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OZET

KOPOLIMER ILAC KONJUGATLARININ KEMiK KANSERI HUCRELERI
UZERINE SITOTOKSISITE, ANTITUMOR VE ANTIMIKROBIYAL
AKTIVITESININ ARASTIRILMASI VE APOPTOZ SURECININ POLIMERAZ
ZINCIR REAKSIYONU iLE BELIRLENMESI

TUGCE NAIME GEDIK
Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Doktora Tezi
Damisman: Prof.Dr. Omer POYRAZ
2016. 100 sayfa

Tim o6lim nedenlerine bakildiginda, kanser hastaliklari, hem erkeklerde hem de
kadinlarda ikinci siray1 almaktadir. Kemik kanseriyse diger kanser tiirlerine gére daha
geng yaslarda goriilen ve goz ard1 edilebilen bir kanser tiirtidiir.

Calismamizda kullanilacak olan Maleik Anhidrit kopolimerinin anti-tiimor
aktivite, anti-viral aktivite, anti-bakteriyel aktivite, anti-fungal aktivite gibi oldukca
fazla biyolojik aktivitesi bulunmaktadir. Apoptoz (fizyolojik hiicre Olimii), hiicre
intihar1 olarak da bilinen fizyolojik bir olaydir.

Bizim calismamizda; Maleik anhidrit alil fenil eter-hidroksiiire konjugatinin
(MAAFE-HX) antitiimor, sitotoksisite ve antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir.
Antimikrobiyal ve antifungal aktiviteyi arastirmak i¢in disk diflizyon yontemi 5 kontrol
mikroorganizma olan S. aureus (ATCC 25923), E. faecalis(ATCC 29212), Meticillin-
Resistant  Staphylococcus — aureus(ATCC  43300),E. colil(ATCC 25922), P.
aeruginosa(ATCC 27853), C. albicans(ATCC 10231)iizerinde uygulanmis; kopolimer
ilac  konjugatimizin  antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigr goézlenmistir.
[lag(hidroksiiire) ve kopolimer ilag uygulanan MG-63 kemik kanseri hiicrelerine 24
saatlik inkiibasyonun ardindan XTT hiicre canlilig1 analizleri yapilmistir.

Konjugatin uygulandig: hiicrelerde daha az canli hiicre oldugu goriilmiistiir. Buna
gore konjugatin kemoterapi ilacina gére daha fazla antitiimor aktiviteye sahip oldugu

belirlenmistir.



Ayrica hiicrelerin apoptoza gitme durumlarini belirlemek icin ise hedef genlerin
ekspresyon seviyeleri gercek zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu( rt-PCR)
ile belirlenmistir. Hedef genlerden fazla eksprese olmasi halinde apoptozu inhibe eden
B hiicre lenfoma-2(Bcl-2)’nin konjugat uygulanan hiicrelerde sadece ilag uygulanan
hiicrelere gore daha fazla baskilandigi goriilmiistiir. Diger yandan kaspaz 3,7 ve
apoptotik peptidaz aktive eden faktor-1(APAF-1) genlerinin ekspresyonlarimin ise
konjugat uygulanan hiicrelerde ila¢ uygulananlara gére indiiklendigi belirlenmistir. Ilag
ve kopolimer ila¢ konjugati uygulanan hiicrelerdeki bu fark ise anlamli
bulunmustur(p<0.05).

Sonug olarak sentezledigimiz kopolimer ila¢ konjugatinin MG-63 kemik kanseri
hiicreleri {izerine olan antitiimdr etkisinin ilaca gore anlamli derecede yiiksek oldugu
bulunmustur. Ayn1 zamanda hiicrelerin apoptoza gitme siirecinde etkili olan genlerinde
konjugat uygulanmis hiicrelerde ekspresyonlarinin artarak, kanser hiicrelerinin apoptoza
gitmesini tetikledigi belirlenmistir. Bu durum kopolimer ila¢ modifikasyonlarinin daha
ayrintili bir sekilde arastirilmasmin gelecekte kanser tedavileri i¢in yeni bir umut

olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: kopolimer ila¢g konjugati, antimikrobiyal etki, apoptoz, polimeraz

zincir reaksiyonu



ABSTRACT

INVESTIGATION OF COPOLYMER-DRUG CONJUGATES
CYTOTOXICITY, ANTITUMOR, ANTIMICROBIAL ACTIVITIES ON BONE
CANCER CELL LINES AND DETERMINING APOPTOSIS PROCESS BY
POLYMERASE CHAIN REACTION

TUGCE NAIME GEDIK
Department of Microbiology
Ph.D. Thesis
Supervisor: Prof.Dr. Omer POYRAZ
2016. 100 pages

When we investigate all the causes of death among women and men, cancer illness have
listed on the second place. On the other hand, bone cancers are seen at young ages in
comparison with the other cancers and have been ignored.

Maleic anhydrit copolymers, which will be used in our study, have many
biological activities like anti-tumoral, anti-viral, anti-bacterial and anti-fungal.
Apoptosis is a physiological phenomena which is also known as self destruction of cell.
To investigate the antimicrobial and antifungal activities; disc diffusion method was
applied withS. aureus (ATCC 25923), E. faecalis (ATCC 29212), Meticillin-Resistant
Staphylococcus aureus (ATCC 43300),E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC
27853), C. albicans (ATCC 10231), it was observed that our copolymer drug conjugate
has no antimicrobial and antifungal activity. After the 24 hours of incubation with drug
and copolymer conjugate, XTT vitality test was performed on MG-63 osteosarcom
cells.

As a result of our studies, cells which was treated by copolymer drug conjugate
showed less vitality. So it was stated that the cells which was treated by conjugate has
better antitumor activity than the cells which was treated by only drug. Also to
investigate apoptosis mechanism and genes which are responsible from apoptosis, target
genes expression levels were determined using Quantitative Real Time Polymerase
Chain Reaction(rt-PCR).

B cell lenfoma-2(Bcl-2) expression, which inhibates apoptosis, seen

downregulated on cells which was treated by copolymer drug conjugate. On the other



hand, cells which was treated by conjugate, APAF-1, caspase 3 and 7 expression levels
seen more upregulated so far as the cells which was treated by drug. Difference between
cells which was treated by drug and cells which was treated by copolymer drug
conjugate was found signifficant(p<0.05).

In conclusion; it was found that the copolymer drug conjugate which was
synthesized has better antitumor effects than only drug on MG-63 osteosarcom cells.
Furthermore, the genes which activates apoptosis was found upregulated on the cells
which was treated by copolymer drug conjugate and triggered apoptosis. Thus to
investigate copolymer conjugates better would help us to devolop promising cancer

treatments on the future.

Keywords: copolymer drug conjugate, antimicrobial activity, apoptosis,

polymerase chain reaction.
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1-GIRIS VE AMAC

Kanser gerek diinyada gerekse iilkemizde oldukga genis bir populasyonu etkisi altina
alan, hayat1 tehdit eden ve yasam standartlarmi diisiiren bir hastaliktir. Her gecen giin bu
hastaligin tan1 ve tedavisinde yeni yontemler gelistirilmektedir [1,2].

Kanser cesitleri arasinda en sik rastlanilan tiir akciger kanseridir. Bu hastaligi
sirasiyla; meme, kolon, karaciger, prostat, serviks ve mide kanserleri izlemektedir.
Kemik kanseriyse daha nadir goriilen bir kanserdir. SSS, meme, kemik, lenf ve testis
kanserleri diger kanserlere gore daha gen¢ yaslarda ortaya ¢ikmaktadir [3,4]. Kemik
kanseri 6zellikle cocukluk doneminde karsilasilan bir kanserden sonra immiin sistemin
baskilanmasina bagli olarak genelde ikincil olarak goriilen bir kanser tiiriidiir. Kemik ve
yumusak doku tliimorlerinin tiim kanserler icindeki yeri %1’e yakmdir. Kemik
kanserinin 6zellikle c¢ocuklik caglarinda da goriilmesi ve bu kanserde genetik
mekanizmalarin etkili olmas1 tedavisini zorlastirmaktadir. Tedavide cerrahi islemle
tiimoriin alinmasi, kemoterapi ve radyoterapi gibi yontemler uygulanmaktadir [3-5].

Kanser tedavilerinde kullanilan kemoterapi ilaglar1 spesifik bir bdlgede
toplanmazlar. Ayrica bu ilaglarin intravendz olarak viicuda verilmesi durumunda
sistemik olarak tiim dokulara yayilirlar. Buna bagl olarak ise degisik yan etkiler ortaya
cikabilmektedir. Dolayisiyla bir¢ok kemoterapi ilacinin klinik olarak kullanimi, toksik
yan etkileri yiiziinden diistik terapdtik indekse sahip olmalar1 nedeniyle sinirlanmigtir.
Bu nedenle ilaglarin viicutta gitmeleri gereken yerlerde lokalize olmalarini saglamak ve
yan etkilerini azaltmak amaciyla ¢esitli yontemler gelistirilmektedir [6-9].

Ustelik tedavide kullamilan yontemler olan kemoterapi ve cerrahi islemlere
ragmen tekrarlama ihtimalinin yiiksek olmasi da kemik kanseri tedavisinde yeni
yaklagimlarin ne derece 6nemli oldugunu bize gostermektedir. Hiicre ve hiicreyle ilgili
elzem islevlerde rol alan mikrotiibiiller, antikanser ilaglarm asil hedefidir [4,10].

Antikanser ilaglarda yaklasim; Ozellikle tiimoriin ilerlemesi ile ilgili molekiiler
yontem ve asamalar1 degistirecek ajanlar tasarlamak ve gelistirmeye yoneliktir. Ancak
bunun disinda son yillarda iizerinde calisilan ikinci yaklasimda sozii edilen, kanser tani
ve tedavi yontemlerinin iyilestirilmesi i¢in geleneksel ilaglara alternatif olarak polimer
ilag ¢iftleri gelistirilmektedir. Bu yontemde ilag etken maddesi kimyasal konjugasyonla
baglanarak, ilacin kontrollii olarak tiimor hiicresine verilebilecegi ve etkisinin istenen
yonde artirilmasit yaninda istenmeyen yan etkilerinin de azaltilabilecegi

amaglanmaktadir [11,12].



Calismamizda kullanilan Maleik Anhidrit (MA), fonksiyonel 6zelligi nedeniyle
oldukca fazla tepkime verme yetenegine sahip olmasmin yani sira, polifonksiyonel
maddeler 1ile de etkileserek c¢ok sayida fonksiyonel oOzellige sahip yeni
makromolekiillerin sentezlenmesini saglayan bir monomerdir. Calismamizda maleik
anhidrite baglayarak etkinligine bakacagimiz maddemiz ise alil-fenil-eter(AFE) ‘dir.
Calismamizda genel kullanim kemoterapi ilaglarindan biri olan hidroksiiire ile
sentezledigimiz kopolimer ila¢ konjligatimizin etkinligi karsilastirilacak, avantajlar1 ve
dezavantajlar1 belirlenecektir [9,13,14].

Bu polimer-ilag c¢iftlerinin yapisal karakterizasyonu yapildiktan sonra
antibakteriyel, antifungal aktivitelerine bakilacak, toksik ve antitimor etkileri
arastirilacaktir.

Apoptoz; inflamasyon olmaksizin hiicrelerin kendilerini yok ettikleri, ¢esitli
reglile edilen, programa dayali ve enerjiye gereksinim duyan, organizmada hiicre
dengesini koruyan bir olay olarak tanimlanabilir. Apoptoz, Yunanca’da yaprak
dokiimiinii tanimlayan apo(=ayr1) ve ptozis(=diisen) kelimelerinin biraraya gelmesiyle
olusmustur [15-17].

Apoptozun onemi, farkli biyolojik olaylarda zararli veya hasar gormiis hiicrelerin
yangisal yanit olmadan yok edilisini saglamasindan ve canlinin fizyolojik dengesine
katkida bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Canli ortaminda hiicrelerin iz birakmadan
ortadan kalkmasini saglayan Oliim sekli olan apoptoz, insanlardaki kaydadeger
patolojilerin tedavisi bakimindan énem arzeden bir mekanizmadir. Bu siiregte, kaspaz
ailesi iiyeleri, p53 geni ve Bcl-2/Bax ailesindeki genler ve diger apoptotik sistemler ve
mekanizmalar 6nemli yer tutmaktadir [17,18].

Apoptozun belirlenmesinde ¢esitli yontemler kullanilmakla birlikte bu ¢alismalaradan
biri olan gen ekspresyon ¢alismalar1 da 6nemli yer tutmaktadir. Bu gen ekspresyonunu
belirlemek i¢in ¢alismamizda rt-PCR yontemi kullanilmistir.

Bizim calismamizda saf hidroksiiire ve kopolimer ila¢ konjugatimiz olan
MAAFE-HX’in uygulandig1 kemik kanseri hiicresinde apoptoza gitme siirecleri de

incelenerek ve etki mekanizmalar1 ve sorumlu olan genlerin belirlenmesi amaglanmaistir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Kanser

Kanser; cesitli sekillerde farklilasmis hiicrelerin, bulunduklar1 yerde ya da uzak
noktalarda Onlenemeyecek sekilde ve kontrolsiiz olarak ¢ogalmalari ile ortaya ¢ikan
hastaliklar grubudur.

Kanser gerek diinya capinda gerekse iilkemizde genis bir populasyonu
etkilemektedir. Diinya’da kansere bagli 6liimler kalp hastaliklarindan sonra ikinci siray1
almaktadir. Kanser 35-74 yaslar1 arasindaki kadmlarin en 6nemli 6liim sebebidir.
Erkeklerde mortalitenin ensik sebebi akciger kanseridir. Bunu prostat ve kolon kanseri
izler. Kadinlarda ise meme kanseri en sik 6liim sebebi olup bunu akciger ve kolorektal
kansere bagli 6liimler izler [1,19].

Kanser, kontrolsiiz bigimde boliinen hiicrelerin birikerek tiimoér adi verilen
yapilar1 olusturmasi seklinde gozlemlenebilir hale gelmektedir. Bilindigi gibi timor
hiicreleri i¢ veya dis etmenler ile normal doku hiicrelerinde olan degisiklikler sonucunda
bu hiicrelerin bagkalasarak goriiniim ve islev yoniinden atipik hiicreler haline gelmesi ile
olusan hiicrelerdir. Normal organizmada tiimor spesifik lenfositler gibi kanser denetim
mekanizmalar1 bulunmaktadir. Ancak bu mekanizmalarin bozulmasi, bagisik yanitin
onleyici etkileri ile tiimor hiicrelerinin yerlesip cogalmaya yonelik ¢abalar1 arasindaki
dengenin bozulmasina ve kanserin klinik tablosunun meydana ¢ikmasina yol agmaktadir

[20,21].

2.1.1. Kemik Kanseri

Kemik tiimorlerinin cogunda neden bilinmemektedir. Tiimor hiicreleri saglam dokularin
yerine gecerek kemigin giicsiizlesmesine ve ¢esitli kiriklara yol acabilir. Bu durumda
timorler saglikli dokulara saldirarak viicut i¢inde yetmezliklere neden olabilirler hatta
tiimorlerin mevcut olduklar1 organlara bagli olarak hayati tehlikeye sebep olurlar.
Kemik tiimorleri genelde benign yani iyi huylu goriiliirler. Benign tiimdrlerin insan
saglhigma cok fazla zararh etkileri yoktur. Diger yanda kotii huylu tiimorler ise tiim

viicuda yayilarak 6liimciil sonuglar dogurabilir ya da metastaz yapabilirler [4,22].



