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OZET

Kanser, Turkiye ve dinyada 6lim orani yuksek olan bir hastaliktir.
Hepatoseliler karsinoma (HSK), hepatositlerden kéken alir, kanser baglantih
O6limlerde 3. siradadir. Son yillarda yeni tedavi yontemleri ve anti kanser
ilaclar gelistirmek amaciyla birgok calisma yapilmaktadir. Hlicre bdélinmesini
ve kontrol noktalarinda diizenleyici gorevi olan siklin bagimli kinaz (CDK)
inhibitérleri de bu ydnilyle kanser arastirmalarinda yol gdsterici fikirler
vermektedir.

Calismamizda, apoptoz mekanizmalari ve hlicre canhligi Gzerine etkileri
bulunan CDK inhibitér sinifina ait R-547 isimli ilacin, HSK'li hicre soylarinda
hicre canhhidl ve hlicre 6limine olan etkisini detayh olarak ortaya koymak
amaclandi. Bu sebeple insan karaciger dokusu kaynakli hepatoselliler
karsinomali HepG2 hilicre soyu ve sican karaciger dokusu kaynakh
hepatosellller karsinomali hlicre soyu olan H-4-IIE kullanildi. Her iki hlcre
soyu da (Hep G2 ve H-4-IIE) 24 ve 48 saat boyunca 0,1, 1, 10, 50, 100
MMlik dozlarda R-547 ilaci ile muamele edildi ve hlcre canliiklart MTT testi
ile belirlendi. Sonuclar pozitif kontrol olarak alinan antikanser ilag olan
Cisplatin’in etkileri ile karsilastinldi. Hep G2 hicre soyunda R-547 ilaci
uygulanan doz ve zaman araliklarinda beklenen etki gorilemedigi igin
deneylere H-4-1IE hicreleri ile devam edildi. Etkili oldugu distntlen dozlar
ile akim sitometri, hlcrelerde meydana gelen morfolojik degisimlerin tespiti
icin konfokal mikroskobi ve gecgirimli elektron mikroskobi ydntemleri
uygulandi. Hep G2 hicrelerinde 24 saat boyunca uygulanan 0,1, 1, 10, 50,
100 uM R-547 ila¢ dozlarinda htcrelerin yasam orani sirasi ile %101, %94,
%93, %89, %79 (p<0,001) iken 48 saat boyunca %92, %101, %?53,6
(p<0,01), %47,4 (p<0,001), %41 (p<0,001) oldu. H-4-IIE hicrelerinde 24
saat boyunca uygulanan 0,1, 1, 10, 50, 100 pM R-547 ilag dozlarinda
hicrelerin yasam orani sirasi ile %90, %80 (p<0,01), %63 (p<0,001), %47
(p<0,001), %43 (p<0,001) iken 48 saat boyunca ayni ilag dozlari ile
muamele edilen hliicre yasam oranlan sirasiyla %96, %85 (p<0,01), %46
(p<0,001), %44 (p<0,001), %45 (p<0,01) oldu. H-4-IIE hicrelerinde 24
saatlik ilac muamelesi sonucglarina gére 10 ve 50 uM dozlar ile yapilan akim
sitometri analizi ile apoptotik degerler (kontrol %4,1) %38, %45 (her ikisi
icin p<0,05) olarak tespit edildi.

Sonuglara goére, R-547 isimli CDK inhibitérinin hicre boélinmesini
durdurucu etkisinin Cisplatin’den daha etkili oldugu goézlendi. 10 ve 50 uM
akim sitometri sonucglarina gére de apoptozu uyarmaktadir. R-547 ilacini 24
saatte, 10 ve 50 uM dozlarda uygulayarak yapilan konfokal ve Transmission
Electron Microscopy (TEM) yontemlerinin sonucglarina gére de hiucrelerde
morfolojik olarak sekil degisikligi, hicre iceriginde dedisiklikler ve hicre
6limua gézlemlendi.
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SUMMARY

Cancer is a disease that has high mortality rate in Turkey and in the
world. Hepatocellular carcinoma (HCC) is derived from hepatocytes and it is
the 3™ cancer related death type. Recently, there are many studies about
developing new drugs and new therapy methods. Cyclin dependent kinase
inhibitors, regulate the cell cycle and check points, give some guiding ideas
for cancer studies.

In this study, we aimed to determine the possible effect of R-547 which
is @ member of cyclin kinase inhibitor family on on growth and apoptotic
mechanisms of Hep G2, derived from human and H4IIE derived from rat
HCC. Both cell lines were exposed to 0,1, 1, 10, 50, 100 uM of R-547 for 24
and 48 hours. Also compared the results with the effects of Cisplatin as a
positive control. We determined in vitro survival rate with MTT assay,
apoptosis with flow cytometry, morphological changes with confocal
microscopy and transmission elektron microscopy (TEM). After 24 h culturing
at 0,1, 1, 10, 50, 100 uM doses of R-547, the corresponding percentages of
live Hep G2 cells were 101, 94, 93, 89 and %79 (p<0,001), respectively. The
corresponding percentages of alive Hep G2 cells were 92, 101, 53,6
(p<0,01), 47,4 (p<0,001), and 41 (p<0,001) %, respectively, for 48 hours.
After 24 h culturing at the same doses of R-547, the corresponding
percentages of live H-4-IIE cells were 90, 80 (p<0,01), 63 (p<0,001), 47
(p<0,001) and 43 (p<0,001) % respectively. The corresponding percentages
of alive H4IIE cells were 96, 85 (p<0,01), 46 (p<0,001), 44 (p<0,001) and
45 (p<0,01) %, respectively, for 48 hours. Because R-547 was not affect the
cell survival of Hep G2 cells for 24 hours, experiments for flow cytometry,
confocal and transmission elektron microscopies were continued with H4IIE
cells. The rates of early apoptotic H-4-IIE cells were about 38 and 45
(p<0,05 for both) % after applications of 10 and 25 uM R-547 after 24 h
(control: 4,1%), respectively.

According to our results, it is clear that R-547 has a growth inhibitory
action than cisplatin. Also, R-547 had apoptotic effect on H-4-IIE cells for 24
hours. According to the confocal and Transmission Electron Microscopy (TEM)
results, morphological changes has seen inside and outside the H-4-IIE cells.

Key words: R-547, hepatocellular carcinoma, H-4-IIE, MTT,
apoptosis, flow cytometry, confocal microscopy, TEM.
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1.GIRIS VE AMAC

Kanser son vyillarda Tlrkiye ve dinyada olimlere sebep olan
hastaliklarin basinda gelmektedir. Kanser kontrolsiiz hiicre g¢ogalma
bozuklugu olup morfolojik hiicresel degisimlere, apoptoz mekanizmasinin
dizensiz hale gelmesine, anjiojenez ve metastaza neden olmaktadir (Cheng
v.d., 2016). Cerrahi girisimler, radyoterapi ve kemoterapi kanser tedavisi icin
ana modellerdir. Son yillarda 6zellikle son fazlar icin bircok antikanser ilag
gelistirme calismalari yapilmaktadir (Zhou v.d., 2016). Kanserin molekuler
mekanizmalarini anlamak ve gesitli ajanlarla kanserlesmis htcreleri 6ldirmek
arastirmalarin temel amacidir (Desphande v.d., 2005). Tedavi yaklasimlar
icerisinde hlicre ddéngusu ve mekanizmalarini anlayarak dénglde olusan
bozukluklar hedef alarak calismalar yapmak, kanser arastirmalarinda énemli
bir yere sahiptir. Hlcre ddnglsinde ve kontrol noktalarinda gdrevli olan
siklin bagimh kinazlar ve siklin bagimli kinaz inhibitérleri kanser tedavisinde
onemlidir. CUnkG hicre déngusunun dizenli galismasinda farkh, siklin ve
siklin bagimli kinaz komplekslerine ihtiyac duyulmaktadir (Choi and Yoo,
2012).

Siklin bagimh kinazlar (CDK) serin treonin protein kinaz ailesindendir.
Siklin  ve (CDK) heterodimerik kompleksler hiicre ddngusunin
dizenlenmesinde gdérev almaktadir. Siklin D-CDK 4/6 ve Siklin E-CDK 2
hicre donglsunde G; fazindan S fazina gegiste retinoblastoma (RB) protein
yolagini kullanarak gorev yapmaktadir. Siklin A-CDK1/2 ve Siklin B-CDK 1
kompleksleri S fazi ve G,/M gegisleri icin gorev alirken, CDK 5 glukoz alim
dizenlenmesinde goérevlidir. CDK 7-Siklin H ve Siklin T ve CDK 9 ise RNA
polimerazin fosforilasyonunda goérevlidir. Bu sekilde hicresel olaylarin
dizenlenmesinde gorevli yirmiye yakin CDK bulunmaktadir. CDK inhibitérleri
ise ilag arastirma ve gelistirme icin dnemli ajanlardir ve apoptozu uyararak
kanser hicrelerinin hicre dénglsunun dizenlenmesinde rol oynamaktadir
(Latif v.d., 2016).

Hepatosellller karsinoma (HSK) kanser baglantili élimlerin Gglnci
sirasinda yer alan ve dinya capinda édnemli yere sahip malign solid tUmorli
bir hastaliktir. Hastaliga bagli karacigerin fonksiyonlarini yitirmesi ve siroz ile
iliskili olmasi HSK'nin tedavisini diger kanser tlrlerine gére zorlastirmaktadir.
GUnUmuzde tedavi yaklasimi olarak cerrahi en iyi girisim olmasina karsin
HSK'l hastalarin %20'si cerrahi islemler icin uygun olmamaktadir. Bu da HSK
icin ilag gelistirmeyi 6nemli hale getirmistir. Apoptoza karsi direng gostermesi
antikanser tedavinin etkinligini engelleyen énemli bir zorluktur. Bu yizden
direngli timaorla hicrelerin 8lumdna arttiran yenilikgi bilesiklerin gelistirilmesi
son derece 6nemli bir adim haline gelmistir (Zhang v.d., 2012).



Hicre 6liumu genellikle tip 1 grubundaki apoptoz ve tip 2 grubundaki
otofaji ve nekroz olarak bilinmektedir. Apoptoz yani tip 1 hlicre 6limu hlcre
buzilmesi, DNA yogunlasmasi ve fragmantasyonu, membran
tomurcuklanmasi, apoptotik cisim olusumu ile karakterize edilmektedir. Olim
reseptorleri ya da mitokondrideki vyolaklar ile kaspaz aktivasyonu
gostermektedir (Mei-Ying Xu ve Yeong Shik Kim, 2014).

Arastirmamizda insan karaciger dokusu kaynakli Hep G2 ve sigan
karaciger dokusu kaynakli HSK’h H-4-IIE hiicre soylarinin kullaniimasina
karar verildi. R-547 ilaci, hiicre dénguslu dizenlenmesinde transkripsiyonda
pozitif duzenleyici olarak gbérev alan CDK ve Siklin komplekslerini
baskilamaktadir. CDK 1/Siklin B, CDK 2/Siklin E, CDK 4/Siklin D1
inhibisyonunu saglamaktadir. Hiicre dénglist sirasinda fazlarda ve faz arasi
gecislerde RB yolagini kullanarak RB fosforilasyonunu azaltmaktadir. HSK'da
CDK inhibitéra olan ve henlz aydinlatilamamis olan R-547 isimli ilacin etkisini
ortaya koymay! amacladik.

Bu bilgiler 1siginda hiicre kulttrd kullanilarak, daha 6nce bu ilacin etkisi
ortaya konmamis olan Hep G2 ve H-4-IIE hicre soylarinda cesitli zaman ve
doz araliklarinda R-547 ilacinin hiicre canliigi ve apoptoz lzerindeki olasi
etkilerini arastirmay! amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1 Karacigerin Anatomik Ve Fizyolojik Yapisi

Karaciger vicudumuzda bulunan en blyidk bezlerdendir ve hacim
olarak blylk bir organdir. Lokasyon olarak Ust karin bdlgesinin saginda ve
bagirsaklarin (zerinde yer almakta olup fibréz kapsil ile gevrilmistir. Iki
lobdan olusmaktadir ve hepatik arter ile portal ven sisteminden kan akimi
gerceklesmektedir. Vicuttaki diger organ ve sistemlerin goérevlerini yerine
getirebilmesi icin karaciger onemli bir géreve sahiptir. Sindirim ve dolasim
sistemi arasinda badlantilar kurmaktadir; kani temizlemektedir; toksik
maddeleri zararsizlastirmaktadir; besin dénlisimid ve depolanmasini
saglamaktadir, ince badirsaklara safra salinimini gergeklestirmektedir,
plazma proteinleri salgillamaktadir, karbohidrat metabolizmasi ve vyag
metabolizmasini dizenlemektedir (Granit, Deniz, 2015).

Bunun yani sira vitamin A, vitamin D ve B12'yi depo etmektedir,
koagllasyon faktoérlerinin  yapiminda goérevlidir ve kanin pihtilasma
mekanizmasini dizenlemektedir, demirin ferritin seklinde depo edilmesini
saglamaktadir (Capan, Z., Yalgin, O.F., 2010). Zengin kan akimi sayesinde
kanserlesen karaciger hicrelerinin metastatik kolay yayilimini saglamaktadir
(Sekil 2.1.1 ve Sekil 2.1.2).

Vena cava inferior Lobus caudatus Vena cava inferior

Sol lob — Sap
. e
Ligament Arter
Safra kesesi Porta Vena pora
hepatis Safra kanal
Lobus quadratus Safra kesesi
(Onden Gorunus) (Alttan Gortinds)
Sekil 2.1.1 Karaciderin On ve Arka Gérinist (Tuncel, Nese v.d.,
2000).
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Sekil 2.1.2 Karacigerin morfolojik ve histolojik yapisi (Tortora,
Gerard,]., Derrickson, Bryan, 2008).

2.2 Hepatoseliiler Karsinoma

HSK, hepatositlerden kdken alan ve dinyada en yaygin goérulen kanser
turlerinden biridir. Kanser bagimli 6limlerin 3. sirasinda yer almaktadir. 50
yasin Uzerindeki erkeklerde kadinlara oranla daha fazla goérilmektedir. HSK'li
hastalarin yaklasik %80’i Asya ve Afrika Uulkelerindendir. HSK’'nin risk
faktorleri arasinda kronik viral hepatit B (HBV), hepatit C (HCV) enfeksiyonu,
alkol bagimhlig, titin ve tatin mamulleri kullanimi, aflatoksin yer
almaktadir (Vatan, P. , v.d., 2013). Bunlarin yani sira kroniklesmis siroz,
obezite, karaciger yaglanmasi, diabetes mellitus, alfa-1-antitripsin eksikligi
de risk faktorleri arasindadir (Buendia, M. Annick, 2000). Kronik HBV ve HCV
enfeksiyonu dinya c¢apinda HSK olusumunun 6nemli risk faktérudar. HSK
gelisirken semptomlarin belirgin olmamasi hastaligin teshisini
zorlagtirmaktadir (Sekil 2.2.1).

