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OZET

Merkezi sinir sistemi tiimorleri icerisinde gliomalar en biiyiik grubu
olustururlar ve tilm tedavi seceneklerine ragmen 6liim oram c¢ok yiiksektir.
Arasidonik asit metabolizmasinda gorev alan siklooksijenaz (COX) ve
lipoksijenaz (LOX) yolaklarinin her ikisinin birden baskilanmasi1 kanser
gelisimini 6nlemekte ve kanserli hiicrelerde apoptozu uyarmaktadir. Bu her iki
yolag1 birlikte baskilayan en oOnemli bilesiklerden birisi likofelondur.
Calismamizda, likofelonun sican glioma hiicre dizisi (C6) ve Ras geni uyarilmis
fibroblast hiicre (SRP7) dizilerinde hiicre cogalmasina ve apoptoza olasi etkileri
in vitro ortamda arastirildi. Ayrica kolcisin ve S5S-florourasil, likofelonun
etkilerini karsilastirmak amaciyla pozitif kontrol olarak secildi. Hiicreler 24 ve
48 saat boyunca 10 ile 250 pM arasindaki ila¢ dozlar1 ile muamele edildi. C6
hiicrelerinin yasam oranlan iizerine 10, 50 ve 100 nM dozlarindaki likofelonun
herhangi bir etkisi saptanmadi, fakat 150, 200 ve 250 pM dozlar1 C6 ve SRP7
hiicre yasamimi doza ve zamana bagh olarak %90’lar1 asan oranlarda azaltt. 5-
FU ve kolcisinin biitiin dozlar sitotoksikti ve yasayan hiicre oranlarim en fazla
%78 dolayinda azaltabildi. Likofelonun 150, 200 ve 250 pM dozlar1 C6 ve SRP7
hiicrelerinde apoptozu zaman ve doza bagh olarak uyardigi bulundu. Likofelon
diger ilaclarla karsilastirildiginda C6 hiicrelerinin apoptozunu uyarmada en
etkili oldugu tespit edildi. SRP7 hiicrelerinin erken apoptozunu uyarmada ise
kolcisin kadar olmasa da 5-FU kadar etkiliydi. Bu calisma likofelonun zaman ve
doz bagimh olarak gii¢lii bir anti-kanser ve apoptotik etkileri olabilecegini

ortaya koymaktadar.

Anahtar Kelimeler: Anti-kanser, apoptotik, glioma, likofelon.



SUMMARY

Gliomas are the largest group of cenral nervous system tumours and
despite of clinical treatments death rate is very high. Inhibition of both
cyclooxygenase (COX) and lipoxygenase (LOX) pathways that takes role in
arachidonic acid metabolism prevents cancer development and induces
apoptosis. One of the most promising compounds that blocks both of these
pathways is licofelone. We questioned whether licofelone affects the survival of
C6 cells and Ras transformed cells (SRP7), and induces apoptosis of these cells
in vitro. We also used colcihine and S5-fluorouracil as positive controls to
compare the effects of licofelone. The cells were treated with 10 to 250 pM
doses of these drugs for 24 or 48 hours. The treatment of both cell types with 10,
50 and 100 uM licofelone for 24 or 48 hr did not show any action on cell
viability however, 150, 200 and 250 uM licofelone reduced the number of living
cells more than 90 % as compared to the control. All doses of colcihine and 5-
FU were cytotoxic and reduced the number of cells by 78 %. We found that 150,
200 and 250 puM licofelone induces of apoptosis of C6 and SRP7 cells in a dose
and time dependent manner. Compared with 5-FU and colcihine licofelone is
the most effective apoptosis inducing drug in C6 cell. Licofelone is also as
effective as 5-FU for inducing apoptosis of SRP7 cells, but not as colcihine. The
present study reveals the possibility that licofelone posseses a strong dose and

time dependent anticancer and apoptotic properties.

Key words : Anti-cancer, apoptotic, glioma, licofelone.
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1. GIRIS VE AMAC

Merkezi sinir sisteminde (MSS) noronlarin etrafini saran ve onlar
destekleyen hiicre grubuna glia denmektedir. Glia hiicreleri sekil olarak néronlardan
kiigtiktiir ama say1 olarak noronlarin 5-10 katidir. Tiim beyin hacminin yaklasik
yarisini olusturan glia hiicreleri néron gruplarini birbirinden ayirarak onlar1 destekler
ve korurlar. Beyindeki tiimdr olusumundan birinci dereceden sorumlu olan glia

hiicreleridir ( 38,68 ).

Arasidonik asit zar fosfolipidlerine bagli olarak zarda bulunan doymamais bir
yag asitidir. Ozellikle beyin, kas ve karacigerde bol miktarda bulunur. Hiicre zarinda
bulunan arasidonik asit, cesitli uyaricilar sonucu aktif hale gegen sitoplazmik
fosfolipaz A, enzimi ile hiicre icine salinir. Siklooksijenazlar (COX) aragidonik
asitten  prostaglandinleri, tromboksanlari  ve  prostasiklini  olustururken;
lipoksijenazlar (LOX) arasidonik asitten lokotrienleri, hidroksieikozatetraenoik asiti
ve lipoksinleri olusturur (17,34). Arasidonik asitten olusan iiriinler fizyolojik olarak,
beden 1sisinin diizenlenmesi, pihtilasma, dogum kontrolii, kan basincinin
diizenlenmesi ve bagisiklik sistemi gibi birgok normal islevde gorev alirlar (23,26).
Patolojik olarak ise bu lipid mediatorler astim, sedef, romatoid artrit, inflamatuar
bagirsak hastaliklar1 ve kanser gibi ¢esitli hastaliklara neden olurlar (26,36,75,80).
Klinik ¢aligmalarda COX ve LOX baskilayicilarinin potansiyel antikanser ilaglar
olduklar1 belirtilmistir (11). Antiinflamator olarak kullanilan ilaglarin bir grubu
arasidonik asitin  lipoksijenaz yolagmi baskilamakta iken diger bir grubu

siklooksijenaz yolagini baskilamaktadir (36,80).

Likofelon hem LOX hem de COX yolagmi baskilayan bir maddedir.
Likofelonun metastatik kanserli prostat hiicrelerinde lipoksijenazlar1 baskilayarak
kanserli hiicre ¢ogalmasini engelledigi; kolon kanseri (HCA-7) hiicrelerinde ise

mitokondrial yolak iizerinden hiicrelerde apoptozu uyardigi gosterilmistir (16,45).



Sican glioma hiicrelerinde (C6) ve Ras onkogeni uyarilmig kanserli fibroblast
hiicrelerinde (5RP7) likofelonun c¢ogalmay1 arttirici/baskilayict ve apoptozu
uyarici/baskilayici etkileri olup olmadigina yonelik bilimsel bir veriye su ana kadar
rastlanilmadigindan likofelonun bu hiicrelerin ¢ogalmasini ve apoptozunu baskilayici
ya da uyarici etkileri arastirilmigtir. Hiicre canlilifina etkisi 3-(4,5-D-methylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide thyazolyl blue (MTT) ve tripan mavisi
boyama yontemiyle; apoptoz etkisi floresan izotiyociyanat (FITC) annexin V
apoptoz belirleme kiti ile Olgiilmiistiir. Ayrica ¢alismamizda hiicre ¢ogalmasini
baskilayan ve antikanser etkinligi ispatlanmis olan kolgisin ile 5-florourasil pozitif

kontrol olarak kullanilmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Arasidonik asit metabolizmasi

Besin yoluyla alinan linoleik asitten tlireyen 20 karbonlu doymamis bir yag
asidi olan arasidonik asit hiicre zarinda fosfolipidlere ester seklinde bagli olarak
bulunur (83). Hiicrenin uyarilmasi sonucu (inflamat6ér uyarilar, sitokinler, biiyiime
faktorleri ve hormonlar) aktif hale gecen sitoplazmik fosfolipaz A, enzimi ile
fosfolipidler pargalaninca aragidonik asit agiga ¢ikar (34). Arasidonik asit
parcalanmasi ic¢in bugiin bilinen 3 temel yol vardir (sekil 2.1). Birincisi
siklooksijenaz yoludur; prostaglandinler ve tromboksanlar1 olusturur. Ikincisi
lipoksijenaz yoludur; Iokotrienler, hidroksieikozatetraenoik asitler ve lipoksinleri
olusturur. Ugiincii yol ise sitokrom P450 epoksijenaz yolu olup epoksitleri ve diolleri
olusturur (78,80). Topluca eikosanoid adi verilen arasidonik asit tiirevi bu maddeler
otokrin ve parakrin etkilerle hiicre fonksiyonunun diizenlenmesine katkida bulunurlar
(34,83). Ayrica bu maddeler tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasi ve yayilmasininin
uyarilmasi gibi bir ¢ok fizyolojik ve patolojik olaylarda da etki gdsterebilmektedir
(17,23,67).
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Sekil 2.1. : Arasidonik asit metabolizmasi (83)



2.1.1. Siklooksijenaz yolag:

Siklooksijenaz enzimleri endoplazmik retikulumun liimene bakan kisminda
ve ¢ekirdek zarinin i¢ yiizeyine yerlesmis zar proteinleridir (61,80). Cekirdek zarinda
bulunan COX’larin rolii kesin olarak bilinmemektedir. Endoplazmik retikuluma baglh
COX enzim ailesi iiyelerinin yapilar1 zara baglanma bolgeleri ve katalitik bolgeleri
olmak iizere iki ana kisimdan olusurlar (sekil 2.2.). Katalitik bolgeleri siklooksijenaz
ve peroksidaz katalitik bolgeleri olarak iki parcadan ibarettir. Siklooksijenaz bolgesi
hiicre zarindan kopan arasidonik asitin baglandig1 ve arasidonik asitin oksitlendigi
bolgedir. Bu bdlgenin amino asit dizilimi hidrofobiktir. COX baskilayici ilaglarin ana
hedefi bu bolgeyi etkisiz hale getirmektir (84).

Sitozol —\raqlﬂnnlk asit

Prostaglandin G, «.

mmmmmmm I

roetilzulum Himcoeni

- — .
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TRt
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Sitozol

Sekil 2.2. Endoplazmik retikulumda bulunan siklooksijenaz enziminin yapis1 (84)
a) Zara baglanma bolgesi, Cx: Oksijenaz katalitik bolgesi, Px: Peroksidaz katalitik bolgesi

COX enzimin 1990 yilina kadar tek bir tipi oldugu disiiniilmiisse de
giiniimiizde bilinen ii¢ izoformu bulunmaktadir; COX-1, COX-2 ve COX-3. Pek ¢ok
tirde COX-1 ve COX-2’nin primer yapilar1 bilinmektedir. Glikoprotein yapisinda
olan COX-1 ve COX-2 sirastyla 576 ve 587 amino asitten olusur (12). Bu iki



izoform birbirine benzemesine ragmen, COX-1 endoplazmik retikulumun liimene
bakan yiizeyinde, COX-2 ise ¢ogunlukla ¢ekirdek zarinda yerlesmistir (1,80). Bu iki
enzimin {i¢ boyutlu yapilar1 X-1ginlariyla belirlenmistir. Benzer enzimler olmalarina
ragmen COX-2 enziminin aktif bolgesi COX-1’den %20 daha biiyiiktiir ve biraz
daha farklidir. Bu farklilik ¢ogunlukla amino asit dizilimindeki farkliliktan
kaynaklanmaktadir (36,80).

COX-1 firiinleri daha ¢ok dokularda koruyucu etki gosterirken, COX-2
enziminin tirtinleri genelde COX-1’¢e zit etki gostermektedir. Bir anlamda COX-1’in
fizyolojik, COX-2’nin ise patolojik bir enzim oldugu sdylenebilir (17). Saglikl
bireylerde COX-2 enzimi yapimi yok denecek kadar azken sitokinler, biiylime
faktorleri, timor yapict ajanlar, bakteriyal endotoksinler, inflamasyon sirasinda
salinan interlokin-1, timdr nekrosis faktor (TNF) ve lipopolisakkarit gibi uyaranlarla
hizla yapimi ve salmimi artar (1,17,36). COX-2 iiriinii olan prostaglandinler
inflamator tepkimelerde ana rolii oynarlar. Kolorektal ve meme kanseri gibi bazi
kanser tiirlerinde de COX-2’nin uyardig1 ve olusturdugu prostaglandinlerle hiicrenin
apoptozunu engelledigi ve hatta kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini tesvik ettikleri
goriilmiistiir. COX-2 enzim sentezinin kanserli bagirsak, pankreas, akciger ve bazi
hematolojik kanser (lenfoma ve akut promonotik l0semi) hiicrelerinde artti1
belirtilmektedir. Ayrica Alzheimer ve Parkinson hastalarinin beyinlerindeki

plaklarda da COX-2 nin uyarildig saptanmistir (12,24,69).

COX-1 enzimi bedende bir ¢ok dokuda bulunmaktadir. Ozellikle endotel
hiicrelerinde, monositlerde, kan pulcuklarinda, bobrek toplayici kanallarinda ve
seminal vezikiillerde yiiksek diizeyde bulunmaktadir (17,63). Hiicre dizilerinde
COX-1 enzim sentezinin hiicre farklilagmasi sirasinda arttigi gosterilmistir. COX-1
doku homeostasisinde hiicre ¢ogalmasindan yeni damar olusumuna kadar bir ¢ok
fizyolojik olayda gorev almaktadir (63,69). COX-3 enzimi yeni kesfedildigi i¢in
hiicre ¢cogalmas1 etkisi tizerine yeterli bilgi yoktur (16). Ancak beyinde ve kalpte
yiiksek diizeylerde bulundugu gosterilmistir (61,69).



COX baskilayicilari, COX enziminin aktif bdolgesiyle etkilesmek ig¢in
aragidonik asit ile yarigirlar. Bir ¢cok anti-inflamator ilacin hedefi COX-1 ve COX-2
enzimlerinin etkilerini baskilamaktir. COX enzimlerinin baskilanmasi inflamasyonu

ve arasidonik asit metabolizmasini azaltir (26,80).

Siklooksijenaz enzimi ya da diger adiyla prostaglandin endoperoksit H sentaz
zar bagimli bir enzimdir (80). Siklooksijenasyon ve peroksidasyon olarak bilinen ve
prostaglandinlerle tromboksanlarin (Tx) olusumuyla sonuglanan prostaglandin sentez
yolagindaki ilk iki basamag katalizler (26,36). Fosfolipaz A, enzimi ile agiga ¢ikan
aragidonik asite, COX iki molekiil oksijen katarak dongiisel hidroperoksiti (PGG3)
olusturmaktadir. Ardindan COX, PGG;’yi PGH,’ye indirgemektedir. Biyosentezde
yer alan PGH, dayaniksiz bir endoperoksit oldugu i¢in dokularda bazi sentaz ve
izomerazlar tarafindan genel adi prostanoid olan PGE,, PGF,, PGD,, PGI,
(prostasiklin) ve tromboksan A, (TxA,) ’ye doniistliriilmektedir (34). Prostanoidler,
otokrin ve parakrin fonksiyonlara sahip olmalarindan dolay1 yerel hormonlar olarak
degerlendirilmektedir. Hiicrede sentezlenen prostanoid hiicreden c¢iktiktan sonra
hedef hiicrede G protein iligkili reseptoriine baglanarak ikinci haberciler iizerinden ya
da dogrudan ¢ekirdekteki reseptorler lizerinden etki gosterirler. Bugiin bilinen en
azindan dokuz adet G protein iliskili prostanoid reseptorii vardir (63,69).
Prostanoidlerin bilinen en temel fonksiyonlar1 doku hasarinda ve inflamasyonda
bedenin yanit vermesine aracilik etmektedir. Ayrica, hiicre ¢ogalmasini uyararak
kansere yol actiklar1 da bilinmektedir (84). PGE, ve PGI, histamin ve bradikinin
gibi otokoidler ile sinerji olusturarak giiclii damar genisletici etki gosterirler. Hasar
goren bolgede kilcal damarlarda kan akimini ve damar gegirgenligini arttirarak
inflamasyona katkida bulunurlar (36,80). Ayn1 zamanda duyusal liflerdeki periferik
uclart duyarlastirarak hiperaljezi olustururlar. Prostanoidlerin belli bash diger

islevleri Cizelge 1’de 6zetlenmistir (22,30,36,63,69,84).

