olarak saat bas!i veri elde edilecek
sekilde ayarlanmigtir. A549 hucrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan Sisplatin’in 24,
48 ve 72 saatlik ICsy degerleri analiz sonunda cihaz tarafindan otomatik olarak
hesaplanmistir. 24 saatlik ICso dederleri 48 ve 72 saatlere gore sirasiyla yaklasik olarak
%46 ve %45 oranindan bir azalma goésterirken, 48 ve 72 saatler arasindaki ICsg
degerlerinde 6nemli bir fark gézlemlenmemistir. A549 hiicreleri Uzerinde apoptotik etki
belirleme c¢alismalarinda kullaniimis olan 1Csy, ve 1Cso, degerleri, RTCA sistemi
uzerinden elde edilmis ilag konsantrasyonlaridir.

A549 hicreleri Uzerine uygulanan Klomipramin ilacinin es zamanl olarak 24, 48
ve 72 saatlik hicre proliferasyon Uzerine olan etkileri gézlenmistir. Sistem (zerinden
alinan verilere goére Klomipramin'in 1Cs, degerleri zamana bagli olarak bir artis
gOstermistir. 24 saatteki ICso degerleri 48 saatte yaklasik olarak %33’lUk, 72 saatte ise
yaklasik olarak %36’lik bir artis g6zlenmistir. Bu degerler Uzerinden 1Cso, degerleri
hesaplanmis ve ileri calismalar icin kullanilimistir.

RTCA MP sistemi ile A549 hicreleri Gzerine uygulanan Kloropiramin ilacinin
hiicre proliferasyon Uzerine olan etkileri 24, 48 ve 72 saat olarak belirlenmigtir.
Kloropiramin 24 saatte en dusik ICs, degerine sahipken, 24 ve 48 saatlik ICs
degerlerinde artis gostermektedir. 24 saatlik ICs, degeri %69’luk bir artis ile 48 saatlik
ICso ‘ye, %75lik bir artis ile 72 saatlik 1Csy degerine sahip oldugu gdzlenmistir. Bu

degerler baz alinarak ICsy, degerleri hesaplanmistir. Yapilan calismalar da hem
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Klomipramin hem de Kloropiramin’in 1Cs, degerlerinin Sisplatin kadar dusuk bir
konsantrasyona sahip olmadidi sonucuna varilmigtir.

A549 icin yapilan galismalar PANC-1 hucreleri icin de yapilmistir. PANC-1
hicrelerine pozitif kontrol olarak kullanmak Uzere verilen Sisplatin ilacinin hicre
proliferasyonunu zamana bagl olarak azalttigi gézlenmigtir. Sisplatin ilacinin 24 saatlik
ICso de@eri 48 saat ve 72 saate gore sirasiyla yaklasik olarak %39 ve %58 daha
fazladir.

Klomipramin’in PANC-1 hicrelerindeki proliferasyon etkileri zamana bagli
olarak bir artis gostermistir. 24 saatlik ICsy dederleri 48 saat ve 72 saate gore sirasiyla
yaklasik olarak %22 ve %24’lUk bir artig gostermistir. 48 ve 72 saat arasinda énemli bir
fark olmadigi belirlenmistir.

PANC-1 hicre proliferasyonu uzerinde etkisine bakilmak amaci ile uygulanan
Kloropiramin ilaci zamana bagli olarak artis gostermistir. 24 saatlik ICsq degeri 48
saatte %15’lik, 72 saatte ise %26’lik bir artis gostermistir.

Klomipramin ve Kloropiramin’in PANC-1 hicre proliferasyonuna olan etkileri
incelendiginde, Klomipramin’in 1Cs, degeri pozitif kontrol olarak kullanilan Sisplatin’e
gore 24 saatte daha disik oldugu ancak 48 ve 72 saatte daha ylksek bir degere sahip
oldugu gézlenmistir. Kloropiramin’in ise Sisplatine gére tim saatlerde daha ylksek bir
ICso degerine sahip oldugu sonucuna ulagiimistir.