Agresif timorli bir hastalik oldugundan hastalarin sagkalim siresi
yalnizca birka¢ yil olmaktadir (Vatan,P., v.d., 2013). HSK'li hastalarin
yaklasik %70’e yakini icin bu slre 5 yildir (Wang, Fan v.d., 2012). Hastaligin
tedavisi tumoér bayldkliglu ve bulundugu evreye badhdir, yiksek dereceli
timorler kétl prognozla sonuglanmaktadir.
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Alkol HBV- HCV Alkol

v

Bliylume faktorlerinin  Kronik inflamasyon Metabolik hastaliklar
artisi

v

Rejenerasyon evresel faktorler

l

Genetik mutasyonla

Hepatoma

Sekil 2.2.1 Hepatoseliler karsinoma patogenezi (Tas, Adnan,
2010).

Cerrahi, HSK icin temel tedavi yontemlerinden biridir; diger taraftan
karaciger transplantasyonu tedavi icin bir fikir olusturmaktadir (Vatan,P.,v.d.,
2013). GlUnumizde karaciger transplantasyonu en etkili yoéntem olarak
gorilmektedir (Zhang, Jun-Fang, v.d., 2006). HSK'li hastalarin cerrahi tedavi
uygunlugu %20 civarindadir (Zhang, C., Z., 2012).

Cerrahi disinda transkatater uygulamasi, arteriyal kemoembolizasyon
tedavisi de bir segenektir. Kanser tedavisinde kemoterapi, radyoterapi ve
cerrahi sikga uygulanan methodlardir. Ancak radyoterapi ve kemoterapi
beklenen sonuclari vermeyen bir tedavi secenedidir. Kemoterapi ve kullanilan
ilaglarin etkileri tipik olarak hepatik ve sistemik toksisiteye bagl olarak
sinirhdir. Bu ajanlar HSK hicre 6luminia gergeklestirirken hastalari gesitli yan
etkilere maruz birakmaktadir (Vedantham, Kumar, 2011, Kang, H., v.d.,
2010). Bu yuzden HSK daha etkili ve daha az toksik etkiler barindiracak
tedavilere ihtiyac duymaktadir (Tablo 2.2.1) (Vatan, P. ,v.d. , 2013).



Apoptozun uyarildigi antikanser ilaclarin kesfi umut vaat etmektedir (Sekil
2.2.3 ve Sekil2.2.4.) (Yuan, Shu-Lan, v.d., 2004).

Tablo 2.2.1. Hepatoselliler karsinoma tedavi secenekleri (Tas, Adnan,
2010).

Cerrahi tedavi

Karaciger transplantasyonu

Rezeksiyon

Perkiitan girisimler

Alkol ablasyonu

Radyofrekans termal ablasyon

Transarteriyel girisimler

Embolizasyon
Kemoembolizasyon

Kemoperfluzyon

Radyoterapi

Kemoterapi

Gen ve immiinoterapi




Sekil 2.2.3 Makroskopik karaciger metastazi (Robins ve Cotran,
2009).

Sekil 2.2.4 a ve b: Intravendz madde verilmesiyle (a), madde
verilmeden (b) yapilmis karin BT inceleme (Robins ve Cotran, 2009).

2.3 HSK Tedavisinde R-547 CDK Inhbitorii Kullanimi

ATP yarismali CDK inhibitéri olan R-547 CDK 1/Siklin B, CDK 2/Siklin
E, CDK 4/Siklin D1 inhibisyonunu gergeklestirirken hlicre dénglsint G1 ve
G2 fazlan gecgisinde durdurmaktadir (Sekil 2.3.1). Retinoblastoma (RB)
yolagini kullanarak RB proteininin fosforilasyonunu azaltarak apoptozu
uyarmakta ve kanser hicre 6limuine sebep olmaktadir. R-547, in vitro ve in



vivo sartlarda, faz I calismalarn sirasinda solid timoér tedavisi igin umut vaat
edici bir molekul olmaktadir (De Pinto, 2006).
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Sekil 2.3.1 R-547'nin kimyasal formdalu.

2.4 Pozitif Kontrol Olarak Kullanilan Cisplatin

Cisplatin (CDDP), cesitli kanser tiplerinin tedavisi sirasinda kemoterapide
kullanilan bir ilactir (Sekil 2.4.1). DNA sentezini inhibe ederek kanser
hicrelerini 6ldirmektedir. Cisplatin baglantii DNA hasar gesitli yolaklar
uyararak apoptoz ile hicre 6luminit gercgeklestirmektedir (Kishimoto v.d,
2016, Zhou, v.d., 2010).

NHs
Cl—Pt-NH;
Cl

Sekil 2.4.1 Cisplatin’in kimyasal formuld.



2.5 Kanser ve Hiicre Dongiisii Iliskisi

Hicre iceriginin iki katina cikmasi, ylksek bir metabolik aktivite ve
cesitli mekanizmalarla kontrol edilerek yavru hicrelere dengeli bir sekilde
aktarilmasina hiicre déngust adi verilmektedir (Glines, 2003).

Organizmalarin normal gelismesi ve yasamini slUrdirebilmesi vicutta
belirli bir denge ile saglanmaktadir. Genlerin kontroll altinda hiicre déngusu
devam eder ya da bazi genler asiri hiicre bolinmesini engellerler (Ustaoglu,
M.Ali, 2009). Boylece homeostazis gerektigi gibi, hiicre cogalmasi, hiicrelerin
gelisiminin durdurulmasi ve apoptozis ile denge halinde slrduralmektedir
(Cabadak, Hulya, 2008)

DNA'nin replikasyonu ve proliferasyonu icin hicre ddéngusunun farkl
asamalarinda durdurucu etkiler gésteren meknizmalar i¢ ve dis uyaranlarla
aktivite gbstermektedir. Bu slire¢ dlzenli ve dengeli bir sekilde ilerlemektedir
(Funk, Oliver, 2005).

Cok hicreli organizmalarda hilicre donglsi c¢ogalma, blylime, yara
iyilesmesi ve birgok fizyolojik, biyokimyasal surecglerin devam etmesi
acgisindan oldukca énemlidir.

Hilcre ddnguslu fonksiyonel olarak doért fazdan olusmaktadir: Yuksek
metabolik aktivitenin oldugu ve DNA'nin replike edildigi S Fazi, DNA ve
hiicresel komponentlerin iki kardes hiicreye ayrildigi M Fazi, mitoz sonrasi ve
S fazi 6ncesi hiicrelerin biyokimyasal ve fizyolojik gorevlerini yerine getirmek
icin gerekli maddeleri sentezledigi ve bir sonraki donglide DNA replikasyonu
icin yaptigi hazirliklari iceren G1 Fazi, hiicrelerin mitoz bolinme hazirliklarini
gerceklestirdigi G2 Fazi (Martinez, Conception Sanchez, v.d., 2015,
Shackelford, R., E., v.d., 1999).

Mitoz boélinme icin gereken uyaranlarin eksikligi ya da olusan
hasarlarin tamir edilmesi amaci ile hlcrelerin geri donusumli olarak geri
cekildigi dinlenme fazi ise GO’dir (Desphande v.d., 2015).

Farklilasmasi, bdlinmesi sona ermis ya da yaslanmis hicreler geri
donistimsiz olarak geri cekilebilirler. Bu evrede hicre dénglsi siklin bagiml
kinazlar olan CDK'lar ve duzenleyici esleri olan siklinler tarafindan
dizenlenmektedir (Gareth ve Stoeber, 2011).

Siklin bagimh kinazlar (CDK), serin/treonin protein kinaz ailesi
Uyesidirler. Hucre donglust dizenlenmesinde ve transkripsiyonunda c¢ok
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onemli gorevleri vardir. CDK’lar hiicre bélinmesi regulasyonunda goérevli olan
ve transkripsiyon dlizenlenmesinde goérev yapan CDK'lar olmak dzere iki
gruba ayrilarak incelenebilir: Hlcre dénglsu regulasyonunda CDK1, CDK2,
CDK 3, CDK 4 ve CDK 6 gorev alirken transkripsiyon diizenlenmesi sirasinda
CDK 7, CDK 9, CDK 11, CDK 13 goérev yapmaktadir. Bunlarin yani sira CDK 5
ve CDK 10 noéronal dizenlemeyi saglarken, CDK 11 ve CDK 12 RNA ug
birlestirmesi sirasinda goérev almaktadir (Martinez, Conception Sanchez, v.d.,
2015). Okaryotik hicrelerde protein kinazlar fosforilasyon mekanizmasi
aracihgl ile hicre sinyal, hilcresel aktiviteler, bliyime ve gelisme ve
homeostazin dengeli bir sekilde slrdlrtlmesi icin gbrev yapan proteinlerdir
(Sekil 2.5.1) (Marule, G., Belmont,P., 2014).

Siklin/CDK kompleksi ve fonksiyonlari
|, Hlcre dongisa regulasyonu

_» Transkripsiyonel fonksiyonlar

5, Noronal fonksiyonal

—» Metabolizma

—» Hematopoez

— Anjiyogenez

— Proteoliz

— DNA hasari ve onarimi

— Epigenetik

— Spermatogenez

— Sil olusumu

Sekil 2.5.1 Siklin bagimli kinazlarin fonksiyonlari (Peyressatre,
M. v.d., 2015).
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Belirgin bir sekilde aktivitesi bozulmus olan CDK-siklin kompleksleri
hicre doénglst sirasinda kontrol edilemezse malign hlicre olusumu
gb6zlenmektedir. Malign hicrelerde CDK’larin inhibisyonu kanserlesmeye karsi
savunma mekanizmasi gelistirmektedir. GUnumuzde bu savunma sirasinda
gbrev yapan CDK inhibitoérleri c¢esitli insan kanserlerinin tedavisi icin
gelistiriimektedir (Zhou, v.d. ,2016). CDK inhibitérleri katalitik ATP alt
Uniteleriyle siki bir iliski icinde olan ATP yarismali ve ATP ile yarismall
olmayan iki grup olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Mariule, G., Belmont, P.,
2014).

Hicre doénglsli G1 evresinde, CDK 4/Siklin D ve CDK 6/Siklin D
kompleksleri dénginin sonlandirilmasini dizenlemektedirler. S fazi CDK
2/Siklin A kompleksi ile baslamakta, CDK1/Siklin B kompleksi ise G2 fazini ve
mitoz fazinin baslangicini dizenlemektedir (Sekil 2.5.2).

S: DNA' NIN
REPLIKASYONU
Cyclin A
Cyclin D 3
i __s_\wrph% &%
¥ 6 S
= G1 G2
G 1: HUCRE M G 2: BOLUNME iCiN
BUYUME gl s Cyclin A HAZIRLIK EVRESI
EVRESI Suwn p

.~ coK1
M: MiTOZ B
(HUCRE BOLUN -
=¥

Sekil 2.5.2 Hiicre Déngusinin Siklin Bagimh Kinazlar Tarafindan
Duzenlenmesi (Peyressatre, M., v.d. , 2015).

Hicre déngl mekanizmasinin dizenlenememesinin altinda kontrolsuz
hicre bdélinmesi yatmaktadir. Bu da malign fenotiple karakterize
edilmektedir (Williams ve Stoeber, 2012). Normal fizyolojik kosullarda
CDK/Siklin aktivasyonu siki bir  sekilde kontrol edilmektedir.
Protoonkogenlerin mutasyonlari, CDK/Siklin komplekslerinin ve proteinlerin
asir ifadelenmesine sebep olarak kontrol noktalarinin inaktivasyonu ile
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birlikte hicre déngusinin inhibisyonuna sebep olmaktadir (Sekil 2.5.3)
(Peyressatre, Marion, v.d. , 2015).

AKTIF sikLIN/CDK

3 . [—"
KOMPLEKS] -« p NORMAL HUCRE
a @
® (0

W&  PROLIFERASYONU
g’ o

SiKLIN/CDK TUMOR HUCRESI
KOMPLEKSININ PROLIFERASYONU
ASIRI AKTIVASYONU

Sekil 2.5.3 Normal ve tumaérli hicre proliferasyonunda
CDK/Siklin kompleksleri (Peyressatre, M., v.d., 2015).

Hlcre dénglsunin her bir fazi ve fazlar arasi gecisler kontrol noktalari
adi verilen sensdér mekanizmalar ile dizenlenmektedir. Kontrol noktalari ile
hicre dongusinde olaylarin bir denge icinde ve eksiksiz bir sekilde devam
etmesi saglanmaktadir. Kontrol noktalari anormal ve tamamlanamamis bir
dénglsel olay tespit ederse (6rn. DNA hasar) efektérlere sinyal tasir ve
hicre donglsinde olusan aksakliklari gidermek adina dénguyl
durdurmaktadir. Efektdér proteinler hlicre ddénglsinid geri dénusimli bir
sekilde duzenleyen CDK inhibitérlerini (CDKI) icermektedir. G1 evresinin
duraksamasi CDK4 ve CDK6'y! inhibe eden Ink 4 ailesi [INK4A (p16), INK4B
(p15), INK4C (p18) ve INK4D (p19)] uyeleri ya da CDK2 aktivitesini
baskilayan Cip/ Kip ailesi (p21, p27, p57) uyeleri araclligi ile
dizenlenmektedir (Williams ve Stoeber, 2012). Mitojenler, CDK tarafindan
uyarilan G1-S faz gecisini RB proteininin fosforilasyonunu uyararak E2F
ailesinin transkripsiyon faktoérleri ile arasindaki etkilesimin bozulmasina
neden olmaktadir. Kanser hicrelerinde RB proteinlerinin fosforilasyonu
genellikle kusurlu bir durum olup mitojenlerin yoklugunda dahi E2F bagimli
G1-S gen ekspresyonu ile son bulmaktadir.

Cesitli timorler, ligandlar ve HER2/ErbB2/neu gibi reseptér mutasyonu
veya HER2 gen amplifikasyonu ile Ras-Raf-MAP kinaz ya da P13K-Akt sinyal
yolaklarinin her seviyesinde olusan mutasyonlar sonucunda ortaya
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cikabilmektedir (Siklin D1 VE CDK 4 gen amplifikasyonu). Anormal sinyallerin
alinmasi ile RB’yi fosforlayan ve transkripsiyon aktivitesini engelleyen CDK-
Siklin  kompleksleri uyarilmaktadir. RB fosforilasyonu onkolojik sinyal
yolaklari igin ipucu vermektedir, pl15, p16, cp27 CDK inhibitér genlerinin
etkinligini kaybetmesi de hlicre dongisliinde aksakliklar olusturarak timor
olusumuna ve genomik dengenin kaybolmasina neden olmaktadir. p21
geninin hlicre ddénglslu sirasindaki aktivasyonu ile p53 arasinda bir iliski
vardir (Sekil 2.5.4) (Williams ve Stroeber, 2012).

Tiimdr hiicreleri

Radyasyon,
sitotoksik ilaclar CDEN/ RB kﬂ‘rbi
Hiicre dongiisi l D-Cyelins / Cdlk4/6 kazanimm
arresti a
Cdk4/6 CDEN ekpresyommun
(o,

J inhibisyomi
\%\ Transkripsiyon
Altivasyonn
Sena \%
Daskalanmasy e
S I Pro-apoptonik E2F

{p16Ink4a) yeniden aktiflegmesi

Anti-mitojenik fonksiyonunun
artmasi
tlaglar
Hiicre déngiisii
Progresyonn
Apuoplue

Sekil 2.5.4 Retinoblastoma Protein Yolagini Etkileyen Faktoérler
ve Fonksiyonlan (Akdeniz, D., 2014).