COX-2’nin agir1 yapim ya da uyarimi Ozellikle PGE,’ nin asir1 yapim ve
salinimu ile iligkilidir. PGE,, COX metabolizmasinin ana {iriiniidiir. PGE;’ nin hiicre

cogalmasini, tiimor biiylimesinde yeni damar olusumunu ve anti-apoptotik Bel-2 ve



Bcel-xL proteinlerinin  yapimini arttirdifit ve bunun sonucunda hiicre 6limiinii
azaltarak tiimor biiylimesine yol actigi gosterilmistir (69). PGE,, ndronlar1 da
etkileyerek ates, yorgunluk ve agrida asir1 duyarliliga neden olur (65). PGE; hiicre
zarinda bulunan prostaglandin E (EP) reseptorlerine baglanir. Bugiin bilinen en az 4
tip G protein iligkili EP reseptorii vardir. EP1, fosfolipaz C-inositoltrifosfat (IP3)
yolagin1 ve EP2 ve EP4 adenilsiklaz-cAMP yolagini uyarirken; EP3, cAMP yolagini
baskilayarak etki gosterir. Bu farkli yolaklar, reseptor tiiriine bagli olarak hiicrelerde

neden farkl etkilerin ortaya ¢iktigini agiklamaktadir (69).

Cizelge 2.1: Siklooksijenaz yolu ile olusan prostanoidlerin biyolojik etkileri

Prostanoid Bulundugu Yer Gorevi

Kan pulcuklar kiimelenmesi, brong
Kan pulcuklar ve
TXA, _ daralmasi, hiicre ¢ogalmasi ve
monositler
damar daralmasi.

Kan pulcuklar1 yapismasinin

baskilanmasi, arteryal hiicrelerden

PGI, Endotel
kolesterol sizmasi, damar
genislemesi ve brons genislemesi.
Bronkospazm, alerjik astim, uyku,
PGD; Mast hiicreleri, beyin | kan pulcuklar1 kiimelenmesinin

baskilanmasi.

Bobrek medullasi, | Sodyum geri emiliminin azalmasi,

mide mukozasi, kan | uterus kasilmasi, lenfosit

PGE,
pulcuklari, endotel, | fonksiyonu, brong genislemesi, ates
beyin diizenlenmesi, beyin fonksiyonu.
PGF, Beyin, uterus Brons ve uterus kasilmasi, dogum




2.1.2. Lipoksijenaz yolagi

Lipoksijenaz (LOX), bitki ve hayvanlarda bulunan bir lipit peroksidaz
enzimdir. Doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu katalizler. Bugiline kadar insanda
3 ana izoenzimi bulunmustur. Bunlar 5-LOX, 12-LOX ve 15-LOX’dur. Bunlar
arasidonik asitin sirasiyla 5, 12 ve 15’inci karbonlarina oksijen baglayarak sirastyla
5-hidroperoksieikosatetraenoik asiti (5-HPETE), 12-HPETE ve 15-HPETE’yi
olustururlar. Glutatyon peroksidaz enzimi ile de sirasiyla 5-hidroksieikosatrenoik asit
(5-HETE), 12-HETE ve 15 HETE olusur. 12-LOX ve 15-LOX enzimlerinin
fonksiyonlar1 hakkinda giiniimiizde yeteri kadar bilgi yoktur. Ancak 5-LOX enzimi
iizerinde ciddi ¢alismalar yapildigindan en 6nemli LOX enzimi olarak kabul edilir. 5-
LOX enzimi Ozellikle I6kotrienlerin {iretilmesinde gorev alir (11,24,44). 5-LOX
enzimi stoplazmada ve ¢ekirdekte bulunur. Hiicreye uyar1 geldiginde stoplazmada ve
cekirdekte bulunan 5-LOX enzimi ¢ekirdek zarma yerlesir ve enzimatik etkisini
burada fosfolipaz A, enzimin etkisiyle hiicre zarindan aciga ¢ikan arasidonik asit
iizerinden gosterir. 5-LOX enziminin aktivasyonunda bes lipoksigenaz aktive edici
proteinin (5-FLAP) de katkis1 biiyiiktiir. Endoplazmik retikulumla iliskili olarak
cekirdek zarfinda bulunan 5-FLAP, 5-LOX enziminin ¢ekirdek zarina ve arasidonik
asite baglanmasima aracilik eder. Lokotrienlerin yapimi sirasinda Ca' ve ATP

bagimli siire¢ dogrultusunda 5-LOX enzimi aktive olur. (63,79)

Aktive olan 5-LOX iki ayn etki ile arasidonik asitten dnce c¢ok kisa bir
yarilanma stiresine sahip 5S-HPETE’yi olusturur. 5-HPETE’den de 5-HETE olusur. 5-
HETE, LOX enzimi ile epoksi 16kotrien As’e (LTA4) doniisiir (34). Lokotrien Ay
biitiin 16kotrienlerin sentezinde ortak ara basamaktir (17,60). LTA4 ya hidrolaz
enzimi ile dihidroksil asit LTB4’e doniisiir ya da sentaz enzimi ile LTC4’e doniisiir.
LTC,4 de glutamil transferaz enzimi ile LTD4’e doniistir. LTD4 de dipeptidaz enzimi

ile LTE4 e doniisiir (24).

Prostanoidlerin aksine l0kotrienler cogunlukla inflamasyona ugramis hiicreler

tarafindan sentezlenir. Lokotrienler parakrin hormonlardir ve G protein aracili



haberlesme sistemi ile etkilerini gosterirler. LTB4, notrofil, makrofaj ve eozonofil
gibi inflamatorii yok edici hiicreler i¢in kuvvetli bir kemotaktik aracidir.
Inflamasyonlu bdlgeye dogru ldkosit gogiine aracilik eder. Diger 16kotrienler (LTCy,
LTDs ve LTEs) hizla gelisen asir1 duyarlilik reaksiyonlari, solunum yollar1 diiz
kaslarinin kasilmasi, eozonofiller i¢in kemotaktik etki saglamasi gibi bir ¢ok
biyolojik olayda gorev almaktadir (50). Kuvvetli proinflamatuvar 6zellikteki LTB4
ve diger LT ler astim, alerjik ve inflamatuvar rahatsizliklar gibi ¢esitli hastaliklara
neden olurlar. Bu nedenle LOX baskilayicilar ile bu etkilerin baskilanmasi klinik

olarak hedeflenmektedir (54).

2.1.3. COX ve LOX baskilanmasi

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi ile karakterize edilen
sonucu bazi kanser tipleri i¢in 6liime kadar giden ve bu nedenle tedavisi en ¢ok
aragtirllan ve c¢ok c¢esitli yontemler denenen bir hastaliktir (39,59). Kanserin
onlenmesine ve tedavisine yonelik ¢alismalarin ortak hedefleri kanserli hiicrelerin
cogalmasim1i durdurmak, yasamlarini sona erdirmek ve yeni damar olusumunu
engellemektir (34). Kanser tedavisinde kullanilan yontemleri 3 ana baglik altinda
toplamak miimkiindiir: Cerrahi girisim, ilagla ve 1sinla tedavi. Kanser
kemoterapisinde kullanilacak ilaglarla tlimdriin - biliylimesini  ve yayilmasin
engellemek ve daha sonraki asamalarda tiimoriin ortadan tamamen kaldirilmasi
hedeflenmektedir (37). Genel olarak bu ilaclarin sadece kanser hiicrelerine etki
etmesi istenir ancak bu tip ilaglar kanser hiicrelerine secici 6zellik gosterememekte
ve sagliklt normal hiicreler lizerinde de etki gdstermektedir. Bu nedenle kanser
tedavisinde kullanilan ilaglarin onemli yan etkileri oldugundan ilaglar {izerinde

yapilan c¢alismalar hizla artmaktadir (38,39,59).

Kronik inflamasyonda etkin hale gecen molekiiler yolaklarin kanser
olusumuna katkida bulunduguna yonelik kanitlar giderek artmaktadir (34). COX ve
LOX enzimlerinin asir1 sentez ve salinimi kanserle eslestirilmektedir. Kanserli

akciger hiicreleri ile yapilan bir calismada COX-2"nin asir1 sekilde sentez ve salinimi



bir yandan hiicrelerin biiylimesini ve yeni damar olusumunu uyarirken bir yandan da
hiicrelerin apoptoza ugramasini engellemektedir. Benzer sekilde secici COX-2 enzim
baskilayicilar1 akciger kanser hiicre dizisinde hiicrelerin biiylimesini azaltirken
hiicrelerin apoptozunu da uyardig1 gosterilmistir (72). Yine COX baskilayicilar ile
bagirsak kanserinin engellendigi de gosterilmistir (80). COX ve LOX enzim
yolaklar1 hiicre ¢ogalmasi ve yeni damar olusumunda anahtar diizenleyicidirler.
Kanserli bagirsak, akciger, meme, pankreas, prostat, glia hiicrelerinde COX ve LOX
enzim yapiminin arttigr ve bu artisa baglh olarak yapimlari artan eikosanoidlerin
hiicrelerde  ¢ogalmayr uyardifi ve apoptosizi engelledigi  gOsterilmistir
(17,34,63,72,75,80). Bu nedenle, COX ve LOX baskilayici ilaglar potansiyel anti-
kanser ilaglar olarak kanser tedavisinde kullanilmaktadir (63). Antiinflamator
ilaglarda hedef COX ve LOX enzimlerinin baskilanmasidir. Bu ilaclardan bir tanesi
olan aspirin ilk olarak 1899 yilinda kullanilmaya baslanmis ve zamanla ibuprofen,
diklofenak ve naproksen gibi ¢esitli antiinflamatér ilaclar piyasaya siiriilmiistiir. Bu
ilaclarin tedavi etkilerinin yani sira sindirim sistemi ve bosaltim sistemi iizerine
olumsuz etkileri vardir (24,72.). Klasik COX-1 baskilayici ilaglar mide ve
bobreklerdeki fizyolojik prostaglandinlerin sentezini baskilayarak mide ve bobrekte
hasara yol acarken, COX-2 baskilanmasi1 ile de hasarli dokuda proinflamator
prostaglandinlerin {iretimini diislirerek antiinflamator etki gosterirler. Bu nedenle
secici COX-2 baskilayici ilaglarin kullanimi1 yan etkilerinin daha az olmasindan
dolay1 gilinlimiizde hizla artmaktadir. Bu ilaglar 6zellikle COX-2’nin karigmis oldugu
baz1 kanser tiplerinde ve Alzheimer hastaliginda kullanilmaktadir (24,80). Ancak,
secici COX-2 baskilayici ilaglar, 6zelikle mide iilserlerinin iyilesmesinde, inflamator
bagirsak hastaliklarinda ve bobregin hemodinamik fonksiyonlarinda rol alan COX-1
uyarimi ile olusan yararli prostaglandinlerini de baskilamasindan dolay1 diger COX
baskilayici ilaglar gibi olumsuz etki yapabilmektedir. Bu nedenle son yillarda COX-2
enziminin mide mukozasinin korunmasi, bobrek fonksiyonunun diizenlenmesi ve
endotel prostaglandin olusumu gibi fizyolojik rollerine iliskin bilgilerin giderek
artmasindan dolay1 COX-2 se¢ici baskilayicilarin yararlarinin sorgulanmasina neden
olmustur. Benzer sekilde COX baskilanmasi sonucu damar genigletici ve mide

koruyucu prostagladinlerin sentezi azalirken, lipoksijenaz yolag: ile l6kotrienlerin
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arttig1 bildirilmistir. Bunun temel nedeni COX baskilanmasit sonucu 5-LOX
enziminin sentez ve salinimin artisidir. Bu nedenle prostaglandin ve l6kotrienlerin
birlikte baskilanmasinin daha gii¢lii bir antiinflamator etki yaratacag ve iki yonlii
baskilamanin sindirim sistemi {izerindeki olumsuz etkileri ortadan kaldiracag
diistintildiiginden  iki yonlii baskilayicilar — gelistirilmistir. Bu iki  yonli
baskilayicilarin ¢esitli kanser tiplerinin ve sinir sistemi hastalilarinin tedavisinde
umut olacag diisiiniilmektedir. Bu bilesiklerden en ileri asamadaki iki yonli
baskilayicilardan birisi olan likofelon osteoartrit tedavisinde etkinligi ve sindirim

sistem {lizerindeki giivenirligi kanitlanmis bir ilagtir (19,20,24).

2.2. Likofelon

Sadece COX enzim yolagmi baskilayan ilaglara gore hem COX hem de
LOX yolagini birlikte baskilayan ilaglarin klinik yararlar1 oldugu diistiniilmektedir.
Inflamasyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilmak iizere gelestirilen molekiil
agirhigr 379.879 g/mol ve formiilii Cy3HCINO, olan likofelon 2,2-dimetil-6-4-
clorofenil-7-fenil-2,3-dihidro-1H-prazolin-5-asetik  asit  siklooksijenaz ve 5-
lipoksijenaz yolaklariminin her ikisini de baskilayan en onemli ilaclardan birisidir
(sekil 2.3). Likofelon sindirim sistemi {lizerine yan etkisi olmaksizin agr1 kesici, anti-
inflamatér ve anti-astimatik etkiler gostermektedir (16,47). Likofelonun hiicre
cogalmasi etkisi lizerine yapilan bir ¢calismada, likofelon doza ve zamana bagli olarak
kanserli kolon hiicrelerinde apoptozu uyarici ve kanser baskilayici etki gostermistir.
Likofelonun bu apoptoz etkisinin aragidonik asitten bagimsiz olarak mitokondriden
salinan sitokrom ¢ aracili kaspaz 3 ve 9 uyarimi ile oldugu belirtilmistir. Ayrica
likofelon apoptoz uyarici etkisi diisiik olan proteinlerin apoptoz uyarici etkisi daha
yiiksek olan proteinlere doniisiimiinii de uyarmaktadir (73). Benzer sekilde baska bir
calismada likofelonun kanserli prostat hiicrelerinde COX and LOX yolaklarimi

baskilayarak kanser hiicrelerinin ¢gogalmasini engelledigi gosterilmistir (57).
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Sekil 2.3. Likofelonun kimyasal yapisi

2.3. Hiicre oliimii: Nekroz ve apoptoz

Cok hiicreli canlilarin Omiirleri boyunca doéllenmeden baslayarak mitoz,
farklilasma ve Oliim olaylar1 biiyiik 6nem tagir. Bir hiicrenin yasamasi, bdliinmesi,
farklilagsmas1 ya da 6lmesi konusundaki karari hiicre i¢i ve disindan gelen uyartilar

belirler. Hiicre 6liimii genellikle apoptoz veya nekroz seklinde olmaktadir (35,40).