Caligsmalarda kullaniimak UGzere A549 ve PANC-1 hucrelerinin ICso ve 1Cso2
dozlari Xcelligence gercek zamanli analiz cihazi sonuglarina gére secilmistir. A549
hicrelerinde 24 saatlik Sisplatin’in ICsq degeri: 33.91 uyM olarak, Klomipramin 89.16 yM
olarak ve Kloropiramin 268 uM olarak segilmistir. A549 icin 24 saatlik ICso, degerleri
bunlarin dogrultusunda Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin igin sirasiyla 16.955
MM, 44.58 uM, 134.12 pM olarak belirlenmistir. 48 saatlik analiz sonucuna gore
Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin igin belirlenen ICs, degerleri sirasiyla 18.42 uM,
119.71 pM, 454 uM iken, 1Cso, de@erleri 9.21 uM, 59.85 uM, 227.38 uM’dir.

PANC-1 hucrelerinde 24 saatlik Sisplatin’in 1Cso degeri: 60.98 pM olarak,
Klomipramin 47.46 uM olarak ve Kloropiramin 79.23 uM olarak secilmistir. PANC-1
hicreleri icin 24 saatlik I1Cso, de@erleri bunlarin dogrultusunda Sisplatin, Klomipramin
ve Kloropiramin igin sirasiyla 30.49 yM, 23.8 uM, 39.615 uM olarak belirlenmistir. 48
saatlik analiz sonucuna goére Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin i¢in belirlenen ICs,
degerleri sirasiyla 37.60 uM, 58.28 yM, 91.27 pM iken, I1Csq» degerleri 18.8 uM, 29.14
MM, 29.14 uM'dir.

C6 fare beyin glioma hicreleri zerinde Klomipramin ile yapilan ¢alismada 72

saatte %87 oldurdugu ve doza bagh bir sitotoksisite gozlendigi belirtilmigtir [125].
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Zhenlei ve arkadaslari ise HL-60 insan myeloid l6semi hiicreleri (izerinde yaptiklari
¢alismalarda Klomipramin’in IC50 dozunu 35 uM olarak kullanmiglardir [81].

Calismamizda Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin'in A549 ve PANC-1
hucrelerinde proliferasyon testleri ile belilenen konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saatlik
apoptotik etkileri Annexin V-PI yontemi ile akim sitometri cihazinda analiz edilmigtir.

A549 hicreleri Gzerinde yapilan erken ve ge¢ apoptotik belirleme analizine gore
Klomipramin igin 48 saatte erken apoptoz %’sinde artis gdzlenirken ge¢ apoptozda
dusus tespit edilmistir. Bu nedenle Klomipramin’in etkisi igin erken apoptozda hem
konsantrasyona hem de zamana bagl olarak bir artis yaptigi sdylenebilir.
Kloropiramin’in ICs, Ve ICso dozlari arasinda konsantrasyon artisina bagl olarak erken
ve ge¢ apoptoz oranlarinda bir artis gorulirken, 24 ve 48 saatlik analizler arasinda
herhangi bir artis gdzlemlenmemistir. Bu nedenle Kloropiramin’in A549 hicreleri
Uzerindeki etkisi zamana bagl degil doza bagimhdir. Sisplatin’in hem doza hemde
zamana bagh olarak erken ve geg apoptoz %’lerinde bir artig gosterdigi tespit edilmistir.

Klomipramin ve Kloropiramin’in hem 1Csy, ve ICso, dozlarinda 24 saat
sonrasinda Sisplatin’e goére kiyaslandiginda gec¢ apoptoz %’lerinde artis oldugu
belirlenmigtir. Klomipramin’in Sisplatin’e gére 1Cs, dozlarinda ge¢ apoptoz %’lerinde
2.57 kat, 1Cgo dozlarinda 1.7 kat bir artis goézlenirken, Kloropiramin’in Sisplatin’e goére
ICs02 Ve ICsg dozlarinda sirasiyla 2.22 ve 3.64 kat bir artis oldugu gézlenmistir. Bunlara
karsin, Klomipramin ve Kloropiramin’in erken apoptotik %’lerinde Sisplatin’e kiyasla
dustigu tespit edilmistir. Klomipramin ve Kloropiramin’in hem erken hem de gec¢
apoptotik %’lerinde Sisplatin’e kiyasla disus oldugu goriimustar.