2.6 Apoptoz Mekanizmasi ve Kanser
2.6.1 Programlanmis hiicre d6limi (apoptoz) nedir?

Apoptoz genellikle tip I programlanmis hlcre 8limu ile bilinir ve hicre
blizilmesi, DNA yogunlasmasi, fragmantasyonu, membran blebbingi, hicre
iskeletinin depolimerizasyonu, apoptotik cisim olusumu ile karakterize
edilmektedir. Olim reseptérleri ya da mitokondriyal yolaklar boyunca kaspaz
aktivasyonu gdstermektedir (Xu, Mei-Ying, Kim, Yeong, S., 2014). Gelismis
organizmalarda yasamin baslangicindan itibaren hicrelerde hiicre ¢ogalma
ve 6lim mekanizmalarn belirli bir denge ve uyum igerisindedir. Fizyolojik
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olarak programlanmis hicre 6limi olarak adlandinilan apoptotik hcre
6lumu, temel ve klinik tip bilimleri, biyoloji bilimi icin son yillarda ilgi gekici
bir konu haline gelmistir (Solakoglu, Zeynep, 2009). DNA'nin cesitli
sebeplerle hasar gérmesi, hicre 6lim reseptdrlerinden ya da mitokondriyal
yolaklardan gelen sinyaller hiicrenin sag kalimi ya da 6lim kararini vermesi
acisindan oldukca 6énemlidir (Solakoglu, Z., 2009). Kisaca apoptoz hticrelerde
cesitli sebeplerle olusan hasarlara, vyash hlcrelere veya zararli hucre
yapilarina karsi verilmis fizyolojik bir cevaptir (Sjéstrém, Johanna, Makela,
Tomi, 2006).

2.6.2 Apoptoz ve nekrozda meydana gelen morfolojik
degisiklikler

Hicre 6lumuntn iki ayn cesidi olarak apoptoz ve nekroz karsimiza
cikmaktadir. Apoptotik hicreler fagositoz yolu ile etkin bir gekilde
uzaklastirllamaz ise ikincil olarak nekroza basvurulur. Akut hicre hasarindan
kaynaklanan travmatik htcre o6limunun bir formu olan nekroza kiyasla
apoptoz, bir organizmanin yasami boyunca devam eden dlzenlenmis ve
surekli kontrol edilen bir strecidir (Ankit, 2017).

Enerji bagimh ve aktif olmasi, inflamasyon sirecine girmemesi, tek bir
hicreyi etkilemesi yonu ile nekrozdan ayrilmaktadir. Nekroz ise enerjiye
bagimli degdildir ve hicresel solunumu inhibe etmektedir. Bunun yani sira
hicreleri grup olarak etkilerken, hiicre membraninin ve hicre iceriginin
bozularak stoplazma igine dagilmasina ve hiicrenin hacimsel olarak sismesine
neden olmaktadir. Daha sonra hilicrenin patlamasi ve proteolitik enzimlerin
hiicreler arasi bosluga sizmasi ile sonuglanmaktadir. Nekroz sirasinda hcre
inflamasyonu uyarilmaktadir (Sjostrém, Johanna, Makela, Tomi, 2006).

Apoptoza ugrayan hicrelerde biyokimyasal ve fizyolojik bircok sirecle
birlikte cesitli morfolojik degisimler meydana gelmektedir ki; bu da apoptoz
hakkinda bilgi vermektedir:

Normal fizyolojik kosullarda bir denge halinde devam eden hiicre ici ve
hicreler arasi sodyum, potasyum, klor iyon gecisi apoptoz ile birlikte bu
dengeyi kaybetmektedir (Aksit, H., Bildik, A., 2008).

Hicre membraninin yapisi bozularak transglutaminaz enzimi etkisi ile
hicre zarinda tomurcuklanma ve parcalanma goézlenmektedir. Hicre sekli
blzlslp, hacim olarak kigllmektedir. Cevre ve komsu hicrelerle olan temasi
ortadan kalkmaktadir.

Membranda iceriden disariya dodgru fosfatidil serin gecisi olmakta,
hiicre icinde Ca*? iyonlari artmaktadir. Cekirdek ve sitoplazmada olusan
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yogunlasma ile birlikte kromatin agregasyonu goézlenmektedir. Bu da ip
merdiven kromatin (ladder) yapisini olusturmaktadir. Hlcrenin pargalanip
iceriginin bozulmasi ile apoptotik cisimler olusmaktadir.

Hicre membran asimetrisinin bozulmasi ile apoptotik cisimler
inflamasyon ve sitokinleri uyarmadan makrofaj ya da komsu hucrelerce
fagositoz olay! ile yok edilmektedir (Tomatir, A., G., 2003, Fernald ve
Kurokawa, 2013). Sekil 2.6.2.1'de apoptoz sirecinde olusan olaylar ve
morfolojik degisimler verilmektedir:

Miikleer kondensasyon

apnptntlk

uyari
.‘—

Fagositoz DMNA Fragmantasyonu

Apoptotik Cisim Olusumu

Sekil 2.6.2.1 Apoptoz siireci ve morfolojik degisimler. (Ankit,
2017).

2.6.3 Apoptoz mekanizmasi ve diizenlenmesi

Apoptoz mekanizmasi oldukga karmasik olan enerji bagimli kaskadlarin
molekdiler olaylarini icermektedir. Birbiri ile baglantili olarak gercgeklesen iki
ana apoptoz yolagi vardir: Ilki ekstrinsik ya da 6lim reseptorleri yoladi,
digeri ise intrinsik ya da mitokondriyal yolaktir. Bu iki yolagin yani sira T
hicreleri aracihdi ile gerceklesen ve sitotoksik etkili perforin-granzim bagimli
yolak da vardir (Ankit, 2017, Sjéstrém, Johanna, Makela, Tomi, 2006). Bu
yolaklar birbirlerine yakindan bagimli olarak calismakta; genellikle 6lim
reseptérleri aracili uyarilar ile baglatilan mitokondriyal yolakla daha da gugll
hale gelmektedir (Ankit, 2017). Hem intrinsik hem de ekstrinsik yolda
kaspazlar gérev yapmaktadir (Coskun ve Ozgiir, 2011).
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2.6.3.1 Intrinsik ya da mitokondriyal yolak

Intrinsik sinyal yolaklari apoptozu baslatan ve hiicre icindeki hedefler
Uzerinde dogrudan etki ederek mitokondriyal yoladi uyaran reseptor aracili
olmayan uyaranlar icermektedir. Uyaranlar pozitif ve negatif sinyal olusumu
ile intrinsik yolagi uyarmaktadir. Negatif sinyaller hicre oOlimuni
baskilayabilecek bazi bliytume faktorleri, hormonlar ve sitokinlerin yoklugu ya
da eksikligi ile birlikte apoptozu uyarmaktadir. Pozitif sinyaller ise
sinirlandirilmis olmasa da radyasyon, toksinler, hipoksi, hipotermi, pH
azalmasi, hicre igi kalsiyum dulizeyi, olusan DNA hasari, viral enfeksiyonlar ve
serbest radikallerle apoptozu uyarmaktadir. Mitokondri ise tim hicrelerin
yasami icin oldukca 6nemlidir; mitokondri olmaksizin oksijenli hlicre solunum
mekanizma hasari gbzlenmekte ve hiucre hizlica 6lmektedir. Apoptotik
proteinler mitokondriyi degisik yollarla etkilemektedir; mitokondrilerde
sisme, membran porlari ve mitokondri membran permeabilitesinde degisim
ile birlikte apoptotik sinyaller devreye girerek apoptoz baslatilmaktadir
(Ankit, 2017).

2.6.3.2 Ekstrinsik ya da oliim reseptorleri yolagi

Olim reseptérleri ya da ekstrinsik apoptoz yoladi, biiyiime faktérlerinin
geri gekilmesi, mitokondride matriks ayrilmasi, sitokin aracili 6lim gibi hlcre
disi olaylar tarafindan uyarilmaktadir. Ekstrinsik yolak, timdr nekroz faktori
(TNF), Fas Ligand (Fas-L), ya da TNF ile ilgili apoptoz uyarici ligandlar (TRAIL
ya da Apo2L) gibi 6lium ligandlarn kaspaz-8 ve kaspaz-10 ile birlikte dlim
uyaricl sinyal kompleks DISC'i uyaran uygun reseptér ile etkilesime
girdiginde, sirasi ile TNF reseptori, Fas reseptori, KILLER/DR4 ve DR5 siireci
baslamaktadir. Bu durum htcre canlihdli ve metabolizma igin esansiyel olan
proteinlerin kirilmasi ile sonuglanmakta, intrinsik ya da mitokondriyal yolaklar
icin DNA hasari, osmotik stres gibi hlicre ici problemlere neden olmaktadir.
Bu yolak Bcl-2 ailesi proteinleri ile surdirtlmektedir. Bcl-2/Bax gen ailesi
Uyeleri apoptozun dizenlenmesinde ve timdr patogenezinde son derece
6nemli bir role sahiptir. Bcl-2 ailesinin 20 dyesi tanimlanmistir. Bu gen
ailesine ait pro ve anti apoptotik proteinler bluylime faktdéri kisitlamasi,
hipoksi, radyasyon, UV ve antikanser ilag gibi gesitli apoptotik uyaricilar igin
hassasiyetle hlicre direncini yénetmektedirler. Apoptotik sinyallere cevaben
Bcl-2 ailesi Uyesinden pro-apoptotik olan Bax proteini araciigi ile
mitokondriyal membran gecirgenligini degistirerek sitokrom C salinimina ve
kaspaz aktivasyonuna neden olmaktadir. Pro-apoptotik Bax proteini en ¢ok
calisilan Bcl-2 ailesi Uyesidir (Sjostrom, Johanna, Makela, Tomi, 2006;
Fernald, Kaleigh v.d., 2013; Reed, J.C., 2000 ).
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Apoptoz mekanizmasi dizenlenirken bircok araci gbérev yapmaktadir.
Bunlar arasinda hicre icinde artisi ile birlikte, hicre o6liminde goérevli
enzimleri aktiflestiren Ca*2, hiicre proliferasyonu ve hiicre élimiinde gorevli
transkripsiyon dlzenleyen protein C-myc, hem aktivatér hem de inhibitér
olarak apoptozda gdérev alan Bcl-2 proteinleri, seramid, p-53 transkripsiyon
faktorl, granzim-perforin sistemi proteinleri yer almaktadir (Dingel ve Kul,
2016).

a. TNF aracih diizenleme

TNF-a makrofajlar araciligi ile Uretilen bir sitokin olup apoptozu
uyarmaktadir. TNF-a’'nin insanlarda bulunan iki reseptoért vardir: TNFR 1 ve
TNFR 2. TNF-a, TNFR 1’e baglanarak zarlar arasi proteinlerin TNF reseptori
ile iliskili olan 6lim domaini TRADD ve Fas ile iliskili 6lim domaini olan FADD
araciligr ile kaspaz aktivasyonuna yol acan yolagin baslamasini saglar.
Ciap1/2, TRAF2'ye baglanarak TNF-a sinyalini, FLIP'de kaspaz-8
aktivasyonunu inhibe etmektedir. Bu reseptoriin baglanmasi dolayli olarak
hiicre sag kalimi ve enflamatuar yanitlari veren transkripsiyon faktérlerinin
aktivasyonuna neden olmaktadir.

TNFR 1 kaspazdan bagimsiz olarak da apoptozu uyarabilmektedir. TNF-
a ve apoptoz iliskisi 6zellikle otoimmun hastaliklarda olmak Uizere bircok
hastaligin aydinlatiimasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Ankit, 2017).

b. Fas aracili diizenleme

Fas reseptorl birinci apoptoz sinyali, CD95, Apo-1 olarak bilinir. Fas
ligandi olan FasL'yi baglayan TNF ve kaspaz-F ailesinin transmembran
proteinidir. Fas ve FasL birlesimi FADD, kaspaz-8 ve kaspaz-10'u iceren
hicre 6limU uyarici kompleksin (DISC) olusumu ile sonuglanir. Kaspaz-8'i
aktive ederek apoptozu uyarirken Fas-DISC mitokondriden ve giglenmis
kaspaz-8 aktivasyonundan pro-apoptotik faktérlerin salinimini uyarir. FasL
ifadesinin  upregulasyonu  apoptozdan kagan timér  hicrelerinde
bulunmaktadir (Ankit, 2017; Sjéstrém, Johanna, Makela, Tomi, 2006).

c. Tumor protein p-53 (TP-53)

Hicre doénglsu kontrol noktalarinda ve apoptozda gbérevli olan
transkripsiyon faktérli P-53, kimyasal duyarlihdi olan bir aracidir. Hicrede
DNA hasari sirasinda hticre déngisinde goérev alarak ya hasari onarmakta ya
da apoptozu uyararak doéngiyld G1 fazinda durdurmaktadir (Tomatir,G.,
2003, Sjostréom,Johanna, Makela, Tomi, 2006).
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Eger DNA hasari onarilamayacak durumda ise Bax, Apaf-1, Fas
proteinlerinin yapimini uyarmakta ve Bcl-2 ve Bcl-x L proteinlerinin
inhibisyonu saglanarak hlicrenin 6limi icin apoptoz uyarilmaktadir (Coskun
ve Ozgir, 2011).

d. Perforin/Granzim yolagi

Sitotosik T hicreleri ve dogal katil olarak bilinen NK hicrelerinin
sitoplazmalarinda bulunan salgi granillerinde lokalize olan granzim ve
perforinler, enfeksiyon ya da olusan timoér hicrelerinin apoptozunda goérev
almaktadir. T hiicresi aracilik ederek, CTL reseptoriine baglanarak kompleks
olusturan hedef hilicre Uzerinde por olusumunu saglarlar. Serin proteaz
grubundan olan granzim B ve A tUmodr hulcreleri ve virlsle enfekte olmus
hedef hicrede delik olusturarak, pordan serbestleserek pro-kaspaz
aktivasyonu ile birlikte apoptozu baslatmaktadir (Tomatir, G., 2003).

e. Kaspazlar

Kaspazlar, pro-kaspaz formlarda sitoplazmada yer almaktadirlar ve aktif
merkezlerinde sistein bulundugundan sistein proteaz adini almaktadirlar.
Inaktif formda olduklarindan ancak proteolitik olarak aktive olurlar ve kaspaz
aktivasyon serilerini olustururlar. Kaspazlar, 3 gup olarak
siniflandinimaktadirlar:

1) Baslatici Kaspaz Grubu (Kaspaz 2, 8, 9, 10)
2) Efektor Kaspaz Grubu (Kaspaz 3, 6, 7)
3) Enflamatuar Kaspaz Grubu (Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14)