Nekroz mekanik bir hasardan ya da toksik kimyasal ajanlara maruz
kalmaktan ileri gelir. Nekrozda, akut hiicre hasarini takiben hiicre ve organellerinin
sisip parcalandig1 pasif ve patolojik bir hiicre 6liimii s6z konusudur. Nekroz, dis
giiclerin etkisi ile koruyucu mekanizmalarin devreye girmesine firsat vermeyecek
sekilde gelisir. Nekrozda zarar goren esas hedef organel, hiicrenin enerji kaynagi
olan mitokondridir. Nekrozda hasarlanan hiicre zarinin gegirgenligi degisir ve iyon-
madde-s1v1 aligveris dengesi bozulur. Hiicre basta mitokondri gibi organeller olmak
iizere siser ve parcalanir. Nekroz sirasinda hiicrenin su ile siserek patlamasi sonucu
parcalanan hiicrelerin parcalar1 ve salgi drlnleri (prostaglandinler, serotonin,
histamin gibi) kemotaktik etki yaparak inflamasyona yol acan siireci baslatir

(46,62,78).
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Apoptoz ise fizyolojik ya da patolojik olarak istenmeyen, hasar gérmiis veya
potansiyel olarak neoplastik hiicrelerin uzaklagtirilmasi ig¢in bagvurulan bir hiicre
intithar mekanizmasidir. Bu ig¢sel intihar formunun temelinde genetik mekanizma
vardir (35,40). Apoptozis ilk kez 1885’de Flemming tarafindan gdzlenmis ve bu
durum kromatolizis olarak isimlendirilmigtir. Flemming memelilerin yumurta
hiicreleri ~ {izerinde c¢alismis ve folikiillerin epitelyum hattindaki hiicrelerde
cekirdegin yikima ugradigimi ve sonunda ortadan kayboldugunu gozlemistir. O
yillarda kromatolizis kavrami1 farkli arastiricilar tarafindan farkli sekillerde
kullanilmistir (21). Bir ¢ok aragtirmact embriyodaki fizyolojik hiicre oliimiinii
kromatolizise dayandirmigtir. Hiicre ¢ekirdeginin ve sitoplazmanin sivi kaybiyla
kiigiildligiinii, nilikleer boyalar i¢in ¢ekiciligin yitirildigini, c¢ekirdegin indirgenip
ortadan kayboldugunu ve daha sonra hasar goren hiicrenin komsusu tarafindan
fagosite edildigini belirtmistir.  1950’lerin  sonlarma dogru lizozomlardan
kaynaklanan hiicre intihar1 fikri ortaya atilmigtir. Hiicrelerin kendi i¢lerinde intihar
cantalar1 gibi rol oynayan lizozomlarin patlamasiyla oldiikleri belirtilmistir.
1960’larda serbest radikal patolojisi terimi ortaya ¢ikmis ve hiicresel organellere
zarar verebilen serbest radikallerin intraselliiler saliniminin hiicre intihariin
belirmesinde rol oynadigimi belirtmistir (15,21). Ilk kez Kerr ve arkadaslar
tarafindan 1972'de tanimlanan programli hiicre Sliimiiniin ya da apoptozun, biitiin
cok hiicreli organizmalarda, gelismede ve homeostazin siirdiiriilmesinde vazgegilmez
bir gorevi oldugu ortaya konmustur (47). Kerr ve arkadaglari hiicre o6liimlerini
incelerken bazi hiicrelerin daha kiiglik parcalara doniistiigiinii ve bunlarin da
makrofajlar tarafindan fagosite edildigini gostermisler ve Yunanca yaprak dokiimii
anlamina gelen apoptoz demislerdir. Bagka bir deyisle apoptoz  hiicrelerin
kendilerinde varolan intihar programini devreye sokarak programli bir sekilde,

cevreye hi¢ zarar vermeden yasamlarini bitirmelerine denir (21, 43,53).

Apoptoz nekrozdan farkli olarak aktif islev gerektiren genetik kontrollii bir
siirectir. Apoptoz sirasinda hiicre biiziilir ve 1 saatten kisa bir siirede hacminin
%30’nu kaybeder. Apoptoz, tek bir hiicrede, biiziisme ve cevre hiicrelerle olan

iligkinin kaybolmasi ile karakterizedir. Hiicresel biizlismenin nedeni, Na, K, Cl
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tasiyict sisteminin durmasi nedeniyle hiicre i¢i ve dis1 arasindaki sivi hareketinin
olmamasidir. Apoptotik uyarim alan hiicre, hacminin yarisina diiser, ¢evre ile olan
baglantilarin1 keser ve mikroviluslar1 kaybolur. Elektron mikroskobunda gozlenen
degisikliklerde, oncelikle hiicre zariin sekli bozulur ve kabarciklanmalar olusur; bu
yap1 "zeiozis" olarak tanimlanir. Mitokondri morfolojik olarak saglamdir ve burada
esas hasarlanan hedef organel, ¢ekirdektir. Plazma ve c¢ekirdek yogunlagmasini
takiben kromatinin  kiimelenmesi sekillenir. Kromatindeki  degisikliklerin
baslamasinin hemen 6ncesinde sitozolik Ca' " diizeyinde 6nemli bir artis olmaktadir.
DNA parcalanmasinin kalsiyum artigina duyarli endontiikleazlar ile oldugu ileri
stiriilmektedir. Cekirdekte kromatin yogunlasir ve DNA parcalanir. Hiicrenin
parcalanmasiyla ¢ekirdek igerigini igeren zarla cevrili "apoptotik cisimcikler" olusur

ve bunlar ¢evredeki hiicreler tarafindan fagositozla ortamdan uzaklastirilirlar (47,62).

Iki katli lipit tabakada fosfolipit asimetrisi, hiicre zarinin bir 6zelligidir. Hiicre
zar1 i¢ tabakasinda bulunan fosfatidilserin (PS) ile fosfatidiletanolamin (PE) ve dis
tabakada bulunan fosfatidilkolin (PC) asimetrik olarak dagilmislardir (9,35). Normal
hiicrelerde bu asimetri ATP’ye baghh translokaz enzimiyle aktif olarak
korunmaktadir. Apoptoz sirasinda ya ATP translokaz yetmezligi ya da diger enzim
sisteminin aktivasyonu PS’nin i¢ sira lipit tabakadan dis sira tabakaya yerlesmesi ile
sonuglanir. Bu durum, apoptotik cisimcigin fagositozu i¢in bir uyaridir. Apoptotik
cisimcikler, sitokin salgilanmasini ve inflamasyon olusumunu uyarmaksizin,

makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan fagosite edilirler (47,78).

2.3.1. Apoptozun uyarilmasi

Programli hiicre 6liimiiniin molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte hiicrelerin genetik olarak belleklerinde var olan intihar programinin cesitli
patofizyolojik ve oksidatif stres gibi olaylarla baglatilmasidir. Apoptozu etkileyen
uyaranlarin bazilar1 su ekilde siralanabilir: Biiylime faktorlerinin azalmasi, hiicre ici
kalsiyum diizeyindeki artis, timor nekroz faktdr (TNF), transforme edici biiyiime

faktorii (TGF-B) , Fas/FasL sisteminin uyarilmalari, DNA hasar1 nedeniyle bir timor
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baskilayic1 gen olan p53'in aktive olmasi, viral-bakteriyal enfeksiyonlar ve
glukokortikoidler. Ayrica yiiksek ates, radyasyon, hiicresel toksik antikanser ilaglari
ve hipoksi gibi nekroz olusturabilen etkenler de hafif dozlarda apoptoz olustururlar

(62,78)

Apoptotik hiicre 6lim programi, 4 ana c¢erceveye dayanir; Bcl-2 ailesi
proteinleri, apoptotik proteaz aktive edici faktor-1, p53 geni ve kaspazlar (35). Bu
anahtar bilesenlerin biyokimyasal olarak uyarilmasi, apoptozda gézlenen morfolojik
degisikliklerden, mitokondriyal hasardan, c¢ekirdek zar1 kirilmalarindan, DNA
parcalanmasindan, kromatin yogunlagsmasindan ve apoptotik cisimciklerin
sekillenmesinden sorumludur. Ayrica sinir hiicre hasari, otoimmiinite, kalp
hastaliklar1, kanser ve diger bozukluklar gibi genis bir alana yayilan hastaliklarin
patogenezi apoptozun kot diizenlenmesi ile iliskilidir (9,47). Degisik hiicre
tiplerinde farkli  ¢evresel uyarilar apoptozisi baslatabilir. Hemen hemen tiim
hiicrelerde radyasyon, inflamatuar sitokinler, oksidatif stres, redoks potansiyelinde
degisiklikler, biliyiime faktorleri veya trofik faktorlerin ortamdan kaybolmasi,
mekanik  stres, enerji dengesinin bozulmasi ve yaglanma apoptozu
baslatabilmektedir. Apoptoz reaktif oksijen radikalleri ile de uyarilabilir. Apoptozis
sirasinda ¢esitli genlerin kodladig1 bazi proteinler hiicre i¢inde aktif veya inaktif hale

gelirler (47).

2.3.1.1. Apoptozu diizenleyen proteinler

Apoptozun diizenlenmesi Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanir. Bu ailenin 20
iiyesi tanimlanmistir; bunlardan bazilart Bel-2, Bcel-xL, Bel-w, Boo, Mcl-1 gibi
apoptoz baskilayicisidir (antiapoptotik), bazilar1 ise apoptozu uyarir ve proapoptotik
genler olarak tanimlanir. Proapoptotik genler: Bax (Bax, Bak ve Bok) ve BH3 (Bik,
Blk, Hrk,BNIP3, Bad, Bid gibi) olmak iizere iki alt aileye sahiptir. Bcl-2/Bax gen
ailesinin tirlinleri, mitokondri ve ¢ekirdek zarlarinin yan1 sira endoplazmik retikulum
zarinin lizerinde de yer alirlar ve homodimer ya da heterodimerler seklinde kompleks

olusturarak calisirlar. Ornegin; Bcl-2 nin Bax ile olan etkilesiminde Bcl-2 oraninin
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daha yiiksek olmasi hiicrenin yagamini siirdiirmesini saglarken, Bax'in daha fazla

b

olmasit durumunda hiicre 6liime gitmektedir. Bu ylizden Bcl2/Bax™ orani “death
switch” (6liim anahtar1) olarak degerlendirilmektedir. Hiicrenin yasami ya da 6limi
konusundaki son yillardaki arastirmalar dikkatleri mitokondri {izerinde toplamistir
(28,62). Mitokondriler ¢ift zarli organellerdir. Bel-2, 24-26 kDa'luk protein kodlayan
bir proto-onkogendir ve iirettigi protein, mitokondrinin sitoplazmaya doniik dis zar
iizerinde ve endoplazmik retikulumun bir boliimii olan ¢ekirdek zarinda yerlesmistir.
Bu proteinler iyon aligverisini diizenler ve zarin pargalanmasina karsi koruyucu etki
yaparlar. Ozellikle anti-apoptotik genler iginde yer alan Bcl-xL'in mitokondriyal
hasar1 engelleyerek mitokondriyi korudugu ileri siiriilmektedir. Bu sayede apoptoz
baskilanmasi gerceklesmektedir. Bax proteinleri sitoplazmada da bulunur. Apoptotik
sinyalin alinmasindan sonra Bax proteinleri, mitokondri zarina dogru yonlenirler ve
buraya baglanirlar (78). Bu baglanma, segici iyon gecirgenligini azaltabilir ya da
bozar. Bazi arastirmacilar da zarda delik ag¢tigini diigtinmektedirler. Zardaki bu
degisiklikler nedeniyle sitokrom c ve apoptoz uyaricit faktér (apoptosis inducing
factor, AIF) gibi mitokondri zarlar1 arasinda yer alan faktorler sitoplazmaya gecerler.
AlF, dogrudan kromatin yogunlagmasi ve parcalanmaya baslamis olan ¢ekirdege
dogru yonelirken, sitoplazmadaki sitokrom ¢ apoptozun en son basamaginda gorev
alir (4, 25). Sitokrom c, elektron tasima sisteminin 6nemli bir iiyesidir. Normalde
mitokondri i¢ ve dis zar1 arasinda bulunur. Salininmi Bcl2 tarafindan engellenir.
Sitokrom c’nin apoptotik siiregteki gorevi kaspaz aktivasyonunda ko-faktdr olarak
gorev yapmasidir. Sitokrom c, bir sitoplazma proteini olan apoptoz aktive edici
protein-1’in (Apoptotic protease activating factor-1, Apaf-1) aktivatoriidiir. Sitokrom
c’nin Apaf-1 'e baglanmasi prokaspaz-9'u aktive eder ve olusan bu kompleks
"apoptosom" olarak isimlendirilir (25). Prokaspaz-9'un aktivasyonu, bir seri kaspaz
aktivasyonunu (6zellikle kaspaz 3, 6, 7) baslatir . Apaf-1 aym1 zamanda ATP‘ye de
baglanir. Bu olay apoptozun neden enerjiye gereksinim duydugunu agiklamaktadir

(6, 81).
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2.3.1.2. Apoptozda p53’iin katkisi

Insanda apoptozun diizenlenmesi, p53 ile baslayan ve kaspazlara kadar
devam eden bir siirectir (81). Bir timor baskilayic1 gen olarak ¢alisan p53 mutasyona
ugradigt ya da bulunmadigi zaman hiicre omrii uzar (62). Genotoksik olaylarla
olusan hiicre hasari, bir transkripsiyon diizenleyici geni olan p53'i aktive eder. p53
geninin hiicre biiylimesini ve hiicre boliinmesini azaltic1 6nemli gorevleri vardir.
Hiicre hasarinda bu gen iiriinii fosfoprotein, DNA’ya dogrudan baglanarak hasari
tanidiktan sonra, ya G1’de hiicre dongiisiinii durudurur, tamir i¢in gerekli zamani
kazandirir ya da hasar fazlaysa hiicreyi apoptoza yonlendirir (55, 66). Ayrica p53’iin
Bax/Bax, Bax/Bcl-2, Bcl-2/Bcl-2  gruplarinin  oranlarmmi  diizenledigi  de
diistintilmektedir (28,52).

2.3.1.3. Oliim reseptérleri ve adaptér proteinler

Oliim reseptorleri TNF reseptdr gen ailesine aittir. Bu reseptorler 6liim
bolgesi ad1 verilen bir amino asit dizisi igerir ve adaptor proteinlere baglanirlar (62).
Hiicreye uyar1 gelmedigi siirece bu bolge 6liim bolgesi susturucusu (SODD) proteini
ile kapal1 tutulur, fakat apoptotik uyar1 olursa SODD buradan ayrilir. CD95 (APO-
1/Fas), TNF- iligkili apoptoz uyarici ligand-R1 (TRAIL-R1), TRAIL-R2, TNF-R1,
DR3 ve DR6 diye bilinen alt1 tane oliim reseptorii vardir. Adaptor proteinler,
reseptorle gelen sinyal sonucunda kaspazlara baglanip onlar1 aktive ederler. Bu
reseptorlerin en ¢ok bilinenleri TNF reseptorii-1 (TNFR1) ve Fas (CD95)
karacigerde bol miktarda bulunur. Fas ligand1 (FasL), TNF ailesinin bir iiyesidir.
Ozellikle sitotoksik T hiicreleri ve dogal katil hiicreleri iizerinde bulunur. FasL nin,
Fas reseptoriine baglanmasi ile apoptotik islem baglar. Fas'in sitoplazmik boliimii
olim bolgeli Fas iliskili protein (FADD) ve reseptor aracili protein (RIP) ile
etkilesimdedir. FADD ve RIP’1n aktivasyonu ile baslatict kaspazlar 8 ve 10 aktive
olur. Bu baglatic1 kaspazlar cellat kaspazlar diye bilinen 3, 6 ve 7’yi aktive eder.
Avyrica kaspazlar ve aktive olan DNAzlar araciligi ile de DNA yikimina neden olur

(62,78).
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2.3.1.4. Kaspazlar

Apoptotik programin merkez bileseni olan kaspazlar hiicre pargalanmasini
saglayan proteolitik enzimlerdir. Kaspaz aktivasyonu her hiicreye 6zgldiir. Tiim
hiicrelerde inaktif pro-enzim halinde bulunurlar. Sitokrom c’nin sitoplazma igine
salinmasi ile apoptozun son basamaklarindan sorumlu enzim sistemi olan kaspazlar
sekil 2.4°de gosterildigi gibi aktive olur (55). Uyarilmis kaspaz, bir proteaz
aktivasyon dizisi baglatarak bir yandan sitoplazmik proteinlerin yikiminda rol alirken
bir yandan da nukleazlar1 aktive ederek DNA ve RNA yikimini gergeklestirmektedir.