PANC-1 hucreleri ile yapilan erken ve ge¢ apoptozu belirleme analiz
sonuclarina goére, Sisplatin’in 24 saat sonunda doza bagli olarak erken apoptoz
%’sinde bir artisa ancak ge¢ apoptoz %’sinde disuse neden oldugu tespit edilmistir.
Klomipramin’in 24 saat sonunda doza bagl olarak hem erken hem de ge¢ apoptoz
%’lerini arttirdi1 sonucuna ulasilmistir. Kloropiramin ise 24 saat sonunda doza bagli
olarak erken apoptoz %’sini azaltirken, ge¢ apoptoz %’sini arttirmistir. Maddeler
Sisplatin ile kiyaslandiginda, Kloropiramin’in 24 saat sonunda ge¢ apoptoz %’sini
yaklagik olarak 1.45 kat arttirdigi goriimuUstir. Kloropiramin’in ise 24 saat sonunda
ICs02 dozunun erken apoptoz % miktari yaklasik 1.6 kat daha fazla bulunmustur.

Hem Klomipramin hem de Kloropiramin’in 48 saat sonunda hicre canlihginin
doza bagl olarak %50’den fazlasini azalttigi gézlenmistir. Kloropiramin’in 48 saat
sonunda ge¢ apoptoz %’si hem ICso, hem de ICs dozlari igin dusiktir. Klomipramin’in
erken apoptoz %’si Sisplatin ile benzemekte iken Kloropiramin’in erken apoptoz %’si

Sisplatin’e goére disuk oldugu sonucuna variimistir. 48 saat sonunda PANC-1 hicreleri
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Uzerindeki Klomipramin’in 1Csy dozunun ge¢ apoptoz %’si Sisplatin’e kiyasla yaklagik
1.5 kat artmistir. Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin'in 48 saatlik hem erken hem
ge¢ apoptoz %’leri 24 saatlik %’lere gbre dusls gostermisti. Bu sonuclar
dogrultusunda hem Klomipramin hem de Kloropiramin’in PANC-1 hlcrelerinde 24 saat
sonunda daha etkili olduklari goérdlmustir. Degisik calismalarda Klomipramin’in
apoptotik 6zellikleri kanserli hiicre hatlarinda degerlendirilmistir. Bilir ve arkadaslari
tarafindan C6 fare beyin glioma hicreleri ile yapilan ¢alisma da, Klomipramin’in
apoptozu kontrol grubuna gore 24 ve 96 saatlerde sirasiyla %35.49 ve %80.49 olarak
indUkledigi belirtiimistir. Bizim calismamizda ise A549 hicreleri lzerinde uygulanan
Klomipramin ilacinin ICsy dozundaki erken ve ge¢ apoptoz (Q4+Q2) etkisi 24 saatte
%15.8 iken 48 saatte %18.3 ile daha az etkili oldugu gdézlenmistir. Ancak PANC-1
hicrelerinde 1Cs, dozlarinin erken ve ge¢ apoptoz (Q4+Q2) etkisi 24 saatte % 37.8'e
ulasarak bu hlicre hatti lGzerinde daha etkili oldugunu goéstermistir [125]. Ayrica,
Klomipramin’in akut miyeloid 16semi hucrelerini apoptoza tesvik ettigi belirtiimistir.
Klomipramin’in mitokondride bulundan solunum zincirindeki Kompleks III'i inhibe
ederek ROS seviyelerini yukselttigi, sitokrom ¢ salinmasi arttirdigi ve bdylece kaspaz
aracih apoptozu induklendigi savunulmaktadir [83].

T47D, BT549, MDA-MB-231 meme kanser hicre hatlari Gzerinde Kloropiramin
ile yapilan 48 saatlik annexin V/PI analizinde apoptozu indukledigi sonucuna variimistir
[102]

Tez calismasi kapsaminda Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin 1Csq; Ve 1Cxg
dozlari 24 ve 48 saat suresince A549 ve PANC-1 hucreleri Uzerinde mitokondriyal
membran potansiyeli Uzerine etkileri JC-1 boyama ydntemi ile akim sitometri cihazinda
belirlenmigtir.