Hasar goérmus olan DNA'nin tamirinde ve replikasyonunda gorev
almaktadirlar ve gerekli enzimleri inaktive etmektedirler. Hicre iskeletini
olusturan aktin, laminin gibi proteinleri yikarak hlcrenin normal seklinin
bozulmasina ve hicre membraninda tomurcuklanmaya neden olurlar (Coskun
ve Ozgir, 2011). Sitokrom-c+Apaf 1+ATP'den olusan apoptozom kompleksi,
inaktif form olan pro-kaspaz 9'u aktif kaspaz 9’a donustlrerek efektdr
kaspazlar olan 3 ve 7'yi cekirdege gidebilmesi icin aktive eder. Aktif kaspaz 3
deoksiribontkleaz inhibitéri  olan ICAD'' etkisiz hale getirir ve
deoksiribonukleaz CAD’1 serbest hale getirir. Kromatin kondensasyonu ile
birlikte DNA kiriklari meydana gelir. Hasara ugramis olan DNA Poli ADP Riboz
Polimeraz Proteini (PARP) ile DNA kiriklarinin onarilmasini saglar ve apoptoz
sliresince endonlkleazlarin inhibisyonunu saglar. DNA'da olusan hasarin
duzeltilmesi icin ayrica DNA Topoizomeraz II gdérevlidir. Apoptoz sirecinde
kaspazlar tarafindan inhibe edilmektedir (Sekil 2.6.3.2.1) (Dingel ve Kul,
2016).
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Ekstrinsik yolak Intrinsik yolak
olam Buyume faktérinde
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aktivasyonu ¢
s .
Kaspaz 2 aktivasyonu
infaz volad:
Sitomarfalojik dedisimler

Sekil 2.6.3.2.1 Apoptoz yolaginin ekstrinsik, intrinsik ve
granzim yoladi ile dizenlenmesi (Ankit, 2017).
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2.6.3.3. Apoptoz ve hastaliklarin tedavisi

Apoptoz mekanizmasinin baskilanmasi ya da uyariimasi
saglanabilmektedir.
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hastaligin  tedavisi
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yontemlerdir (Solakoglu, Z. , 2009). Radyasyonun yani sira ¢ogu hormonal
ve sitotoksik tedaviler tamir edilemeyen hlcresel hasarlar sonucunda kanser
hicrelerinde apoptozu uyarmaktadir (Sjéstrém, Johanna, Makela, Tomi,
2006). Gunumuzde yapilan calismalarla apoptoz mekanizmasina duyulan
merakla birlikte hastaliklarin tedavisi icin apoptoz umut 1s1§1 olmustur.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Hicre Kilturiuniin Yapilmasi

Hucre kultard, ginumizde, bilimsel arastirmalarda ¢ok yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir. Cagimizin en biylk sorunlarindan biri olan kanser
arastirmalarinda, ilag denemelerinde, hiicre ici ve hlcreler arasi sinyal
yolaklarinin agiklanmasinda, fizyolojik sureglerin ve fizyopatolojik olaylarin
aydinlatilmasinda, molekiler calismalarda, hicrelerin olusumu, ¢ogalmasi ve
6lum olaylarinin belirlenmesinde kullanilan baslica yéntemlerden birisidir.

Hucre kiltirad temelde hiperoksit bir ortam olup, hticreler genellikle %5
CO,, %95 0O, iceren ve 37°C sicakligin oldugu ortamlarda in vitro gelisme
gbdstermektedir. Buylume, gelisme ve farklilasma slregleri bu ortama uyum
saglamaktadir. Calismamizda iki farkli hiicre hatti kullanilmistir. Bunlar insan
karaciger kanser hilicre soyu olan Hep G2 ve sican karaciger kanseri hicre
soyu olan H-4-IIE'dir. Hep G2, insan karaciger dokusu kaynakli
hepatosellller karsinomali, epitelyal morfoloji gosteren ve adherent blylyen
hiicre soyudur (Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimi 6gretim
Qyesi Prof. Dr. Ayse Tansu Koparal'in armadanidir). H-4-IIE, sican (Rattus
novergicus) karaciger dokusu kaynakli, epitelyal morfoloji gésteren, adherent
buylyen, hepatomali hlicre soyudur (ATCC, American Type Culture
Collection’dan satin alinmistir).

3.2 Hiicre Kiiltiirii Icin Yapilan Hazirhklar

Steril ve sivi olarak satin alinan Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM, Sigma) buzdolabinda +4°C’de muhafaza edildi. Fetal Dana Serumu
(Fetal Calf Serum= FCS, Sigma) ve penisilin + streptomisin (Sigma)
bulunduklarn siselerden daha kucglk steril siselere hacimleri daha az olacak
sekilde bélindl ve buzdolabinda - 20°C’de muhafaza edildi. Toz halinde, ilgili
firmadan temin edilen R-547 (Cayman) buzdolabinda +4°C’de muhafaza
edildi. R-547 ilaci icin talimatlara uygun sekilde, ¢dzlici olarak dimetil
sulfoksit (DMSO, Sigma) kullanildi. Deneyler sirasinda stogumuz 25 pM
olacak sekilde taze olarak ve oda sicakliginda muhafaza edilen DMSO ile
¢ozulerek hazirlandi ve belirlenen konsantrasyonlari elde etmek icin de uygun
deneysel hesaplamalar yapilarak hlicre hatlarina asagida belirtilen dozlar
uygulandi.
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3.3 Hiicrelerin Ekimi Ve Yasatiimasi

Daha sonra kullanilmak Gzere sivi nitrojen icerisinde muhafaza edilen
H-4-IIE ve Hep G2 hilcre hatlar, nitrojen tanklarindan cikarilarak oda
sicakliginda birkac dakika beklendi. Hucreler ¢ozildikten sonra DMEM, %10
FCS ve %1 penisilin + streptomisin karisimi iceren besiyeri icerisinde 1000
devir/dakikada, 4°C’de 5 dakika santrifij edildi. Ustte kalan supernatant
atilarak dondurma islemi sirasinda kullanilan DMSO bdylece uzaklastiriimis
oldu. Santriflij tiplnde kalan hucre solisyonunun 25 cm?’lik flasklara ekimi
yapildi. Ekim yapilan flasklar hicrelerin bliytme ve gelismesi icin gerekli olan
37°C, %5 CO, ve %100 nem kosullarini saglayan inkibatore yerlestirildi.
Inkiibatdérde bulunan flasklar, kulucka dénemi boyunca laboratuvarimizda
bulunan alttan aydinlatmali (inverted) i1sik mikroskobu (Olympus) ile hicre
cogalma ve gelismesi yoninden kontrol edildi. Hicrelerin fizyolojik ve
biyokimyasal aktiviteleri g6z 6ntinde bulundurularak hicrelerin dizenli olarak
beslenmesi sagdlandi. Bunun igin eskiyen besiyerleri streril pipet yardimi ile
cekilerek yerine penisilin + streptomisin, FCS ve DMEM karisimi olan besiyeri
konuldu. Hucreler blUyuyene dek 2-3 glinde bir bu islem tekrar edildi.
Hucrelerin flask tabanini %85-90 civarinda kaplamasiyla birlikte 75 cm?2’lik
flasklara alindi ve hucre sayisinin yeterli miktara ulasmasi beklendi. Hicreler
gerekli sayiya ulastiginda ilagc denemeleri icin deneye alindi.

3.4 Deneyde Kullanilan Gruplar

Calismamizda R-547 isimli CDK baskilayicisinin H-4-IIE ve insan Hep
G2 hicreleri Gizerine olas! etkilerini degerlendirebilmek icin 0,1, 1, 10, 50 ve
100 uM dozlan 24 ve 48 saat sireyle deneye tabi tutuldu. Diger yandan
pozitif kontrol olarak, bilinen bir antikanser ilag olan cisplatinin 5, 10, 25, 50,
100 pM dozlan 24 ve 48 saat olmak Uzere deneye tabi tutuldu. Deney
sonras! hiicre canlihdl 3-(4,5-Dmethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide, thyazolyl blue (MTT) testi ile belirlendi. Sonuglar tek tek
degerlendirildiginde daha ileri calismalara H-4-IIE hiicre hatti ile devam
edilmeye karar verildi.

R-547 ilaci ile muamele edilen H-4-IIE hlcre hatti MTT testinin
ardindan etkisi go6zlenen dozlarda akim sitometri, ardindan konfokal
misroskop ve Transmission Electron Microscopy (TEM) gorintlileme teknikleri
ile destekleyecek sekilde incelendi. Deney sirasinda olusturulan deney
gruplari asagida verimistir:

3.4.1 HepG2 ve H-4-IIE hiicre hatlarinda R-547 ilag gruplari

Kontrol Gruplari: Hlcrelere 24 ve 48 saat slresince yalnizca besiyeri
uygulandi (n=16).
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DMSO Gruplar: Cozicu olarak kullanilan DMSO 24 ve 48 saat
uygulandi (n=16).

R-547 Gruplan: 0,1, 1, 10, 50 ve 100 uM R-547 ile 24 ve 48 saat
tedavi edildi (n= 16).

3.4.2 H-4-11E ve Hep G2 hiicre hatlarinda Cisplatin gruplari

Kontrol Gruplari: Hlcrelere 24 ve 48 saat slresince yalnizca besiyeri
uygulandi (n=16).

DMSO Gruplarn: Cozicu olarak kullanilan DMSO 24 ve 48 saat
uygulandi (n=16).

Cisplatin Gruplan: 5, 10, 25, 50 ve 100 pM cisplatin 24 ve 48 saat
sureyle uygulandi (n=16).

3.5. Hiicre Canlihgi Ve Apoptozu Belirleme Yontemleri
3.5.1 Tripan mavisi ile boyama yontemi

Yapilacak in vitro calismalar icin hedeflenen sayida htlicre elde etmek,
hicre canhligini belirlemek oldukca o6nemlidir. Hicre ekimi sonrasinda,
hicrelerin biyime ve gelisimi dlzenli bir sekilde takip edilmelidir. Ekim
yapilan flask tabanini hiicreler %85-90 oraninda kapladiginda deneye almak
Uzere hicrelerin  canhligi  o6lgllebilmektedir. Hicre canhlik oraninin
Olcllebildigi yontemlerden birisi Tripan mavisi yontemidir ve bu yéntemle 1
ml’deki canli hiicre sayisi belirlenebilmektedir. Canli olan ve hlicre zar hasar
gbérmemis hicreler Tripan mavisi ile boyanmamakta, boya hiicrenin igine
girmemektedir. Canli olmayan hicreler boyayl absorbe etmekte ve Tripan
mavisi ile mavi renk boyanmaktadirlar.

Calismamiz sirasinda kullanmis oldugumuz H-4-IIE ve HepG2 hicreleri
yeterli oranda codaldiginda canhliklarini 6lgmek icin Tripan mavisi yontemi
kullanildi. Oncelikle flasklarda bulunan besiyeri pipetle cekilerek atildi ve
proteinleri ortamdan uzaklastirmak icin Ca*2 ve Mg*2 ihtiva etmeyen Hank’s
Balanced Salt Sollisyonu (HBSS, Sigma) ile flasklar hafifcge sallanarak
yikandi. Kalan hucreler tabandan uzaklastiriimak igin %0,25lik tripsin —EDTA
(Sigma) ile muamele edilerek 37°C’de 5 dakika beklendi. Ardindan santrif(j
tlpd icerisine tripsin miktarinin yaklasik iki kati miktarda besiyeri eklenerek
tripsinin etkisi uzaklastirildi. 1200 devir/dakika, 4°C ve 5 dakika olmak Uzere
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santrifij edilerek sUpernatant uzaklastirildi. Geriye kalan hicre sollsyonu
pipetaj ile homojen hale getirildi ve 0,2 ml hlicre solisyonundan kuglk steril
bir sise icerisine alinarak, tzerine 0,3 ml HBSS, 0,5 ml Tripan mavisi konuldu
ve hafifce dairesel hareketlerle calkalandi. 5 dakika karanhkta inkibe
edildikten sonra CEDEX marka hlicre sayim cihazinin sayim kasetine 10 pl
olacak sekilde 6rnek konularak hicre canhlik durumu belirlendi ve hicre
sayimi yapildi.

3.5.2 MTT yontemi

Tripan mavisi yontemi ile 1 ml’deki hlicre sayisi belirlenen H-4-IIE ve
Hep G2 hicreleri her bir kuyucuga 1x104 hiicre gelecek sekilde 96 kuyucuklu
deney kaplarina ekilerek 24 saat tabana tutunmalarn icin slre verildi.
Ardindan R-547 ilaci ve pozitif kontrol olarak secilen Cisplatin yukarida
belirtilen dozlarda 24 ve 48 saat olmak Uzere uygulandi. Her doz igin
toplamda 16 kuyucuk olacak sekilde 3 adet 96 kuyucuklu deney kabi
kullanildi. 24 ve 48 saatlik ilag uygulama siresinin sonunda 3-[4,5-
dimethylthiazol-2yl]-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) vyo6ntemi ile
hicrelerin yasam oranlari belirlendi (Mossmann, 1983).

MTT yontemi ile uygulanan ilaglarin hlicre tGzerindeki sitotoksik etkisini
gosterebilmek muimkindir. Oli ya da 6lmek Ulizere olan hiicrelerde
mitokondri enzimleri aktif olmadigindan canhliin devami, hiicresel aktivite,
bliyime ve gelisme icin kullanilmasi gereken enerji saglanamamaktadir.
Bundan dolayr bu ydntemde mitokondri enzim substrati olan tetrazolium
tuzlari hicrelere verilerek renge dayali olarak spektrofotometrik analiz
yapilmaktadir. MTT sollsyonlarinda bulunan tetrazolium halkasi canli hicre
mitokondrilerindeki dehidrogenaz enzimleri ile parcalanarak renkli formazan
kristalleri olusmaktadir. Kisacasi saglam hiicre mitokondrisi sari-soluk renkli
MTT boyasinin tetrazolium halkasini parcalayarak koyu mavi-mor renkli
formazana indirgemektedir. Sonucta canli ve mitokondri enzimleri aktif
hicreler mor renkte boyanirken, 6lG hicreler boyanmamaktadir( Freshney,
RI, 2000).

Calismamizda MTT (Sigma) boyasi, seffaf Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline (DPBS, Sigma) ile c¢ozllerek 0,22 pm steril mikrofiltreden
gecirildi. Her bir kuyucuk icin 25 pl MTT c¢o6zeltisi eklenerek 37°C’de 3-4 saat
inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi kuyucuklar bosaltilarak her bir kuyucuga 8
kanalli pipet yardimi ile 100’er mikrolitre DMSO konuldu. 5 dakika karanlik
ortamda hafifce sallanarak beklendi ve 550 nm dalga boyunda olusan
formazan boya Bio Tek marka spektrofotometrede okundu. Kuyucuklarda
okunan optik yogunluk kontrol hlicrelerine gore yasayan hicrelerin ylzdesine
cevrildi. Formdul:
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Her bir kuyucuktaki ilag verilen hicre absorbansi x 100
Kontrol hiicrelerinin ortlama absorbansi

3.5.3 Apoptoz dlciimii- akim sitometri yontemi

Hucre zarinin sitoplazma tarafinda bulunan lipitlerden biri olan fosfotidil
serin, hilcre uyarisi sonucu, apoptozun erken déneminde hucre zarinin dis
yuzeyine sicramaktadir. Anneksin V, sicgrama sonucu dis ylizeye yerlesen
fosfotidil serine baglanan bir proteindir. Bu protein FITC adi verilen floresan
bir boya ile isaretlenerek apoptoza giren hicreler gérunidr hale
getiriimektedir. Anneksin V, nekrotik hiicrelere de baglanabildiginden ayrica
ikinci boya olarak propidyum iyodir (PI) kullaniimaktadir. Buna gbére canli
hicrelerde PI ve FITC boyanmasi gézlenmemektedir [FITC (-)/PI (-)]. Erken
apoptotik hicrelerde [FITC (+)/PI (-)] olurken nekrotik ya da gec apoptotik
hicrelerde [FITC (+)/PI (+)] olarak gézlemlenmektedir.