Kaspaz baskilayicilarinin kaspazlar1 baskilayarak apoptozu engelledigi gosterilmistir

(33,52).
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Sekil 2.4.: Kaspaz aktivasyonu (78)

Kaspazlarin etki ettigi bazi yapilar asagida kisaca belirtilmistir. Poliadenin
difosfat riboz polimeraz: DNA hasari, replikasyon ve transkripsiyonda gorev alan bu
molekiil kaspazlarla yikilinca DNA hasar1 giderilemez ve replikasyon gerceklesmez
(31). Laminler: Cekirdek zarmin biitlinliigiini saglayan proteinlerdir. Kaspazlarla
lamin yikilinca zar yapist bozulur (7). DNA fragmantasyon faktor- 45 (DFF-45):

DNA’nin parcalanmasina neden olan niikleazlar1 baskilar. Kaspazlar DFF-45’1
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yikinca niiklezlar DNA’y1 parcalar (51). DNA protein kinaz (DNA-PK): DNA
iplikciklerinde olusan kiriklar1 gideren bu enzimi de kaspazlar pargalar (49). Fodrin:
Hiicre iskelet proteinidir. Aktin ve ankrinle baglantis1 vardir. Kaspaz bu proteini

parcalayinca hiicrenin kiigiik vezikiillere ayrilma islemi baslamis olur (71).

2.3.2. Apoptozun mekanizmasi: Bu siire¢ kisaca dort ana baglik altinda toplanabilir:
Hiicre dis1 uyaranlarla apoptoz, hiicre i¢i uyaranlarla apoptoz, AIF uyarimli apoptoz

ve sitotoksik diizenleme.

2.3.2.1. Hiicre dis1 uyaranlarla apoptoz

Fas ve TNF reseptorleri hiicre zarinda bulunan reseptorlerdir ve bunlara
baglanan Fas ve TNF’nin hiicreyi apoptoza siiriiklemesinden dolayr bunlara 6lim
reseptorleri de denir. Baglanma kaspaz 8’1 ve kaspaz 10’u aktive eder. Kaspaz 8 de

diger kaspazlar1 aktive ettigi gibi kendisi de proteinleri yikici gérev alir (41).

2.3.2.2. Hiicre ici uyaranlarla apoptoz

Apoptoz sinyali hiicre iginden kaynaklanabilir. Saglikli hiicrelerin mitokondri
dis zarinda Bcl-2 ailesi proteinleri yer alir. Hiicreye igeriden bir stres s6z konusu
olursa 6rnegin reaktif oksijen tiirevleriyle Bax proteini uyarilir. Uyarilmig olan Bax
da mitokondri zarii delerek sitokrom c¢’nin disar1 ¢ikmasina neden olur (Sekil 2.5).
Sitokrom ¢ ATP araciliiyla Apaf-1’e baglanir, olusan apoptosom kaspaz 9’u aktive
eder. Kaspaz 9 da kendisi hiicresel proteinleri parcaladigi gibi diger kaspazlardan 3,

6 ve 7’yi de aktive eder. Kaspazlar yapisal proteinleri ve DNA’y1 pargalar (14).
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Mitokondri

Sekil 2.5.: Apoptoz uyarimi sonrasi stoplazmaya AIF ve sitokrom ¢ salinimi (78)
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2.3.2.3. AIF uyarimh apoptoz

Bazi hiicrelerde ve noronlarda farklt bir apoptotik mekanizma vardir.
Kaspazlar1 kullanmazlar. AIF mitokondrinin i¢ ile dis zar1 arasindaki boslukta
bulunur. Hiicreye 6liim uyaris1 geldiginde AIF mitokondriden salinir ve c¢ekirdege
giderek DNA’ya baglanir ve onu pargalar. Ayrica bazi hiicreler de kaspazlari
kullanmadan cesitli proteazlari, endoniikleaz G, kalpain ve katepsinleri kullanarak

apoptosize ugrarlar (14,41).

2.3.2.4. Apoptozun sitotoksik diizenlenmesi (Granzim veya Perforin Sistemi)

Bu salgisal apoptotik yol, patojenle enfekte olmus hiicreler ve tiimor
hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda etkilidir. Perforinler ve granzimler, sitotoksik T
lenfositlerinin (CTL) ve dogal katil (NK) hiicrelerinin sitoplazmik salgi graniilleri

icinde bulunan proteinlerdir. Bir CTL hedef hiicreye baglandiginda, CTL perforinler
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salgilar ve salgilanan perforinler hedef hiicre iizerinde dairesel bir delik olustururlar.
Bu perforin poru, hiicre i¢i kalsiyumda hizli bir artisa neden olur. Granzim B, agilan
bu delikten bir vezikiil i¢cinde hedef hiicreye reseptor araciligi ile girer. Hiicre igine
girmis perforin proteini, vezikiilden granzim B'nin serbest kalmasini saglar. Bu
andan itibaren granzim B hizli bir sekilde DNA pargalanmasini ve apoptoz ile

birlikte prokaspaz aktivasyonunu baslatir (13, 41).

2.4. Glia ve glioma

Merkezi sinir sisteminde ndronlarin etrafini saran ve onlar1 destekleyen hiicre
grubuna glia denmektedir. Tiim beyin hacminin yaklagik yarisim glia
olusturmaktadir. Glia hiicrelerinin 3 tiirii bulunmaktadir; astrositler, oligodendrositler
ve mikroglia (42, 82). Astrositler glia hiicre grubunun sayica en ¢ok ve fonksiyonca
en fazla olan hiicre grubudur. Genel olarak yuvarlak c¢ekirdekleri ve genis, diizensiz
sitoplazmalar1 olan, parlak goriintiilii hiicreler olarak tanimlanmiglardir. Astrositlerin
hiicre govdeleri ¢esitli sekillerde bulunabilmektedir. Astrositlerin ¢ogunlukla uzun
uzantilart vardir. Noronlar iizerinde ugayaklar olustururlar. Kan beyin engeliyle bu
ucayaklar araciligi ile temasta bulunarak noéronlarin beslenmesini saglarlar. Hasarl
dokuda olusan atiklar1 mikroglia hiicreleri ile birlikte uzaklastirarak doku

iyilesmesine yardimei olurlar (68,82).

Oligodendrositler astrositlere gore daha az sayida ve daha kiiciik uzantilart
olan hiicrelerdir. Bu hiicreler elektriksel uyarilarin iletimini arttiran miyelin kilift
olusturarak aksonu c¢evresinden izole ederler. Oligodendrositler merkezi sinir
sisteminde, Schwann hiicreleri ise periferik sinir sisteminde bulunan aksonlarin
cevresinde miyelin kilif olustururlar. Oligodendrositlerin sitoplazmalar: astrositlere
gore daha yogundur, ¢ekirdekleri daha koyudur ve uzantilar astrositler gibi parlaktir

(29,46).

Mikroglia, glia hiicreleri i¢cinde boyut olarak en kii¢lik olan ve makrofajlardan

koken alan fagositik hiicrelerdir. Fizyolojik ve embriyolojik olarak sinir sisteminin

21



diger hiicreleri ile iliskili degildir. Mikroglialara inaktif hiicreler de denmektedir.
Merkezi sinir sisteminin inflamasyonu ya da hasart durumunda hasarli bdlgeye
giderek aktif duruma gegerler. Genel olarak glia hiicrelerinin islevleri kisaca
asagidaki gibi 6zetlenebilir (29,42,82).

a) Beyin dokusunu olusturacak sekilde destek elemani olarak gorev yaparlar

b) Noron gruplarini birbirinden ayirirlar.

¢) Miyelin kilif olusturarak aksonlar1 izole ederler ve elektriksel uyarilarin daha
hizli iletilmesini saglarlar.

d) Doku hasar1 ve noéron 6liimii sonrasinda doku artiklarini uzaklagtirirlar.

e) Hiicre disi alanda K" iyon fazlaligini tamponlarlar.

f) Sinaptik ileti sirasinda ndronlar tarafindan salinan kimyasal transmiterleri
ortamdan uzaklastirirlar.

g) Gelisim evresinde néron gogiine onciiliik ederler.

h) Gelisim evresinde akson biiylimesine onciiliik ederler.

1) Beyin kilcal damar ve endotel hiicreleriyle yakin baglantilar kurarak kan
beyin engeli olusumuna katkida bulunurlar.

j) Noronlarin beslenmesine yardimei olurlar.

MSS tiimérlerinin en biiyiik grubunu glial hiicrelerden gelisen ve genel olarak
glioma olarak adlandirilan tiimdrler olusturur. Glioma Oliimciil hastaliklar
siralamasinda yetiskinlerde f{igiincli, cocuklarda losemiden sonra ikinci sirayi
almaktadir. Glial tiimdérlerinin  goriilme sikligindaki ¢okluk ve maligniteleri
aragtirmacilar1 bu tiimorleri daha iyi kavrama ve tedavi edebilme yolunda yogun caba
harcamaya yoneltmistir. Cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi tiim tedavi
seceneklerine ragmen malign gliomalarda &liim oran1 ¢ok yiiksektir. Ileri cerrahi ve
radyoterapi tekniklerine ragmen 5 yillik yasam orant %>5'ten azdir. Glioma
etiyopatogenezinde genetik faktorlerin 6nemli bir yer tuttugu artik bilinmektedir.

Genetik yapiya ait degisikliklerden iki tanesi 6n plandadir. Bunlar hiicre boliinmesini
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ortaya c¢ikaran onkogenlerin varligi ve tiimdr baskilayic1 genlerini kaybetmis
hiicrelerin ortaya ¢ikmasidir (39,64). Hayvan beyin tlimoérlerinin insan beyin timdr
modelleri ile olan benzerlikleri, klinikte parametrelerin tanimlanmasi ve dogru
tedavinin uygulanmasi ac¢isindan oldukg¢a yol gostericidir. C6 sigan glial timor
modeli insan glioblastomasina benzerliginden dolayr bu arastirmalarda siklikla

kullanilmaktadir (27,38).

2.5. H-Ras transforme fibroblast hiicre hatt1 (5SRP7)

Onkogenler hiicre c¢ogalmasini diizenleyen normal genlerin mutasyona
ugramis sekilleridir. Genler mutasyona ugradiktan sonra bulunduklari hiicreyi kanser
olma yolunda degisikliklere siirtiklerler. Bu genler arasinda en ¢ok taninani ve
iizerinde en ¢ok c¢alisma yapilani Ras protoonkogenidir. Ras geni mutasyona
ugradiktan sonra olusumuna yol agtig1 Ras proteini ile hiicrede boliinmeye ve kanser
olusumuna neden olmaktadir. Tiim insan tiimdrlerinin %20-30 kadarinda Ras
geninin anormal oldugu gosterilmistir. 189 amino asitlik ve 21-kDa’luk bir protein
kodlayan Ras gen ailesi, hiicre zarindan sinyal iletiminin diizenlenmesinde gorev alir.
Ras proteinlerinin aktif hale gecebilmesi icin hiicre zarina yerlesmesi gerekir.
Dinlenim halindeki hiicrelerde Ras proteinleri inaktif Ras-GDP bilesiminde bulunur.
Hiicrenin uyarilmasi ile fosforilasyon sonucu aktif Ras-GTP sekline doniisiir. GDP
yerine GTP baglanarak aktif Ras-GTP konumuna doniisiir. Aktif Ras-GTP hiicre
boliinmesi i¢in siirekli sinyal iireterek kontrolsiiz hiicre boliinmesine neden olur
(2,77). Fibroblastlarin kanserli hiicrelerin ¢ogalmasina ve yayillmasina katkida

bulundugu gosterilmistir (32).
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2.6. 5-Florourasil (5-FU) ve kolcisin

Yaklasik 50 yildir kanser tedavilerinde kullanilan 5-FU, DNA yapimi igin
gerekli olan timidinin yapimini baskilayarak hiicrelerin ¢ogalmasini engellerken,
hiicrede apoptozu uyarmaktadir (3). Mide tiimorlerinde (70), kanserli agiz
hiicrelerinde (74), kanserli insan kolon hiicreleri (58) gibi bir ¢ok hiicre ¢esidinde

5-FU uygulamasinin apoptosizi uyardig1 gosterilmistir.

Sonbahar c¢i¢eginden (Colchicum Autumnale) elde edilen kolgisin hiicrelerde
mitotik ipliklerin olusumunu engelleyerek mitozu metafaz evresinde baskilar. Bu etki
kol¢isinin tubuline baglanmasi ile iligkilidir. Boylece mikrotubul olusumunu ve
16kosit fonksiyonunu baskilar. Ayrica LTB4 olugsumunu da 6nleyerek antiinflamator
etki gosterir (5,18). Glioma hiicrelerinde kolgisin uygulamasinin hiicrelerin

cogalmasini baskiladig gosterilmistir (48 ).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre kiiltiiriiniin yapilmasi

Hiicre kiiltiirii  fizyolojik ve patolojik olaylarin  arastirilmasi, sinyal
mekanizmalariin agiklanmasi, gen ekspresyonunun diizenlenmesi, hiicre cogalmasi
ve hiicre Oliim olaylarinin aydinlatilabilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Cogu hiicre kiiltiirleri %95 O, ve %5 CO, ile temel olarak hiperoksit
nemli bir ortamdir. Hiicreler bu in vitro ortama uyum sagladig siirece gelisir ve
cogalirlar. Calismamizda sigan glioma hiicre dizisi (C6, Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embryoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof.
Dr. Ayhan BILIR’in armaganidir) ve Ras onkogeni uyarilmis fibroblast hiicre dizisi
(5RP7, Anadolu Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Ogretim iiyesi
Prof. Dr. H.Mehtap KUTLU nun armaganidir) kullanilmistir.

3.1.1. Kiiltiir i¢in yapilan hazirhklar

Toz halinde steril siselerde bulunan Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM, Sigma) bir litrelik steril ve deiyonize su i¢ine eklenerek ¢oziildii. Bu besi
ortami, onceden steril edilmis siselere 0,22 mikrolitrelik filtrelerden enjektor yardimi
ile gegirilerek sterilize edildi ve buzdolabinda 4 °C” de sakland1. Fetal dana serumu
(Fetal calf serum = FCS, Sigma) ve penisilin + streptomisin (Sigma) kiiclik
hacimlere boliinerek buzdolabinda eksi 20 °C saklandi. Toz halindeki likofelon
(Cayman) dimetilsiilfoksit (DMSO, Sigma) icerisinde ¢oziilerek, elde edilen
cozeltiden her deneyden Once istenen dozlar taze olarak hazirlandi. Toz halindeki 5
florourasil (Sigma) DMSO igerisinde coziilerek elde edilen ¢ozeltiden belirlenen
dozlar1 hazirlandi. Toz halindeki kolgisin (Serva) DMEM igerisinde ¢oziilerek

istenen dozlar1 ayarlandi.
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3.1.2. Hiicrelerin ekimi ve yasatilmasi

Onceden eksi 80 °C sivi nitrojen igerisine konularak saklanmis olan C6 ve
SRP7 hiicreleri nitrojen tankindan c¢ikarildiktan sonra oda sicakliginda ¢oziindii.
Hiicreler ¢oziindiikten sonra DMEM, %10 FCS ve %] penisilin + streptomisin
karisimini igeren santrifiij tiipii i¢inde 1000 devir /dakika ve 4 °C’de 5 dakika
dondiiriildii. Ustteki sivi  atilarak  dondurma isleminde kullanilan DMSO
uzaklagtirilmis oldu. Dipteki hiicreler, icerisinde besiyeri bulunan flasklara (75 cm?)
ekilerek 37 0C, %35 CO, ve %100 nem iceren inkiibatdre kondu. Inkiibatrde bulunan
flasklar, ilk iki giin yerinden oynatilmamak kosuluyla, kulucka siiresince inverted
mikroskop (Olympus) ile kontrol edilerek hiicrelerin ¢ogalmalar1i gozlemlendi.
Eskiyen besiyerleri pipet yardimiyla bosaltilarak, igerisinde 0.1mL penisilin +
streptomisin, ImL FCS ve 8.9 mL DMEM bulunan besiyeriyle 2-3 giinde bir

yenilendi. Hiicreler flask tabanini %85-90 oraninda kapladiktan sonra deneye alindu.