2.1.1.1 Kemik Tiimoérlerinin Tipleri

Benign Yapih Tiimorler

e Non-osssifying fibroma

e Basit kemik kisti

e Osteokondrom

e Dev hiicreli tiimor

e Enkondrom
Malign Yapih Tiimérler
Metastatik Tiimoérler: Kemige baska bir organdan yayilmis malign karakterde
timorlerdir. Genelde hastalarda yogun agr1 hissi veya ¢esitli kirilma patolojileriyle
karakterizedir. Siklikla meme, akciger ve prostat kanserlerinden kemige yayilmalar
goriilmektedir [22,23].
Multipl Miyelom: Multipl miyelom kemik kanserleri arasinda en ¢ok goriilen tiirdiir.
Tutulum kemik iliginde goriliir. Genelde yas1 ilerlemis kisilerde rastlanmaktadir [23].
Osteosarkom: Osteosarkom ise kemik kanserleri siklig1 agisindan ikinci sirada yer
almaktadir. Ozellikle adolesan donemde ortaya ¢ikar ve genelde dizde gdriiliir. Kalga ve
omuzda da nadiren saptanabilmektedir [5,23].
Ewing sarkomu: Cogunlukla cocukluk ve adolesan donemlerde goriilmektedir.
Yumusak dokular1 tutmakla birlikte kemik doku da zarar gérmektedir. Genelde pelvis
ve kaburga kemiklerinde rastlanmaktadir [23].
Kondrosarkom: Genellikle orta yash veya yasi ilerlemis hastalarda omuz ve kalgada
goriilenkotii huylu bir timordiir [5,22,23].
Habis kemik tiimorlerinin daha ¢ok kiiciik yaslarda ortaya ¢ikmasi nedeni ile literatiirde
daha ¢ok c¢ocukluk c¢ag1 kanserleri icinde insidans bilgilerine rastlanmaktadir.
Istatistiklerde, habis kemik tiimdrleri milyonda 8.6 olarak verilmistir. Habis kemik
timorleri icinde ©On swada osteosarkomlar yer alirken, ikinci siraya Ewing-

PNET(primitif noroektodermal tiimor) yerlesmektedir [5,24].

Bizim c¢alismamizda da kemik tiimorlerinden en sik rastlananlardan biri olan

osteosarkom yani MG-63 hiicre serileri kullanilacaktir.



2.1.2.Kanser Tedavisi

Kanser tedavisinde tiimoriin karakterine bagli olarak genis bir yelpazede ¢esitli tedaviler

uygulanmaktadwr. Bu tedaviler arasinda Ozelliklekemoterapi, radyoterapi, gen
terapisi,immiinoterapi ve monoklonal antikor terapileri kullanilmaktadir [9].

Bunlardan da en sik kullanilani radyoterapi ve kemoterapidir. Radyoterapi
timortedavisinde  lokal  etki  etmektedir ve  spesifik  timér  kitlesi
hedeflenerekgerceklestirilmektedir. Kemoterapi ise radyoterapinin aksine genel
biryaklasimdir ve kullanilan ilaglar tiim viicut hiicrelerini etkilemektedir.
Kemoterapidekullanilan ilaglar etki mekanizmalarina gore; alkalize edici ajanlar,
mitotikinhibitérler, hormonal ajanlar, antimetabolitler, misellanéz ajanlar ve
karsinolitikantibiyotikler olarak siniflandirilmaktadirlar [25,26].

Kemik kanserinin siklikla malign formlar1 goriilmekte ve metastazlarina siklikla
rastlanmaktadir. Kanser hastalarinda metastaza baglh kemik tiimorlerinin olustugu ancak
goz ard1 edildigi bildirilmistir. Bu amagla kemik kanserinin metastatik olarak
diisiiniilmesi ve buna gore uygun gorintiileme yontemleriyle bu hastalarin teshis

edilmesi ile uygun tedavi hayati bir 6neme sahiptir [27].

2.2.Polimerler ve Kullanimlari

Polimerler; biyomedikal bir madde olarak gerek tip alaninda gerekse miihendislik ve
diger alanlarda 6nem arzetmektedir. Aminoasitlerin birlesmesiyle olusan proteinler de
kararli yapiya sahip olan dogal polimerlerdir [28].

Son yillarda tip alanindaki arastirmalarda polimerler olduk¢a kullanighi hale
gelmistir. Egsiz fizikokimyasal ve fonksiyonel o6zellikleri nedeniyle kopolimerlerin,
biyolojik ortamlarda farkli biyolojik aktiviteler gosterdikleri bilinmektedir. Polimerler
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine gore suda c¢oziinebilir 6zellikte olabilecegi gibi,
coziinmeyebilir 6zellik de gosterebilir. Suda ¢oziinmeyen polimerlerin suda olduk¢a az
¢Oziinen ilaglarla olusturduklar1 polimerler genellikle suda oldukea iyi ¢oziinmektedir.
Bu o6zellik diisik mol kiitleli ilacin, hedefe (doku, hiicre v.b.) olan 6zgiinliigiinii

artrrarak daha kullanish ve faydali olmasini pozitif yonde etkilemistir [9,29,30].



2.2.1.Polimerlerle ilgili kavramlar

Genel yapilar1 goéz Oniine alindiginda, polimerler, ¢ok sayida ayni veya farkh
monomerlerin ya da gruplarin kovalent baglarla birbirine baglanmasiyla olusturduklar:
yiiksek mol kiitleli oldukga biiyiik bilesiklerin genel adidir.

Polimerik yapilar1 olusturmak tizere bir araya gelen en kiiciik yapisal molekiil
birimlerine ise monomer denir, monomerlerin ayni ya da farkli olmasma gore
polimerler agsagidaki gibi siniflandirilmaktadir [31].

1) Homopolimer: Polimer zincirinde tek tip monomer biriminin yinelenmesiyle olusan
yapilarin genel adidir.

2) Kopolimerler: Polimer zincirinde farkli tip monomer birimleri kullanilarak meydana
gelen yapidir.

3) Terpolimerler: Kopolimer zincirlerinde kimyasal yapilar1 birbirinden farkl ti¢

monomer birimi kullanildiginda meydana gelen yapilardir [9,31].

2.2.2.Maleik Anhidrit

Kimyasal yapis1 nedeniyle olduk¢a fonksiyonel 6zellige sahip olmasina ragmen maleik
anhidrit (MA) ¢ogu monomerin aksine, normal kosullarda homopolimerlesmeyen, yani
kendi kendine kopolimer olusturamayan, bilinen en 1yi elektron alic1 (electron acceptor)
monomerdir. Oldukca dogal ve kullanish bir bilesik olan MA; elma asidinin kuru
damitilmasindan elde edilmistir [32,33].

C4H,0;5 genel formiiliine sahip olan maleik anhidrit (MA), diger monomerlere
gore elektron alicis1 olma 6zelligini daha karakteristik bir bi¢imde sergilemektedir. Bu
polimerler polianhidritler adiyla da anilirlar. Halka agilma 6zellikleri nedeniyle su ve
alkol gibi yapilarla degisik birlesikler olusturabilirler. Biitiin bu 6zelliklerinin yaninda
ayrica diistik fiyata sahip olmalar1 da bu polimerleri cazip hale getirmekte ve

kullanimin1 yayginlastirmaktadir [34,35].

Nanoparcaciklar i¢in  ¢Oziindiiriici ajan  olmalarmmn  yanisira, ylizey
modifikasyonu, makromolekiiler ila¢ tasiyici sistemler, tam1 amagli goriintiileme
ajanlari, implantlar, diger uygulamalaridir. MA iizerinde tekrarlanan oldukga reaktif
anhidrit halkasi niikleofilik bilesiklerin hidroksil (-OH) ya da amino (-NH; ) gruplarina
halka ac¢ilma tepkimesi ile baglanarak ester/karboksilik asit ya da amid/ karboksilik asit

yapilarinin olusmasina neden olur [34,36,37].



Bizim kullanicgimiz madde olan Maleik anhidrit alil fenil eter hidroksiiire
kopolimer ila¢ konjligatinin belirli sitotoksik, antitiimdr ve antimikrobiyal aktivitelere

sahip oldugu bilinmektedir.

2.3 Antimikrobiyal Maddeler

Kimyasal maddelerin organizma disindaki ortamda mikroorganizmalarin iizerine olan
etkilerine bakilarak hasta sagaltimmdan yararlanma fikri olduk¢a eskidir. Kemoterapi
ilk olarak Afrika Uyku Hastaligi’na kars1 tedavi secenekleri arayan Paul Ehrlich
zamaninda disiliniilmeye baglanmistir. Cok kii¢iik miktarlar(sagaltim dozlar1) ile
patojenler ilizerinde hasar olusturma Ozelligine parazitotrop etki denilmekte, konak
iizerine ise ¢ok az hasar olusturma Ozelligine ise organotrop etki denilmekte, bu
ozellikleri saglayarak tedavide uygulanan kimyasallara ‘“kemoterapétikler” adi
verilmektedir. Yani se¢ici olarak, patojen yada zararli organizmalara karsi toksik etkiye
neden olurken saglikli dokulara ise zarar vermeyen ya da ¢ok az zarar veren
maddelerdir [21].

Kemoterapide  kullanilacak  olan  antimikrobiyal =~ madde  minimum
konsantrasyonda optimum diizeyde etkili olmal1 ve en diisiik dozda dahi toksisitesi az
olmali ya da hi¢ olmamalidir. Bu etkinin uygulanabilmesi i¢in; antimikrobiyal
maddenin hedefinin konak organizma yerine mikroorganizma hiicreleri olmasi lazimdir
[9]. Bakteriler prokaryot hiicrelerdir, memeli hiicreleri ise okaryotik hiicre yapisi
gosterirler. Prokaryot hiicrede bulunan, fakat 6karyotlarda bulunmayan yapiy1 kendine
hedef alan antimikrobiyal maddeler (6rn; Penisilinler) segici toksik etkiye sahiptir. Oysa
Okaryot hiicre yapis1 gosteren ve dolayisi ile yapisal olarak memeli hiicrelerine
benzeyen mantar ve protozoonlara etkili antimikrobiyal maddeler i¢in segici
toksisiteden s6z etmek hatali olur [38,39].

Bakteri hiicresinin insan hiicresinden ayrildigi dort biiyiik nokta bulunmakta olup
bu noktalar klinik olarak etkin ilaclarin etkisine temel olusturur. Bunlar hiicre duvari
ribozomalar, niikleik asitler ve hiicre zaridir [39].

Okaryot hiicreler de mikroorganizmalarda oldugu gibi sitoplazmaya, secici
gecirgen zarlara  sahipti. Bu nedenle kemoterapdtik maddenin  patojen
mikroorganizmayla konagi ayirmasi i¢in segici toksik etkiye sahip olmasi gerekir

[38,40].



Kemoterapide diger tedavilerden farkl olarak, dogrudan hastalik etkeninin yok edilmesi
amaglanmistir. Bu tedavi yonteminin bilingsiz kullanimi direng gelisimine neden
olabilecegi i¢in, dikkatli olarak kullanilmasi 6nem arzetmektedir [9].

Birbirinden farkli  kemoterapotik ilaglarda  segicilik  derecesi  farklilik
gostermektedir. Secicilik 6zelligi en 1yi olan ilaglar penisilinlerdir. Mikroorganizmalar
iizerinde giiclii liremeyi durdurucu ya da oldiirlicii etki gosterdikleri halde, memeli
hiicreleri lizerinde toksisiteleri zayiftir. Antimikrobiyal tedavide temel olusturan bu
kavram konaga =zarar vermeden zararli organizmalarin ortadan kaldirilmasmi
tanimlamaktadir. Insan hiicreleri ile mikroorganizmalar arasindaki metabolizma
farklariin arastirilmasiyla segici toksisite kavrami ortaya ¢ikmistir [39,40].
Kemoterapdétikler etki mekanizmalarina gore su sekilde gruplandirilabilir [39] :

A) Hiicre duvari sentezinin inhibisyonu
1) Antibakteriyel etkinlik
e Peptidoglikan ¢apraz baglanmasinin (transpeptidasyon) inhibisyonu
e Peptidoglikan sentezinin diger basamaklarmin inhibisyonu
2) Antifungal etkinlik
e Beta glukan sentezinin inhibisyonu
B) Protein sentezinin inhibisyonu
1) 50S ribozamal alt birime etki
2) 30S ribozamal alt birime etki
C) Niikleik asit sentezinin inhibisyonu
1) Niikleotid sentezinin inhibisyonu
2) DNA sentezinin inhibisyonu
3) mRNA sentezinin inhibisyonu
D) Hiicre zar islevinin degistirilmesi
1) Antibakteriyel etkinlik
2) Antifungal etkinlik

2.3.1 Antimikrobiyal Maddelerin Simiflandirilmasi

Antimikrobiyal maddelerin siniflandirilmasinda aktivite gosterdikleri bolgeler esas
almir. Buna gore mikroorganizmalarinbiiylimeleri ve bdliinmeleri icin bir¢ok
biyomolekiilii sentez etmeleri gerekir. Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizmalarda
biiylime ve boliinme asamasinda 6zel hedefler tizerinde etkili olurlar [21,38].

Buna gore;



1) DNA olusumu ve transkripsiyonu inhibe edenler, (Niikleik asit inhibisyonu)
2)Hiicre duvar1 sentezini inhibe edenler,
3)Stoplazmik membrani inhibe edenler,

4)Ribozom fonksiyonunu inhibe edenler olmak iizere incelenirler [21].

2.3.1.1. DNA Olusumu ve Transkripsiyonu Inhibe Edenler(Niikleik Asit
inhibisyonu)
a) DNA sentezini bloke etmek i¢in folik asit sentezinin inhibe edilmesiyle olur. Ornek
olarak Siilfonomidler verilebilir. Bu ilacin formiilii folik asit yapisindaki esansiyal
metabolik madde olan paraamino benzoik aside (PABA) benzemektedir. Paraamino
benzoik asit mikroorganizmalar i¢im elzem bir metabolittir. Esansiyal metabolitler,
hiicrenin sorunsuz bir sekilde fonksiyon gdstermesi i¢in gerekli olan ve hiicreler i¢in
hayati 6neme sahip maddelerdir. Meydana gelen kimyasal rekabet nedeniyle PABA ile
yer degistiren Siilfonomidler, folik asitin yapis1 ve gorevini bozarlar. Folik asit
sentezinin inhibisyonuyla timidin ve piirin olusmasi1 da engellenir. Boylece hiicrenin
birbirine bagh tiim islevleri durur.
b) RNA polimerazin inhibisyonuyla,

¢) Timidilat sentatazi bloke ederek transkripsiyonun 6nlenmesiyle
d) DNA ile sik1 bilesikler yaparak (Mitomisin)

e) DNA giraz enzimine baglanarak siiper sarmal olusmasini durdurarak daniikleik

asit sentezi engellenebilir [21,41].

2.3.1.2. Hiicre Duvar Sentezini Inhibe Edenler
Duvar antibiyotiklerinin etkili olduklar1 bolge peptidoglikan bdlgesidir. Hiicre duvari
sentezinin inhibisyonu, transpeptidaz ve karboksipeptidaz enzimlerinin gorevlerinin
bloke edilmesiyle peptidoglikan sentezinin durmasi esasina dayanir [21]. Peptidoglikan
sentezi ii¢ evrede gerceklesir. Ilk evrede sitoplazmada diisik molekiil agirlikli
molekiillerin sentezi olur. Bir¢ok antimikrobiyal madde hiicre duvar1 sentezini bu erken
safhada etkiler. ikinci evre, membrana bagli enzimler tarafindan kataliz edilir. Onceden
dretilen diisiik molekiil agirlikli maddelerin sitoplazmik membranda bir lipit tasiciya
transferi saglanir. Bu lipit tasiyici alt birimlerin membrandan dis yiizeye gecisini saglar.
Baz1 antimikrobiyal maddeler bu tasiyict molekiilii etkileyerek diisiik molekiil

agirlikli molekiillerin gegisine engel olurlar. Hiicre duvar1 sentezinde iiglincii evre, alt



birim polimerizasyonu ve yeni olusan peptidoglikanlarin hiicre duvarma
transpeptidasyon reaksiyonu ile yapisma olayidir [41].