Tripan mavisi yontemi ile ml’deki hicre sayisi belirlenen H-4-IIE
hicreleri apoptoz 6lcimi deneyleri icin hiicre sayilari 1x10° olacak sekilde 25
cm?’lik flasklara ekim yapilarak 24 saat inklibe edildi. Kontrol, DMSO, 10 ve
50 pM R-547 olacak sekilde 24 ve 48 saat ilag ya da kontrol grubu igin
sadece besiyeri uygulamasi yapildi. Calismamizda apoptotik etkiyi ortaya
koymak icin Anneksin V apoptoz dlcim kiti (Invitrogen) kullanildi. Apoptoz
Olcim islemlerinde ticari olarak satilan kitin 6nerdigi yontem kullanildi.
Kisaca, bekleme siresinin ardindan flasklardaki hicrelerin kullanildig
besiyerleri uygun etiketlenmis olan 15 ml tldplere aktarildi. Flask tabaninda
kalan hucreler 9%0,25'lik Tripsin-EDTA ile 5 dakika muamele edildi ve
hicrelerin tabandan ayrilmasi saglandi. Tabandan ayrilan hicreler de
isimlendirilmis tlplere ilave edildi ve 4°C, 5 dakika, 1200 devir/dakikada ve
santriflj edildi. Tuplerin dibinde 2 ml kalacak sekilde supernatantlar pipet
yardimi ile cgekilerek atildi. 1 ml’deki hlcre sayisi Tripan mavisi ydntemi
uygulanarak belirlendi. 2 defa soguk fosfat tuz sollisyonu (Phosphate
buffered saline, PBS, Sigma) ile yikanan hucreler her yilkamanin ardindan
1200 devir/dakika, 4°C’'de 5 dakika santrifiij edildi. SGpernatantlar atildiktan
sonra dipte kalan hicre sollisyonu baglama sollisyonu (binding buffer) ile kit
talimatlarina uygun olarak sayica 1x10° olacak sekilde ayarlandi. 2 ml'lik
viallere 5 yl FITC-Anneksin V ve 10 pl PI konuldu. 100 pl hicre sollisyonlari
da vial cidarlarindan dikkatli bir sekilde eklendi. lyice ve hassas sekilde
karismasi saglanarak oda sicakhiinda ve karanlhkta 15 dakika boyunca
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan viallere 400 pl Anneksin V baglama
solisyonu konuldu. Calismanin bundan sonraki asamalarina Eskisehir
Anadolu  Universitesi  Eczacihk  Fakiltesi Farmasétik — Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda ACURY BD markali akim sitometri cihazi ile devam edilerek
sonuglara ulasildi.
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3.6 Hiicrelerdeki Morfolojik Degisimleri Inceleme
Yontemleri

Calismamizin bu asamasinda 10 ve 50 pM dozlarinda R-547 ile
muamele edilen H-4-IIE hicrelerinde meydana gelen morfolojik
degisikliklerin gézlenmesi amaci ile konfokal mikroskobi ve gecirimli elektron
mikroskobi (TEM, Transmission Elektron Microscopy) ydntemlerinden
yararlanildi.

3.6.1 konfokal mikroskobi ile hiicredeki morfolojik degisimlerin
incelenmesi

Konfokal mikroskop ylksek isik ¢ozinirligiu ile hiicre yapisinin net
bir sekilde goérintilenmesine olanak tanimaktadir. DNA’ya badglanabilen,
hicrenin kromatini ve cekirdegini, hiicre iskeletini gorinir hale getiren
acridine orange gibi cesitli floresan boyalar kullaniimaktadir. Bdylece
morfolojik degisimler kolayca gbzlenebilmektedir.

Konfokal mikroskobi icin gérintilemede kullanilacak olan 6 kuyucuklu
plakaya kontrol, 10 ve 50 uM seklinde etiket yapilarak her bir kuyucuga steril
lameller yerlestirildi. Tripan mavisi yéntemi ile ml’deki hlicre sayisi belirlenen
H-4-IIE hucreleri, steril lameller Uzerine her bir kuyucuga 150.000 hicre
olacak sekilde uygun hesaplar yapilarak 5 ml iginde ekildi ve 24 saat inklbe
edildi. Kontol ve ilag dozlar igin 2’ser kuyucuk kullanildi. Kontrol grubunda
sadece besiyeri kullanilirken, 10 ve 50 uM R-547 grubunda hesaplandigi
sekilde ilaglar eklendikten sonra 24 saatlik inkiibasyon stresi icin inktbatdre
kaldirildi. Inkiibasyon siresi dolan H-4-IIE hiicrelerinden kullanilan besiyeri
pipet yardimi ile uzaklastirilarak soguk fosfat tuz sollisyonu (Phosphate
buffered saline, PBS, Sigma) ile yikandi ve ardindan gluteraldehid ile fikse
edildi. Fiksasyon sonrasi hicreler tekrar soguk PBS ile yikanarak acridine
orange ve falloidin boyalar ile ikili sekilde boyandi. Bu islemlerin ardindan
Eskisehir Anadolu Universitesi bilinyesindeki Bitki, Ilac ve Bilimsel
Arastirmalar Merkezi (BIBAM)'da bulunan Leica SP5 markal konfokal
mikroskop ile hiicrede meydana gelen morfolojik degisiklikler incelendi ve
fotograflar cekildi.

3.6.2 Transmission electron microscopy (tem) ile hiicrelerdeki
morfolojik degisimlerin incelenmesi

Gegirimli elektron mikroskobu, yuksek ayirma gucul ile hicrelerin ince
yapilarinin gérintilerinin olusturulmasina ve incelenmesine olanak saglayan
mikroskop cesididir. Cok ince kesitler halinde, icinden ylksek enerjili elektron
gegcirilerek gorintl saglama prensibine dayanmaktadir. Cesitli asamalardan
gegcirilen o6rnekler floresan ekranda incelenerek fotograflar gekilmektedir.
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Calismamizda R-547 ilacinin H-4-IIE hicrelerine uygulanmasi sonucu
hiicrelerde meydana gelen morfolojik dedisikliklerin ylksek ayirim glci ile
TEM’de goérinttlenmesi saglandi. Bu amagla ilk olarak 25 cm?’lik flasklara
1x10°® sayida hlicre ekimi yapildi. H-4-IIE hicreleri %90 civarinda flask
tabanini kaplamasi icin inklUbatére kaldirilarak takibe alindi. Inkiibasyon
sonrasl flaskta hicreler tarafindan kullanilmis olan besiyeri pipet yardimi ile
cekilerek atildi. Kontrol grubu yalnizca 5 ml besiyeri ile, 10 ve 50 uM R-547
gruplari ise hesaplanan dozda ilag iceren 5 ml besiyeri ile beslendi ve 24
saatlik inktbasyon igin flasklar inkibatére kaldirldi.

Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra fosfat tamponu ve komsu
proteinleri birbirine kovalent baglayan gluteraldehid karistirilarak elde edilen
sivida hucreler 4-24 saat arasinda +4°C’de fikse edildi. Fikse olmus
hicrelerden fiksatifi uzaklastirmak icin 3x15 dakika boyunca tampon ¢ozeltisi
ile yikandi. Birim zar lipid tabakalari ve proteinlerini birbirine baglamak igin
osmium tetraoksit icerisinde ikinci tespit islemi yapildi. Hicreler tekrar
tamponla ylkanmadan 6énce %50, %70, %90, %96 absoll etil alkolden
olusan alkol serisinden gecirilerek dehidratasyon saglandi. Ardindan hiicreler
propilen oksitte saflastirildi. Son asama olarak, taze hazirlanmis ve gémme
ortami olusturan resin ile hiicreler bloklanarak polimerizasyon igin 48 saat
beklendi. Bloklar hazir hale geldiginde kesitler alinarak kontrastlama ve
boyama islemleri icin uranil asetat ve kursun asetat gibi agir metal tuzlar
iceren c¢ozeltilerle boyandi. Boyamanin ardindan kesitler grid adi verilen
gbzenekli ya da film kapli iletken bakir levhalarin Gzerine alindi. En son
asama olarak da Eskisehir Anadolu Universitesi biinyesindeki Bitki, Ila¢ ve
Bilimsel Arastirmalar Merkezi (BIBAM)’da bulunan FEI Bio Tween markali
gecirimli elektron mikroskobu ile hicrede meydana gelen morfolojik
degisiklikler incelendi ve fotograflar cekildi.

3.7 Istatistiksel Degerlendirme

Deneyler sonucunda MTT testi sonuclari SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences 15.0 version) paket programi kullanilarak tek yoénli
varyans analizi ve ardindan Tukey’in ¢oklu karsilastirmasi ile incelenerek
grafikleri cizildi. p dedgeri 0,05'ten klicik olan veriler anlamli olarak kabul
edildi. Elde edilen tim sonuclar bagimsiz g ayri deneyin ortalamasidir.
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4. BULGULAR

4.1 MTT Yontemi Bulgulan

4.1.1 Cisplatin’in Hep G2 hiicrelerine 24 saat ve 48 saat siire ile
uygulanmasi

Cisplatinin 100 pM’lik en ylksek dozunda ¢oéziclu olarak kullanilan
DMSO, hiicre yasam oranini herhangi bir degisime udgratmadi. Hep G2
hicrelerine 24 saat boyunca 5, 10, 25, 50, 100 puM’hik dozlarda cisplatin
muamelesi sonucunda elde edilen yasayan hicre oranlar sirasiyla %108,
%109, %107, %99, %96 olarak hesaplandi. 48 saat boyunca ayni dozlarla
muamele edilen Hep G2 hicrelerinin yasam oranlari ise %100, %101, %93
%85,5, %81 olarak hesaplandi (Sekil 4.1.1.1). Elde edilen veriler i1sidinda,
kullanilan Cisplatin’in Hep G2 hicrelerinin yasam oranlarinda goézle géraltr
bir degisime neden olmadigi gozlendi. Bu nedenle calismanin bir sonraki
asamasi olan apoptoz analizi arastirmasinda kullanilmamasina karar verildi.
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Sekil 4.1.1.1. Cisplatin ilacinin 5, 10, 25, 50, 100 uM’lik dozlarinin 24
saat ve 48 saat boyunca muamele edilmesinin Hep G2 hiicre canliigina olan
etkisi. Kontrole gére sonuclar anlamhdir (™ : p < 0,001).
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4.1.2 Cisplatin’ in H-4-IIE hiicrelerine 24 saat ve 48 saat siire
ile uygulanmasi

Cisplatin’in 100 pM’lik en yuksek dozunda c¢b6zlicu olarak kullanilan
DMSO, hicre yasam oranini herhangi bir dedisime ugratmadi. H-4-IIE
hicrelerine 24 saat boyunca 5, 10, 25, 50, 100 uM’hk dozlarda cisplatin
muamelesi sonucunda elde edilen yasayan hiicre oranlan sirasiyla %95,
%87, %76, %71, %70 olarak hesaplandi. Ayni dozlarda 48 saat boyunca
Cisplatin muamelesi sonucunda ise H-4-IIE hcrelerinin yasam oranlari sirasi
ile %96, %82, %60, %61, %56 olarak hesaplandi, ancak bu hlicre soyunun
da calismamizin bir sonraki asamasi olan apoptoz analizi arastirmalarn igin
kullanilmamasina karar verildi (Sekil 4.1.2.1).
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Sekil 4.1.2.1 Cisplatin ilacinin 5, 10, 25, 50, 100 uM’hk
dozlarinin 24 saat ve 48 saat boyunca muamele edilmesinin H-4-IIE hlcre
canlihidi Gizerine etkisi. Sonuclar kontrole gére anlamhdir (™: p< 0,01 ve™* :
p< 0,001).

4.1.3 R-547 ilacinin Hep G2 hiicrelerine 24 saat ve 48 saat siire
ile uygulanmasi

R-547 ilacinin 100 pM’lik en yuksek dozunda c¢ézlcl olarak kullanilan
DMSO, hiicre yasam oraninda herhangi bir degisime neden olmadi. R-547
ilaci Hep G2 hicrelerine 24 saat sureyle 0,1, 1, 10, 50, 100 uM dozlarinda
uygulandiginda, yasayan hiicre oranlarinin sirasi ile %101, %94, %93, %89,
%79 oldugu sonucu ortaya cikti. Ayni dozlar ile 48 saat boyunca muamele
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edilen Hep G2 hicrelerinin yasam oranlari sonucu ise sirasi ile %92, %101,
%)53,6, %47,4 , %41 olarak bulundu (Sekil 4.1.3.1). Elde edilen sonuglar
acisindan c¢alismanin  bir sonraki asamasi olan apoptoz analizi
arastirmalarinda kullanilmamasina karar verildi.
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Sekil 4.1.3.1 R-547 ilacinin 0,1, 1, 10, 50, 100 uM’hk dozlarinin
24 saat ve 48 saat boyunca muamelesinin Hep G2 hiicre canhligi Uzerine
etkisi. Sonuclar kontrole gére anlamhdir (*: p< 0,01 ve™* : p< 0,001).

4.1.4 R-547 ilacinin H-4-1IE hiicrelerine 24 saat ve 48 saat siire
ile uygulanmasi

R-547 ilacinin 100 pM’lik en yuksek dozunda ¢dzlict olarak kullanilan
DMSO, hiicrelerin yasam oranini herhangi bir degisime ugratmadi. H-4-IIE
hicreleri R-547 ilaci ile 24 saat boyunca,0,1, 1, 10, 50, 100 pM’lik dozlar ile
muamele edilmesinin sonucunda hucrelerin yasam orani ylzdeleri sirasi ile
%90, %80, %63, %47, %43 oldu. Ayni dozlarla 48 saat boyunca R-547 ilaci
ile muamele edilen H-4-IIE hicrelerinin yasam oranlar ise sirasiyla %96,
%85, %46, %44, %45 oldu (Sekil 4.1.4.1). Elde edilen sonuclara goére 24
saat ve 48 saatlik calismalarda gdézlemlenen hicre canlilik oranlari apoptoz
arastirmalari icin yol gosterici oldu. Deneylerimizin bundan sonraki
asamalarinda R-547 ilaci ile muamele edilmis H-4-IIE hucrelerinde hucre
yasam oranini %50 civarina ulastirmis olan 10 ve 50 uM dozlari ile 24 saatlik
calismalar Uzerinden devam edilmesine karar verildi.
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Sekil 4.1.4.1 R-547 ilacinin 0,1, 1, 10, 50, 100 uM’ ik dozlarinin
24 saat ve 48 saat muamelesinin H-4-IIE hlicre canhligi Uzerine etkisi.
Sonuglar kontrole gére anlamhdir (*: p< 0,01 ve™ : p< 0,001).
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MTT analizleri sonucu elde edilen hicre canhlik ylzdeleri genel bir
gézlem yapabilmek amaci ile tablo seklinde verildi (Tablo 4.1.1 ve Tablo
4.1.2).