3.2. Hiicre sayisini belirleme yontemleri

3.2.1. Tripan mavisiyle boyama

Tripan mavisiyle boyama yonteminde oOlii hiicreler tripan mavisi ile
boyanirken, canli hiicreler hiicre zarlari saglam oldugu i¢in boya ile
boyanmamaktadir. Hiicreler flask tabanimi %85-90 oraninda kapladiktan sonra
hiicrelerin besiyeri pipet yardimiyla cekildi ve atildi. Daha sonra flasklar Ca*" ve
Mg*" igermeyen Hank’s balanced salt solution (HBSS, Sigma) ile yikanarak flaskta
kalan proteinler uzaklastirildi. Flasklarda kalan hiicreler 5 dakika %0,25 tripsin
(Sigma) ile yikanarak tabandan uzaklastirild: ve 4 C° de 1200 devir/dk da 5 dakika
dondiiriildii. Islem sonrasinda iistte alan sivi kisim atild1 ve sayim kabu igerisine 0,2

mL altta kalan iyice karistirilan hiicre ¢zeltisinden, 0,3 mL HBSS ve en son 0,5 mL
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tripan mavisi (Sigma) koyarak 1 mL’ye tamamlandi. Bes dakika beklendikten sonra
sayim kabi i¢inden alinan 10 pL 6rnek CEDEX marka hiicre sayim aletinde sayilarak
1 mL’de bulunan canli hiicre sayis1 belirlendi. Hiicre sayis1 belirlendikten sonra her
biri 25 cm®lik flaska 1x10° hiicre gelecek sekilde flasklara ekim yapildi. 24 saat
kulugka siiresinin ardindan hiicreler gruplari belirtilen ilaglar ile 24 ve 48 saat
muamele edildi. Flasklarin mikroskop altindaki goriintiileri Olympus marka fotograf

makinesiyle ¢ekildi (X200).

3.22.MTT

Hiicreler flask tabanini %85-90 oraninda kapladiktan sonra flask tabaninda
kalan hiicreler tripan mavisiyle boyama yontemi ile sayilarak 1 mL’de bulunan canli
hiicre sayis1 belirlendi ve her bir kuyucuga 1x10* hiicre gelecek sekilde 96 kuyucuklu
kaplara ekim yapildi. C6 ve SRP7 hiicreleri 24 ve 48 saat ayr1 ayr1 10, 50, 100, 150,
200 ve 250 uM likofelon, kolgisin ve 5-FU dozlar1 ile muamele edildikten sonra
MTT yontemi uygulandi.

Maclarin hiicreler iizerindeki sitotoksisitesi Mossmann tarafindan tanimlanan
MTT (Sigma) spektrofotometrik yontemi ile belirlendi (56). MTT, PBS ig¢inde
cozlinerek hazirlandi ve filtre edildi. Her 250 ul besiyeri ig¢in 25 pl MTT ¢ozeltisi
eklenerek 37 °C’de 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan her bir
kuyucuktaki besiyeri c¢ekilerek 100 pl DMSO eklendi. Kaplar 5-8 dakika
calkalanarak  beklendi. 550 nm’de olusan formazan boya absorbansi
spektrofotometrede (Bio Tek) okundu. Canli hiicrelerin mitokondrisinde olusan ve
MTT firiinii olan formazan yagayan hiicre sayisi ile korelasyon gosterdiginden, ilag
verilen kuyucuklarda okunan optik yogunluk kontrole gore yasayan hiicrelerin
yiizdesine ¢evrildi. Bu islem i¢in asagidaki formiil kullanildi:

Her bir kuyucuktaki ilac¢ verilen hiicre absorbansi x 100

Kontrol hiicrelerinin ortalama absorbansi
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3.3. Apoptoz olciimii (Flow Sitometrik Yontem)

Hiicre apoptoz uyarisi alirsa hiicre zarinin sitoplazmik yiizeyindeki lipit
sirasinda bulunan fosfatidilserin hiicre zarinin sirasindaki dis lipid tabakasina sigrar.
Bu yer degistirme apoptozun erken doneminde gergeklesir. Anneksin V
fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in, bu protein floresan bir madde ile
(FITC) isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilir. Bu baglanma orani da
flow sitometri ile Olgiilebilmektedir. Nekrotik hiicrelerde de anneksin baglanmasi
goriilebilecegi i¢in ayrica vital bir boya olan propidiyum iyodiir (PI) boyamas: da
yapilir. Canli hiicreler zarlar1 saglam oldugu i¢in PI boyasi ile boyanmazlar. Canhi
hiicreler FITC (-) / PI (-), erken apoptotik hiicreler FITC (+) / PI (—) ve ge¢ apoptotik
veya nekrotik hiicreler FITC (+) / PI (+) olarak ayirt edilir (86).

Tripan mavisi boyama yontemi i¢in sayim tamamlandiktan sonra kalan C6 ve
SRP7 hiicreleri tizerinde likofelon, 5-FU ve kolgisinin apoptoz etkisini arastirmak
icin Anneksin apoptoz Ol¢iim kit (Invitrogen) yontemi dogrultusunda belirtilen
deney gruplarina uyguland1. Ila¢ uygulamalarindan sonra flasklardaki supernatanlar
tiiplere aktarildi. Flask tabaninda kalan hiicreler %0,25 tripsin ile 5 dakika yikanarak
tabandan uzaklastirildi Daha sonra tabandan kopan hiicreler supernanant1 konan
tiiplerin igerisine ilave edildi. Tiipler 4 C° de 1200 devir/dk da 5 dakika déndiiriildii.
Islem sonrasinda iistte kalan s1v1 kisim tiip icinde 2 mL kalacak sekilde atildi. Tripan
mavisiyle boyama yontemi ile 1 mL’de bulunan hiicre sayilar1 belirlendikten sonra
tiipler 2 kez soguk fosfat tamponu (Phosphate buffered saline, PBS, Sigma) ile 4 C°
de 1200 devir/dk da 5 dakika dondiiriildii. Supernatanlar atildiktan sonra dipte kalan
hiicrelerin sayilar1  binding buffer ile kit prosediiriine uygun olarak 1x10° hiicre
olacak sekilde ayarlandi. Falcon tiip igerisine 5 uL Anneksin-5, FITC ve 10 pL
prodium iyodiir (PI) kondu. Bu tiip lizerine 100 puL hiicre siispansiyonu eklendikten
sonra karigtirict ile karigtirilip 15 dakika karanlik ortamda oda sicakliginda inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra iizerine 400 pL binding buffer
konarak hiicreler resiispanse edildi. Facscalibur akim sitometri cihazinda (Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Laboratuarinda) cellquest programinda

acquisition yapildi.
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3.4. Deney gruplar I

Likofelonun ve pozitif kontrol olarak kullanilan 5-FU ile kolsisinin hiicre
cogalmasi tizerindeki etkisinin MTT ydntemi ile belirlenmesi i¢in belirtilen gruplar

olusturuldu.

3.4.1. Likofelon gruplan

Asagida belirtilen likofelon dozlar1 C6 ve SRP7 hiicrelerine 24 ve 48 saat ayr1 ayri
uygulandi.

1. grup : Kontrol, asagidaki 14 grup icin ayr1 ayr1 kontrol
grubu olusturuldu ve bunlara sadece besiyeri uygulandi.

2.ve 3. gruplar : 250 uM DMSO, 24 ve 48 saat (n=24)

4.ve 5. gruplar : 10 uM likofelon, 24 ve 48 saat (n=24)

6.ve 7. gruplar : 50 uM likofelon, 24 ve 48 saat (n=24)

8. ve 9. gruplar : 100 uM likofelon, 24 ve 48 saat (n=24)

10. ve 11. gruplar: 150 uM likofelon, 24 ve 48 saat (n=24)

12. ve 13. gruplar: 200 uM likofelon, 24 ve 48 saat (n=24)

14. ve 15. gruplar: 250 uM likofelon, 24 ve 48 saat (n=24)

3.4.2. 5-FU gruplan
Yine C6 ve 5RP7 hiicrelerine farkli 5-FU dozlar1 24 ve 48 saat olmak iizere

uygulandi.

1. grup : Kontrol, 14 grup i¢in de ayr1 ayr1 kontrol olusturuldu ve

bunlara sadece besiyeri uygulandi.

2.ve 3. gruplar : 250 uM DMSO, 24 ve 48 saat (n=24)

4.ve 5. gruplar : 10 uM 5-FU, 24 ve 48 saat (n=24)

6.ve 7. gruplar : 50 uM 5-FU, 24 ve 48 saat (n=24)

8.ve 9. gruplar : 100 uM 5-FU, 24 ve 48 saat (n=24)

10. ve 11. gruplar: 150 uM 5-FU, 24 ve 48 saat (n=24)

12. ve 13. gruplar: 200 uM5-FU, 24 ve 48 (n=24)

14. ve 15. gruplar: 250 uM 5-FU, 24 ve 48 saat (n=24)
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3.4.3. Kolgisin gruplar

Kolgisin dozlar1t da C6 ve S5RP7 hiicrelerine ayr1 ayr1 olarak 24 ve 48 saat

siireyle uygulandi.

1. grup

2. ve 3. gruplar
4.ve 5. gruplar
6. ve 7. gruplar
8. ve 9. gruplar

: Kontrol, 12 grup i¢in ayr1 ayr1 kontrol grubu olusturuldu ve

bunlara sadece besiyeri uygulandi.

: 10 uM kolgisin, 24 ve 48 saat (n=24)
: 50 uM kolgisin, 24 ve 48 saat (n=24)
: 100 uM kolgisin, 24 ve 48 saat (n=24)
: 150 uM kolgisin, 24 ve 48 saat (n=24)

10. ve 11. gruplar: 200 uM kolgisin, 24 ve 48 saat (n=24)
12. ve 13. gruplar: 250 uM kolgisin, 24 ve 48 saat (n=24)

3.5. Deney gruplar 11

MTT yontemi uygulamasi sonucunda likofelon, kolgisin ve 5-florourasilin

150, 200 ve 250 uM dozlar1 her iki hiicre dizisi lizerinde de anlamli ¢ogalma etkisi

gosterdigi i¢in, ikinci bir hiicre canlilig1 belirleme yontemi olan tripan mavisiyle

boyama yontemi de kullanilarak iki yontem karsilastirildi.

3.5.1. Likofelon gruplarn

1. grup : Kontrol, 6 grup i¢in ayr1 ayr1 kontrol grubu olusturuldu ve

bunlara sadece besiyeri uygulandi.

2. ve 3. gruplar: 150 uM likofelon, 24 ve 48 saat (n=3)
4.ve 5. gruplar: 200 uM likofelon, 24 ve 48 saat (n=3)
6. ve 7. gruplar: 250 uM likofelon, 24 ve 48 saat (n=3)
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3.5.2. 5-FU gruplan

1. grup : Kontrol, 6 grup i¢in ayr1 ayri kontrol grubu olusturuldu ve
bunlara sadece besiyeri uygulandi.

2. ve 3. gruplar: 150 pM 5-FU, 24 ve 48 saat (n=3)

4.ve 5. gruplar: 200 uM 5-FU, 24 ve 48 saat. (n=3)

6. ve 7. gruplar: 250 uM 5-FU, 24 ve 48 saat (n=3)

3.5.3. Kolgisin gruplar:

1. grup : Kontrol, 6 grup i¢in ayr1 ayri kontrol grubu olusturuldu ve
sadece besiyeri uygulandi.

2. ve 3. gruplar: 150 pM kolgisin 24 ve 48 saat (n=3)

4 ve 5. gruplar : 200 uM kolgisin 24 ve 48 saat (n=3)

6 ve 7. gruplar : 250 uM kolgisin 24 ve 48 saat (n=3)

3.6. Deney gruplar 111

Anneksin apoptoz Olglim kiti ile belirtilen deney gruplari iizerinde ilaglarin

hiicrelerde apoptoz uyarimina neden olup olmadig: arastirildi.

3.6.1. Likofelon gruplan

1. grup : Kontrol, agsagidaki her 6 grup i¢in ayr1 ayr1 kontrol grubu
olusturuldu ve bunlara sadece besiyeri uygulandi.

2. ve 3. gruplar: 150 uM likofelon, 24 ve 48 saat. (n=3)

4.ve 5. gruplar: 200 uM likofelon, 24 ve 48 saat. (n=3)

6. ve 7. gruplar: 250 uM likofelon, 24 ve 48 saat. (n=3)
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3.6.2. 5-FU gruplan

1. grup : Kontrol, 6 grup i¢in ayr1 ayri kontrol grubu olusturuldu ve
bunlara sadece besiyeri uygulandi.

2. ve 3. gruplar: 150 pM 5-FU, 24 ve 48 saat (n=3)

4.ve 5. gruplar: 200 uM 5-FU, 24 ve 48 saat. (n=3)

6. ve 7. gruplar: 250 uM 5-FU, 24 ve 48 saat (n=3)

3.6.3. Kolgisin gruplar

1. grup : Kontrol, 6 grup i¢in ayr1 ayr1 kontrol grubu olusturuldu ve
sadece besiyeri uygulandi.

2 ve 3. gruplar: 150 uM kolgisin 24 ve 48 saat (n=3)

4 ve 5. gruplar: 200 uM kolgisin 24 ve 48 saat (n=3)

6 ve 7. gruplar: 250 uM kolgisin 24 ve 48 saat (n=3)

3.7. istatistiksel analiz

Elde edilen veriler kontroliin ortalama %fraksiyonu + standart hata seklinde
ifade edildi. Istatistiksel degerlendirmeler SPSS (Statistics Program for Social and
Science) tek yonlii varyans analizi ve ardindan Tukey’in ¢ok yonlii karsilastirma testi

ile gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Tlaclarin hiicre canlih@ina etkileri

Ilaglar hiicre canlili1 iizerine olan etkisi 2 farkli yontemle (MTT ve tripan

mavisiyle boyama) belirlendi ve elde edilen sonuglar karsilastirildi.

4.1.1. MTT yontemi bulgular

4.1.1.1. Likofelonun C6 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle uygulanmasi

Coziicii olarak kullanilan en yiiksek dozdaki 250 pM DMSO hiicre yasam
oraninda herhangi bir degisime neden olmadi. C6 hiicrelerine 24 saat siireyle 10,
50,100, 150, 200 ve 250 uM likofelon uygulamasi sonucunda elde edilen yasayan
hiicre oranlar sirasiyla %100, %97, %100, %80, %55 ve %26 olarak hesaplandi. 48
saatte ise 10, 50, 100, 150, 200 ve 250 uM likofelon dozlarinda elde edilen yasam
oranlar1 sirastyla %100, %100, %99, %42, %12 ve %7 oldu (Sekil 4.1).