Bakteriler penisilinlerden korunmak i¢in penisilin baglayan proteinler sentezlerler.
Bunun disinda penisilinlerden etkilenmemek i¢in penisilin parcalayan enzimler olan
beta-laktamazlar1 yaparlar. Ancak Metisilin ve Kloksasilin gibi penisilinler beta

laktamazlardan zarar gérmezler hatta onlar1 baglayabilirler [21].

2.3.1.3.Sitoplazmik Membram inhibe Edenler

Kemoterapdtikler sitoplazmik zar iizerine ya zar1 eritici ya da segici gegirgenligi bozucu
etki yaparlar. Hayvan hiicresi sitoplazmik zari1 ile mantar ve bakterilerinki benzer
nitelikte oldugundan secici toksik etki burada 6nemlidir. Membran permeabilitesini
bozarak niikleik asitlerin ve katyonlarin hiicre digina ¢ikmasina ve hiicre 6liimiine neden

olurlar [40,41].

2.3.1.4. Ribozom Fonksiyonunu inhibe Edenler
Bu etki ribozomlarm 30S ve 50S birimlerine baglanarak olmaktadir. 30 S alt birimine
baglananlara 6nek olarak gentamisin, streptomisin, kanamisin 6rnek olabilirken; 50S alt

birimine baglanan Kloromfenikol ve Klindamisin gibi antibiyotiklerdir [41].

2.4.Kullanilan Mikroorganizmalar ve Ozellikleri
Biyolojik  aktivite testlerinde kullamilan  mikroorganizmalar  Tiirkiye Halk
SaglhigiKurumu (Refik Saydam Hifzissihha Merkezi)’ ndan temin edilmistir.
Antimikrobiyal aktivite deneylerinde kullanilan mikroorganizmalar ve kaynaklari
asagida verilmistir.

1)Staphylococcus aureus ATCC 25923

2) Escherichia coli ATCC 25922

3) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

4) Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus ATCC 43300

5) Enterococcus faecalis ATCC 29212

6) Candida albicans ATCC 10231

Staphylococcus aureus: Staphylococcus aureus mikroskop altinda incelendiginde
iizlim salkim gibi yapilar gosteren gram pozitif bir bakteridir. Sporsuz, hareketsiz ve

kapsiilstizdiir. Kan ¢ibani, arpacik, farenjit, menenjit, siniizit ve besin zehirlenmesi gibi
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hastaliklara neden olmaktadir. Tedavisinde Penisilinaz Direncli Penisilinler ve

Klindamisin veya Kinolon ile kombine tedavi protokolleri 6nerilmektedir.[42].

Escherichia coli: Escherichia coli, gomak seklinde, 1-2 um uzunlugunda ve 0,1-
0,5 um capinda olan gram negatif bir bakteridir. Sporsuz, hareketli ve fakiiltatif anaerop
bir bakteridir. Diger flora bakterileri ile dengede oldugu siirece hastalik olusturmayan
Escherichia coli normal bagwsak florasinda bulunur. Sistit, piyelit, pyelonefrit,
apandisit, peritonit, septisemi, endokardit ve diyare gibi hastaliklara neden olmaktadir.
E. coli GSBL iireten ve kazandig1 direnci yayabilen bir mikroorganizmadir. Escherichia
coli basilinin neden oldugu hastaliklarda; Aminoglikozit, Ampisilin, Kloramfenikol,

Tetrasiklin, Polimiksin, Stilfonamidler gibi antibiyotiklerden yararlanilmaktadir [42-44].

Pseudomonas aeruginosa:Pseudomonadaceae familyasindan olanPseudomonas
aeruginosa; aerob, hareketli, sporsuz, kapsiilsiiz ve gram negatif basillerdir [43].
Oksidaz pozitif olmalar1 bakimindan Enterobacteriaceae familyasindan ayrilirlar. Bu
bakteriler, besiyerlerinde optimum 30-37° C’de ve hafif alkali ortamda kolayca iirerler.
Isiya dayaniksizdirlar. Sularda, toprakta, insan ve hayvanlarin bagirsaginda bulunabilen
Pseudomonas aeruginosa’nin neden oldugu hastaliklar; sistit, piyelit, pyelonefrit,
menejit, konjunktivit, keratit, blefarit, panoftalmi, bronsit, bronkopndmoni, asteomiyelit
ve psedomembranoz kolittir. Tedavide ¢ogunlukla Gentamicin, Karbenisilin, Azlosilin,

Mezlosilin, Imipenem, Polimiksin kullanilmaktadir [42,43].

Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA): Metisiline direngli S.
aureus, Penisilinlere, Karbapenemlere, tiim Sefalosporinlere, Beta-laktamaz inhibitori
kombinasyonlarma ve Monobaktamlara direncli kabul edilmektedir. Bu suslar ayrica
Tetrasiklinler, = Makrolidler, Kloramfenikol, Klindamisinve Kinolonlar  gibi
antibiyotiklere kolaylikla direng¢ kazanabilmektedirler [45].

Metisilin; 1s1 gibi fiziksel etkenlere karsi duyarli ancak stafilokoklara etkili bir
antibiyotiktir. Test ortaminda 2 °C’lik bir 1s1 degisimi bile yanlis test sonuglarina yol
acabilmektedir. Bu ylizden, mikrobiyolojik c¢alismalarda daha stabil olan Oksasilin
antibiyotigi kullanilabilmektedir. Bdylece uygun laboratuvar sartlarinda belirlenen
Oksasilin direnci Staphylococcus aureus susununmetisilin direngli (MRSA) oldugunu

gostermektedir [42,45].
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Enterococcus faecalis: Kok seklinde, katalaz negatif, gram pozitif tekli, ikili ya
da kisa zincirli hareketsiz, fakiiltatif anaerob bir bakteridir. En iyi tiredigi 1s1 35° C’dir.
Dogada yaygin olarak bulunur. Bazi yapisal karakterleri sayesinde zorlu cevre
kosullarinda tireyebilirler. Gastrointestinal sistemin dogal flora iiyelerinden biridir.
Hastane enfeksiyonlarinda siklikla izole edilir. Yashlarda, altta yatan hastalig1 olanlarda
ve bagisik yetmezligi olan hastalarda enfeksiyonlara neden olurlar. Son yillarda
vankomisine direngli ¢ok sayida sus bildirilmistir. Buna ragmen tedavide halen en ¢ok

kullanilan antibiyotik Vankomisindir [42,43].

Candida albicans: C. albicans, bir maya mantar1 tiiriidiir. Kemoterapi goren,
organ nakli olan ya da AIDS gibi hastaliklara sahip immiin suprese hastalarda
sistematik ve firsatgr mantar enfeksiyonlarmnin baslica nedenleri arasindadir. Candida
albicans insan agiz florasinda ve sindirim sistemi florasinda yasayan bir
mikroorganizmadir. Bagisiklik sistemi zayiflarsa veya mantarlarin ¢cogalmasini saglayan
sartlar olusursa C.albicans istilaci, kiif gibi ipliksi bi¢cimine doniisiir. Tedavide en ¢ok

Amfoterisin B, Ketokonazol ve Flukonazol kullanilmaktadir [42].

2.4.1. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, belli bir mikroorganizma tiirtine kars1 kullanilacak
olan antimikrobiyal maddenin in-vitro olarak etkinligini belirlemek amaciyla uygulanan
testlerdir. Klinikte tedavi, antimikrobiyal duyarlilik testlerinin sonuglarina bakilarak
belirlenmektedir [46].

Antibiyotik duyarlilik testi ilk olarak 1929°da Fleming tarafindan ortaya
konmustur. Fleming, bir petri kutusunda kat1 besiyerini, ortadan kenara ¢ok daha yakin
bir yerden, dik olarak kesmis ve bir serit halinde digar1 almistir. Bu sekilde agtigi
bosluga kiif 6ziitii (Penisilin gibi) iceren besiyerini yerlestirmis, daha sonra bu bosluga
dik bir acida paralel olarak degisik bakteri kiiltiirlerini (Staphylococcus, E. coli,
Streptococcus, Pneumococcus ve baskalar1 gibi) yayma yontemiyle ekmistir. Ekim
isleminden sonra kiiltiirleri incelemis iireme ve inhibisyon zonlarmi degerlendirmistir
[46].

Antibiyotik duyarhlik testleri i¢in diflizyon ve diliisyon yontemleri gibi bir¢ok
yontem ve degisik modifikasyonlar1 bulunmaktadir. Herbir yontemin kendine gore
avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu amagla sonuglarin iyi bir sekilde

yorumlanabilmesi bir standardizasyonun saptanmasina gerek duyulmustur [46, 47].
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Antibiyotik duyarlilik deneylerinde "difiizyon" ve "diliisyon" olmak tizere iki
metod kullanilmaktadir [46].

A. Diflizyon testleri
1)Disk diflizyon
2)Epsilometer (E) testi
B.Diliisyon testleri
1)Tiip diliisyon testi
2) Agar diliisyon testi

Disk difiizyon testi:Rutinde antibiyotik duyarhiligini belirlemek i¢in en sik
kullanilan yontemdir. Disk diflizyon testi Kirby Bauer tarafindan gelistirilmis olup ucuz
ve kolay uygulanabilirdir. Bu testin temelinde; antibiyotik emdirilmis kagit disklerin
organizmanin ekiminin yapildig1 besiyerine yerlestirilmesi ve diskteki antibiyotigin
besiyerine difiize olmasi1 yer almaktadiwr. Kullanilan disklere belli miktarlarda
antibiyotik emdirilmistir ve bu sekilde inokiilasyon yapilmis kati besiyerlerine
yerlestirilir. Zamanla antibiyotikler besiyerine diflize olurken mikroorganizma da
iiremeye baslar. Inkiibasyondan sonra ilacmn inhibitdr konsantrasyonunun etkili oldugu
diskin ¢evresinde iireme goriilmez. Mikroorganizmanin antibiyotige olan duyarliligi ne
kadar ¢ok ise disk ¢evresindeki inhibisyon zonu da o kadar genis olmaktadir. inhibisyon
zonu c¢ap1 mm cinsinden Olciilerek, standart tablolara gore degerlendirmeler yapilir.
Boylece belirli bir mikroorganizmanin kullanilan antibiyotige karst olan duyarlilik ve

direnglilik durumu belirlenmektedir [46,47].

Bu yontemde, mikroorganizma buyyonda 2 saat siireyle 37°C'de inkiibe edilir.
Bulaniklig1 ise 0.5 McFarland (10® mikroorganizma / ml)'e olacak sekilde ayarlanarak
standardize edilir (McFarland standartlari, sivi besiyerindeki bakteri sayisini belirlemek
amaciyla kullanilmaktadir. Bu deger s1v1 besiyerine inokiile edilen bakteri miktarina es
bulaniklig1 gésterir ve McFarland tarafindan baryum kloriir ve siilfirik asit kullanilarak
gelistirilmistir) . Daha sonra hazirlanan siispansiyondan Mueller-Hinton agar yiizeyine
steril ekiivyon ile ekim yapilir. Antibiyotik igeren dikler steril pens yardimiyla besiyeri
yilizeyine yerlestirilir. Bu islemde diskler arasinda 22 mm, petri kenarindan ise 14 mm
mesafe olacak sekilde yerlestirilmelidir ve zonlarin birbiri {izerine denk gelmemesine
dikkat edilmelidir Son olarak ise besiyerleri 18-24 saat siireyle 35°C'de inkiibasyona

birakilir ve olusan inhibisyon zonlar1 dl¢iiliir [46,48,49].
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2. E-test:Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK), bir mikroorganizmanin
iiremesini Onleyen en diisiik ilag konsantrasyonu olarak tanimlanabilmektedir. E-test
kat1 besiyerinde diflizyon ile MIK degerinin belirlenmesini saglayan bir yontemdir
[46,48].

E-test yoOnteminde; bakteri yogunlugu 0.5 McFarland olacak sekilde
ayarlandiktan sonra Mueller Hinton besiyerine ekiivyonla yayilir. Daha sonra besiyerine
belli bir antibiyotik gradienti iceren E-test seritleri yerlestirilir. Plaklar 35-37°C'de 18-
24 saat kadar inkiibasyona birakilir. Serit etrafinda olusan inhibisyon elipsinin serit

iizerindeki 6lgekle kesistigi nokta MIK degeridir [46,47].

Diliisyon testleri

Bir antimikrobiyal maddenin bir mikroorganizmanin iremesini Onlemek ya da
mikrooganizmay1 6ldiirmek i¢in gerekli olan minimum konsantrasyonunu belirlemek
icin uygulanan testler diliisyon testleridir. Giinlimiizde "tiip diliisyon" ve "agar

dilisyon" olmak iizere iki diliisyon yontemi uygulanmaktadir [48].

Tiip Diliisyon

Tiip diliisyon yontemleri de kendi aralarinda "makrodiliisyon" ve "mikrodiliisyon"
olarak ikiye ayrilirlar. Bu yontemlerin prensibi aynidir. Makrodiliisyonda test tiipleri,
mikrodiliisyonda ise "U" ya da "V" tabanli "mikroplate"ler kullanilmaktadir. Ik olarak
test  edilecek  antibiyotiklerin  sivi  besiyerinde  diliisyonlar1  hazirlanir.
Mikroorganizmanin standart bir inokiilumu hazirlandiktan sonra, farkli oranlarda diliie
edilmis antimikrobiyal madde her bir tiipe esit miktarlarda eklenir. Bir tiip hi¢ bakteri
ekilmemis ve sadece besiyeri bulunacak sekilde ayarlanirken, diger bir kontrol tiipii ise
antibiyotik eklenmeden hazirlanir. 35-37°C'de 24 saatlik inkiibasyonun ardindan tiipler
bulaniklik yoniinden incelenir. Gozle goriilebilen bulanikligin olmadigi en diisiik ilag
konsantrasyonu, minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) olarak degerlendirilir [46-

48].

Agar Diliisyon
Bu yontemlerde, tiip diliisyon yontemleriyle ayni prensibe gore uygulanmaktadir. Farkli
olarak agar diliisyon yonteminde hazirlanan antibiyotik sulandirimlarinin agarin igine

konularak petri plaklarma dokiilmesidir. Bu sekilde her bir petride farkli
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konsantrasyonlarda antibiyotik bulunur. Bakteri yogunlugu 0.5 McFarland olacak
sekilde ayarlandiktan sonra sulandirilarak 10" CFU / ml bakteri yogunlugu elde edilir.
Bu mikroorganizma soliisyonlarindan besiyerlerine ekim yapilir. Ekim yapilan plaklar
35-37° C'de bir gece inkiibasyona birakilir. MIK iiremenin engellendigi en diisiik
antibiyotik konsantrasyonudur [47-49].

Calismamizda; kolay ve pratik olmasi ve daha dogru, giivenilir ve hassas olmasi

gibi 6zellikleri nedeniyle Disk Difiizyon Yontemi uygulanmastir.

2.5. Hiicre Kiiltiiri
Canli bir doku veya organdan alman kiigiik bir par¢anin in-vitro olarak biiyiitiilmesi ve
cogaltilmasi islemine hiicre kiiltiirii denilmektedir.