Tablo 4.1.1 Cisplatin ile muamele edilmis H-4-IIE ve Hep G2 hicre
soylarinda canlilik yuzdeleri.* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001’e gore
anlamli olan konsantrasyonlar, SS: Standart Sapma

Hep G2 Hiicre Canlihik H-4-IIE Hiicre Canhhk

24 Saat 48 Saat 24 Saat 48 Saat
Kons. Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
(pM) (%)+S.S (%)%S.S (%)+S.S (%)%S.S
Kontrol 100 £ 2,4 100 £ 2,22 100 + 9,62 100 + 14,84
DMSO 102 £ 2,04 98,32 105 + 16,35 105 + 23,43
5 108 £ 5,6 100 £ 4,3 95 + 31,19 96 + 20,22
10 109 % 4,36 101 + 2,18 87 £ 5,95 *** |82 £ 5,85%*
25 107 + 4,07 93 + 2,38 76 £ 19,13 *** 160 £ 6,29 ***
50 99 + 2,16 85,5 + 2,47 *** |71 + 12,08™ |61 + 6,54%**
100 96 + 2,25 81 £ 2,97 *** 170 + 8,47 *** |56 £ 5,86 ***
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Tablo 4.1.2 R-547 ile muamele edilmis H-4-IIE ve Hep G2 hicre
soylarinda canlihik ylzdeleri. ** p<0,01, *** p<0,001’e gére anlamli olan
konsantrasyonlar, SS: Standart Sapma.

H-4-IIE Hiicre Canhhk Hep G2 Hiicre Canlilik

24 Saat 48 Saat 24 Saat 48 Saat
Kons. Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
(HM) (%)+SS (%)%£SS (%)%SS (%) +SS
Kontrol 100 £ 2,37 100 £ 2,8 100 £ 0,9 100 £ 4,6
DMSO 95+ 1,1 97 £ 5 99 % 4,3 88,9 £ 3,2
0,1 90 + 3,41 96 + 4,28 101 £ 1,5 92 4,3
1 80+ 2,7 ** |85 # 4 ** 94 + 1,3 101 £ 1,5
10 63 +£2,9*** |46+ 1,9 *** |93 +1/4 53,6 £ 2,4 **
50 47 + 4,1 *** |44 £ 2,8 *** |89 % 2,3 47,4 £ 3 *xx*
100 43 £ 4,4 *** |45 £ 1** 79 & 5 **x 41 £ 1,3 ***

4.2 R-547 Ilacinin H-4-IIE Hiicrelerinde Apoptotik
Etkisi Ve Akim Sitometrik Degerlendirilmesi

H-4-IIE hlcre soyu 24 saat boyunca R-547 ile muamele igin kontrol,
¢ozucu olarak kullanilan DMSO, 10 upM, 50 pM olarak gruplara ayrilarak
uygulandi. R-547 ilacl ile 24 saat boyunca muamele edilen H-4-IIE rat
hepatoselliler karsinomali hlicre soyunda, ilacin akim sitometri analizleri ile
apoptotik etkileri gbdzlendi. Yapilan istatistiksel dedgerlendirmelerin ardindan
akim sitometri analizleri ile R-547 ilacinin H-4-IIE hdcreleri ile 24 saat
boyunca muamelesi sonucu elde edilen hucre yuzdeleri Sekil 4.2.1.(a-d)’'de
verilmektedir:
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Sekil 4.2.1.(a-d). H-4-IIE hlicre soyunda kontrol, DMSO, 10 uM,
50 uM R-547 muamelesi sonucunda 24 saatte olusan htcre yuzdeleri.

Akim sitometri analizlerinin sonuglari i1siginda R-547 ilacinin H-4-1IIE
hlicre soyu lzerindeki canlilik, apoptotik ve 6lim degerlerinin istatistiksel
olarak degerlendirilmesi icin SPSS 16.0 paket programi kullanilarak Normalite
Testi ve Non parametrik Kruskal Wallis testi yapildi.
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Tablo 4.2.1 Normalite testi sonuglari

Tests of Hormality®

Kolmogorow-Smirnow Shapiro-Yillk
SEUP Statistic of Sig. Statistic of S,

CAML 1 253 3 54 3 B3T
2 253 3 54 3 B3T

3 ,3645 3 Far 3 Aor

4 175 3 1,000 3 1,000

> APOPF. 2 Bet=1 3 A0 3 ,aon
3 292 3 923 3 463

4 1TAa 3 1,000 3 1,000

oLy 1 174 3 1,000 3 1,000
2 ,384 3 ,Fai 3 ,aon

3 385 2 ,TE0 3 ,o0on

4 2573 3 954 3 63T

a. Lilliefars Significance Caorrection
b, ARPOP. is constant when GRELUFP = 1. It has been omitted.

R-547 maddesinin akim sitometri sonuglari incelendiginde canlilk
degerleri acisindan normal dadildigi ancak apoptotik ve 6lim degerlerinin
normal dagilmadigi belirlendi. Bu amacgla Shapiro Wilk testi sonucunda
gruplar normal dagilim saglamadiklari icin ve grup sayisi 3'ten fazla oldugu
(kontrol, DMSO, 10 pM ve 50 uM) icin parametrik olmayan Kruskal Wallis
testi yapilmasina karar verildi.

Tablo 4.2.2 Parametrik olmayan Kruskal Wallis Test Sonuglari.

Test istatistikleri ®°

CANLI APOPTOTIK oL0
Chi-Square 8,831 10,018 9,599
df 3 3 3
Asymp. Sig. ,032 ,018 ,022

a. Kruskal Wallis Test
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R-547 ilacinin akim sitometri verilerimizin Kruskal Wallis istatistik
analizi sonuglari tablo 4.2.1 ve 4.2.2" de verilmektedir. Buna gbre, R-547 ilaci
H4IIE hicre soyu Uzerinde, test edilen gruplar arasinda, canhlik degerleri
acisindan anlamli farklihk meydana getirmistir (Ki-kare: 8,831, P=0,032).
Benzer sekilde, R-547 ilaci H4IIE hicrelerinde apoptotik dederleri acisindan
analiz edildiginde test edilen gruplar arasinda anlamli farkhliga neden
olmustur (Ki-kare: 10,018, P=0,018). R-547 ilaci H4IIE hilcre hattinda 6lim
degerleri acisindan analiz edildiginde test edilen gruplar arasinda anlamli
farklihk olusturmustur (Ki-kare: 9,599, P=0,022).

Tablo 4.2.3 R-547 ilacinin H-4-IIE hlicre soyunda canlilik, apoptoz ve
6lim Uzerine etkisi.

GRUP CANLILIK (%) APOPTOTIK (%) OLU (%)
ORTALAMA + SS ORTALAMA % SS ORTALAMA % SS
KONTROL
92,93+1,51* 4,07+0,06* 3,20+1,21*
DMSO
94,83+1,46* 2,57+0,93* 2,13+0,51*
10
47,03+8,82* 37,80+4,11* 14,87+4,91*
50
45,20+4,20* 45,40+5,86* 0,27+1,72*

*: [statistiksel olarak anlamlidir; SS: Standart sapma

H-4-IIE hucrelerinin 24 saat boyunca R-547 ilaci ile muamelesi
sonucunda elde edilen apoptotik hlicre ylzdeleri her bir grup icin ele alinarak
kontrole gore dederlendirilirken bu ylzdeler sirasiyla kontrol grubu igin
%4,07, DMSO grubu icin %2,57, 10 uM’lik ilag dozu grubu icin %37,8, 50
MMlik ilag dozu grubu icin %45,40 oldu (Tablo 4.2.3). Elde edilen veriler
Isiginda ilgili grafiklerle sonuglar ortaya konuldu (Sekil 4.2.5, Sekil 4.2.6, Sekil
4.2.7) .
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R-547'nin H-4-IIE Hilcre Soyunda Canlilik Uzerine Etkisi
100,00

80,00
60,00

40,00

CANLILIK (%)

20,00

0,00
KONTROL DMSO 10 50

KONSANTRASYON (pm)

Sekil 4.2.2 R-547 ilacinin H-4-IIE hiicrelerinde canlilik Gzerine
etkisi.

R-547'nin H-4-1IE Hiicre Soyunda Apoptoz Uzerine Etkisi
100,00
80,00
60,00

40,00

APOPTOZ (%)

20,00

0,00
KONTROL DMSO 10 50

KONSANTRASYON (pm)

Sekil 4.2.3 R-547 ilacinin H-4-1IE hicrelerinde apoptoz lzerine
etkisi.
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R-547'nin H-4-11E Hiicre Soyunda Oliim Uzerine Etkisi
20,00

15,00

10,00

ALUM (%)

5,00

0,00
KONTROL DMSO 10 50

KONSANTRASYON (pm)

Sekil 4.2.4 R-547 ilacinin H-4-IIE hlcrelerinde 6lUm Uzerine etkisi.

4.3 R-547 ilaci Uygulanan H-4-IIE Hiicrelerinde Meydana Gelen
Morfolojik Degisimlerin Incelenmesi

4.3.1 konfokal mikroskobi ile R-547 ilacinin H-4-IIE hiicrelerinde
meydana getirdigi morfolojik degisikliklerin incelenmesi

Calismamizda, R-547 isimli siklin bagimli kinaz inhibitérinin H-4-IIE
hiicrelerinde meydana getirebilecegi morfolojik degisiklikleri incelemek amaci
ile ylksek 1sik ¢cozlintrligliine sahip olan konfokal mikroskop kullanildi. R-547
ilaci ile muamele edilen H-4-IIE hicreleri 24 saatlik inkibasyon sonrasi
kontrol, 10 uM, 50 uM ilac dozlari olmak tzere 3 gruba ayrilarak mikroskopta
incelendi, fotograflari gekildi ve yorumlari yapildi.

4.3.1.1 kontrol grubu fotograflari ve sonuglarin yorumlanmasi

Kontrol grubu kuyucuklarina 24 saat inkibasyona birakilmak tGzere H-4-
IIE hiicreleri ve besiyeri konuldu. Inkiibasyonun ardindan fotograflari alinarak
yorumlar yapildi. Sonuclara gdre yalnizca besiyeri uygulanan kontrol grubu
hicrelerinde yapilan konfokal mikroskobi analizleri sonucunda genel bir ifade
ile anlatilacak olursak, normal hlicre membrani, normal hilicre c¢ekirdegi
yapisi, normal hicre iskeleti yapisi gézlemlendi. Hucrelerin normal
durumlarindaki poligonal yapilarini korudugu goralda. Sekil 4.3.1.1. a, b, ¢,
d, e, f, g, h seklinde verildi ve oklar ile gésterildi.

38



39



Sekil 4.3.1.1 a, b, ¢, d, e, f, g, h: 24 saat inkiibasyonun
ardindan kontrol grubu htcrelerinin konfokal mikroskobi gértntileri.

4.3.1.2 10 upgM ilag¢ dozu grubu fotograflari ve sonucglarin
yorumlanmasi

10 uM R-547 ilag grubunda 24 saatlik inkiibasyonun ardindan ilacin
hiicrelere verebilecedi olasi morfolojik etkileri degerlendirmek amaci ile
hiicreler konfokal mikroskop ile incelenerek fotograflari gekildi.
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Sekil 4.3.1.2 a ve b:10 uM R-547 uygulanan H-4-IIE hicreleri.

Sekil 4.3.1.2 a'da hicre c¢ekirdeginin deformasyona udrayarak
parcalandigi, kromozomlarin yapisinin bozularak merdiven seklini aldigi
gézlemlendi. Sekil b’de ise hlicre membraninda deformasyon sonucu
apoptoza gittiginin gostergesi oldu, memranda blebbing ve disa dogru
tomurcuklanma goézlendi ve olusan yapisal bozukluklar oklarla gdsterildi.

Sekil 4.3.1.2 cve d: 10 pM R-547 uygulanan H-4-IIE hulcreleri.
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Sekil 4.3.1.2 c¢ ve d fotograflarinda ise hiicre membraninda
deformasyon olusarak disa dogru tomurcuklanma yapisi ve hiicre iskeletinde
olusan bosluklar hicrenin apoptoza gittigini gosterdi. Olusan yapisal
bozukluklar oklarla g6ésterildi.

Sekil 4.3.1.2 e ve f: 10 pM R-547 uygulanan H-4-IIE hicreleri.
Sekil 4.3.1.2 e ve f fotograflarinda ise hlicre membraninda olusan

deformasyon sebebi ile blebbing olusumu ve hiicre ¢ekirdeginde kromozom
parcalanmasi gézlemlendi. Olusan yapisal bozukluklar oklarla gésterildi.
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Sekil 4.3.1.2 g ve h: 10 uM R-547 uygulanan H-4-IIE hcreleri.

Sekil 4.3.1.2 g ve h resimlerinde membran ve hicre iskeletinde olusan
deformasyon sebebi ile membranda tomurcuklanma ile birlikte hicre
iskeletinde olusan delikler gdézlendi. Olusan vyapisal bozukluklar oklarla
gosterildi.




Sekil 4.3.1.2 1 ve j: 10 uM R-547 uygulanan H-4-IIE hucreleri.
Sekil 4.3.1.2 1 ve j fotograflarinda deformasyon sonucunda membranda
olusan tomurcuklanma ile birlikte kromozomlarin parcalandigi gézlendi.
Olusan yapisal bozukluklar oklarla gosterildi.

4.3.1.3 50 pM Ilac dozu grubu fotograflari ve yorumlanmasi

50 M R-547 ilag grubunda 24 saatte ilacin hlicrelere verebilecegi olasi
morfolojik etkileri dederlendirmek amaci ile konfokal mikroskop ile
incelenerek fotograflar cekildi.

Sekil 4.3.1.3 a ve b: 50 pM R-547 uygulanan H-4-IIE hicreleri.

Normal sartlarda poligonal sekle sahip hlcrelerin sekil 4.3.1.3 a ve b
fotograflarinda sekil dedisikligine ugradigi ve yuvarlaklastigi gézlemlendi. Ek
olarak hicre iskeletinde deformasyona bagh olarak delikler olustugu ve b
fotografinda hicrenin kromozomlarinda parcalanma ve DNA kiriklari
olusturdugu gozlemlendi. Olusan yapisal bozukluklar oklarla gdsterildi.
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Sekil 4.3.1.3 c ve d: 50 pM R-547 uygulanan H-4-IIE hicreleri.

Sekil 4.3.1.3 ¢ ve d fotograflarinda hicrede meydana gelen
deformasyonlar sonucu sekil degisikligine ugrayarak yuvarlaklasma goéruldi.
Diger yandan membran deformasyonu ile birlikte hicre membraninin

tomurcuklandigi ve blebbing olusturdugu gdézlemlendi. Olusan yapisal
bozukluklar oklarla gésterildi.
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Sekil 4.3.1.3 e ve f:50 uM R-547 uygulanan H-4-IIE hcreleri.