120 r A 24 saat
m 48 saat

100 B o .
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C6 hiicre canlihigi (%)
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Sekil 4.1. : Likofelonun 10, 50, 100, 150, 200 ve 250 uM dozlarinin 24 ve 48 saat
uygulamasinin C6 hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi. Konrol grubuna gore * : p < 0.05,
*¥*:p<0.01, **: p<0.001;
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4.1.1.2. Likofelonun SRP7 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle uygulanmasi

Transforme olmus SRP7 fibroblast hiicrelerine 24 saat siireyle 10, 50,100, 150,
200 ve 250 uM likofelon uygulamasi sonucunda elde edilen hiicre yasam oranlari
strastyla %88, %87, %86, %43, %23 ve %15 olarak hesaplandi. Uygulama siiresi 48
saate ¢ikarildiginda 10, 50,100, 150, 200 ve 250 uM likofelon dozlarinda elde edilen
hiicre canlilig1 sirasiyla %86, %72, %73, %21, %11 ve %8 olarak hesaplandi. Ilaci
¢ozdiigiimiiz en yiiksek dozdaki 250 uM DMSO 5RP7 hiicre yasam oraninda da
herhangi bir degisime neden olmadi (Sekil 4.2). Likofelon en diisiik doz olan 10
uM’da bile yasayan kanserli fibroblast hiicre sayisini azaltti. Kullandigimiz en
yiiksek doz olan 250 uM likofelon 48 saat sonra her iki hiicre (C6 ve SRP7) tiiriinde
de %90’1n istiinde hiicre 6liimiine neden oldu. Bulgulara gore fibroblast kokenli
SRP7 hiicrelerinin C6 hiicrelerine gore daha az dayanikli oldugu tespit edildi. Clinkii,
en diisiik doz olan 10 uM likofelon bile SRP7 hiicrelerinde yaklagik %15°lik hiicre

O0lumiine neden oldu.
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Sekil 4.2.: Fibroblast kdkenli SRP7 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle 10, 50, 100, 150, 200 ve 250 uM
likofelon uygulamasinin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi.
Konrol grubuna gore * : p <0.05, ** : p <0.01, **: p <0.001.
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4.1.1.3. 5-FU’in C6 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle uygulanmasi

Sicandan elde edilmis kanserli glioma C6 hiicrelerine 10, 50, 100, 150, 200 ve
250 uM S-florourasilin 24 saat siireyle benzer sekilde uygulamasinda sonra yasar
kalabilen hiicrelerin yiizde oranlar1 sirasiyla %78, %74, %70, %66, %62 ve %58
olarak hesaplandi. Aynm1 5-FU dozlarinin C6 hiicrelerine 48 saat uygulamasi
sonucunda ise elde edilen hiicre yasam oranlar1 sirasiyla %50, %47, %45, %%44,
%43 ve %40 dolayindaydi (Sekil 4.3). Kullanilan dozlara ve zamana bagli olarak
150, 200 ve 250 puM dozlarda, 5-FU etkisinin likofelona gore daha az oldugu
belirlendi. Uzun siire olan 48 saat sonra azalan glioma hiicre orani ancak %60

kadardi; oysa likofelon %93 oraninda hiicre 6liimiine neden oldu.
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Sekil 4.3.: Farkli dozlardaki 5-FU’nun C6 hiicrelerine 24 ve 48 saatligine uygulanmasi
sonucunda yasayabilen hiicre oranlari. Konrol grubuna gore * : p <0.05,
¥ p<0.01, **: p<0.001.
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4.1.1.4. 5-FU’in SRP7 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle uygulanmasi

Fibroblast kokenli 5RP7 hiicrelerine 10, 50, 100, 150, 200 ve 250 puM
dozlarindaki 5-florourasil uygulamasindan 24 saat sonra hiicre yasam oranlari
strastyla %71, %71, %70, %67, %59 ve %57 olarak belirlendi. Ayn1 hiicrelerin 48
saat sonra hiicre yasam oranlari ise sirasiyla %37, %37, %34, %28, %27 ve %22
olarak hesaplandi (Sekil 4.4). Fibroblastik hiicrelerin 5-florourasile daha dayanikli
oldugu bulundu. Ciinkii, likofelon 48 saatte en yiiksek dozda 5SRP7 hiicrelerinde
%90’1n lizerinde Olim olusturdugu, 5-florourasilin ayn1 doz ve siirede o6ldiirme

oraninin %78’lerde kaldig1 tespit edildi.
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Sekil 4.4.: Transforme SRP7 hiicrelerine 10, 50, 100, 150, 200 ve 250 uM 5-FU
uygulamasinin 24 ve 48 saat sonraki etkileri. Konrol grubuna gore * : p <0.05,
**:p<0.01, **: p<0.001.
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4.1.1.5. Kolg¢isinin C6 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle uygulanmasi

Belirlenen kolgisin dozlarinin (10, 50, 100, 150, 200 ve 250 uM) C6 glioma
hiicrelerine 24 ve 48 saat slireyle uygulamasinin ardindan MTT yontemi ile hiicre
canlilig1 tespit edildi. Tespit edilen yagayabilen hiicrelerin oranlar1 24 saat sonrasinda
strastyla %59, %53, %53, %52, %51 ve %50; 48 saat sonrasinda ise sirastyla %59,
%58, %58, %58, %56 ve %56 olarak belirlendi (Sekil 4.5). Kolgisin en diisiik dozda
bile glioma hiicrelerin yaklasik %40’m1 6ldiirdii ve bu etki doza ve zamana bagh
degildi. Kolgisinin neden oldugu hiicre 6liimii 48 saatte en fazla %44 dolaymdaydi.

Oysa, 5-FU’nun %60 ve likofelonun %93’e varan oranda glioma hiicresini 6ldiirdigi

bulundu.
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Sekil 4.5.: Kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmis glioma hiicreleri iizerine 24 ve 48 saat siireyle
10, 50, 100, 150, 200 ve 250 uM kolgisin uygulamasinin sonuglari. Konrol
grubuna gore * : p <0.05, ** : p <0.01, **: p <0.001.
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4.1.1.6. Kolgisinin 5 RP7 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle uygulanmasi

Kanserli SRP7 fibroblast hiicrelerine 24 saat boyunca 10, 50,100, 150, 200 ve
250 pM kolgisin verilmesi sonucunda elde edilen hiicre yasam oranlar1 sirasiyla
%45, %44, %44, %44, %39 ve %42 olarak tespit edildi. Ayn1 hiicrelere 48 saat 10,
50, 100, 150, 200 ve 250 uM kolgisin verilmesi sonrasinda elde edilen hiicre yagam
oranlar1 sirasiyla %29, %27, %25, %24, %25 ve %28 olarak belirlendi (Sekil 4.6).
En yiiksek dozda ve siirede likofelon SRP7 hiicrelerinde %92, 5-FU %78 ve kolgisin
%72 oraninda oliime neden oldu. Kolgisinin ise Oldiirme yiizdesi 24 saatte tiim

dozlarda yaklasik %55; 48 saatte ise bu oran yaklasik %75 idi.
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Sekil 4.6.: Kolgisin dozlarinin (10, 50, 100, 150, 200 ve 250 pM) 24 ve 48 saat siireyle
5RP7 hiicrelerine uygulamasinin ardindan yasayabilen hiicre oranlari.
Konrol grubuna gére * : p <0.05, ** : p <0.01, **: p <0.001.
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4.1.2. Tripan mavisi boyama yontemi bulgular

MTT uygulamasi sonucunda kullandigimiz kimyasal maddelerin 150, 200 ve
250 uM dozlan diisiik dozlara gore daha etkili olduklarindan tripan mavisi yontemi

sadece bu li¢ doza uygulanarak iki yontemin sonuglari karsilagtirildi.

4.1.2.1. Likofelonun C6 hiicrelerine 24 ve 48 saat uygulanmasi

Kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmig C6 hiicrelerine 24 saat siiresince 150, 200 ve
250 uM likofelon uygulamasinin ardindan elde edilen hiicre yasam oranlari sirasiyla
%70, %45 ve %28 dolayinda olmustur. 48 saat etki sonrasinda elde edilen hiicre
yasam oranlart sirastyla %33, %11 ve %4 olarak hesap edildi. (Sekil 4.7). MTT ve
tripan mavisi yontemleri karsilastirilarak likofelonun C6 hiicrelerine etkisinin

arastirilmasi sonucunda birbirine benzer sonuglar elde edildi.
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Sekil 4.7.: Etkin likofelon dozlarmin 24 ve 48 saat siireyle uygulamasinin C6 hiicre canliligi

iizerindeki etkisinin tripan mavisi yontemine gore sonuglari.
Konrol grubuna gére * : p <0.05, ** : p <0.01, **: p <0.001.
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4.1.2.2. Likofelonun SRP7 hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca uygulanmasi

Ras onkogeni uyarilmis SRP7 hiicrelerine 24 saat boyunca 150, 200 ve 250 uM
likofelon uygulamasi sonucunda elde edilen hiicre yagam oranlari sirasiyla %50, %21
ve %16 olarak hesaplandi. Aymi dozlardaki etkin likofelon dozlarmin 48 saat
uygulamasi sonucunda elde edilen hiicre yagam oranlari ise sirasiyla %24, %11 ve
%6 olarak hesaplandi1 (Sekil 4.8). Iki ayr1 yontem kullamlarak likofelonun 5RP7
hiicrelerine olan etkileri karsilastirildiginda elde edilen sonuglar farklilik gostermedi.
Likofelonun 5RP7 hiicrelerinde 6ldiirme oran1 en yiiksek dozda ve 48 saatlik siirede
MTT yontemi ile yaklasik %92 iken bu oran tripan mavisiyle boyama yontemi ile

%94 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.8.: Ras onkogeni uyarilmig SRP7 hiicrelerinin canliligi tizerine 150, 200 ve 250 uM
likofelonun 24 ve 48 saat uygulamasi sonucunun tripan mavisi ile belirlenmesi.
Konrol grubuna gore * : p <0.05, ** : p <0.01, **: p <0.001.
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4.1.2.3. 5-FU’in C6 hiicrelerine 24 ve 48 saat uygulanmasi

C6 hiicre canlilig1 iizerine 150, 200 ve 250 uM 5 florourasilin 24 ve 48 saat
siireyle uygulamasi sonucunda elde edilen hiicre yasam oranlar1 24 saatlik uygulama
sonunda etki i¢in sirasiyla %57, %53 ve %48 ve 48 saatlik uygulama sonunda
sirastyla %33, %33 ve %30 olarak hesaplandi (Sekil 4.9). 5-FU uygulamasi
sonrasinda ayni etki siiresince hiicrelerde MTT yonteminde oldugu gibi doza bagh
olmaksizin 6ldiirme oranlar1 birbirine yakindi. Iki yontem karsilastirildiginda 5-FU

uygulamasindan etkilenen glioma ve fibroblast hiicre oranlar1 birbirine benzerlik

gosterdi.
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Sekil 4.9.: Tripan mavisi yontemine gore C6 hiicre canliligi iizerine 5-FU’nun doz ve
zamana bagl olarak etkisi. Konrol grubuna gore * : p <0.05, ** : p <0.01,
**:p<0.001.
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4.1.2.4. 5-FU’in SRP7 hiicrelerine 24 ve 48 saat uygulanmasi

Kanserli fibroblast hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle 150, 200 ve 250 uM 5-FU
uygulamasi sonucunda elde edilen hiicre yasam oranlar1 24 saat sonrasi etki sirasiyla
%352, %47 ve %45 olarak hesaplanirken 48 saat sonrast i¢in sirasiyla %20, %18 ve
%16 olarak hesap edildi. (Sekil 4.10). MTT yonteminde oldugu gibi bu yontem
sonucu da 5-FU’nun etkisinin doza bagli olmadigmni gosterdi. Iki yontem arasindaki

hiicre 6ldiirme oranlar1 karsilastirildiginda ise birbirine benzer 6ldiirme oranlari

oldugu belirlendi.
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Sekil 4.10.: SRP7 hiicre canlilif1 iizerine 24 ve 48 saat siireyle 150, 200 ve 250 uM 5-FU
uygulamasinin tripan mavisi yontemiyle belirlenmis sonuglari.
Konrol grubuna gére * : p <0.05, ** : p <0.01, **: p <0.001.
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4.1.2.5. Kol¢isinin C6 hiicrelerine 24 ve 48 saat uygulanmasi

Glioma hiicrelerine 24 saat siireyle 150, 200 ve 250 uM kolgisin verilmesinin
ardindan tripan mavisi yontemiyle belirlenmis hiicre yasam oranlari sirasiyla %47,
%43 ve %40 olarak hesaplandi. Ayni kolgisin dozlarinda tespit edilen 48 saat
sonrasindaki hiicre yasam oranlari ise sirastyla %43, %41 ve %38 olarak hesap edildi
(Sekil 4.11). Kolgisinin iki yontemle de doza bagl olarak ayni siirelerde hiicrelerin

cogalmasinda bir farklilik gostermedigi belirlendi.
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Sekil 4.11.: Tripan mavisi yontemi uygulamasina gore, glioma hiicrelerinin canlilik oranina
doz ve zamana bagli olarak kolgisinin etkisinin belirlenmesi.

4.1.2.6. Kol¢isinin SRP7 hiicrelerine 24 ve 48 saat uygulanmasi

Fibroblastik SRP7 hiicrelerine 24 saat boyunca 150, 200 ve 250 uM kolgisin
uygulamasi sonucunda tripan mavisiyle elde edilen hiicre canlilig1 oranlar1 sirasiyla
%355, %47 ve %40 olarak hesaplandi. Ayni hiicrelere 48 saat 150, 200 ve 250 uM
kol¢isin verilmesinden elde edilen hiicre yagam oranlar sirasiyla %14, %13 ve %12

olarak hesaplanmistir (Sekil 4.12). Kolgisinin C6 ve SRP7 hiicrelerine olan etkisini
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belirlemek i¢in kullanilan iki farkli yontemden tripan mavisi SRP7 hiicre 6liimiiniin

MTT yo6ntemine gore biraz fazla oldugunu gosterdi.
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Sekil 4.12.: Kolgisin dozlarinin (150, 200 ve 250 pM) 24 ve 48 saat siireyle SRP7 hiicre
canlilig1 iizerindeki etkisi.
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a) Kontrol ¢) Kontrol

b) 150 uM likofelon f) 150 uM likofelon

2) 200 uM likofelon
¢) 200 uM likofelon

d) 250 uM likofelon 'h) 250 uM likofelon

Sekil 4.13. Likofelon dozlarinin (150, 200 ve 250 uM) 24 ve 48 saat uygulanmasinin ardindan C6
hiicrelerinin 151k mikroskobu altindaki goriintiileri. a-d: 24 saat, e-h: 48 saat. X 200
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¢) Kontrol o

a) Kontrol

-

150 uM likofelon

b) 150 uM likofelon

¢) 200 uM likofelon g) 200 uM likofelon

h) 250 uM likofelon

d) 250 uM likofelon

Sekil 4.14. SRP7 hiicrelerine 150, 200 ve 250 uM likofelon dozlarmin 24 ve 48 saat uygulanmasinin
ardindan hiicrelerinin 151k mikroskobu altindaki goriintiileri. a-d: 24 saat, e-h: 48 saat. X 200
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Kanserli glioma C6 hiicre canlililig1 tizerine 10, 50 ve 100 uM likofelonun
etkisi gorlilmezken, 150, 200 ve 250 uM likofelon hiicre canliligin1 anlamli dl¢lide
doz ve zamana bagl olarak azaltti. Likofelon uygulamasinda 24 ve 48 saatte en
yiiksek dozda 6liim orani sirasiyla %74 ve %93 olarak hesaplandi. Elde edilen bu
veriler tripan mavisi boyamasi ile elde edilen sonuglara benzerlik gdsterdi. Tripan
mavisi boyamasiyla en yiiksek dozda bu etkiler sirasiyla %72 ve %96 idi. C6
hiicrelerine uygulanan kolgisin ve 5-florourasil, likofelonun aksine tiim dozlarda
hiicre sayisim1 anlamli 6l¢iide azaltti. 5-FU uygulanmasi sonrasinda hesaplanan en
yiiksek doz 6liim degerleri 24 ve 48 saatte %42 ve %60°d1. Bu 6liim oranlari tripan
mavisi boyama yontemiyle elde edilen sonuglara yakindi. Kolgisin de 6l¢iilen 6liim
oranlar1 ayn1 dozda 24 ve 48 saatte sirasiyla %50 ve %44 olarak hesaplandi. Ancak
bu etki zamana ve doza bagli degildi. Ciinkii, 24 ve 48 saatte tim dozlarda elde
edilen 6liim orani yaklasik %50-60 civarindaydi. Benzer sonuglar tripan mavisiyle
boyama yontemi ile de elde edildi. Sonucta 3 farkli ilacin C6 hiicrelerinin yasam
oranlar iizerine olan etkisine bakildiginda; 10, 50 ve 100 uM likofelonun hiicre
yasam oranina etki etmedigi ancak kolgisin ve 5-FU’in anlamli azaltma etkisi
gosterdigi  belirlendi. Ayrica, kolgisin ile 5-FU etkisinin bu dozlarda
karsilastirilmasinda kolgisinin  daha odldiirticii etki gosterdigi belirlendi. Yiiksek
dozlarda (150, 200 ve 250 uM ) ise likofelonun 6zellikle 200 ve 250 uM dozlarinda
24 saatte sirastyla %45 ve %74; 48 saatte ise %88 ve %93 oraninda etki gosterdigi
belirlendi. Diger ilaglara gore 200 ve 250 uM dozlarinda likofelon hiicrelerin yasam
oranlarini azaltmada daha etkilidir. Yiiksek dozlarda da 24 saatte kolgisin 5-FU’a
gore daha etkili iken 48 saatte ise 5-FU daha etkilidir.