Hiicre kiiltiirii ilk kez 1907 yilinda kurbaga sinir hiicrelerinin incelenmesinde
kullanilmistir. Daha sonra tavuk kalp hiicrelerinde denenmistir. Bu uygulamalarin
yayginlik kazanmasiyla bir¢ok canli ve hiicre i¢in basariyla gelistirilen hiicre kiiltiirleri,
1940’larda viroloji (viriis bilimi) calismalari i¢in de kullanilmaya baglanmistir. Boylece
arastiricilar viral bir hastalik olan ¢cocuk felcine karsi as1 gelistirerek 1954 yilinda Nobel
Tip Odiiliine layik goriilmiiglerdir. 1943 yilinda ise ilk kez fare hiicre serisi
olusturulmustur. Insan hiicresi olarak ise ilk kez 1951 yilinda servikal karsinomali
(rahim kanali kanserli) bir hasta olan Henrietta Lacks adindaki hastadan alinan kanser
hiicresi, hiicre kiiltiirli ortaminda ¢ogaltilmis ve hastanin isminin kisaltmalariyla“HeLa
hiicre serisi” olarak adlandirilmistir. Diinya genelinde yapilan ¢aligmalarda; fareden
pluripotent embriyonik kok hiicreleri 1986°da Martin, Evans ve arkadaslar1 tarafindan,
insan embriyonik kok hiicreleri ise 1998’de Thomson, Gearhart ve arkadaslari

tarafindan izole edilmistir [50,51].

2.5.1. Hiicre Kiiltiirii Stmiflandirmasi

Hiicre kiltiirleri genel olarak tek tabaka ve siispansiyon hiicre kiiltiirleri olmak {izere
ikiye ayrilir. Siispansiyon hiicreler kiiltiir ortaminda asili olarak biiyiirler. Bu hiicrelerin
kiiltlir sisesine baglanma zorunlulugu yoktur, asili kalarak hayatta kalabilir hatta
cogalabilirler. Bu hiicrelere kan, dalak, kemik iligi hiicreleri 6rnek olarak verilebilir.
Stispansiyon icinde asili olan hiicreler kiigiik toplar seklinde gozlemlenirler.
Siispansiyon kiiltiirlerin ayn1 anda ¢ok sayida hiicreyi biiylitebilmek ve hiicreleri kolay

toplayabilmek gibi avantajlar1 bulunmaktadir [52, 53].
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Monolayer hiicre kiiltlirlinde hiicreler tek tabaka halinde ylizeye yapisarak
cogalirlar. Ektodermal ve endodermal embriyonik hiicrelerden tiireyen hiicreler tek
tabakali ve yapiskan olarak biiyiirler. Bu hiicrelere fibroblast ve epitel hiicreleri 6rnek
olarak wverilebilir. Bu hiicreler degisik sekillerde olabilirken genellikle diiz olarak
gortiniirler. Monolayer Kkiiltiirlerde hiicrelerin ylizeylere yayilmasi ve yapismasi
mikroskobik incelemelerde ve fonksiyonel testlerde kolaylik saglar [52].

Hiicreler ¢ogalma ozelliklerinden dolay1 ise primer, sekonder ve devamli hiicre
kiiltiirleri olmak tizere tige ayrilir;

1) Primer hiicre kiiltlirii;alinan organ ve dokulardan hazirlanarak ilk {iretilen hiicre
kiiltliriidiir. Bu hiicrelere tavsan ve maymun bobrek hiicresi, gobek kordonu endotel
hiicreleri, EMF (Embriyonik Mouse Fibroblast) hiicreleri, primer hepatosit ve primer
diiz kas hiicreleri 6rnek olarak verilebilir [50,52].

2) Sekonder hiicre Kkiiltiirleri ise, primer hiicrelerinpasajlanarak cogaltilmasiyla
olusan kiiltiirlerdir. Diploid hiicre kiiltiiriindeki hiicrelerin yaklasik %75°1 orijinal olarak
elde edilen normal hiicre tiirii ile ayn1 karyotipe sahiptir. MRC-5 fetal akciger fibroblast
ve WI-38 insan akciger fibroblast kiiltiirleri diploid hiicre kiiltiirlerine 6rnek verilebilir
[54].

3) Siirekli hiicre kiiltiirleri; hiicre soyundaki hiicrelerin transformasyona ugratilarak
(veya kendiliginden) 6liimsiiz olma ve sinirsiz ¢ogalma kapasitesine sahip olmasiyla
olusan Kkiiltiirlerdir. Bir hiicre kiiltlirlinlin devamli sayilabilmesi i¢in en az 50
subkiiltiiriiniin yapilmis olmasi gerekir. Siirekli hiicre hatlarmin sinirli hatlara goére daha
yiiksek klonlama 6zelligi, artmis tlimorijeniteleri, daha yiiksek biiyiime hizlar1 ve ¢ok
cesitli kromozom yapilar1 bulunmaktadir [50,52].

Omurgali hiicrelerin ¢ogu; hiicre kiiltiirlerinde belli sayida boliindiikten sonra
apoptoza girer ve bolinme durur. Insan fibroblastlar1 da kiiltiirde 25-40 kez
bolindiikten sonra boliinmeleri durur. Bu sekilde bolinmenin durmasi telomerler denen
yapilarin kisalmasindan kaynaklanmaktadir. Kromozomlarin DNA ve protein igeren
terminal kisimlar1 olan telomerler, diger DNA dizilerinden fonksiyonel ve yapisal
olarak farklidirlar. Telomer sentezinde gorevli enzim ise telomeraz (telomer terminal
transferaz veya revers transkriptaz) enzimidir [55,56].

Insan somatik hiicrelerinin telomeraz salmimmi durdurmalar1 nedeniyle
telomerler kisalmakta ve buna bagli olarak hiicrelerin yasami sinirlanmaktadir. Ancak
telomeraz enzimini kodlayan bir gen insan somatik hiicrelerine katilirsa bu hiicreler

sonsuz bir sekilde ¢ogalabilir ve 6liimsiiz hiicre serileri olarak adlandirilabilirler.
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Kanser hiicreleri asili olarak yiizeye tutunmadan g¢ogalabilirler ve ¢ok sayida hiicre
meydana getirebilirler. Bu sebeple kanser hiicrelerinin asir1 ¢ogalmasinda ve
Olimsiizliigiinde rol oynadigi diisliniilen telomeraz aktivitesinin gelecekte kanser
teshisinde marker olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu enzimi diizenleyen
genlerin belirlenmesiyle kanser tam1 ve tedavisinde umut veren gelismelerin olmasi
beklenmektedir [55-57].
2.5.2.Hiicre Kiiltiirii Cahsmalarimin Kullanim Alanlar
Hiicre kiiltiirii calismalar1 gliniimiizde olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Bunlardan bazilar1 asagidaki gibi siralanabilir [50].

¢ Asi ve monoklonal antikor {iretimi

e Kanser arastirmalarin

e (Cesitli enzim ve hormonlarin iretimi

e Hiicre i¢i aktivite ol¢limii

e DNA ve RNA replikasyonu arastirmasi

¢ Enerji metabolizmasmin arastirilmasi

e Cesitli ilaglarm hiicre siklusuna etkisi

e Hormon reseptdr komplekslerinin davranislar

¢ Sinyal iletim mekanizmasi ve hiicre haberlesmesi

e Enfeksiyonlar ve viral transformasyonun arastirilmasi

e Ogzel iiriinlerin sentezlenip salgilatiimasi

e Hiicre populasyon kinetigi

e Sitogenetik analizlerde

¢ Genetik manipiilasyon ve immortalizasyon

e Tiip bebek ve kisirlik tedavileri

2.5.3. MG-63 Hiicre Serisi
MG- 63 osteosarkom (kemik kanseri) hiicresi olup 14 yasinda erkek bir Kafkasyali’dan
elde edilmistir. Uremelerinde %5-10 fotal bovin seruma(FBS) ihtiya¢ duyarlar [58].

2.5.4. 1.929 Hiicre Serisi
L929 1940 yilinda W.R. Earle tarafindan olusturulan esas L serisinin alt klonudur. L

serisi 100 giinlitk C3H/An erkek farenin bag dokusunun normal subkutan6z bolgeden ve
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yag dokusundan elde edilmistir. Kiiltiirii genelde %10 Fetal Bovine Serum (FBS) iceren
besiyerinde yapilir [58].

2.6. Sitotoksisite Testleri

Deneysel toksikolojik ¢caligmalar, kimyasal maddelerin canli hiicreler iizerinde meydana
getirdigi yap1 ve fonksiyon degisikliklerinin saptanmasi ve yorumlanmasi amaciyla
yapilir. Canlt hiicre sayisinin ve hiicre proliferasyonunun dogru ve hizli tespiti hem in
vitro hem de in vivo c¢alismalarda deneysel asamada Oonemlidir. Hiicre canliligi, bir
ornekteki canli hiicrelerin sayisi olarak tanimlanabilmektedir [59,60].

Genellikle hiicre sayiminda canli ve Oli hiicreleri birbirinden aymrmak igin
hemosimetrenin yaninda tripan blue gibi canlilig1 belirleyen bir boya kullanilmaktadir.
Ancak bu vital boyalar net degerler almazlar. Bu yontemin az miktarda hiicre
siispansiyonuna ihtiya¢ duyulmasi, kolay uygulanabilir, pratik ve uygun olmasi gibi

avantajlar1 bulunmaktadir [60].

ACID PHOSPHATASE GLUCOSE

- General physiological
cell state

- Glucose consumption

NEUTRAL RED
- Lysosomal activity
- Membrane permeability

p— MTT/XTT
LDHe : - Mitachondrial metabalism
e - - Respiratory toxicity
permeability N
SULFORHODAMINE B\ CRISTAL VIOLET
- Cell proliferation : - Cell proliferation
- Total pratein synthesis rate - DNA

Sekil 2.1. Sitotoksisite testlerinin hiicre {izerine etkileri [61].

Hiicrelerde sayimin disinda protein, DNA, protein nitrojen ya da lipidlerin net agirlig1
gibi hiicre bilesenlerinin belirlenmesi ile de toksisite deneyleri yapilabilmektedir [51].
Tek tabakali kiiltlirlerde veya hareketsiz hiicrelerde direk hiicre sayimi
yapilamiyorsa indirek ol¢iimler yapilabilir. Bu oOlclimlere 6rnek olarak glukoz veya
oksijen tiiketim hizi ile laktik asit, pirtivik asit ve CO, miktarlarmin belirlenmesi

verilebilir [51,62].
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Bu degerler olgiiliirken kiiltlirde hiicrelerin gidisati siirekli olarak izlenmektedir.
Bu biyokimyasal oOlgiitler kullanilirken enaz iki yada daha fazla olgiit birlikte
degerlendirilmelidir. Bahsedilen sentez hizi (protein, DNA ve RNA sentezi) 6l¢ctimii
radyoizotop kullanilarak yapilabilir. DNA ve RNA sentezi gibi Olgiimler ¢esitli
radyoizotoplar yardimiyla yapilabilmektedir ancak genel Ol¢iimler i¢in tercih
edilmektedir [51,60,62].

Her bir deneysel amag i¢in farkli olarak uygulanabilecek olan bir ¢ok yontem

bulunmaktadir. Genel olarak kullanilan sitotoksisite testleri su sekildedir; [60].

e Agar Difiizyon Testi

e LDH Testi (laktat dehidrogenaz)

e MTS Testi (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium)

o MTT Testi (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

e XTT Testi (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide)

e WST-1 Testi (2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-2H-tetrazolium)

e Trypan Blue Testi

e Neutral Red Testi

Bu deneylerde ideal yontem yoktur. Ancak birden fazla ydntemin birlikte

kullanilmasiyla optimum sonugclar elde edilebilmektedir [62].

2.6.1.Hemositometre ile Hiicre Sayimi ve Canhilik Calismasi

Hemositometre, hiicre kiiltiirlerinde yapilan islemlerden sonra hiicre biliylimesi ve
canliligmn optimum diizeyde olup olmadiginin incelenmesi i¢in yapilan ¢aligmalarda,
hiicre sayisinin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Bu yontem hiicre sayiminda
rutinde en sik kullanilan ydntemdir. Uzerinde sayim kamaralar1 bulunan lama hiicre
siispansiyonundan konulduktan sonra iizerine lamel kapatilmakta ve mikroskopta
incelenmektedir. Lam {izerinde ¢izgi ile kesin olarak kazmmis 1 mm kareler ve buna
ilaveten daha kiigiik kareler igerir. Mikroskopta kareler igindeki hiicreler sayilmakta ve

buna gore siispansiyonun mililitresindeki hiicre miktar1 hesaplanmaktadir[62].
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2.6.2.Tripan Mavisi Boyas1 Canhlik Testi

Tripan Mavisi Boyasi sadece Olii hiicrelerin membranlarindan gegebilir. Her bir
muamele edilen grubun yasama ytlizdesi 6lii hiicrelerin (mavi) ve canli hiicrelerin (boya
almamis) sayilmasiyla belirlenir. Analiz edilen parametre; hasarli, sizint1 yapan plazma
membranidir. Bu testin avantajlar1 arasinda 151k mikroskobu ile canli hiicrelerin
Oliilerden ayirt edilmesinde kullanilan standart bir metot olmasi, hizli ve ucuz olmasi,
total hiicre populasyonundan c¢ok kii¢iik bir hacmin test analizi i¢in gerekli olmasi
sayilabilir. Boya ile hiicre siispansiyonu 1:1 oraninda karistirilir ve 37°C’de 5 dakika
tutulur. Daha sonra thoma laminda mikroskopta sayilir. Canli hiicreler tripan mavisi
boyasini gecirmez. Hiicre membranmin herhangi bir nedenle zarar gérmesi halinde s6z
konusu boya hiicre icerigine girer ve sitoplazmayi1 boyar. Bu durumda mikroskobik
incelemede canli hiicreler parlak ve seffaf renktedir, 6lii hiicreler ise mavi olarak

boyanir [9,62,63].

2.6.3.Neutral Red

Canli hiicrelerin lizozomlarina girerek onlar1 boyayan bir boya olan Neutral Red (3-
amino-7-dimethyl-2-methylphenazine hydrochloride) suda ¢oziinebilir 6zelliktedir. Bu
testte hiicrelerin iizerine Neutral Red eklendikten sonra inkiibasyona birakilmakta ve

canli hiicreler kirmiz1 olarak mikroskop altinda gozlenebilmektedir [63].

2.6.4.MTT Testi

Mikroplate testleri hiicrenin canliligi ve cogalmasma bagli olarak gelistirilmistir.
Mikroplate formatinda siklikla metabolik aktivite ve DNA sentezi gibi parametreler
Olciilmektedir. Metabolik aktivite Ol¢iimiinde genelde mitokondrial aktivite
belirlenmektedir [62].

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl
blue) testinde canli olan hiicrelerin mitokondrileri MTT boyasimin tetrazolium halkasini
parcalayabilmektedir. Bu reaksiyon frajil bir mitokondriyal enzim olan siiksinat
dehidrogenaz enziminin aktivitesine bagimhidir [62-64].

MTT, suda ¢oziinme 6zelligi olmayan, canli hiicrelere tutunan ve bu hiicrelerin
mitokondrilerinde reaksiyon olusturan bir maddedir.Canli hiicrelerin tetrazolium
halkasini parcalanmasi ile normalde soluk sar1 renge sahip olan MTT boyas1 koyu mavi-
mor renge doniismektedir.Hiicrelerin MTT boyasin1 indirgeme 06zelligi hiicre

canliligmin gostergesidir ve MTT testi sonucunda goriilen boya yogunlugu ile canh
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hiicre sayis1 birbirine paraleldir. MTT doniisiimiindeki artis ELISA Reader Cihazi ile
sayilabilmektedir [64-66].