Sekil 4.3.1.3 e ve f'de deformasyona bagli olarak hiicre membraninda
olusan tomurcuklanma ve apoptotik cisimlerin yogunlugu goézlendi. Ayrica
hicre iskeletinde delik olusumu ve cekirdekte kromozomal deformasyonlar
gbzlemlendi. Olusan yapisal bozukluklar oklarla gdsterildi.

Genel bir ifade ile anlatilacak olursa, yapilan konfokal mikroskobi
analizlerine gére R-547 ilacinin 10 ve 50 pM dozlarinda, 24 saatte cesitli
yapisal ve kromozomal deformasyonlara sebep oldugu ve hiicreyi apoptoza
gotlirmeye calistigr gorulda.

4.3.2 Transmission electron microscopy (TEM ) ile R-547
ilacinin H-4-IIE | hiicrelerinde meydana getirdigi morfolojik
degisikliklerin incelenmesi

Yapmis oldugumuz calismada, H-4-IIE hicrelerinin R-547 ilaci ile 24
saat boyunca inklbasyonu sonucu meydana gelebilecek degisimlerin
gbzlenmesi amaci ile hicrelerin ince yapilarini ayrintili olarak gérmemize
olanak taniyan, ylksek ayirma glcu olan gegirimli elektron mikroskobu
kullanildi. Bu amacla kontrol, 10 ve 50 uM gruplarinda olusan gérintiler
mikroskopta incelenerek fotograflari cekildi ve yorumlandi.

4.3.2.1 Kontrol grubu fotograflari ve sonuglarin yorumlanmasi

Kontrol grubu flasklarinin TEM mikroskop ile incelenmesi sonucunda
yorum yapildi. Sonuglar genel bir ifade ile belirtilirse, Sekil 4.3.2.1 a ve b’de
normal hicre membrani, sekli ve c¢ekirdedi gozlendi. Kromozomlarin
cekirdekte toplanmis durumda oldugu gorildi. Sekil 4.3.2.1 ¢, d, e, f'de yine
hicreler sekil, membran ve ¢ekirdek acgisindan normal olarak belirlendi.
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Sekil 4.3.2.1 a ve b: Kontrol grubu H-4-IIE hlcreleri.

Sekil 4.3.2.1 c ve d: Kontrol grubu H-4-IIE hcreleri.
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Sekil 4.3.2.1 e ve f:Kontrol grubu H-4-IIE hucreleri.

4.3.2.2 10 HM R-547 grubu fotograflari ve sonuglarin
yorumlanmasi

10 yM R-547 grubu flasklarinda, ilacin 24 saatte hilicrelere verebilecegi

olasi morfolojik etkileri degerlendirmek amaciyla TEM ile incelenerek
fotograflar cekildi.
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Sekil 4.3.2.2 a ve b: 10 yM R-547 ilag grubu H-4-IIE hicreleri.

Sekil 4.3.2.2 a ve b fotograflarinda hicrelerin normal sartlarda
poligonal olan seklinin yavas yavas bozuldugu, vyuvarlaklasip, hicre
membraninin kayboldugu ve hiicre igeriginin dagilmak suretiyle bozuldugu
gbdzlemlendi. Olusan yapisal bozukluklar oklarla goésterildi.
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d)
Sekil 4.3.2.2 c ve d: 10 uM R-547 ilag grubu H-4-IIE hcreleri.
Sekil 4.3.2.2 c ve d fotograflarinda hiicre membraninin kayboldugu ve

hicrenin seklinin bozuldugu, ayrica hicre iceriginin de bozulup dagildid
godzlemlendi. Olusan yapisal bozukluklar oklarla gdsterildi.

Sekil 4.3.2.2 e ve f: 10 uM R-547 ilag grubu H-4-IIE hicreleri.
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Sekil 4.3.2.2 e ve f fotograflarinda hicre igeriginin dagildigi, sekilsel
olarak deformasyona ugradigi gozlendi. Hlicre cekirdedinin yok olmus
durumda oldugu goéruldi. Bunlara ek olarak miyelinli kilf olusumu ve otofajik
vakuol olusumu gézlendi. Olusan yapisal bozukluklar oklarla gésterildi.

Sekil 4.3.2.2 g ve h: 10 uM R-547 ilag grubu H-4-IIE hucreleri.

Sekil 4.3.2.2 g ve h fotograflarinda hicrenin seklinin bozuldugu, hicre
iceriginin dagildigi gozlemlendi. Bunun vyani sira hicre c¢ekirdeginin
deformasyona ugramasi ile birlikte kromozomlarin yogunlastigi gozlemlendi.
Olusan yapisal bozukluklar oklarla gdsterildi.

4.3.2.3 50 pM kontrol grubu fotograflari ve sonuglarin
yorumlanmasi

50 M R-547 grubu flasklarinda, ilacin 24 saatte hlicrelere verebilecegi
olasi morfolojik etkileri degerlendirmek amaciyla TEM ile incelenerek
fotograflan cekildi.
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Sekil 4.3.2.3 a ve b: 50 pM R-547 ilag grubu H-4-IIE hlcreleri.

Sekil 4.3.2.3 a’da hicre membraninin vyapisal ve sekil olarak
bozuldugu, hiicre gekirdeginin at nali seklini alarak apoptozu distndirdigu
gozlendi. Ayrica mitokondrilerin siserek igeriginin bosaldigi ve kristalarinin
dagildigr gozlemlendi. Sekil 4.3.2.3 b fotografinda hiicre icerisinde olusan
yogun bir metabolik artisla birlikte vakuolizasyon artisi ve mitokondri
deformasyonu ile birlikte mitokondrilerin kristalarini kaybettigi gozlemlendi.
Olusan yapisal bozukluklar oklarla gdsterildi.

Sekil 4.3.2.3 c ve d: 50 pM R-547 ilag grubu H-4-IIE hucreleri.
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Sekil 4.3.2.3 c ve d'de hilicrede olusan mitokondri deformasyonu ile
birlikte ¢ fotografinda comak sekilli mitokondrilerin olustugu, d fotografinda
ise mitokondri deformasyonu sonucunda sismis haldeki mitokondriler
gdzlendi. Olusan yapisal bozukluklar oklarla gdsterildi.

f)
Sekil 4.3.2.3 e ve f: 50 uM R-547 ilag grubu H-4-IIE hicreleri.

Sekil 4.3.2.3 e ve f fotograflarina goére hicre membraninin
deformasyona ugdradigi hicre seklinin bozuldugu gézlendi. E fotografinda
comak sekilli mitokondriler goruntilendi, f fotografinda ise c¢ekirdek
deformasyonu ile birlikte at nali ¢ekirdek olusumu vardi. Olusan yapisal
bozukluklar oklarla g6ésterildi.
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g)

Sekil 4.3.2.3 g ve h: 50 uM R-547 ilag grubu H-4-IIE hucreleri.

Sekil 4.3.2.3 g ve h fotograflarinda hiicre cekirdeginin deformasyona
ugrayarak dagildigi gozlemlendi. Sekil 4.3.2.3 h fotografinda ise yogun
hicresel metabolik artigla birlikte koful olusumlari ve sekonder lizozom
olusumlari dikkat cekti. Olusan yapisal bozukluklar oklarla gdsterildi.

Genel bir ifade ile anlatilacak olursak yapilan TEM analizlerine gére R-
547 ilacinin H-4-1IIE hlcrelerine 24 saat boyunca inkiibasyonu sonucunda 10
ve 50 pM doz gruplarinda cesitli membran, mitokondri, hiicre icerigi ve
kromozomal deformasyonlara sebep oldugu ve hilicreyi apoptoza gotiirmeye
calistigi gorulda.
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5- TARTISMA

CDK 1-2-4 inhibitérid olarak kullanilan R-547, daha ©Once
aydinlatilamamis ve Ulzerine ¢ok fazla calisma yapilmamis bir ilactir. Daha
once farkli hicre soylan ve hayvan deneyleri ile galisilan ilag, HSK’li hicre
soylarl Uzerinde denenmemistir. Calismamizda, ilk kez insan HSK’li hlcre
soyu Hep G2 ve sican HSK'li hicre soyu olan H-4-IIE Uzerinde R-547'nin
etkilerini arastirmak amaclanmis ve sitotoksik etkileri spektrofotometrik bir
yontem olan MTT ydntemi ile ortaya konulmustur. Hep G2 ve H-4-IIE hucre
soylarinin diger CDK inhibitorleri ve hiicreyi apoptoza goétiren ilaglarla ve
benzer yoéntemler kullanilarak yapilan calismalar incelenmis ve yapmis
oldugumuz calismayi desteklemesi agisindan karsilastiriimistir.

Hep G2 hilcrelerinde yapilan MTT yontemi ile 0,1, 1, 10, 50, 100 uM
dozlarinda meydana gelen sitotoksik etkiler sonucunda 24 ve 48 saat
boyunca R-547 ilaci ile muamele edilen hiicrelerin yasam oranlar 24 saat icin
sirasiyla %101, %94, %93, %89, %79 olurken, ayni dozlarla 48 saat
boyunca muamele edilen hicrelerin yasayan hilicre oranlari ise %101,8,
%101, %53,6, %47,4, %41 olarak bulunmustur. 24 saatlik sonuglarda en
yuksek doz olan 100 pM’da 6lim orani %21 olarak tespit edilmistir. 100 pM
R-547, 48 saat silre ile uygulandiginda %59’luk bir hiicre 6limiine neden
olmustur. R-547, Hep G2 hiicrelerinde ayni dozlarda denedigimiz cisplatinden
daha etkili bulunmustur. Ancak 24 saatte goérilen etkiler 6nemli dlzeyde
olmamasi sebebi ile deneylerin bir sonraki asamasi olan apoptoz belirleme
yontemi olan akim sitometri, konfokal mikroskobi ve TEM asamalarinda
kullaniimadi.

XJAO ve arkadaslari Hep G2 hicre soyunda, klinikte malign timoér
tedavisinde kullanilan paclitaxel ilacini ve bunu takiben CDK-1 inhibitdra
olarak kullanilan RO3306 ilacini hem ayn ayri hem de kombine olarak
kullanmiglardir. 18 saat boyunca 0,2 uyM dozunda paclitaxel ve bunu takiben
de 6 saat boyunca 2 pM dozunda RO3306 ilacini Hep G2 hicrelerine
uygulamisglardir. Yapilan bu calismaya gdére, kombine olarak kullanilan iki
ilacin hucrelerde sinerjik bir sekilde inhibisyon sagladigi, hicre gelisimini
bélinmenin M evresinde durdurarak, htcreleri mitozdan kaydirarak apoptozu
indUkledigini belirtmislerdir (XJAO, v.d. , 2014).

Shi ve arkadaslarinin Hep G2 ve diger bir insan HSK'lI hiicre soyunda
ve in vivo sartlarda, anti psikotik ilag olarak kullanilan ve potansiyel CDK2
inhibitort olan fluspirilene ile yapmis oldugu calismaya gore, doz ve zamana
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bagl olarak hiicre bélinmesini G1 fazinda ve S fazina geciste durdurdugunu,
CDK2, pRB dizeylerinde degdisiklik meydana getirerek, apoptozu
indlkledigini ortaya koymuslardir. Yapilan bu calismaya gore cesitli kanser
turleri icin de fluspirilenenin klinikte kullanilabilecedi fikrini ortaya atmislardir
(Shi, v. d. , 2015).

Bir baska in vitro HSK calismasinda Bollard ve arkadaslari, CDK4 ve
CDK6 inhibitérid olarak kullanilan palbociclib ilacini klinik 6ncesi timor
gelisimini engellemek amaci ile Hep G2 ve diger insan HSK'l hiicre soylarinda
denemislerdir. Calismaya gore doz ve zamana bagh olarak pablociclibin hem
tek basina hem de sorafenib ile birlikte hiicre proliferasyonunu baskiladigi
fikrini ortaya atmislardir (Bollard, v. d. , 2016).

YC-1 ilaci ile yapilmis olan calismada Wang ve arkadaslari, gesitli insan
HSK'l hiicre soylarinda, doz ve zamana bagl olarak, hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigini, DNA sentezini inhibe ederek hiicre bdélinmesinin G1-S
gecisinde durdurucu etkiye sahip oldugunu ve siklin-CDK kompleksinin p21
ve p27 seviyelerinin degisime ugrayarak inhibisyonunu gergeklestirdigini
ortaya koymuslardir (Wang, v. d. , 2004).

Zhang ve arkadaslarinin baska bir CDK inhibitéri calismasina goére de
dihydroartemisinin (DHA) ile Hep G2 hicrelerini 24 ve 48 saat boyunca 0 ve
80 UM arasindaki dozlarla muamele ederek hiicre canliigina olan etkilerini
MTT yodntemiyle belirlemislerdir. Doz ve zamana badl olarak 24 saatte
DHA'nin  hiicre canhligint 20 pM  dozunda %50 oranina dastrdigu
gbzlemlenmistir (Zhang, v.d. , 2012).

Jin ve arkadaslarinin yapmis oldugu kombine ilagc denemelerinde, CDK
inhibitdérlerinden olan doxorubicin ve paclitaxel’i kombine olarak 24 saat
boyunca Hep G2 hicreleri ile muamele etmisler ve hiicre canliligina
sitotoksik etki gosterdigini belirlemislerdir (Jin, v.d. , 2009).

Xyclocydine, spesifik bir CDK inhibitéri olup HSK tedavisi icin iyi bir
antikanser ilactir. Cho ve arkadaslarinin yapmis oldudgu calismada CDK
inhibitérd olan xylocydine ile Hep G2 hicrelerini 24 saat boyunca muamele
ederek, hicre canhligini MTT sitotoksisite analizi ile belirlemislerdir. Glgli bir
sekilde hicre canliigini inhibe eden ve apoptozu uyaran ilacin ICso degeri 50
MM altinda bulunmustur (Cho, v.d. , 2010).
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Lu ve arkadaslarinin Hep G2 ve diger insan HSK'li hiicre soylar ile
yapmis oldudgu calismada, sinomenine hydrochloride (SH) ilacinin cesitli
zaman ve dozlara bagli olarak, hiicre proliferasyonunda sitotoksik etkilerini
ortaya koymuslardir. Hicre doénglsu dizenleyicileri olarak gbérev yapan
Siklin/CDK komplekslerini inhibe eden p21/WAF1/Cipl'nin ekspresyon
duzeylerinde degisiklikler meydana getirdigini belirtmislerdir. Calismaya gore,
SH'nin hiicre dongist esnasinda G1 fazi ve diger fazlara gegislerinde hicre
donglsint  durdurucu etkilerinin  oldugunu ve apoptozu uyardigini
belirtmisglerdir (Lu, v. d. , 2012).

CDK inhibitorleri ile yapilan baska bir calismaya goére de, Han ve
arkadaslar Hep G2 hlicre soyunda kiguk inhibitér molekll ve antikanser ajan
olan SKLB70326'yi c¢esitli doz ve zaman araliginda denemislerdir. Bu
molekdillin, p53-p21 gibi CDK inhibitérleri aracihidiyla hiicre dongisiinin GO-
Gl gecisinde durdurucu etki gostererek apoptozu uyardigini ortaya
koymuslardir (Han, v. d. , 2012).