A549 hicreleri ile yapilan ¢alismalarda, Klomipramin ve Kloropiramin'in 1Csq, ve
ICso dozlarinda Sisplatin’in 1Cso dozunda hem 24 saat hem de 48 saatte kontrol grubuna
gobre mitokondriyal membran depolarizasyonunda artis gorulmustur. 24 saat sonunda
Klomipramin Sisplatin’e goére mitokondriyal membran depolarizasyonunda [Csqp
dozunda yaklasik olarak 1.6 kat, ICso dozunda yaklasik olarak 1.4 kat artis gostermisgtir.
Kloropiramin ise 24 saatte Sisplatin’e kiyasla ICsy, dozunda yaklasik olarak 1.2 kat
artis gosterirken, 1Cso dozunda yaklagik olarak 1.2 kat azalma gosterdigi sonuglarina
ulasiimistir.

A549 hucreleri ile 48 saatlik JC-1 analiz sonuglarina gére Sisplatin dozla bagli
olarak mitokondriyal membran depolarizasyonu yuzdesinde 3 kat bir artig gostermistir.
Klomipramin ve Kloropiramin Sisplatin’e benzer sekilde doz artigina bagh olarak

depolarizasyon % miktarinda da artisa neden oldugu gézlenmistir. Klomipramin’in
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Sisplatin’e gére 1Csp, dozunda mitokondriyal membran depolarizasyonunu arttirdidi,
ICso dozunda ise azalttigi sonucuna ulasiimistir. Kloropiramin ise ICso, dozunda
Klomipramin ile benzerlik gdsterirken, 1Cso dozunda 1.2 kat artis géstermistir.

Klomipramin’in A549 hdcrelerinde mitokondriyal membran depolarizasyonunda
24 saatte 1Cs, dozunda daha fazla oldugu, Sisplatin ve Kloropiramin’in ise her ikKi
dozununda da 48 saatte iyi oldugu gozlenmistir.

PANC-1 hucrelerinde yapilan 24 ve 48 saatlik mitokondriyal membran
depolarizasyonu belirleme analiz sonuclarina goére, 24 saatte Sisplatin, Klomipramin ve
Kloropiramin’in her iki dozu da mitokondriyal membran depolarizasyonunu arttirmistir.
Hem Klomipramin hem de Kloropiramin hem ICsq» hem de ICy, dozlarinda Sisplatine
kiyasla mitokondriyal membran depolarizasyon %’sini daha fazla arttirdigi
belirlenmistir. Kloropiramin Klomipramin’e gore her iki dozda da depolarize olan hiicre
%’sini arttirdig1 gézlenmistir.

48 saat sonunda PANC-1 hicrelerinde Klomipramin’in meydana getirdigi
mitokondriyal depolarizasyon %’si Sisplatin’e gore 1Cso, dozunda ortalama 1.2 kat, ICs
dozunda ise ortalama 1.62’lik bir artis gostermistir. Kloropiramin ise Sisplatin’e gore
ICs02 dozunda ortalama 1.1 kat, 1Cso dozunda ise ortalama 1.5 kat artis gdstermistir.
Sisplatin ise doza badli olarak depolarizasyon %’sinde bir artis gdstermedigi
belirlenmigtir. 48 saatte en ylksek mitokondriyal membran depolarizasyonu
Klomipramin’in ICsq dozunda oldugu gérilmustar.

24 ve 48 saatlik mitokondriyal membran depolarizasyon sonuglarina goére
Kloropiramin 24 saatte her iki doz igin de daha etkili oldugu g6zlemlenirken, Sisplatin
ve Klomipramin igin 48 saatte her iki doz i¢in daha etkili oldugu sonucuna ulasiimistir.