MTT yontemi siklikla toksik ajanlarin etkinliginin belirlenmesi, sitokinlerin ya da
besiyeri bilesimindeki maddelerin hiicreler iizerine etkisinin arastirilmasinda

kullanilmaktadir [66,67].

2.6.5.XTT Testi

Tetrazolyum tuzlar1 prensibine dayanan bir diger kolorimetrik metot ise XTT (sodyum
3’-[1-[(fenilamino)-karbonil]-3, 4-tetrazolyum]-bis (4-methoksi-6-nitro)benzen-
sulfonikasit hidrat) testidir. Bu test digerlerine gére kolay uygulanabilir, hizli glivenilir
ve duyarlidir.Yontem, metabolik olarak aktif olan hiicrelerin bir tetrazolyum tuzu olan
XTT’ yi turuncu formazan bilesenlerine indirgemeleri prensibine dayanmaktadir. Test
prosediirii hiicrelerin 96 kuyucuklu plaklarda kiiltiire edilip, XTT ajaninin eklenip, 2-24
saat inkiibasyonda bekletilmesi prensibine dayanmaktadir. Inkiibasyondan sonra ise

sonu¢ ELISA ile okunmaktadir [9,63,67].

2.7. Apoptosis

Eski bir yunan terimi olan apoptoz, yapraklarin agagtan, petallerin ¢igekten dogal olarak
diismesi anlamina gelmektedir. Bu terim fizyolojik nedenlerden kaynaklanan, programli
hiicre 6limiinii anlatir. Patolojik hiicre 6limii olan ve ATP miktarmnmn azalip, hiicre
homeostazinin hizla bozuldugu, inflamasyon yanitinin gelistigi nekrozdan tamamen
farkl olarak, apoptoz; inflamasyon olmaksizin hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri,
genlerle diizenlenen, programli, RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan,
organizmada dengeyi koruyan bir olaydir [16,17,68].

Hiicrenin intihar1 olarak tanimlanan apoptoz; hiicre tarafindan programlanmis bir
mekanizma vasitasiyla, hiicre dis1 etkenler ve genetik faktorlerle tetiklenen bir
sistemdir. Apoptoza ugramis hiicre miktar1 organizmanin saglkli ya da sagliksiz
olusunu belirlemekle beraber hiicrede homeostazi saglamaktadir. Bu durum demektir ki;
apoptoz oraninin azalmasi ile hiicre sayis1 artar aksine eger apoptoz orani artarsa hiicre
sayis1 azalir ve istenmeyen doku tahribat1 meydana gelir [68,69].

Ik kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan “fizyolojik hiicre 6liimii”
ifadesi tanimlandiktan sonra yine ilk olarak Wyllie ve Kerr tarafindan
glukokortikoidlere maruz kalan timiis hiicreleri lizerinde yapilan deneysel bir ¢alisma

ile gosterilmistir. Apoptoz, 20 yildan fazla embriyolojik gelisimin temel siireci olarak
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bilinmis, arastiricilarin 1990’Ii yillarmm baglarinda, gelisimini tamamlamis hayvan
hiicrelerinde de apoptozu tanimlamasiyla konu daha ilgi ¢ekici bir hale gelmistir
[17,70,71].

Bu sistematik hiicre 6liimiiniin hiicrelerde bulunan genetik verilerde yer alan intihar
programmnin sinyalleriyle, oksidatif stres gibi olaylarla tetiklendigi diisiiniilmekle
birlikte mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamaktadir [17].

Hiicrede ¢ogalma islemi durur ve DNA onarimi meydana gelmezse apoptosis ile
sonuglanan olaylar serisi baslar. Bu esnada hiicre tipi, hiicredeki hasarin boyutu ve
hiicrenin  tiim0r  olusturabilme yetenegine bagli olarak apoptotik siireg
degisebilmektedir.Programli hiicre Olimi ile immiin sistem mekanizmalarinin
gerceklesmesi ve hiicrenin dengede kalmasi saglanmaktadir[72]. Alzheimer ve
Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklardan, ilseratif kolitler ve AIDS gibi kronik
hastaliklara ve hatta immiinolojik hastaliklara kadar bir¢cok hastalik; aktive olmus
lenfositlerin kendi antijenlerini apoptoz yardimiyla ortadan kaldirmalar1 sonucu
apoptoza ugrayan hiicre miktarindaki artisa bagli olarak meydana gelmektedir.
Meydana gelen bu artis ise hiicredeki dengenin bozulmasina neden olabilmektedir
[68,73,74].

Ayrica apoptoz mekanizmasi, uyarana ve hiicre tipine gore farkliliklar
gostermektedir. Apoptozu etkileyen hiicre i¢i uyaranlar genel olarak: biiyiime faktorleri,
onkojenler, timor siipresor genler olmak lizere ii¢ ana grupta toplanabilir. Viral-
bakteriyal enfeksiyonlar, glukokortikoidler gibi ajanlar,biiylime faktorlerinin
baskilanmasi, sitokinler, hiicre i¢i kalsiyum miktarindaki artis, TNF (tliimor nekroz
faktor), TGF-B (Transforming Growth Factor), Fas/FasL sisteminin aktive olmasi ve

p53'iin aktive olmasi apoptozu etkileyen uyaranlara 6rnek olarak verilebilir[17,75,76].

2.7.1. Apoptozun Asamalan

Apoptoz siireci; genlerin DNA hasarma karsi cevabi, 6liim sinyallerinin alinmasi (Fas
ligand1) ve proteolitik enzimin direkt olarak hiicreye girisi (granzim) olarak ii¢ farkh
sekilde ileyebilir. Bu siiregte ii¢ elzem bilesen vardir.

Bu bilesenler; Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) proteini, kaspazlar ve
Bcl-2 ailesi proteinleridir.  Apoptoz siirecinde meydana gelen morfolojik
degisikliklerden sorumlu olan bu bilesenler; DNA fragmentasyonu, mitokondriyal
hasar, c¢ekirdek zar1 kirilmasi ve kromatin kondensasyonu gibi farkli sekillerde etkili

olmaktadirlar [77,78].
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Apoptotik uyartyr alan hiicrenin sekli yuvarlaklagsmaya baglar, sitoplazmasi
biiziiliir ve hizla bulundugu ortamdan uzaklagmaya c¢alisir. Apoptosis de bu sekilde
diger hiicrelerden uzaklasarak temasin ortadan kalkmasi ve hiicrelerin biiziismesi ile
karakterizedir. Na, K, Cl tasiyict sisteminin durmasina bagli olarak sivi hareketi
saglanamaz ve hiicreler biiziilirler [17,78]. Apoptotik olarak uyarilan hiicrenin
mikrovilluslar1 kaybolur ve ortam ile olan baglantilar: kesilir. Elektron mikroskobunda
meydana gelen degisiklikler izlenirse ilk olarak plazma membraninin seklinin
bozuldugu ve kabarciklar meydana getirdigi goriiliir ki; bu yapiya "zeiozis" adi
verilmistir. Membranda meydana gelen tomurcuklanma gibi degisikliklerde
transglutaminaz enzimi de gorev almaktadir.Hiicre zarinda i¢ ylizeyden disariya
fosfatidilserin translokasyonu olur. Plazma ve c¢ekirdek kondansasyonunu takiben
kromatinin kiimelenmesi sekillenir. Kromatindeki degisikliklerin baglamasinin hemen
oncesinde sitozolik kalsiyum diizeyinde 6nemli bir artis olmaktadir [78].

Hiicre pargalandiktan sonra niikleer materyal igeren zarla cevrili "apoptotik
cisimcikler" denilen yapilar olusur.Hiicre zarinda bulunan lipit tabakada fosfolipitler
asimetrik Ozellik gostermektedirler.Fosfatidilserin (PS), fosfatidiletanolamin (PE) ve
fosfatidilkolinler (PC) hiicre zarinda asimetrik olarak dagilmislardir. Bu asimetrik
yap1ATP’ye bagl translokaz yardimiyla korunmaktadir. Apoptoz esnasinda translokaz
yetmezligi i¢ tabakada bulunan PS’nin dis ylizey tabakaya yerlesmesine neden
olmaktadir.Boylece apoptotik cisimcigin fagosite edilmesi uyarilir ve bu cisimcikler
sitokin salgilanmadan ya da inflamasyon uyarilmadan makrofajlar ya da komsu hiicreler
tarafindan fagosite edilirler [16,17,74].

Apoptotik uyarima bagli olarak silirecin baslamasindan apoptotik cisimciklerin
olusumuna kadar meydana gelen olaylar zinciri birka¢ dakika siirer. Ancak meydana
gelen cisimciklerin fagositozu i¢in ise 12-18 saat kadar uzun bir siire gerekebilmektedir
[79,80].Apoptoz esnasinda meydana gelen DNA ¢oziilmesi, kromatin yogunlagmasina
bagli apoptoz mekanizmasinda dnemli role sahiptir [81,82]. Apoptoz uyarimindanl saat
kadar sonra DNA’nin tek iplik¢iginde geri doniisii olmayan ve karakteristik bir
parcalanma meydana gelir. Fakat apoptozun ger¢eklesmesi icin DNA pargalanmasi
zorunlu degildir.Normal hiicrelerde de ani bir uyar1 ya da basit bir olay da programli
hiicre Oliimiine neden olabilmektedir. Yani hiicrelerin sahip oldugu bu intihar
programini uygulayip uygulamayacaklarii belirleyen ¢esitli molekiiller bulunmaktadir

[68].
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2.7.2.Apoptozun Siniflandiriimasi
Hiicre lizozomunun ne sekilde fonksiyon gdsterdigine bakilarak apoptozun

siniflandirilmasi yapilir [68].

Tip-1 Hiicre Oliimii (heterofaji): Hiicre c¢ekirdeginin ve sitoplazmasinin
yogunlagsmasiyla baslamaktadir. Niikleus yogun kromatin kitlesi igerir ve bu
yogunlasma c¢ekirdek yar1 piknotik olana kadar artar. Yiksek biiylitmede DNA
iplik¢iklerinden olusan paketlerin yogun kromatin alanina daha yakimn olduklar1 goriiliir.
Niikleustan sonraki en 6nemli degisiklik hiicre zarmin katlanmasidir. Fagositoz sonrasi
ise lizozomlar hiicre igerigini parcalarlar. Kisaca heterofaji hiicre 6liimiinde hiicrenin
kendi lizozomlarinin belirgin bir rolii yoktur. Hiicre diger hiicrelerin lizozomlarinin
yardimiyla parcalanmaktadir. Tip-1 hiicre 6liimii, 6zellesmis hiicrelerin cogunlugunda

goriilmektedir [83,84].

Tip-2 Hiicre Oliimii (otofaji): Bu tip hiicre oliimiinde, hiicrenin sindirimi
cogunlukla kendi lizozomlariyla olur. Bol miktarda otofajik vakuoller olusmaktadir ve
bu vakuoller genisleyerek mitokondri ve endoplazmik retikulumu da icine alabilir.
Golgi organeli ise genisleyerek niikleosit disfosfataz aktivitesinin artmasina neden olur
[85,86]. Otofajik hiicre Olimiinde primer lizozomlar gorev almaktadir. Daha sonra
lizozomlarda bulunan hidrolitik enzimler otofajik vakuollere bosaltilir.  Apoptoza
ugrayan hiicreler endositoza ugrarlar. Tip-2 hiicre 6liimiinde de hiicre zarinda cesitli
kabarciklar ve mikrovillus kayiplar1 goriilebilmektedir. Schweichel ve Merker, otofajik
tip hiicre Olimiiniin amfibi kuyrugundaki metamorfozda ya da emriyonal gelisim
siirecindeki epitelde oldugu gibi dejenerasyona ugramis dokulardaortaya ¢iktigini

sOylemislerdir [86-88].

Tip-3 Hiicre Oliimii: Bu tip hiicre 6liimii de kendi i¢inde ikiye ayrilir:

a-Non-lizozomal Vezikiil Parcalanmasi: Bu tip hiicre 6liimiinde, oncelikle hiicre
icindeki organeller siser daha sonra ise hiicre dis1 bosluklar sitoplazmik kisimlarla
birlesir. Hiicre, organeller ve hiicresel yapilar elektron mikroskobuyla bile
goriilemeyecek kadar kiictiltiilerek parcalanirlar. Bu tip 6liimde hiicreler kendi
lizozomlar1 tarafindan parg¢alanmamaktadir ancak fagositozun da nasil oldugu
kesinlesmemistir. Schweichel ve Merker, hiicre Oliimiiniin bu seklini kikirdakta

kalsifikasyon olmus hiicre i¢ci maddelerin rezorpsiyonundan 6nce gérmiislerdir [87,89].
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b-Sitoplazmik Tip Parcalanma: Bu tip hiicre 6liimii, non-lizozomal hiicre
Oliimiine organelerin genislemesi ve sitoplazmada meydana gelen olaylar ydniinden
benzer. Ancak ¢ekirdek dejenerasyonu farkl bir sekilde olmaktadir. Bu hiicre 6liimiinde
cekirdekte ve hiicre icinde parcalanma yerine 6dem ya da diffliz dejenerasyon goriiliir.
Sitoplazmik tip hiicre 6liimiinde niikleusta erken evrede yogunlagma meydana gelmez
[88,89]. Bu tip hiicre 6limiinde Tip-2 ve Tip-3a’da oldugu gibi mitokondrial icerikte
azalma olmaktadir. Ancak Tip-2 hiicre 6liimiinden farkli olarak bu hiicre 6liimiinde
otofajik vakuoller goriilmez. Sitoplazmik tip hiicre 6liimiinde, endoplazmik retikulumun
genislemesi ve mitokondirin sismesi gibi baz1 6zellikler nekroza benzemektedir. Fakat
bu konunun mekznizmasi ile ilgili calismalar hala devam etmektedir [88,90].

Baz1 vakalarda apoptotik bir uyaran olmasma ragmen hiicre tahribati farkl
sekillerde meydana gelmektedir. Tahminen bu islem ya sitoplazmadaki litik
enzimlerden ya da sitoplazmik enzimlerin lizozom membraniyla temas etmesinden
kaynaklanir. Fakat bu olayin en azindan 3 farkli yolu vardir:

1-Lizozom tarafindan bu enzimlerin salinmasi (intihar ¢antasi hipotezi)

2-Lizozomdan serbestlesmeksizin farkli yollarla sitoplazmada bol miktarda enzim
bulunmasi. Engellemenin bu tiiriinde sitoplazmik hidrolazlarin ve asit fosfatazlarin artis1
s0z konusudur. .

3-Sitoplazmada zaten bulunan enzimlerin aktivasyonu [78,90].

2.7.3. Apoptozun Genetik Mekanizmasi
Apoptoz olaymin gergeklesmesi sirasinda meydana gelen genetik olaylar, toksik
ilaglarin hiicre 6limiinii bu yolla gerceklestirdigi agik oldugundan, hem de bu islemde
timor supresor genleri ile onkoproteinlerin birlikte is gdrmesi acisindan 6nemlidir.
Apoptozun genetik mekanizmasinda c¢esitli asamalar bulunmaktadir. Bu asamalar
asagidaki gibi siralanabilir;

1-Oliime karar verme

2- Hiicre 6liimiinii gergeklestirme

3- Pargalanma

4- Fagositoz [68].

Apoptozun genetik mekanizmas:1 ilk kez Caenorhabditis elegans isimli

nematodun gelisim asamalarinda belirlenmistir. C elegans’in gelisim siirecinde 1090

somatik hiicre olugsmaktadir; fakat bunlardan 131 hiicre 6lmektedir. Bu programli hiicre
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Olimiinii gerceklestiren genler, arastiricilar tarafindan ced-3 ve ced-4 olarak
tanimlanmistir. Bu genlerden biri ya da her ikisi de mutasyona ugradigi zaman bu 131
hiicre yasamaya devam etmektedir [91,92].