Relja ve arkadaslarinin yapmis oldugu CDK calismasinda Hep G2 ve
diger bir HSK'll hiicre soyu simvastatin ile 32 ve 64 uM dozlarda farkl zaman
araliklarinda muamele edilmistir. Calismaya gére hiicre déngusu duzenleyici
proteinler CDK1, CDK2, CDK4 inhibisyonu ile birlikte p19 ve p27 dlzeylerinde
degisiklikler meydana gelmistir. Antiproliferatif etki ve CDK-Siklin
komplekslerinin inhibisyonu ile apoptozun uyarildigini ortaya koymuslardir
(Relja, v. d. , 2010).

Cheng ve arkadaslarinin zeytin yapragindan izole ettikleri fenolik bir
bilesik olan Oleuropeini belirli doz ve zaman araliklarinda insan HSK'll hlcre
soyu Uzerinde denemislerdir. Buna goére oleuropein’in p53, p21, CDK1 ve
Siklin B dilzeylerinin degisimine bagh olarak hlicre doénglsli gegis
noktalarinda durdurucu etkisi oldugunu ve ayrica Ca*? salinimi ve diizeyleri
Uzerindeki etkileri ile de sitotoksik etkilerinin oldugunu saptamislardir
(Cheng, v. d. , 2016).

Calismamizda kullanmis oldugumuz diger bir HSK'li hiicre soyu olan
sican H-4-IIE’ de R-547 ilacinin 0,1, 1, 10, 50, 100 pM’lik dozlanyla 24 ve
48 saat boyunca muamele edilmesi ile ortaya cikan sitotoksik etkileri yine
MTT ydntemi ile belirlendi. 24 saat icin yasayan hlicre oranlar sirasiyla %90,
%80, %63, %47, %43 olurken, 48 saat icin %96, %85, %46, %44, %45
oldu. R-547 ilaci ile 24 saat boyunca muamele edilen H-4-IIE hlcre soyunda
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ilacin hiicre proliferasyonunu 20,3 pM dozunda %50 civarinda inhibe ettigi
gozlemlendi. Calismanin bir sonraki deney asamalarinda bu degerin bir Ust
dozu olan 50 pM ve bir alt dozu olan 10 pM ile apoptotik etkilerin
belirlenmesi icin akim sitometri, hicrelerde meydana gelen morfolojik
degisimlerin tespiti icin ise konfokal mikroskobi ve TEM yontemleri
kullaniimistir.

H-4-11E ve Hep G2 hiicreleri ile yapmis oldugumuz calismamizda pozitif
kontrol amaci ile kullanilan Cisplatin ilacinin 24 ve 48 saat boyunca 5, 10, 25,
50, 100 pM dozlarn ile muamelesinin hiicre canhligina goézle gorilir bir
etkisinin olmadigl sonucuna variimistir. Kishimoto ve arkadaslarinin H-4-IIE
ve Hep G2 hicre soylarinda 72 saat boyunca 0,1, 1, 10 pyM Cisplatin dozlari
ile muamele ettikleri c¢alismada hlicre canhliina goézle goérulir bir etkisi
saptanamamistir (Kishimoto, v.d., 2016). Bu da bizim calismamizi destekler
niteliktedir.

R-547 ilacinin H-4-IIE hicre soyunda MTT ydntemi ile belirlenen hicre
canhligini zamana ve doza bagh olarak degistirdigini gozlemleyebiliriz.
Michels ve arkadaslarinin luteolin ile yapmis oldugu calismada 24 saatte ve
farkli doz araliklarinda H-4-IIE hicre canhiligini inhibe eden %50’lik dozu 95
MM olarak bulmuslardir (Michels, v.d., 2005). Vatan ve arkadaslarinin H-4-IIE
hicrelerinin 24 saat boyunca menadione ile muamele edilmesiyle hiicre
canlihdini inhibe eden ICso degerini 25 uM olarak bulmuslardir ( Vatan, v.d. ,
2013).

Radyasyonun yani sira ¢ogu hormonal ve sitotoksik tedaviler, tamir
edilemeyen hlcresel hasarlar sonucunda kanser hicrelerinde apoptozu
uyarmaktadir (Sjostrom, Johanna, Makela, Tomi, 2006). Son yillarda yapilan
calismalarda apoptozisin kanser, otoimmun bozukluklar, nérodejeneratif
hastaliklar ve viral enfeksiyonlar gibi bircok hastaligin patogenezinde dnemli
rol oynadigi gerek deneysel gerekse de klinik calismalarla goOsterilmistir
(Dingel ve Kul, 2015).

Gerek R-547'nin diger kanser hiicre soylari ile yapilan calismalarinda
gerekse diger CDK inhibitori ya da CDK inhibitdr proteinlerinin seviyelerini
degistiren ilaglar ve maddeler ile yapilan calismalarda, sitotoksik etkiler ile
apoptozun uyarilmasi genellikle Anneksin V ve FITC Odlgimleri ile tespit
edilmektedir. Bizim calismamizda da sitotoksik etkileri belirlemek amac ile
yapilan MTT yontemi sonuglarina istinaden, kullanmis oldugumuz sican HSK'li
hiicre soyu, H-4-1IE'de apoptozun varlgini tespit etmede Annexin-V ve FITC
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Olcimlerinin  yapildigi akim sitometri yontemi kullanilmistir. H-4-IIE
hicrelerinin 24 saat boyunca R-547 ilaci ile muamelesi sonucunda elde edilen
apoptotik hilcre ylzdeleri her bir grup icin ele alinarak kontrole gdére
degerlendirilmistir ve bu yilzdeler sirasiyla kontrol grubu icin %4,07, DMSO
grubu igin 2,57, 10 uM’hk ilag dozu grubu igin %37,8, 50 pM'lik ilag dozu
grubu igin %45,40 sonuclari ile apoptozu uyardigi tespit edilmistir.

De Pinto ve arkadaslarinin, R-547 ilacini 48 saat boyunca kolon kanser
hicre soyu ile muamele ederek yaptiklari akim sitometri yontemine gére
daha 6nceden belirlemis olduklari ICso degeri ile (yaklasik 0,1 uM), apoptotik
hicre oranini %69 olarak tespit etmislerdir. Sonuclara gére R-547 ilacinin
DNA fragmantasyonu ile apoptozu uyardigini bulmuslardir (De Pinto, v.d. ,
2006).

Cho ve arkadaslarinin Xylocydine ile yapmis oldugu calismada Hep G2
ve farkli HSK hicre soylarini 24 saat boyunca 10 ve 50 uM Xylocydine
dozlari ile muamele etmelerinin ardindan apoptoz varligini Anneksin V -FITC
yontemini kullanarak belirlemislerdir, Bax, Bcl proteinlerini ve kaspaz
duzeylerini  6lgmuslerdir. Sonuglara gbére kaspaz 3 ve kaspaz 9
aktivasyonundaki artisa bagh olarak apoptozu uyardigini ortaya
koymuslardir. (Cho, v.d. , 2010).

Calismamizin en son asamasi ise, apoptozun meydana getirmis oldugu
morfolojik dedisimleri inceleme ydntemi olan mikroskobi asamasi olmustur.
Mikroskobi ydntemleri icin ayirnm guclu yuksek olan konfokal mikroskopi ve
TEM kullanilmistir. R-547 ilaci ile muamele edilen H-4-IIE hiicreleri 24 saatlik
inkibasyon sonrasi kontrol, 10 pyM, 50 uM ilag dozlan olmak Uzere 3 gruba
ayrilarak konfokal mikroskopta ve TEM’de incelenerek fotograflar gekilmis ve
apoptozun meydana getirmis oldugu morfolojik degisimler tespit edilmistir.
Sonuclara gore hiicre seklinin ve igeriginin bozulmasi, hiicrenin blzismesi,
DNA fragmantasyonu, hicre membrani tomurcuklanmasi, apoptotik cisim
olusumu, cekirdek kondensasyonu, at nali ¢ekirdek olusumu ve mitokondri
yapisinin sekilsel ve icerik olarak bozulmasi, kristalarda deformasyon
olusumu gibi apoptozu cagristiran bilgiler edinilmistir.

Yapilan calismalar incelendiginde apoptozun meydana getirdigi
morfolojik degisimler genellikle floresan mikroskop ile goérintilenmistir
(vatan, v.d, 2013, Michels, v.d., 2005). TEM ydntemi ile programlanmis
hicre 6limu olan apoptozun belirlenmesinde kondanse olmus kromatinler ve
DNA fragmantasyonu bir gésterge olmustur ( Doonan ve Cotter, 2008).
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CDK inhibitorleri ile yapiimis olan in vitro ve in vivo kosullardaki farkh
kanser tiplerine ait calismalara gére, Hayashi ve arkadaslari, CDK 2 inhibitéra
olarak goérev yapan flavopiridol (FP)'l, temozolomide ile muamele edilmis
olan gesitli insan ve hayvan gliomali hicre soylarina uygulamiglar ve hicre
dénglsuinin DNA tamir mekanizmasi igin son derece énemli olan G2 kontrol
noktasini inhibe ettigini gozlemlemislerdir. Buna goére hlicre dongislinde
G2/M fazlan gegisini bloklayarak hasarli DNA'nin ddnglide ilerlemesini
durdurdugunu ortaya koymuslardir (Hayashi, v. d. , 2013).

Heo ve arkadaslarinin yapmis oldugu baska bir CDK inhibitor
calismasina goére, akut myeloid I6semi (AML) hicre soylart ve AML’li
hastalardan alinan kemik iligi hiicreleri gesitli doz ve zamanda radotinib ile
muamele edilmistir. Sitotoksik etkiler sonucu doz ve zamana bagh olarak
radotinibin p21, p27, CDK 2, CDK 4 ve CDK 6 inhibisyonunu gercgeklestirerek
hiicre donglsinin GO/G1 faz gegislerinde durdurmus ve kaspaz bagimli
olarak apoptozu uyardigini ortaya koymuslardir (Heo, v. d. , 2016)

Martinez — Urbina ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismaya gore, 6-
Substituted 2-(N-trifluoroacetylamino) imidazopyridines denilen sentez bir
madde ile kolon, lésemi, prostat, glioma, meme ve akciger kanserli hiicre
soylarinin muamelesinin doz ve zamana bagh olarak CDK1 ve CDK 2
inhibisyonunu gercgeklestirerek hlcre doénglsunin G2/M faz gecisini
durdurarak apoptozu uyardigini ortaya koymuslardir (Urbina, v. d. , 2010).

Cicenas ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada ise bircok kanser
tdrinde roscovitine’nin gugli olarak CDK1, CDK5, CDK7, daha zayif olarak
ise CDK 4 ve CDK®6 inhibitért olarak islevinden s6z etmislerdir. Buna goére
hicre doéngusinin c¢esitli fazlarinda ve gecis fazlarinda inhibisyon
gerceklestirerek antikanser ajan olarak kullanildigini  belirtmislerdir.
Antikanser islevinin yani sira nérodejeneratif hastalik tedavisi, enflamasyon,
viral enfeksiyonlar ve polikistik bébrek rahatsizliklarinda da kullanilabilecegini
sunmuslardir. Roscovitine derivasyonlari seklinde Uretilen maddelerin de
cesitli kanserlerde antikanser ilag olarak kullanilabilecegi, islevsel ve
metabolik fonksiyonlari belirtilmistir. Buna gobre roscovitine
derivasyonlarindan biri olan ve CDK 1, CDK2, CDK 4 inhibitér gérevi gdéren N-
&-N1 in karaciger kanserinde kullanilabilecedini ortaya koymuslardir
(Cicenas, v. d. , 2015).
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Cesitli ydontemler ile in vitro kosullarda HSK’li hicre soylar ile yapmis
oldugumuz calismamiz ile, R-547 isimli CDK inhibitériinin sitotoksik etkileri
sonucu hicre proliferasyonunu ve hicre doéngusinid G1-S fazlarinda
baskilamak suretiyle apoptozu uyararak cesitli morfolojik degisimlere sebep
oldugunu soyleyebiliriz. Bu da, R-547 ilacinin HSK tedavisinde umut vaat
edici aday bir CDK inhibitor ilag oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Son yillarda gelistirilen CDK inhibitéri olan R-547, hicre ddéngusunin
dizenlenmesinde goérev alan CDK 1/siklin B, CDK 2/siklin E ve CDK 4/siklin
D1 komplekslerini baskilamaktadir. Calismamizda, R-547, Hep G2 (insan) ve
H-4-IIE (sican) HSK’h hicre soylarinda belirli doz ve zaman araliklarinda
uygulandi. Hep G2 hicrelerinde 24 saatte kullandigimiz en yiksek dozda %
21 oraninda hlcre 6limine neden olmustur. H-4-IIE hicrelerinde ise etki
daha belirgindir. R-547, H-4-IIE hlcrelerinde 24 saatte, en yuksek dozda %
57’lik, 48 saatte 6lim orani %55’lik 6lime sebep olmustur. Etkinin daha fazla
olmasi nedeniyle apoptoz ve mikroskopi deneyleri icin H-4-IIE hicreleri
kullanilmistir. R-547'nin, doz bagimli olarak apoptozu uyardigi akim sitometri
yontemi ile ortaya kondu. Bulgularimiz konfokal mikroskopi ve TEM teknikleri
ile géruntlilenerek desteklendi.

Sonugta bulgularimiz, R-547 isimli CDK inhibitérinin hicre
bolinmesini durdurucu ve apoptozu uyarici etki gosterdigini ortaya
koymustur. Bulgularimizin saglikli ve gesitli kanserli hiicre soylari ve hayvan
deneyleri ile daha ileri arastiimasi gerektigini disinmekteyiz. R-547 ilacinin
kanser tedavisinde kanserli hiicre bélinmesini durdurucu ve apoptoz uyarici
aday CDK inhibitor olarak bilime isik tutacagi inancindayiz.
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Uye Olunan Bilimsel Kuruluslar

TURK FizYOLOJIK BILIMLER DERNEGI (Eyliil- 2017)

Kurslar ve Egitim Programlari

TURK FizyoLOJiK BILIMLER DERNEGI, 3. UYGULAMALI
MOLEKULER YONTEMLER KURSU (3-5 Haziran 2017, ESKISEHIR)
KANSERDE VERI MADENCILIGI (DATA MINING) CALISTAYI (25-
26 Ekim 2016, KONYA)

COMET ASSAY CALISTAYI (25-26 Ekim 2016, KONYA)

WESTERN BLOT CALISTAYI (25-26 Ekim 2016, KONYA)

qRT-PCR CALISTAYI (25-26 Ekim 2016, KONYA)

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU DENEY HAYVANLARI
KULLANIM SERTIFIKASI (Agustos 2009, ESKISEHIR)

SERTIFIKALAR-KATILIM BELGELERI
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KONYA)

ESOGU TIP FAKULTESI TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI
ALZHEIMER HASTALIGININ MOLEKULER TEMELI VE YENI TEDAVi
STRATEJILERI SEMPOZYUMU (Mayis 2016, ESKISEHIR)
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