C6 hiicrelerindeki sonuglarin aksine kanserli fibroblastik hiicrelerinde likofen
tiim dozlarda anlaml 6ldiiriicii etki gosterdi. Benzer sekilde etkin dozlarda (150, 200
ve 250 uM) da oldiirme oraninin daha yiiksek oldugu goriildi. Likofelonun bu
dozlarda 6ldiirme etki oranlar sirasiyla 24 saatte %57, %77 ve %85; 48 saatte %79,
%89 ve 92; 5-FU 24 saatte %33, %41 ve %43 ve 48 saatte %72, 73 ve %78, kolgisin
24 saatte %56, %61 ve %58, 48 saatte %76, 75 ve %72 olarak hesaplandi. Elde

edilen bu wveriler tripan mavisiyle boyama yontemi sonucu ile de uyum
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gostermektedir. Bu dozlarda likofelon, SRP7 hiicrelerinde kolgisin ve 5-FU’e gore
daha oldiiriicti etki gostermektedir. Diisiik dozlardaki (10, 50 ve 100 uM) olim
oranlari ise likofelon i¢in 24 saatte %12, %13 ve %14, 48 saatte %14, 28, 27; 5 FU
i¢in 24 saatte %29, %29 ve %30, 48 saatte %63, %63 ve %66; kolgisin i¢in 24 satte
%0355, %56 ve %56, 48 saatte %71, %73 ve %75 olarak hesaplandi. Verilere gore bu
dozlarda 5-FU ve kolcisin, likofelona gore daha oldiiriicii etki gostermektedir.
Kolgisinin stireye bagli kalmaksizin tiim dozlarda 5-FU’e gore 6ldiirme orani1 daha

yiiksek bulundu.

Elde edilen verilerden, likofelonun C6 hiicrelerine gore 5RP7 hiicreleri
iizerinde daha fazla oOldiriici etki gosterdigi anlasilmaktadir. 5-FU ise SRP7
hiicrelerinde 48 saatte C6 hiicrelerine gore daha etkilidir. Kolgisinin ise C6
hiicrelerinde 24 ve 48 saatteki etkisinin doz ve zamana bagli olmadig1 ve bu etkinin
%40-%50 arasinda oldugu goriildii. SRP7 hiicrelerinde de bu etki 24 saat i¢in doza
bagli olmaksizin %50-%60 arasinda; 48 saatte ise %70-%80 arasindaydi. MTT ve
tipan mavisiyle boyama yontemleri karsilastirildiginda genel olarak elde edilen
veriler birbirine paralellik gostermektedir. Ancak yine de tripan mavisiyle boyama
yonteminin hiicre canlilik oranlarmin belirlenmesinde daha hassas oldugu
sOylenebilir. Hiicrelerin mikroskobik goriintiileri de ilaglarin hiicre c¢ogalmasi

iizerindeki etkileri hakkinda fikir vermektedir (sekil 4.13 ve 4.14).

4.2. Likofelonun, 5-FU’in ve kolcisinin apoptoz iizerine etkileri

Kanserli glia hiicrelerinde ilaglarin 24 saat ve 150 puM uygulanmasindan
sonra kontrole gore erken apoptoz oraninin ¢izelge 4.1°de gosterildigi gibi en fazla
kolgisin dozunda %3,3 degerine ulastig1 diger ilaclarin etki etmedigi goriildii. Siire
48 saate c¢ikarildiginda ise bu oran kontrol degerine (%]1,4) gore likofelon’da 1,4’e,
5-FU’ de 4,4’ e ve kolgisinde %8,8’¢e ¢ikt1 (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.1. Likofelon ile 24 saat muamele edilen C6 hiicrelerinde belirlenen apoptoz sonuglarinin
pozitif kontrollerle kargilastiriimasi.

Hitere yiizdesi | Kontrol Likofelon P Kolosin

Canli 79.4 + 4.9 78,9+ 1,3 715+73 702 +7,5
Erken 0,9+ 0,2 1,1+0,4 1,6+0,3 33+0,8
apoptotik

Gee apoptotik | 5, 4 ¢ 18922 255+78 204459

ya da nekrotik

Cizelge 4.2. Kanserli glia hiicrelerinde 48 saat 150 puM likofelon uygulamasi sonucu elde edilen
apoptoz verilerinin kolgisin ve 5 florourasille karsilagtiriimasi.

Hiicrecy6iizdesi Kontrol Llif(ggrn lg?F%M E(:)l;?ﬁn

Canli 81,4+7,1 77,1+43 752+7.9 743 +11,1
Erken 1,4+0,1 1.8+ 1.4 44+ 1.4 8,8+ 3.4
apoptotik

Gee apoptotik | 5 0) . ¢ 3 18.9 + 4,1 189+ 8,6 151472

ya da nekrotik
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Glioma hiicrelerinde ilag dozlar1 200 uM’a ¢ikartildiginda kolgisinin 24 saatte

diger ilaglara gore erken apoptotik hiicre oranin1 az da olsa arttig1 (¢izelge 4.3.), 48

saatte ise likofelon kontrole gore (%1,4) erken apoptotik hiicre oranii %?21,4’lere

kadar ¢ikardig1 goriildii. Bu oran 5-FU i¢in 4,1 ve kol¢isin i¢in 7,6 idi (¢izelge 4.4).

Cizelge 4.3. Likofelon ile 24 saat muamele edilen C6 hiicrelerinde apoptotik hiicre yilizdelerinin
kolgisin ve 5-FU ile karsilastirilmasi.

Hiicrecy6iizdesi Kontrol in?(ggrn zg?F%M f(()(?l;?ﬁn
Canli 79.4 + 4.9 80,3 = 3,1 69,1 =73 66,6 =33
Erken 0,9+0,2 1,2+ 0,4 1,8+0,3 35+ 1,6
apoptotik

Geg apoptotik | 5, 4 ¢ 17,6 + 4,1 27,5+ 11,9 20,1+ 5.4

ya da nekrotik

Cizelge 4.4. Kanserli glioma hiicrelerinde apoptotik hiicre oranlarinin 48 saat ilag uygulanmasindan
sonra karsilastirilmasi.

Hiicrecy6iizdesi Kontrol in?(ggrn zg?F%M f(()(?l;?ﬁn

Canli 81.4+7,1 43,9+ 28.6 722+18 743 £ 10,1
Erken 14+0,1 21,4+ 14,5 41+ 1,4 7.6+3.,5

apoptotik

Geg apoptotik | 5 0, ¢4 33,6+ 133 21,1443 163 £6,5

ya da nekrotik
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En yiiksek dozdaki likofelonun 24 saatteki C6 hiicrelerinin erken apoptotik

hiicre oram1 degeri %6,8 dir ve diger ilaglara gore daha etkilidir (¢izelge 4.5).

Likofelon 48 saatte ise erken apoptoz oraninini %28,2° ye kadar ¢ikarmistir (¢izelge

4.6).

Cizelge 4.5. Ayn1 dozlardaki ilaglarla 24 saat muamele edilen C6 hiicrelerinde apoptotik hiicre

ylizdelerinin karsilagtirilmasi.

Hiicrecy6iizdesi Kontrol LZiIS(?)ftll\(/)ln Zg?FpiJM 12<50(:¢l:s1:/1[1
Canl 79,4 + 4,9 66,4 £13,7 | 68,0 £11,9 67,6 +2.5
Erken 0,94 0,2 6,8 +42 1,67 £0,7 3,5 + 1,4
apoptotik

Geg apoptotik | 5, 4 ¢ 26,5 +87 | 242 £123 19,1 £22

ya da nekrotik

Cizelge 4.6. Likofelon ile 48 saat muamele edilen C6 hiicrelerinde apoptotik hiicre yilizdelerinin
kolgisin ve 5-FU ile karsilastirilmasi.

Hiicrecy6iizdesi Kontrol inf(ggrn zg?F%M 125)(;:3/{[1
Canli 81.4+7,1 32 £09 702 8.4 66,7 =149
Erken 1,4+0,1 282 + 11,2 49 +35 8,5 + 3.4
apoptotik

Gee apoptotik | 5 0 o3 | 678 4170 | 23496 | 226 <101

ya da nekrotik
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Trasforme fibroblastik hiicrelerde 24 ve 48 saatte 150 pM ila¢ uygulamasi
sonucunda kolgisin ve 5-FU likofelona gore doz ve zamana bagli olarak erken
apoptozu uyarmaktadir (cizelge 4,7). Kolgisin 48 saatte erken apoptoz degerini
kontrol degerine (%2) gore %45,6’ya cikardi. Bu etki 5-FU icin %19,1 ve likofelon

icin %3,7 idi (¢izelge 4.8).

Cizelge 4.7. Fibroblast kdkenli SRP7 hiicrelerine 24 saat siireyle 150 pM likofelon uygulamasi

sonucunda elde edilen apoptotik hiicre yiizdelerinin karsilagtirilmasi.

SRP7 150 pM 150 pM 150 pM
hiicre yiizdesi Kontrol Likofelon 5-FU Kolcisin
Canli 90,4 +2,1 86,3 +0,9 73,4 +4.9 472 £2.4
Erken 14 £0.2 13 +0,1 9,0 +1,1 31,4 +42
apoptotik
Geg apoptotik 57 37 114 1,5 19,0 1,8 20,0 £1,5
ya da nekrotik

Cizelge 4.8. Transforme SRP7 hiicrelerinde 48 saat ilag uygulamasi sonrasi1 apoptotik hiicre

yiizdelerinin kargilastirilmasi.

5RP7 150 pM 150 uM 150 pM
hiicre yiizdesi Kontrol Likofelon 5-FU Kolgisin
Canh 87.4 £13 712 +6,3 359 +4.4 343+ 13,4
Erken 2.0 £0.,5 37 +13 19,1 +4.9 45,6+ 16,2
apoptotik
Geg apoptotik 10,8 £2.4 21,0 +4.1 41,8 £92 19.1+2,5
ya da nekrotik
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S5RP7 hiicrelerinde 200 uM likofelon zamana bagli olarak erken apoptotik

hiicre oranini arttird1 (gizelge 4.9. ve 4.10). Yine en biiyiik artis orani kolgisin de

gozlendi.

Cizelge 4.9. SRP7 hiicrelerinde 24 saat 200 pM likofelon uygulamasi sonucu elde edilen apoptotik
verilerin pozitif kontrollerle karsilastirilmasi.

hicre yivdesi | KON Likofelon e Kolgisin
Canl 90,4 +2,1 68,5+133 | 73.89+1,5 43,4+ 3.4
Erken 1,4 +£02 3,86+ 1,1 8,6+ 0,6 36,7+ 0,9
apoptotik

Gee apoptotik | 5, 55 23.9+10.5 13.9+0.9 182434

ya da nekrotik

Cizelge 4.10. 5RP7 hiicrelerinin apoptotik hiicre yiizdelerinin 48 saat ilag uygulamasi sonrasi flow

sitometrik olarak belirlenmesi.

SRP7 200 pM 200 pM 200 pM
. . . Kontrol Likofelon 5-FU Kolgisin
hiicre yiizdesi
Canli 87,4 1,3 94+7,7 33,3+5,0 30,9+ 1,6
Erken 2,0 £0,5 20,4 +82 21,6+ 4,1 50,1 41,5
apoptotik
Geg apoptotik | 50 54 66,9+ 1,3 512433 16,9+ 0,6

ya da nekrotik
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En yiiksek dozda uygulanan ilaglarin erken apoptoza olan etkileri ise diger
dozlara gore daha belirgindi. Ras onkogeni uyarilmis SRP7 hiicrelerinde 24 saatteki
likofelon, kolgisin ve 5-FU’in erken apoptotik uyarim oranlari sirasiyla %7,2 - %44.,4
ve %9,6 (cizelge 4.11), 48 saatte ise %27,1 — 59,6 ve 24,2 idi (¢izelge 4.12). Bu
veriler en yiiksek dozdaki etkinin zamana bagl olarak arttigini gosterdi.

Cizelge 4.11. Likofelon ile 24 saat muamele edilen fibroblastik SRP7 hiicrelerinde apoptotik hiicre
yiizdelerinin kolgisin ve 5-FU ile karsilagtirilmasi.

5RP7 250 uM 250 pM 250 pM
hiicre yiizdesi Kontrol Likofelon 5-FU Kolcisin
Canli 90,4 +2,1 51,1421,8 70,3 +2,5 34,1+ 13,1
Erken 14 £02 72444 9,6+0,5 44,4+ 17,1
apoptotik
Geg apoptotik 57 37 39,9+ 19,5 19,423 16,3 +3.8
ya da nekrotik

Cizelge 4.12. SRP7 hiicrelerinde 48 saat 250 uM ila¢ doz uygulamasi sonras1 flow sitometrik

yontemle belirlenen apoptotik hiicre yiizdelerinin karsilkastirilmasi

SRP7 250 pM 250 pM 250 pM
hiicre yiizdesi Kontrol Likofelon 5-FU Kolgisin
Canli 874 =13 2,340,5 27,6+2,7 219 +13
Erken 2,0 £0,5 27,1 £8.9 24,2 + 6,4 50,6 +3,1
apoptotik
Gegapoptotik | 10 54 | 031184 | 444+838 173 +34
ya da nekrotik
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Likofelon en yiiksek dozda kanserli glioma hiicrelerinde erken apoptozu
uyarmaktadir. Erken apoptoz kontrol (%0,9) degeri 24 saatlik likofelon uygulamasi
sonucunda %6,8 degerine ¢ikt1 (sekil 4.15).

(xeg apoptoz va da
nekroz

Kontrol / 150 uM likofelon

- ’ *—Erken apoptoz

. - MY 2 11
109 10" 102 108 104 % 108 104
ANNEXIN FITC ANNEXIN FITC
a) b)

=t 200 pM likofelon < 250 pM likofelon

= 01
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N 5 ¢
o ‘D_'I .‘..T'__
1—9 .}_.:-
o e o

ynedh , - 9- S - L5
109 10! 102 10° 10 102 10" 102 108 10*

ANNEXIN FITC ANNEXIN FITC

€) 4

Sekil 4.15 (a- d). Likofelon dozlarimin (150, 200 ve 250 uM) 24 saat uygulanmasinin
ardindan C6 hiicrelerinin erken apoptotik hiicre yiizdelerinin flow
sitometrik yontemle belirlenmesi
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Kanserli C6 hiicrelerinde 48 saat likofelon uygulamasi sonucu elde edilen
erken apoptotik degerleri 6zellikle 200 ve 250 uM dozlarinda 24 saate gore daha
yiiksektir (sekil 4.16). Likofelon doz ve zamana bagli olarak C6 hiicrelerinde

apoptozu uyarmaktadir.
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Sekil 4.16 (a- d). Kanserli glioma C6 hiicrelerine 48 saat likofelon uygulanmasi sonrasi
ortaya ¢ikan erken apoptotik hiicre yiizdeleri.
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SRP7 hiicrelerinde 24 saat likofelon uygulamasi sonucunda elde edilen en
yiiksek erken apoptotik oran %7,2 dir. Bu deger C6 hiicrelerindeki deger ile
paralellik gostermektedir (sekil 4.17).
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Sekil 4.17 (a- d). Transforme fibroblast hiicrelerinde 24 saat likofelon dozlarinin (150,
200 ve 250 pM) uygulanmasinin ardindan SRP7 hiicrelerinde erken
apoptotik hiicre yilizdelerinin flow sitometrik yontemle belirlenmesi
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Ras onkogeni uyarilmis 5RP7 hiicrelerinde doza bagli olarak 48 saatte
likofelon erken apoptozu uyarmaktadir. Elde edilen verilen 24 saattlik verilere gore

%olarak daha yiiksektir. (sekil 4.18).
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Sekil 4.18 (a- d). Likofelon dozlarinin 48 saat uygulanmasi sonrast SRP7 hiicrelerinde erken
apoptotik hiicre ylizdelerinin belirlenmesi
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Flow sitometrik olarak elde edilen veriler degerlendirildiginde, likofelon C6
hiicrelerinin erken apoptotik hiicre oranlarin1 doz ve zamana bagl olarak arttird.
Kolgisin ise tiim dozlarda erken apoptozu 24 saatte kontrole gore ( %0,9) yaklasik
%3,5 degerine, 48 saatte ise yine tiim dozlarda %7,5 degerine yiikseltti. 5-FU de
benzer sekilde 24 saatte tiim dozlarda yaklasik %1,7; 48 saatte ise %4,5 degerine
yiikseltti. Sonugta C6 hiicrelerinin erken apoptotik hiicre oranini en fazla likofelon

arttird1. En yiiksek dozdaki erken apoptotik hiicre oran1 48 saatte %28,2 dir.