Tez ¢alismamiz da A549 ve PANC-1 hiicrelerinde 24 ve 48 saat sliresi boyunca
Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin’in 1Csq, Ve ICso dozlarinin kaspaz 3 aktivasyonu
Uzerinde etkileri akim sitometri cihazi ile arastiriimistir. Kaspazlar ailesinden kaspaz 3
apoptoz mekanizmasinin son asamasinda goOrev alan sonlandirici bir enzimdir.
Kaspaz-3 dis yolak, i¢ yolak ve endoplazmik retikulum yolagi Gzerinden
aktiflesebilmektedir [114].

A549 hdcreleri Uzerinde yapilan 24 saatlik kaspaz 3 aktivasyonu belirleme
calismalarinda, Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin’in bitin dozlarinin aktif kaspaz
3 %’sinde kontrole gore artis gOsterdigi tespit edilmistir. En ¢ok kaspaz 3 aktivasyonu
Klomipramin’in ICso dozunda gorilmektedir. Klomipramin’in 24 saatte Sisplatin’e gére
ICso dozunda, Kloropiramin’e goére hem 1Cso, hem de ICs, dozlarinda daha yiksek aktif
kaspaz 3 %’sine sahip oldugu gdézlenmistir. Kloropiramin I1Csy, dozunda Sisplatin’den
23 kat daha azken, ICs, dozunda 6.5 kat daha azdir.
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48 saatlik kaspaz 3 analizi sonuglarina gére, ¢ madde de kontrole gére kaspaz
3 aktivasyonu %’sinde artis gdstermistir. Sisplatin’in doza baglh olarak kaspaz 3
aktivasyonunda artis gosterdigi sonucuna ulasiimistir. Kloropiramin doza bagli olarak
aktif kaspaz 3 %’sinde bir artis gOsterirken, Sisplatine kiyasla artig gozlenmemigtir.
Klomipramin ise doza bagh olarak bir artis gostermis ve hem Sisplatin'den hem de
Kloropiramin’den daha fazla aktivasyon goOstermigtir. 48 saatlik aktif kaspaz 3
analizinde en yuksek % Klomipramin’in 1Cso dozunda gorulmektedir.

24 ve 48 saatlik kaspaz 3 aktivasyonu degerlendirildijinde Sisplatin ve
Klomipramin’de herhangi bir artis goérilmemistir. Kloropiramin de ise énemli bir farkhlik
g6zlenmemistir. Kaspaz 3 aktivasyonu U¢ madde icinde 24 saatte daha uygun oldugu
sonucuna variimistir. Klomipramin A549 hiicresi i¢in en aktif sonucu 24 saatte vermesi
nedeniyle hem Annexin V-Pl analizi ile hem de JC-1 analizi ile paralellik
gostermektedir. Ancak Klomipramin ile PANC-1 hicrelerinde yapilan Annexin V-PI
analizi ile paralellik gosterirken, JC-1 analizinde gostermemistir. Kloropiramin’in A549
hicreleri ile yapilan Annexin V-PI analizi ile paralellik gostermis ancak JC-1 analizinde
gostermemistir. Kloropiramin ile PANC-1 hicrelerinde yapilan Annexin V-PI, JC-1 ve
kaspaz 3 analizi hepsinde uyum gdstermistir. Sisplatin ise PANC-1 hiicrelerinde
Klomipramin ile benzerlik gdstermektedir. Ancak A549 hicrelerinde Annexin V-PI
analizi ile paralellik gbézlenirken, JC-1 analizinde gézlenmemisgtir.

Bilir ve arkadaslarinin yaptigi calismada Klomipramin HL-60 insan miyeloid
I6semi htcrelerinde ROS seviyesini arttirarak kaspaz 3 aktivasyonunun artmasini
sagladigi ve bdylece apoptozu indikledigi belirtilmistir [125].

Xia ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada Klomipramin’in C6 fare glioma
hicrelerinde sitokrom ¢ salinimi ile kaspaz 3 aktivasyonuna neden olarak apoptoza
surikledigi bildiriimistir [81]. Daley ve arkadaslarinin yurittigi bir bagka ¢alisma da
ise Klomipramin’in etkisi insanlardan biyopsi ile alinan glioblastoma hucrelerinin primer
kaltir haline getirilip, arastinimistir. Bu arastirma sonucunda Klomipramin’in solunum
zincirindeki kompleks IlI'e baglandigini ve oksijen tuketimini azalttig1 boylece kaspaz 3
aktivasyonuna neden oldugu belirtilmistir [83].