Ced-3 geni bir sistein proteazi sifrelemektedir ve memelilerdeki sistein
proteazlardan ICE (Interleukin-1B-Converting Enzyme)’ye benzemektedir. Ced-4 ise
kalsiyuma bagli bir proteini sifrelemekte ve memelilerde apaf-1 ile homoloji
gostermektedir. Ced-9'un insandaki homologu olan Bcl-2 proto-onkojen gen ailesi ise
apoptozu durdurmaktadir [91-93]. Bugiin nematodlardan baska bitki, hayvan gibi biitiin
canli gruplarinda apoptoz c¢alimalar1 slirmektedir. Apoptozun regiilasyonu
nematodlardan insana kadar ¢ogu ayni gen kontrol siireci ile olduk¢a siki bir bicimde
korunmaktadir. Oliim sinyali, gen ekspresyonu ile diizenlenebilmesine ragmen, siireg
genotoksik hasar (kemoterapi, radyasyon vb) veya sitokinlerin olmamasi gibi farklh
uyaranlarla harekete gecirilebilir. DNA tek veya cift iplik parcalar1 ve niikleotit azlig1,
DNA-bagl1 transkripsiyon faktor p53 ile baslayan bir dizi olay1 aktive eder ve hiicre
apoptotik yola girer [68,94].

2.7.4. Apoptozda Etkili Genler

2.7.4.1. p53’iin Rolii

Insanda apoptoz, p53 ile baslayan ve kaspazlara kadar devam eden bir mekanizmaya
sahiptir.p53 apoptozu indiikleme 6zelligi olan bir proteindir. Birgok anti-tiimor ilag,
hedef olarak hiicre DNA’smi1 secer ve p53 seviyesini artirir. Bu aktivasyon ya hasarin
tamirine ya da apoptoza yol agar [75,95]. Bu aktivasyon ayn1 zamanda kromozom-
17°nin kisa kolundaki bir genin (17p53) iiretimi ile ilgilidir. Bu genin mutasyonu p53
salgilanmasina biiyiik 6l¢iide katkida bulunur ve apoptozu uyarilmasina da yardimci
olur. p53 tiimor baskilayici bir gen olarak ¢alismaktadir bu nedenle bu gende meydana
gelen mutasyonlar tiimor hiicrelerinin yasama siliresinin uzamasina neden olmaktadir.
Toksik etkilerle meydana gelen hiicre hasari, transkripsiyonu diizenleyici etkiye de
sahip olan p53'i aktive etmektedir. Boylece p53, DNA’ya dogrudan baglanarak hasari
tantyabilmekte, ya hasar i¢in gerekli zamani elde etmek i¢in hiicre siklusunun durmasini
saglamakta, ya da hasar tamir edilemeyecek kadar fazlaysa hiicreleri apoptoza
yonlendirmektedir. p53 geni ile ayn1 fonksiyonlara sahip olan p63 ve p73 genleri de
tespit edilmistir[96,97].
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2.7.4.2. Bcl-2/Bax “in Rolii

Bcl-2/Bax gen ailesi apoptozun diizenlenmesini saglamaktadir. Bu ailenin 20 kadar
iiyesi tanimlanmistir. Bu aile, bazilar1 apoptozu inhibe eden (antiapoptotik) Bcl-2, Bcel-
xL, Bcl-w, Boo ve Mcl-1 gibi genlerden, bazilar1 ise apoptozu indiikleyen Bax gibi
proapoptotik genlerden meydana gelmistir [98,99].

Bcl-2 ve Bcel-XL, sitokrom C ve apoptoz uyarict faktor (AIF) gibi faktorlerin
mitokondriden serbest hale gelmesini engelleyerek ya da kaspazlarin salmimlarini
durdurarak apoptozu inhibe etmektedir. Diger yandan Bax ya da Bak gibi proaoptotik
genler ise, mitokondri zarmin por ac¢iklhigini degistirme yoluyla sitokrom C’nin
mitokondriden serbest hale gelmesini saglayarak ve kaspazlarin serbestlesmesini
uyararak apoptozu aktive ederler[100,101].

Hiicrelerin apoptoza egilimli olup olmamalar1 heterodimer ya da homodimer
formunda bulunan Bcl-2 ailesi genlerine baglidir. Ornegin Bcl-2 salgilanmasi ile Bcl-2
homodimerleri olusur ve apoptoz inhibe edilir. Diger yandan Bax geninin sentezlenmesi
ile apoptoz aktive edilmektedir [100].

Son yillarda arastirmalar apoptozda etkili olan genlerden dolayr mitokondri
iizerine yogunlagsmistir. Mitokondriler ¢ift zarli organellerdir. Bcl-2, 24-26 kDa'luk
protein kodlayan bir proto-onkogendir ve proteini, ¢ekirdek zarinda ve mitokondirinin
sitoplazmaya doniik olan dis zar1 {lizerinde konumlanmistir. Bu proteinler, zarin
parcalanmasindan hiicreyi korurken ayni zamanda da iyon aligverigini diizenlerler
[78,102].

Yine antiapoptotik genler icinde bulunan Bcl-XL'in ise mitokondrinin zarar
gormesini engelledigi boylece de apoptozu inhibe ettigi diisiiniilmektedir. Bel-2 ailesi
iiyeleri ayrica pro-oksidan gibi davranarak apoptoz Tlzerindeki reaktif oksijen
diizeylerini regiile etmektedir[78,103].

Bax proteinlerinin sitoplazmada da varlig1 belirlenmistir. Bu proteinler apoptotik
sinyali almasmin ardindan, "permeabilite ge¢is poru" yani mitokondiri zarmayonelerek
buraya baglanirlar. Bu baglanmanin sonucu olarak selektif iyon gecirgenligi
azalabilmektedir.Boylece sitokrom C ve AIF (Apoptosis Inducing Factor) faktorleri
mitokondrinin zarinda meydana gelen degisikliklerden dolay1 sitoplazmaya gecerler.
Bu faktorlerden AIF, niiklear fragmentasyonun ve kromatin kondansasyonunun
meydana geldigi ¢ekirdege dogru ilerlerken, sitokrom C ise apoptotik mekanizmanin
son kisminda gorev almaktadir. Sitokrom C, Apaf-1'in aktivasyonunu saglamaktadir. Bu

amacgla Apaf-1 'e baglanan sitokrom C ise prokaspaz-9'u aktive eder. Olusan bu
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kompleks "apoptosom" olarak isimlendirilmektedir. Prokaspaz-9'un aktive olmasiyla
hiicre oliimiinii gergeklestirecek olan bir seri kaspaz da indiiklenmektedir. Sitokrom
C’nin disinda Apaf-1 ayn1 zamanda ATP‘ye de baglanmaktadir.Bu olay apoptozun

neden enerji gereksinimi duydugunu aciklamaktadir [16,104].

2.7.4.3. Kaspazlarin Rolii

Proteinleri aspartik asit bulunan kisimlarindan kesen kaspazlar, bu nedenle c-asp-ases
olarak isimlendirilmislerdir.Kaspazlarm kisith proteolizisi hiicrede lizisin sekillenmesini
engeller ve apoptotik cisimcikler olusur. Apoptoz mekanizmasinda yer alan ii¢ temel
grup; Olim reseptdrleri, adaptér proteinler ve proteolitik enzimler (kaspazlar) olarak
bilinmektedir.

Oliim reseptérleri, TNF (Tumour Necrosis Factor) gen ailesinde bulunmaktadir.
Bu reseptor polipeptidlerin sitoplazmik boliimleri, 6liim alan1 (Death Domain) adi
(TNF Related Apoptosis-Inducing Ligand)-R1, TRAILR2, TNF-R1, DR3 ve DR6
olmak tizere alt1 tane 6liim reseptdrii bulunmaktadir. [16,105,106].

Adaptor proteinler ise reseptor araciligiyla gelen sinyalleri alarak kaspazlara
baglanir ve kaspazlarin aktivasyonunu saglarlar. TNF reseptorii-1 (TNFR1) ve Fas
(CD95) bu reseptorlerin en iyi bilinenleri olmakla beraber karacigerde bol miktarda
bulunmaktadir.Fas'm etki etmesi ile kaspaz dizisi (kaskad1) aktive olmakta ve kaspazla
aktivasyonu saglanan olan DNaz (caspase activated DNase; CAD) ise DNA yikimina
neden olmaktadir. Memeli hiicrelerinde sistein proteaz ailesinden olan kaspazlarm aktif
merkezinde sistein yer alir ve sitoplazmada inaktif prokiirsorler olarak bulunur. Diger
adi1 ile ICE proteazlardir ve bir proteaz aktivasyon dizisi (selalesi) baslatarak
sitoplazmik proteinlerin yikiminda rol almaktadr [16,17].

Sitokrom C’nin sitoplazma ic¢ine salmmasi ile apoptozun son basamaklarindan
sorumlu enzim sistemi olan kaspazlar aktive olur. Simdiye kadar sitozolde bulunan 14
kaspaz tanimlanmistir; inflamasyonu uyaran ve ilk kez bir proteaz olarak tanimlanan
ICE, prokaspaz-1 olarak isimlendirilmistir[107].

Kaspazlar bagslica 3 tiptirler:

I- Bagslatici kaspazlar; (Kaspaz 2, 8, 9, 10),

I1- Efektor kaspazlar (Kaspaz 3, 6, 7),

III- inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14) [108].
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Kaspazlar; sitokin iiretimine katkida bulunanlar proteolizisin "baslaticilar1" ya da
"uygulayicilar1” olarak smiflandirilirlar. Oliim sinyali veren baslatic1 kaspazlar, adaptore
baglanirlar ve 6liime yonlendirirler ama infaz1 gerceklestirmezler bunu yapacak olanlar1
aktiflestirirler, infazi gerceklestiren uygulayic1 (effektor) kaspazlardir. Uygulayict
kaspazlar, baslatic1 kaspazlarin akisini aktive ederler [108].

Apoptotik programin merkezi bileseni kaspazlardir. Kaspaz aktivasyonu hiicreye
0zgil oldugu bilinmektedir. Kaspaz inhibitorlerinin (IAP) ise direkt olarak effektor
kaspazlar1 hedef alip bloke ederek hiicre Olimiiniin inhibisyonuna neden oldugu
gosterilmistir. Ayrica IAP (Inhibitors of Apoptosis) ailesinin kaspazlardan ayr1 olarak,
transkripsiyon faktorlerin modiilasyonu ve hiicre siklusunun kontroliinde de yer alarak
apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir. Bu inhibitérler malign hiicrelerde asir1 olarak

gozlenirler [16,17,105].

2.7.5. Apoptozda Etkili Sistemler

2.7.5.1. Granzim veya Perforin Sistemi

Patojenle infekte hiicreler ve tiimor hiicrelerinin yok edilmesinde bu salgisal apoptotik
yol etkili olmaktadir. Perforinler ve Granzimler, sitotoksik T lenfositler (CTL) ve
Naturel Killer (NK) hiicrelerinin sitoplazmik salgi graniilleri i¢inde bulunan
proteinlerdir. Perforinlerin salgilanmas1 i¢cin CTL reseptoriiniin  hedef hiicreye
baglanmas1 lazimdir, boylece salgilanan perforinler hedef hiicre iizerinde dairesel bir
por olustururlar. Olusan bu perforin poru, hiicre i¢indeki kalsiyum seviyesinde ani bir
artisa sebep olur. Diger yandan Granzim B ise hedef hiicreye girebilmek icin reseptor
yardimiyla agilan vezikiil i¢indeki deligi kullanir. Hiicre icine giren Perforin proteinti,
vezikiilden Granzim B'nin serbest kalmasini saglar. Boylelikle, Granzim B hizli bir
sekilde DNA fragmentasyonunu ve apoptoz ile birlikte prokaspaz aktivasyonunu
baglatir. Bununla birlikte Granzim A ise Perforinle birlikte kaspaz bagimsiz yolda

apoptozda gorev almaktadir [104].

2.7.5.2.Fas - Fas Ligandi veya CD95 Yolu

Apoptozun salgidan bagimsiz mekanizmasi, hiicre zari ilizerinde bulunan "6lim
reseptorlerinin" aktivasyonu ile iliskilidir. Tiimor nekroz faktor ailesinin bir {iyesi olan
Fas (CD95), bir hiicre ylizey reseptoriidiir. Fas cogu hiicre tipinde apoptotik sinyalin bir
uyaricist olarak gorev almaktadir. Fas ligand1 (FasL) da yine Fas gibi TNF ailesine ait

bir iiyedir. FasL ozellikle sitotoksik T hiicrelerinin ve NK hiicrelerin {izerinde bulunur.
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Apoptoz mekanizmast FasL’nin Fas reseptoriine baglanmasi ile baslamaktadir. Bu
mekanizma, timor hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi, viriisle infekte olmus hiicrelerin
oldiiriilmesi, bir immiin tepki sonunda aktive olmus T hiicrelerinin uzaklastirilmasi gibi
olaylarda 6nemli rol oynamaktadir. Fas ve TNFR-1’in sitoplazmik uzantisi, bir 6liim
alanin1 (Death Domain, DD) icermektedir. Fas'm sitoplazmik kismi, FADD (Fas
Associating protein with a Death Domain protein) ve RIP (Receptor Interacting Protein)
ile siirekli bir etkilesim i¢indedir. Prokaspaz-8'in aktivasyonu ise bu TRADD ve RIP
proteinleri tarafindan apoptozun uyarilmasiyla meydana gelir. Bu sekilde aktivasyonu

saglanan kaspaz-8 ise daha sonra diger kaspazlarin aktivasyonunda gorev alir [16,108].

2.7.6.Hastahklarda Apoptozun Rolii
Apoptoz birgok fizyolojik ve patolojik olayda etkin rol oynamaktadir. Fizyolojik
olaylarin baginda hiicre yapim-yikimi gelir. Bagisiklik sistemi hiicrelerinin se¢giminde de
apoptoz 6nemli rol oynamaktadir. Apoptozun en klasik 6rnegi sayilan yenidogan
timusunun involusyonu sonucunda T lenfositlerin yaklasik % 98’1 seleksiyona
ugramaktadir. Ayrica B hiicrelerinde de apoptozun baskilandigi belirtilmektedir. Bunun
fizyolojik 6nemi, B lenfositlerinin duyarli oldugu uyaranla yeniden karsilagmasi
durumunda hazir bulunmasmi saglamaktir. Patolojik olarak sayabileceimiz olaylarda
ise; timorlerde hem regresyon hem de biiyiime asamasinda rol oynar [15,109].
Apoptozun artmasiyla ilgili hastaliklara 6rnek olarak; Norodejeneratif bozukluklar
(Alzheimer Hastaligi, Parkinson Hastalig1), hematolojik bozukluklar (Aplastik Anemi),
otoimmiin bozukluklar (Romatoid Artrit, Sjogren Sendromu),bakteriyel ve viral
enfeksiyonlar(Ebola virlis,N.menengitidis) verilebilir. Apoptozun azalmasiyla 1ilgili
hastaliklara ise kanserler (Blastom, Karsinom,Ldsemi,Lenfoma), otoimmiin bozukluklar
(Sistemik Lupus Eritomotozus), ateroskleroz, metabolik bozukluklar(Wilson hastaligi),

viral enfeksiyonlar (Adenovirus, Poxvirus) ornektir [17].