Trasforme olmus SRP7 hiicrelerinde ise tiim ilaglarda doz ve zamana bagl
olarak erken apoptotik hiicre oranlar1 artmaktadir. Bu degerler icinde en yiiksek
dozda ve siirede likofelon igin %27,1, kolgisin i¢in %59,6 ve 5-FU i¢in %24,2 dir.
Sonugta SRP7 hiicrelerinde, doz ve zamana bagli olarak en ¢ok kol¢isin erken

apoptotik hiicre oranini arttirdu.

Likofelonun her iki hiicre dizisindeki erken apoptoz uyarimina etkisi birbirine
paralellik gostermektedir. Likofelon doz ve zamana bagli olarak C6 ve 5RP7
hiicrelerinin erken apoptoza gitmelerini uyarmaktadir. En yiiksek doz ve siirede bu

oranlar C6 hiicreleri i¢in 48 saatte %28,2 iken SRP7 hiicreleri i¢in %27,1 dir.

Kolgisin 5RP7 hiicrelerinde, C6 hiicrelerine goére erken apoptoz uyarimini
tim dozlarda siireye bagh olarak daha cok etkiledi. En uzun siire ve dozda C6
hiicrelerinin erken apoptotik hiicre orant %8,5 larda kalirken, SRP7°de bu oran

%359,6’lara ¢ikti.

5-florourasilin 24 saatte C6 hiicrelerinin erken apoptoz uyarimina etkisi ¢ok
diisitkken, 48 saatte ise kontrole (%1,4) gére bu oran %4 civarindadir. Kanserli
fibroblast hiicrelerinde ise 5-FU erken apoptozu daha ¢ok uyarmaktadir. Bu oran en

uzun siire ve yiiksek dozda %24,2 dir.
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5. TARTISMA

MTT yontemi ile yapilan denemelerde, C6 hiicrelerinin yasam oranlari
iizerine 10, 50, 100 uM dozlarindaki likofelonun 24 ve 48 saatte herhangi bir etkisi
saptanmadi, fakat 150, 200 ve 250 puM likofelon dozlar1 hiicre yasam oranlar
%90’lara varan oranlarda azaltti. SRP7 hiicrelerinde ise kullandigimiz tiim likofelon
dozlar1 hiicre yagam oranlarini %12 ile %92 arasinda azaltti. Pozitif kontrol olarak
kullandigimiz ilaglardan 5-FU, C6 hiicrelerini %22 ile %60 arasinda; SRP7
hiicrelerini ise %29 ile %78 arasinda 6ldiirdii. Kolgisinin 6ldiirme oranlar1 ise C6
hiicreleri i¢in %41 ile %44, SRP7 hiicreleri ¢in %55 ile %72 idi. Tripan mavisi
boyama yontemi ile yapilan Slglimlerde benzer sekilde 150, 200 ve 250 uM
dozlarinda likofelon hiicrelerin yasam oranlar1 anlamli Ol¢iide azaltti. MTT ve
tripan mavisi boyama yontemi karsilastirildiginda ise (150, 200 ve 250 puM
dozlarinda) MTT yontemine gore biraz daha hassas oldugu belirlendi. Bu hassaligin
tripan mavisi boyama yonteminin boya yogunlugundaki kontrast ve piksel farkini
tespit ederek hem canlilik oranini ve hem de 6liim oranini daha hassas 6lgmesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Likofelonun kanserli prostat hiicrelerinde COX and
LOX yolaklarmi baskilayarak kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi

gosterilmistir (57).

Doymamis yag asit metabolizmast ve kanser olusumu arasindaki iliskiyi
ortaya koymak icin yapilan molekiiler diizeydeki calismalar kanserden korunma ve
kanser tedavisinde yeni molekiilleri ortaya koymaktadir (16). Arasidonik asitin
kanser olusumuna katkis1 yolundaki bilgilerin artmasindan sonra dikkatler aragidonik
asit ve metabolizmasina ¢evrilmistir (34). COX ve LOX enzimlerinin diizeyi
bagirsak, meme  akciger, pankreas ve yemek borusu kanserlerinde yiiksek
bulunmustur (10,11,17,34,74). COX ve LOX yolaklar1 hiicre ¢ogalmasinda ve yeni
damar olusumunda anahtar diizenleyicilerdir. Bu nedenle klinik ¢aligmalardan elde
edilen sonuglara gore, COX ve LOX baskilayict ilaglarin  potansiyel antikanser
ilaglar olarak kullanilmas1 yoniinde calismalar devam etmektedir (34,59). Insan

kanserli kolon hiicrelerinde normal kolon mukozasina goére COX-2 sentezinin,
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prostaglandinlerin ve oOzellikle PGE;’nin arttigi gosterilmistir (19,36). Kiiltiir
ortaminda da insan kanserli kolon hiicre dizisinde (HT-29) prostaglandinlerin arttig1
gosterilmistir. Hatta normal farelerde PGE, enjeksiyonun kolon hiicrelerinde
cogalmaya yol actig1 da gosterilmistir (63). Son yillarda yapilan ¢alismalarda da
tiimor gelisiminde biiylik gorevi olan yeni damar olusumu i¢in de COX-2 enziminin
gerekliligi ortaya konmustur (34,59). COX-2’nin hiicreleri ¢ogaltici etkisinin
prostaglandinlerin aktivitesinden olduguna inanilmaktadir. Ayrica COX-2 (-/-)

farelerde damar yogunlugunun ve biiyiikliigiiniin azaldig1 da gosterilmistir (59,63).

Bir ¢ok ¢aligsmada 6zellikle yag asitlerince zengin yagli beslenmenin pankreas
ve prostat kanser gelisimine ve bliylimesine eslik ettigi bildirilmektedir (23,75).
Hatta LOX yolagi metabolitleri kanserli pankreas hiicrelerinde mitojen aktive edici
protein kinazlar1 aktive ederek kanser biiylimesini uyarmaktadir (17). Benzer sekilde
5-HETE’nin insan prostat kanserlerinin ¢ogalmasi i¢in de gerekli oldugu
gosterilmistir (11,76). Kanserli glia hiicrelerinde de COX-2 sentezinin arttig1 ve bu
artisin VEGF haberlesmesini ve yeni damar olusumunu uyardigi gosterilmistir (34).
Sonugta COX baskilanmasinin kanser olusumunu azalttigina ve hiicrelerin

cogalmasini engelledigine yonelik calismalar oldukca artmistir (17).

Kanserli kolon, akciger, gogiis, prostat, kemik ve beyin hiicrelerinde de
normal hiicrelere gore 5-LOX sentezinin arttig1 gosterilmistir. Kanserli hiicrelerde
5-LOX enziminin biyolojik fonksiyonlart 5-LOX enzim baskilayicilariyla
arastirtlmigtir. 1980 yilindan itibaren kanserli hiicre dizilerinde 5-LOX
baskilayicilarinin hiicre ¢ogalmasini azaltic1 etkisi bildirilmektedir. Bu da 5-LOX
enziminin kanserli hiicre ¢ogalmasimni ve hiicrelerin yasayabilirligini arttirdigini
gostermektedir. Bu etkinin tam olarak nasil oldugu ortaya konulamamistir. Ancak bu
etkilere biiylime faktorlerinin de aracilik ettigi  disiiniilmektedir. Yapilan
calismalarda 5-LOX iirtinlerinden olan 5-HETE ve LTA,’iin kanserli hiicrelerde
damar endotel biiylime faktoriiniin (VEGF) yapimini arttirdigi da gdsterilmistir

(34,63). Bu nedenle 5-LOX enziminin kanser olusumu ve gelisimine etkisi ¢ift
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yonliidiir. Bir yandan hiicrelerin ¢ogalmasini uyarirken diger yandan da yeni damar

olusumuna katilarak tiimoriin biiylimesine yol agmaktadir.

COX-2 ve 5-LOX enzimlerinin kanser lizerindeki etkileri birbirine benzerlik
gostermektedir. Oncelikle her ikisinin de sentezi ve salmimi insan kanserli akciger,
bagirsak, prostat ve meme hiicrelerinde artmaktadir (17,34,63). Yine ikisinin ortak
ozelligi VEGF sentezini ve salinimini uyarmasidir. COX ve LOX baskilayicilar bir
cok kanser tipinde hiicre dongiislinii durdururlar ve apoptozu uyarirlar. Genotoksik
stresle sentezi artan 5-LOX ve COX enzimleri p53 uyarimli hiicre Sliimiinii de
baskilamaktadir. Bu nedenle bir ¢ok kanser tiirinde COX ve LOX enzimlerini
baskilayicr ilaglar klinik olarak kullanilmaktadir (59,63). Kanserli bagirsak, akciger,
meme, pankreas, prostat, glia hiicrelerinde COX ve LOX enzim yapiminin arttig1 ve
bu artisa bagl olarak yapimlart artan eikosanoidlerin hiicrelerde ¢ogalmay1 uyardigi
ve apoptosizi engelledigi gosterilmistir (34,63,72,75,80). Kanserli bagirsak ve
pankreas hiicrelerinde LOX ve COX baskilayicilarinin kullanilmasinin  hiicre

cogalmasini azaltti§1 ve apoptozu uyardig1 gosterilmistir (72).

Kullandigimiz ilaglarin hiicreleri 6ldiirme mekanizmasini belirleyebilmek i¢in
yapilan erken apoptoz Ol¢iimlerinde ilaglarin zamana ve doza bagl olarak apoptozu
uyarmalarinda ya da hiicreyi nekroza gotiirmelerinde farkliliklar oldugu belirlendi.
C6 hiicrelerinde 250 uM likofelonun 24 saatte erken apoptozu kontrole gore %0,9
degerinden %6,8 degerine ¢ikardigr tespit edildi. Diger dozlarda erken apoptoz
degerinde belirgin bir degisiklik olmadi. Likofelonun 48 saat uygulamasi sonrasinda
ise 200 ve 250 uM dozlarinda erken apoptotik hiicre oranini sirasiyla kontrole
(%1,4) gore %21,4 ve %28,2° ye cikardig1 ve erken apoptozu uyardig: belirlendi.
Pozitif kontrol ilaglarla bu uyarim oranlar1 karsilastirildiginda, 24 saatte kolgisin en
yiiksek dozda kontrole gore apoptotik hiicre oranini %3,5’e; 48 saatte kontrole gore
%38,5 degerine cikardi. S5-florourasil ise 24 saatte kontrole gore %1,67; 48 saatte ise
%4,9 degerine ¢ikardi. Elde edilen verilere gore likofelon doza ve zamana bagh

olarak C6 hiicrelerinin apoptozunu uyarmaktadir. Likofelonun anti-kanser 6zelligi
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kanitlanmis pozitif kontrollere gére C6 hiicre apoptozunu uyarmada da daha etkili

oldugu tespit edildi.

S5RP7 hiicrelerinde likofelon erken apoptotik hiicre yiizdesini kontrole (%1,4)
gore 24 saatte en yiiksek dozda %7,2 degerine ¢ikartirken; 48 saatte ise kontrole
(%2,0) gore %27,1 degerine kadar cikardi. Kolgisin 24 saatte en yiiksek dozda
apoptoz oranini kontrole gore %44,4’e; 48 saatte ise %59,6’ya yliksellti. 5 florourasil
ise 24 saatte erken apoptoz oranini kontrole gore 9%9,6; 48 saatte ise %24,2
degerlerine ¢ikardi. Bu sonuglara gore likofelon, 5-FU ve kolgisin SRP7 hiicrelerinde
erken apoptozu doza ve zamana bagli olarak uyarmaktadir. Likofelon, 5RP7
hiicrelerinin erken apoptozunu uyarmada 48 saatte kolcisin kadar olmasa da 5-FU

kadar etkilidir.

Likofelon kanserli kolon hiicrelerinde arasidonik asitten bagimsiz bir yolak
iizerinden mitokondriden salinan sitokrom c aracili kaspaz 3 ve 9 uyarimi ile doza ve
zamana bagl olarak apoptozu uyarici ve kanser baskilayici etki gostermistir. Benzer
sekilde likofelon apoptoz uyarici etkisi diigiik olan proteinlerin apoptoz uyarici etkisi
daha yiiksek olan proteinlere doniisiimiinii de uyarmaktadir (73). Hem in vivo hem
de in vitro ¢alismalarda, arasidonik asitin 5-LOX yolagmin baskilanmasinin
mitokondriden sitozole sitokrom c¢ salimimini uyararak pankreatik hiicrelerin
apoptozunu uyardig1 ve kanser hiicre ¢ogalmasini baskiladigi da gosterilmistir (75).
Mekanizmasi tam olarak agiklanamasa da COX enzim aktivitesinin baskilanmasinin
bagirsak, deri, pankreas ve yemek borusu kanserini de engelledigi ve apoptozu
uyardig gosterilmistir (17,63,72). Arasidonik asit {iriinii maddelerin ikinci haberciler
gibi davranarak apoptozu diizenledigi bilinmektedir (10). Benzer sekilde kanserli
pankreatik hiicre dizisinde 5-LOX/COX-2 iki yonli baskilayic1 ilaglardan
dihidrofuran-30 (DHDMBF30)’un hiicrelerin ¢ogalmasin1 baskilarken hiicrelerin
apoptozunu uyardig1 gosterilmistir (85). Kanserli akciger hiicrelerinde de COX-2’nin
asir1 yapimi ve salimmmi hiicre ¢ogalmasini uyarmasina, apoptoza karsi direng

olusturmasina ve yeni damar olusumuna katkis1 bilinmektedir (72).

63



Likofelon arasidonik asit metabolizmasinin COX ve LOX yolaklarinin her
ikisini de baskiladigindan inflamasyon hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir ilagtir.
Bir ¢ok c¢alismada likofelonun hiicrelerde eikosanoid olusumunu engelledigi
gosterilmistir (8). Kanser olusumunda ya da kanserin biiyiimesi veya yayilmasinda
COX ve LOX vyolaklarimin agir1 uyarilmasi géz Oniine alindiginda, likofelonun
calismamizda ilk kez kanserli C6 ve ras onkogeni uyarilmis SRP7 hiicrelerinde doz
ve zamana bagl olarak hiicre cogalmasini baskilayici ve apoptozu uyarici etkilerinin

tespit edilmesi onemlidir.
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6. SONUC

Doz ve zamana bagh olarak likofelonun kanserli glia (C6) ve ras onkogeni
uyarilmis fibroblast (S5RP7) hiicre dizilerinde hiicre cogalmasini baskiladig1 ve erken
apoptozu uyardigi ilk kez bu ¢alismada belirlendi. MTT ve tripan mavisi boyamasi
yontemleri karsilagtirildiginda elde edilen verilerin ¢ok farkli olmadigr ancak tripan
mavisiyle boyama yonteminin biraz daha duyarli oldugu tespit edildi. Likofelonun
apoptozun hangi mekanizmasini uyardigina yonelik daha detayli caligmalarin

yapilmasi gerekmektedir.
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