Calismamizda Kloropiramin’in apoptotik etkilerini arastirmak igin kullandigimiz
A549 ve PANC-1 hucreleri ile ilgili herhangi bir literatir bulunmamaktadir. Bu nedenle
bulgularimiz bu kanser hucrelerindeki etkileri gostermesi bakimindan bir ilktir. Ancak
kaspaz vyolagindaki kaspaz-3 enzimini aktiflestirmesi bakimindan benzerlik
gOstermektedir. Ayrica mitokondriyal membran potansiyelinde bozulmaya neden olarak

icsel yolag aktiflestirdigini digindirmektedir.
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A549 ve Panc-1 hucrelerinin morfolojik degisimlerinin gézlemlenebilmesi icin 24
ve 48 saat slire boyunca Sisplatin, Klomipramin ve Kloropiramin ile muamele edilmisgtir.
Bu streler sonunda hiicreler DAPi(mavi) ve MitoTracker CMXRos(kirmizi) boyasi ile
boyanarak konfokal mikroskobunda morfolojik degisimleri gortuntulenmistir. Dapi Olu
hucrelerde cift zincirli DNA'y1 ya da RNA'y1 boyayan bir boyadir [126]. Bu nedenle
kontrol hicrelerinde DAPI boyamasi ya gdézikmemekte ya da mat goézikmektedir.
Hicrelerde kromatin kondensasyonu, bdbrek seklini alma tipik apoptotik
belirteclerindendir. A549 ve PANC-1 hicrelerine 24 ve 48 saatlik madde uygulamasi
sonucunda her iki dozda da cekirdekler de kromatin kondensasyonu ve bobrek yapisi
gériilmektedir. Kontrol grubunda ise DAPIi boyanmamis ve mitokondriler normal
seklindedir.

Mitokondri fizyon ve flizyon arasindaki hassas bir denge ile diizenlenen bir hayli
dinamik bir organeldir. Mitokondriyal fizyonun bozulmasi mitokondriyal agin ¢ékmesine
neden olurken, mitokondriyal flizyontaki kusurlar mitokondriyal parcalanmaya ve
mitokondriyal DNA kaybina yol acar. Béylece hicre 6lim yoluna gider [127].

A549 hiicrelerinin 24 saatlik morfolojik degisimleri gecirimli elektron mikroskobu
ile gorintilenmistir. A549 hicreleri kontrol grubunun morfolojisi incelendiginde;
¢ekirdegin normal konumunda oldugu, c¢ekirdek zarinin saglam oldugu, membran
batinliglnin bozulmadigini ve genel olarak hicrelerin normal hiicre yapisina sahip
oldugu gdézlenmistir (Sekil 3.53).

Pozitif kontrol olarak kullanilan Sisplatin’in (ICso) A549 hiicreleri Uzerindeki 24
saatlik morfolojik goéruntulerini inceledigimizde (Sekil 3.54), apoptotik bleblerin
olustugunu, membran rlpturd oldugunu hatta membran yapisinin kayboldugu ve
vakuollerin olustugu gézlenmistir. Ayrica hicre morfolojisinde kontrol grubuna goére bir
yuvarlaklagsma oldugu tespit edilmistir.

Klomipramin’in (ICso) A549 hcreleri Uzerindeki morfolojik degisimleri Sekil
3.55’de de gosterildigi Uzere, apoptotik bleblerin olugtugu, membran butlunligunin
bozuldugu, lizozomlarin aktiflestigi ve otofagozom olustugu gdézlenmektedir.
Lizozomlarin aktifleserek otofagozom olusturmasi otofajinin ana gostergelerinden
birisidir [129]. Klomipramin’in otofagozomlar olusturmasi otofajiyi aktiflestirerek
hucreleri 0lum yolagina surukleyebilecegini dugundirmektedir. Ayni zamanda apoptotik
bleblerin olusmasi, membran ruptlti ve ¢ekirdegin kaybolmasi apoptoza da neden
oldugunu gostermektedir.