2.7.7.Tedavide Apoptoz

Gilinlimiizde hastaliklarin ¢ogu hiicre 6liimiine bagl olarak meydana gelmektedir. Bu
ylizden apoptoz olaymma ve apoptotik siirece miidahale edilirse ve apoptotik
mekanizmalar diizenlenirse yeni tedavi yaklasimlar1 gelistirilebilir. Olas1 tedavi
yaklagimlar1 li¢ kategoride toplanabilir: (1) gen tedavisi (p53’iin yedeklenmesi vb), (2)
apoptoz molekiillerinin diizenleyicilerini hedefleyen molekiillerin enjeksiyonu (Growth

faktorler ve c¢oOzilebilir FasL vb), (3) apoptozla iligkili genlerin ekspresyonunu
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diizenleyen farmakolojik kii¢cliik molekiillere miidahale edilmesi (Bcl-2 vb). Gliniimiizde
steroid icermeyen antiinflamatuvarlar gibi apoptotik mekanizmalar: etkiledigi bilinen
bircok ila¢g bulunmaktadir. Aslinda hiicrelere toksik olan ilaglar ve radyoterapi
programlar1 timor hiicrelerinde apoptozu baslatmaktadir. Ancak apoptoza karsi olusan
diren¢ tedavinin basarisiz olmasina neden olmaktadir. Ayrica kemoterapi ve radyoterapi
gibi tedaviler, saglikli hiicrelerde de apoptoza neden olabilmektedir ve kemik iligi
iizerinde olumsuz yan etkileri vardir. Bu nedenle son zamanlarda gelistirilen yeni birgok

tedavi denemeleri klinik 6ncesi ¢aligmalarda imit vermektedir [68,99].

2.7.8.Apoptozu Belirleme Yontemleri
Hiicrede apoptozu belirlemek i¢in kullanilan bu yontemler asagidaki gibi smiflandirilir:
Morfolojik Goriintiileme Yontemleri
1. Isik Mikroskobu
a. Hematoksilen Boyama
b. Giemsa Boyama
2. Floresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop
a. Propidium Iyodiir (PI)
b. Hoechst Dye
3. Elektron Mikroskobu
4. Faz Kontrast Mikroskobu

Immunohistokimyasal Yontemler
1. Anneksin V Yontemi

2. TUNEL Yontemi

3. M30 Yontemi

4. Kaspaz-3 Yontemi

Biyokimyasal Yontemler

1. Agaroz Jel Elektroforezi

- DNA fragmentasyonu

2. Western Blotting

Substrat kirilmalar1

- Aktif kaspaz’n belirlenmesi

- Sitokrom c¢ saliverilmesi
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3. “Flow” Sitometri

Immunolojik Yontemler
1. ELISA

- DNA Fragmentasyonu

- M30 Diizeyi

2. Fluorimetrik Yontem

- Kaspaz Aktivasyonu

Molekiiler Biyoloji Yontemleri (Gen Ekspresyon Yontemleri)
- DNA Microarrays [108,110,111].

Bizde ¢alismamizda apoptoz siirecinde bu yontemlerden gen ekpresyon yontemini

kullanarak es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu(rt-PCR) ile arastirdik.

2.7.8.1.Apoptozun Belirlenmesinde Kullanilan Molekiiler Yontemler
Molekiiler tanimlama ydntemleri, son zamanlarda ortaya ¢ikan teknolojik gelismelerle
mikrobiyoloji alaninda da cesitli caligmalara 151k tutmaktadir. Bu yOntemlerin ¢ok
yaygmn kullanilmamasmin nedenleri olan maliyet ve kalifiye personel ihtiyact gibi
faktorlere ragmen kendisine 6zgii ¢esitli avantajlara sahip olan bu yontemler diinyada
gittikce artan sikliklarla kullanilmaya baslanmistir. Ayni sekilde, son yillarda iilkemizde
de molekiiler yontemlerin kullanildig1 bilimsel arastirmalar hiz kazanmistir [112].
Molekiiler tani; organizmanin genetik kodundaki genom ve proteininde biyolojik
belirtecleri analiz eden bir tekniktir. Bu teknik genetik duyarliligin belirlenmesinde,
konagin enfeksiyona duyarliligindan sorumlu faktorlerin incelenmesinde, viriilans ve
bulasict olabilme yOniinden farklilik gosterebilen spesifik suslarin tanimlanmasi,
toplumlar ve akraba gruplar1 arasinda hastaligin yayilmasi, kontrolii ve etiyolojisine
molekiiler seviyede tanimlanan genetik faktorlerin katkis1 ve enfeksiyon hastaliklarinin
yayllmasmin onlenmesi gibi durumlarda 6nem arz etmektedir. Molekiiler yontemlerle
diren¢ genleri, gen mutasyonu, gen ekspresyon analizi ile ilgili arastirmalar
yapilabilmektedir. Bu yontemlerden biri olan PolimerazZincir Reaksiyonu ise en c¢ok

kullanilan, duyarly, giivenilir yontemlerden biridir [112-114].
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2.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Polimeraz zincirleme tepkimesi (Polymerase Chain Reaction - PCR), DNA igerisinde
yer alan ve dizisi bilinen iki segment arasindaki spesifik bir bolgeyi enzimatik olarak
cogaltmak i¢in uygulanan tepkimelere verilen ortak bir isimdir.Bu teknik ile bir DNA
molekiiliiniin milyonlarca hatta milyarlarca kopyasii elde etmek miimkiin olmaktadir.
PCR, 1985 yilinda Cetus adli biyoteknoloji firmasinda c¢alisan Kary Mullis adl
arastrmact tarafindan bulunmustur. Bu reaksiyon, polimeraz enzimi ve gerekli
bilesenlerin bulunmasi halinde DNA’nin karsit siralar1 sentezleyebilme yetenegi ile
gerceklesir. Boylece hedef DNA dizisi ¢ogaltilirken, se¢ilmeyen diziler baskilanabilir.
Boylece DNA dizisinin tanimlanmasi daha kolay hale gelmektedir [113,114].
PCR tekrarlanan 3 basamak seklinde ger¢eklesir. Bu basamaklar;

1.Denattirasyon

2.Annealing

3.Uzama

1.Denatiirasyon;  Amplifiye  edilecek = DNA’nin  yiiksek  sicaklikta
denatiirasyonudur (90-95 °C ). Kalip DNA (template DNA), 90-95 °C’de 1-2 dakika
tutularak ¢ift sarmal yapidaki DNA iplikgikleri birbirlerinden ayrilarak tek iplikgikli
hale gelmektedir. Ancak bazi durumlarda 5-10 dakika 6n 1sitma yapilarak DNA zinciri
ayrilabilmektedir [112,115].

2.Annealing (55-60 °C); Primerlerin DNA {izerindeki hedef bolgelerle 6zgiil
hibridizasyonuna olanak verecek sicakliktaki annealing yani birlesme reaksiyonudur.
Bu islemde sicaklik diisiiriilir ve ortamdaki primerlerin tek iplik¢ikli olan DNA’ya
baglanmas1 saglanir, bu asamada hedef dizilere primerler baglanir ve yeniden cift
iplik¢ikli hale gelir. Bu islem, iiretilecek baz uzunluguna bagl olarak 30-60 saniyede
gerceklesmektedir [116].

3. Uzama; Tamamlayict zincir sentezi olarak tanimlanan bu asamada ortama
eklenen Taqg DNA polimeraz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik olan
72°C’de primerlerin uzamasi saglanmaktadir. PCR sonucunda elde edilen iiriin,
¢ogaltilmas1 hedeflenen DNA parcasi ile iki primerin toplam uzunlugu kadardir. Ug
basamaktan (denaturation, annealing, primer extension) olusan islem, bir PCR devrini

temsil eder. Bu iic adimi igeren her bir dongiiniin sonunda PCR iiriinleri 2 katina
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cikmaktadir. PCR islemi, genel olarak 25 ile 40 defa tekrar edilerek baslangigtaki DNA
dizisinden milyonlarca yeni DNA parcacigi ¢ogaltilir [116,117].

PCR : Polymerase Chain Reaction
30 - 40 cycles of 3 steps :
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Sekil 2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu basamaklar1 [115].

5
3

PCR;

-DNA dizi analizinde ve DNA haritalanmasinda,

-Genetik hastaliklarin teshisinde,

-DNA parmak izi analizinde,

-Insan Genom Projesi ve diger Genom Projelerindeki arastirmalarda,
-Adli tip 6rneklerinin genetik tiplendirilmesinde,

-Tarimda,

-Sistematik ve evrim ¢aligmalarinda kullanilmaktadir [112].

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Avantajlari
e Hizli ve 6zgiildiir.
e Eskimis, kurumus, az miktarda DNA iceren 6rneklere bile uygulanabilir.
eToksin olusturan etkenlerin, saptanmasi gii¢ toksinlerin, bakteri alt tiplerinin,
laboratuvar kosullarinda tiretilmesi gii¢ viriislerin teshisine uygundur.

e Antibakteriyel direnci olan bakterilerin saptanmasia uygundur.
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e Babalik testinden, populasyon genetigi ve epidemiyolojik caligmalara varmcaya

kadar genis kullanim alan1 bulunmaktadir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Dezavantajlar

eOrtamdaki istenmeyen DNA’nin primer ile ortak dizilime sahip olma riski
vardir.

eDeneyimli personel gerektirir.

¢ Cihaz ve malzemeleri pahalidir [112,118].

2.8.1. PCR Yontemleri

2.8.1.1.Hot-Start PCR

PCR’mm yiiksek diizeyde 0Ozgiilliigiinden emin olmanin yolu 06zgiil olmayan
amplifikasyonun onlenmesidir. Bu durum, tipik olarak hem bu baglanmanin meydana
geldigi yerin engellenmesiyle, hem de diistik derecelerde 6zgiil olmayan primer-primer
baglanmasinin olabilecegi baslangictaki DNA polimerizasyonunun Onlenmesi ile
gerceklesebilir. Hot Start PCR, primer baglanma i1sisindan daha yiiksek 1silarda
amplifikasyon reaksiyonunun baglatilmasi islemidir ve ilk zamanlarda elle yapilan
yontemlerde Onceden 1sitilmig primerler ve kalibin 1s1 dongli cithazina konup,
polimerazin eklenmesiyle uygulanmistir. Tipik olarak bu islem ilk denatiirasyon
dongiistinde reaksiyon 1sitilana kadar polimeraz aktivitesini engelleyen taq-spesifik

monoklonal antikorlarm kullanilmasiyla yapilir [113,118].

2.8.1.2.Multipleks PCR

PCR’mn bu modifikasyonunda birden fazla DNA segmentinin, birden fazla primer cifti
kullanarak ayni amplifikasyon reaksiyonunda cogaltilmasi s6z konusudur.Siklikla ¢ok
sayida ampirik deneme gerekir.Cok sayida hedefin birlikte amplifikasyonu farkli
amagclar i¢in kullanilabilir. Tanisal amaglar i¢in Multipleks PCR, internal kontrolleri
tayin veya tek bir 6rnekteki ¢ok sayida patojenin tespit edilmesi amaciyla uygulanabilir.
Multipleks PCR deneyleri, hedef niikleik asitlerin smirli olmadigi insan ve kanser
genetiginde onemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte infeksiyoz organizmalarin
saptanmas1 i¢in gelistirilen Multipleks PCR deneyleri ¢ok daha karmasiktir ve daha
diisiik duyarlilikta sonuglanabilmektedir [113].
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2.8.1.3. Nested PCR

Eger diisiik kalitede DNA veya smirli sayidaki kopya ile kalip DNA amplifiye edilmek
istenirse, PCR duyarlilig1 ile ilgili problemler ortaya ¢ikabilir. Nested-PCR (nPCR) ile
DNA amplifikasyonunun duyarlilig1 ve spesifikligi yiikseltilebilir.Nested PCR ‘da iki
takim aplifikasyon primeri kullanilir. Birinci takim,15-30 dongii iceren ilk
amplifikasyon asamasi i¢in gereklidir. Ilk reaksiyonun iiriinleri, ilk primer ¢iftinin iiriinii
icerisindeki sekansa 6zgiil ikinci bir primer takimi ile birlikte ikinci bir amplifikasyon
asamasina tabi tutulur. Nested PCR toplam dongii sayisinin fazlaligi nedeniyle yiiksek
oranda duyarlidir. Teorik olarak tek bir primer takimmin aymi sayidaki dongii ile
amplifikasyonuna gore daha 6zgiildiir [112].

Nested amplifikasyonunun en biiyiik dezavantaji ilk amplifikasyon asamasmin
tamamlanmasimdan sonra {iriinlerin ikinci tiipe transferi swrasinda  yliksek
kontaminasyon riski tasimasidir. Bu transfer asamasi, iki amplifikasyon karisiminin
mum veya yag ile fiziksel olarak ayrilmasi veya ikinci primer takimimnin ilkine gore

baglanma 1s1smin daha yiiksek tutulmasiyla engellenebilir [118].

2.8.1.4.Arbitrarily Primed PCR

Bu yontem ayni zamanda rastgele amplifiye edilmis polimorfik DNA ( random
amplified polymorphic DNA) yontemi olarak da adlandirilir ve diisiik sicakliktaki
ortamda genomik DNA ‘y1 amplifiye etmek icin tek, kisa rastgele secilmis bir primeri
kullanir. Tamamlayict zincirde sadece primerlerin baglandig1 bolgeler amplifiye edilir.
AP-PCR ¢esitli tilirlerdeki suglarm, tir icerisindeki degisik serotiplerin ve serotip
icindeki cesitli alt tiplerin ayrilmasinda kullanilir.Bu yontem giintimiizdeki en basit

DNA temelli alt tiplendirme yontemidir [113-115].

2.8.1.5.Broad-Range PCR

Bu yontem infeksiyon tanisinda filogenetik olarak bilgi verici olan genetik hedefler
icerisindeki korunmus sekanslar1 kullanir. Yeni bulunmus, nazli veya kiiltiire
edilemeyen patojenler bu yontem ile infekte insan dokusu veya kanindan direkt olarak
saptanir. HSV, bakteriyel menenjit, atesli hastalardaki bakteriyemiyi hedef alan evrensel
primer setleri kullanilmaktadir. Bu yOntemlerin dezavantajlari; kontaminasyon riski,

maliyet ve taksonomik konulardir[112].
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2.8.1.6.RT( Revers transkriptaz) PCR

Revers transkriptaz PCR RNA hedeflerin amplifikasyonu i¢in gelistirilmistir. Bu
islemde RNA hedefleri 6nce RT ile DNA’ya cevrilmekte ve daha sonra PCR ile
amplifiye edilmektedir.Thermus thermopilus’dan elde edilen 1siya dayamikli DNA
polimeraz etkin revers transkripsiyon aktivitesine sahiptir. Bu enzimler ayr1 bir RT
adimma gerek duyulmadan RNA hedeflerinin amplifikasyonunda
kullanilabilmektedir.Reaksiyon 1sisinin yiiksekligi primer hibridizasyonundaki sikilig1
arttirr ve primer uzamasit veya baglanmasini engelleyebilecek olan RNA ikincil

yapismin olugsmasini 6nler [115-118].

2.8.1.7.Real Time PCR

Real time demek; reaksiyon boyunca veri toplanmasi ve analizinin ayni1 anda devam
etmesi demektir. Real-time yOntemler, amplifikasyon ve tayin islemlerinin ayni
reaksiyon odasinda veya tiiplinde yer aldigi ve siklikla ayni anda yapildigi homojen
yontemlerdir.Bu yontem amplikonun el ile islenme asamalarini azaltir ve bdylece
tasinmaya bagli kontaminasyon riskini digtirtir [113,114,118].