A549 hicre hattinin Kloropiramin (ICso) ile 24 saatlik muamelesi sonucunda,
lizozomlarin aktiflestigi, otofagozomlarin olustugu, c¢ekirdegin kenara cekildigi,

apoptotik bleblerin olustugunu ve membranda rlptir meydana geldigi goézlenmistir
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(3.56). Bu gozlemler, Kloropiramin’in A549 hucrelerini apoptoza ve beraberinde
otofajiye surukledigini disindirmektedir.

PANC-1 hidcre hattinin 24 saat sonundaki morfolojik goruntuleri gecirimli
elektron mikroskobu ile goézlenmigtir. Bu sure sonunda PANC-1 hucrelerinin ilacla
muamele edilmemis olan kontrol grubu normal morfolojisinde gézlemlenmistir. Hlcre
igsi formda, cekirdek zari saglam bir sekilde ve normal konumunda yer almaktadir.
Herhangi bir membran riptirt gézlenmemistir (Sekil 3.57).

Sisplatin’in (ICso) PANC-1 hucreleri Uzerindeki 24 saatlik morfolojik goruntulerini
inceledigimizde (Sekil 3.58), vakuollerin olustugunu, lizozomlarin aktiflestigi ve
otofagozomlarin olustugunu, cekirdekte kontrol grubuna goére degisimlerin meydana
geldigi sonucuna ulasiimistir.

PANC-1 hucrelerinin Klomipramin’in (ICsp) ile 24 saatlik muamelesi sonucunda
lizozomlarin aktiflestigini, cekirdek zarinin ve hicre membraninin kayboldugu
gozlenmistir.

Kloropiramin (ICs) ile 24 saatlik inkiibasyon sonucunda PANC-1 hiicrelerinde,
¢ekirdek yapisinin kontrol grubuna gore belirgin bir sekilde degistigi ve lizozomlarin
aktiflestigi gérilmektedir.

Bu gdzlemler sonucunda Klomipramin ve Kloropiramin’in PANC-1 hlicre hatlar
Uzerinde hem apoptotik ve hem otofajik etkisi oldugu sonucununa ulasiimistir.

Rossi ve ekibinin yaptiklari validasyon ve analiz sonuglarinda Klomipramin’in
Hela ve MEF hicre hatlarinda otofaji regulatéri olarak is yaptigini belirtmislerdir [130].
Xia ve arkadaslari, insan periferal lenfositlerinde ve lenfoblastoid hicrelerinde
Klomipramin ile yaptiklari ¢alismalarinda apoptozu indikledigini belirtmislerdir [82]. Bu
sonugclar bizim galismamizin sonuglari ile paralellik géstermektedir.

Sonug olarak, bu tezdeki ¢alismalar ve éngéruler dogrultusunda Klomipramin’in
hem PANC-1 hicre hatti izerinde hem A549 hicre hatti Gzerinde hem doz hem de
zamana bagh olarak hucre 6lumleri Gzerinde (apoptoz, otofaji, nekroz) iyi bir sonug
verdigi gozlenmistir. Kanser hastalarinda kemoterapi uygulanmasi esnasinda
hastalarda g6zlenen depresyon tedavisinde kullanilan Klomipramin’in ayni zamanda
kanser tedavisine de katki saglayabilecegini dusindurmektedir. Tekli ya da kombine
ajanlar ile cgalisilarak etkisinin artirilabilecegi ve antikanser ilaglarin kesfine katki
saglayabilecegini dusunmekteyiz.

Kloropiramin kanserli hiicre hatlari Gzerinde Klomipramin kadar etkili bir sonug
vermemig olmasina ragmen saglikli hicre hatlari Gzerindeki sitotoksik etkisinin ¢ok az
olusu nedeniyle c¢esitli ajanlar ile kombinlenerek, etki mekanizmasi aydinlatilarak

hedeflendirilebilir ve apoptotik etkili bir ilag olarak kullanilabilir. Bdylece glnimuiz
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antikanser ilaglarinin en buyuk sorunu olan saglikh dokuya zarar vermenin minimuma

indirilebilecegini diginmekteyiz.
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