Ayni zamanda heterojen yontemlere gore otomasyona ¢ok daha uygundur. PCR
reaksiyonlarinda sicaklik dongiilerini saglamak i¢in kullanilan thermocycler ad1 verilen
cithazlarin hassas 6l¢iim aletleriyle birlestirilmesi, Real-Time PCR olarak adlandirilan
yeni bir yontemi ortaya ¢ikarmistir.Real-Time PCR reaksiyonu esnasinda her bir PCR
siklisunda yeterli miktarda iiriiniin verdigi floresans 1s18a gore ¢alisip reaksiyonu asama

asama sonuna kadar olusan {iriinii kontrol eden bir sistemdir [118].
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda kopolimer ilag konjugati olan MAAFE-HX’in antimikrobiyal, antitimor
ve sitotoksik aktivitelerine bakildi ve bu konjugatin yapisal karakterizasyon 6zellikleri
belirlendi. Daha sonra MAAFE-HX’in apoptozda sorumlu olan genlerin iizerine olan
etkisini anlamak icin rt-PCR ile gen ekspresyon diizeylerine bakildi.

Konjugatin antimikrobiyal aktivitesine Cumhuriyet Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda disk diffiizyon yontemi kullanilarak bakildi.
Antitiimor ve sitotoksik aktiviteleri belirlemek icin ise hiicre kiiltlirii ¢alisildi. Bu
amagla antitiimor aktivite MG-63 kemik kanseri hiicre serisi iizerinde arastirilirken,
sitotoksik aktivite ise 1L.929 fibroblast hiicre serisi iizerinde arastirildi. Hiicre kiiltiirti
calismalar1 Cumhuriyet Universitesi, Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda ve
Cumbhuriyet Universitesi, Tip Fakiiltesi, Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde yapildu.
Bu aktiviteleri arastirmak amaciyla XTT testi uyguland1 ve ELISA ile optik yogunluk
6l¢iildii. MAAFE-HXin yapisal karakterizasyonunu belirlemek i¢in FTIR ve "H-NMR
calismalar1 Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde yapildu.

Diger yandan gen ekspresyonlarinin belirlenmesi i¢in hiicre kiiltiirii galigmalar1 ve
RNA izolasyonu Cumhuriyet Universitesi, Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim
Dal'nda ve Cumhuriyet Universitesi, Tip Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde yapildi. Caligmanmn sonraki kismi olan c¢cDNA sentezi ve rt-PCR
calismalar1 ise Ankara ATQ Biyoteknoloji Laboratuvarlarinda yapildi. Calismamiz i¢in
gerekli malzemeler ve kimyasallar T-632 nolu proje ile Cumhuriyet Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Bagkanlig tarafindan temin edildi.

Istatistiksel ¢alismalarda SPSS (Statistical Packages of Social Sciences version
16.0 for Windows) programi kullanildi. Bu amac¢la Mann-Whitney U testi ve Student’s
T testi kullanildi. “p<0,05” degeri istatistiki olarak anlamli kabul edildi.

Calismamiz, Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 15.01.2015

tarihli toplantisinda 2015-01/02 karar numarasiyla onaylanmistir.
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3.1. Deneylerde Kullanmilan Kimyasal Maddeler, Aletler ve Cihazlar

3.1.1. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar

KiMYASAL CIiHAZIN ADI

MARKA

CO2’[i inkiibator
(37°C, % 5 CO2’li)

NUAIRE -USA Autoflow

Laminar flow (steril kabin)

BILSER Class II

Invert (ters) mikroskop LEICA

ELISA cihaz1 (spektrofotometre) RAYTO-RT 2100C
Su banyosu MICROTEST
Santrifiij NUVE NF 200

On sogutmali santrifiij

HARRIER -18/80 Precool
MSE

SANYO -MicroCentaur
Mik .
ro santrifiij MSE
Vorteks VELP Scientifica 2x3
HIRAYAMA -Hiclave HV-
Otoklav
85L
Derin dondurucu (-20°C) ARCELIK
Derin dondurucu (-80°C) NUVE DF 490

Hassas terazi

O HAUS Adventurer Pro

Otomatik mikropipetler
(10-100u1,20-200 pl,100-1000 pl)

GILSON

pH-metre

METTLER-TOLEDO-620
Lab

Isitmal1 manyetik karigtirict

STUART -BIBBY

Ultraviyole spektrofotometre

SCHIMATZU -UV-1800

Fourier Transform Infrared

MATTSON -1000

Niikleer Manyetik Rezonans

"H-NMR,BRUKEA vancelll

McFarland Cihaz BIOSAN
Epandorf santrifiij cthazi BIOSAN
QIAgility QIAGEN
PCR kabini- Aura PCR BIOAIR

Vortex — Combi spin

BIOSAN FVL-2400N

Rotor Disc Heat Sealer

QIAGEN

Rotor Gene cycler cihazi

CORBETT RESEARCH
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3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Cizelge 3.2. Kullanilan kimyasal maddelerin ad1 ve markalar.

KIMYASAL MADDENIN ADI MARKA
RNeasy Plus Mini RNA Isolation Kit Qiagen
RT2 First Strand ¢cDNA Kit Qiagen
Profiler PCR Array Qiagen
RT2 q PCR SYBR Green Mix Qiagen

Dulbecco Fosfat Buffer Saline (DPBS)

PAA Cell Culture Company

Dulbecco Modified Eagles Medium (DMEM) —
with L- glutamine, Low glucose

Capricorn Scientific

Dulbecco Modified Eagles Medium
(without phenol red)

Wisent Bio Products

Fetal Bovine Serum (FBS)

Capricorn Scientific

Penicillin-Streptomycin (PS)

Capricorn Scientific

Tripsin-EDTA

Gibco by Life Technologies

Trypan Blue

Invitrogen

XTT (sodyum 3’-[1-[(fenilamino)-karbonil]-3, 4-
tetrazolyum]-bis (4-methoksi-6-nitro)benzen-
sulfonikasit hidrat)

Cayman Chemical Company

Hydroxyurea

Sigma Science

Brain Heart Infusion Broth (BHI) BIOMARK Lab.
Sabouraud Dextrose Broth (SDB) OXOID

Mueller - Hinton Agar (MHA) MERCK
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) Neogen
Vancomycin OXOID
Imipenem OXOID
Sulfamethoxazole-Trimethoprim OXOID
Flukanozol Generica
Dimetil sulfoksit (DMSO) MERCK
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3.2. Kopolimerin Sentezlenmesi

Tez kapsaminda yapilmas1 planlanan kopolimerin sentezlenmesi i¢in iki farkli monomer
olan maleik anhidrit (MA) ile alil fenil eter (AFE) kullanildi. AFE‘nin
homopolimerlesmemesi i¢in oda sicakliginda ve kahverengi cam siselerde saklanmasi
gerekmektedir. 100 mL’ lik bir balona 4,9 g MA monomeri konularak 10 mL etil metil
keton igerisinde ¢oziilerek iizerine 4,63 mL AFE eklendi. Toplam hacim 15 mL etil
metil keton eklenmesiyle 25 mL’ye tamamlandi1 ve oda sicakliginda siirekli ¢alkalama
ile homojen bir karisim elde edildi. Her iki monomer yaklasik 1:1 mol oraninda
tepkimeye sokuldu. Bu karisim, manyetik karistirict ve manyetik balik kullanilarak,
sicaklik ayarmin da belli araliklarla artirilmasiyla 24 saat bekletildi. Yaklasik 70°C -
80°C dolayinda kahverengiye yakim, bal kivaminda viskoz bir karisim elde edilir
edilmez tepkime sonlandirildi. Ardindan bu karisim 100 mL’ lik behere alinarak 25 mL
etil alkol ile yavasca ¢oktiiriildii. Cokmeye baslayan beyaz renkli MA-AFE kopolimeri
defalarca etanol ile yikandiktan sonra, siiziilerek bir petri kabina alindi; agik havada ve
oda sicakliginda kurutuldu. Tepkimeye girmeden arta kalan AFE monomerinin kendi
kendine homopolimerlesmesi ile olusabilecek polivinilasetatin ortamdan ve
kopolimerden uzaklastirilmasi i¢in, kopolimer 20 mL etil asetat iginde 24 saat
bekletildi; petrol eteri ile ¢oktiiriildii, ardindan vakum filtrasyon sistemi kullanilarak
analitik slizge¢ kagidindan siiziildii. Ortamdan ¢oziiciiniin uzaklastirilmasi i¢cin ¢okelek

vakum etiivde 55°C’ de 24 saat kurutularak saflastirildi [29].

3.3. Kopolimerin Yapisal Karakterizasyonu

Maleik anhidrit-alil fenil eter kopolimerinin yapisal karakterizasyonu Fourier Transform
Infrared Spektrofotometresi (FTIR) ve Proton Niikleer Manyetik Rezonans
Spektrometresi (‘"H-NMR) ile yapildi. Orneklerin spektrumu DMSO ¢oziicii ortaminda

alind1

3.4. Kopolimerin Biyolojik Aktivitelerinin Arastirilmasi

Maleik anhidrit-alil fenil eter (MA-AFE) kopolimerinin biyolojik aktivitesi, 5 farklh
bakteri tiirii (antibakteriyel) ve maya mantar1 (antifungal) {izerinde arastirilmistir.
Biyolojik aktivite testlerinde kullanilan mikroorganizmalar Tiirkiye Halk Saglhigi

Kurumu (Refik Saydam Hifzissthha Merkezi)’ ndan temin edilmistir.
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1)Staphylococcus aureus ATCC 25923

2)Escherichia coli ATCC 25922

3) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
4)Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus ATCC 43300
S)Enterococcus faecalis ATCC 29212

6)Candida albicans ATCC 10231

3.4.1. Antimikrobiyal Aktivite Tayini
Calismamizda kopolimerin biyolojik aktivitelerini belirlemek igin pratikte en cok
kullanilan yontemlerden biri olan disk difiizyon yontemi kullanild1.

Bakteri suglar1 Brain Heart Infusion besiyerine inokiile edilerek 37°C’de, mantar
suslar1 da Sabouraud Dextrose Broth’a inokiile edilerek 25°C’de 24 saat siireyle inkiibe
edildi. Bu kiiltiirlerden aliman mikroroganizma solusyonlari, icerisinde buyyon bulunan
steriltiiplere alinarak McFarland cihazinda0.5 standardina gore ayarlandi.

Kopolimerimiz 8 mg tartildi ve 2 ml DMSO’da ¢o6ziildi. Yiiksek dozdan
baslanarak 1 ml DMSO igeren steril tiiplerde sulandirimlari yapildi. Sulandirimlar,
otomatik pipetle steril 6 mm’lik bos disklere (OXOID blanc disc) 25 pl miktarida
emdirildi.

Daha sonra hazirlanan besiyerlerimiz; Mueller - Hinton Agar ve Sabouraud
Dextrose Agar 12 cm’lik steril agar plaklarmma 25 ml olacak sekilde dagitildi. Katilagan
agar yizeyine, 0.5 McFarland standardina gore hazirlanan bakteri ve maya
soliisyonlarindan steril ekiivyon ¢ubuk yardimiyla tiim ylizeye yayma ekimi yapildi.
Yiizeylerinin kurumasi i¢in bir siire beklendikten sonra hazirlanan sulandirimlari
yapilmis numune ¢ozeltileri emdirilmis diskler hafifce bastirilarak aralarinda 20 mm
kalacak sekilde yerlestirildi. Negatif kontrol i¢in sadece DMSO emdirilmis steril diskler
kullanilda.

Pozitif kontrol ic¢in hazirlanan, bakterilerde Imipenem, Sulfamethoxazole-
Trimethoprim ve Vancomycin antibiyotik diskleri, maya i¢in Flukanozol emdirilmis
diskler kullanildi. Daha sonra ekilen plaklar 37 °C’de 24 saat, maya asilanan plaklar 25
°C’de 48 saat inkiibe edildi. Siire sonunda besiyeri tlizerinde disklerin etrafinda olusan

inhibisyon zonlar1 mm olarak degerlendirildi.
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3.5. Hiicre Kiiltiirii

Sentezlemis oldugumuz kopolimer ila¢ konjugatimiz olan MA-AFE’nin antitimor
aktivitesini incelemek i¢cin MG-63 hiicreleri kullanildi. Ayrica toksik aktivite i¢in L929
fibroblast hiicre hatt1 kullanildi. MG-63 hiicre hatt1 ile L929 hiicre hatti Cumhuriyet

Universitesi T1p Fakiiltesi ‘nden temin edilmistir.

3.5.1. Hiicrelerin Acilmasi ve Cogaltilmasi

1) -80°C’ de kriyo i¢inde bulunan hiicreler 37°C’ ye alind1.

2) Kriyotiip igerisine hizli bir sekilde besiyeri ilave edildi ve 15 ml’lik santrifiij
tiiplerine alindi.

3) Tiip igerisine 8 ml daha besiyeri ilave edilerek 1800 rpm’de 6 dakika santrifiij edildi.
4) Santrifiij sonras1 siipernatant uzaklastirildi ve peletin {izerine 5 ml besi yeri eklenerek
25 cm® lik flasklara alindu.

5) Flasklar, 37°C’ deki % 5 CO; igeren etiive alinarak inkiibasyona birakildi. 48 saatte
bir besi ortamlar1 yenilendi. Hiicreler biitiin flask yiizeyini yogun bir sekilde
kapladiginda ise baska flasklara pasaj yapildi.

6) Bu amacla flasklarda bulunan sivi dokiildii ve flasklar iki kez fosfat buffer ile
yikandu.

7) Daha sonra hiicrelerin lizerine 1 ml tripsin ilave edildi ve flasklar 5-10 dakika
inkiibatorde bekletildi.

8) Inkiibatorden ¢ikan flasklar inverted mikroskopla incelendi ve tiim hiicrelerin kalkip
kalkmadig1 kontrol edildi.

9) Flaskda bulunan tiim hiicreler kalktiktan sonra {izerine yaklasik 10 ml kadar DMEM,
FBS ve Penisilin streptomisin karigimindan ilave edildi.

10) Flask igerisinde bulunan hiicre-ortam karisimimnin 5 ml’ si baska bir flaska
aktarilarak pasajlama islemi tamamlanmis oldu.

11) Daha sonra flasklar inkiibatore kaldirilarak inkiibasyona birakildi ve ¢ogalmalari

saglandu.

3.5.2. Hiicrelerin Dondurulmasi
1) Flasklarda bulunan hiicrelerin tizerindeki besi ortami dokiildii. Flasklar fosfat buffer
ile yikandiktan sonra tripsin ile 5- 10 dakika kadar muamele edildi ve hiicreler flask

yiizeyinden kaldirildi.
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2) Hicreler 15 ml’ lik falkon tiiplere alinarak 1800 rpm’ de 6 dakika siire ile
santrifiijedildi.

3) Santrifiij sonrasi, her bir falkon tiipe ait 1,5 ml’ lik kriyotiipler hazirlandi.

4) 9:1 oraninda (%10’ luk), FBS : DMSO karigimindan olusan ortam hazirlandi.

5) Tiiplerde bulunan silipernatant kisim uzaklastirilarak falkon tiipler buz iizerine alind1.
Falkon tiiplerde bulunan hiicreler lizerine 750 pul FBS : DMSO karisimi eklenerek
resiispanse edildi.

6) Buz icerisinde bulunan kriyotiipler icerisine bu karisim aktarilarak -80°C’ye

kaldirildi.

3.5.3. Hiicrelerin Sayilmasi /Canlihgimin Tespit Edilmesi
Thoma lam, iizerinde iiclii ¢izgilerle birbirinden ayrilmig 16 biiyiik kareden olusan
yivler bulunan &zel mikroskop lamidir. Her biiyiik karenin alam 1 mm’® ’dir. Lam
iizerine konulan sivinin derinligi 0.1 mm’dir. Sonucta her biiyiik kare lizerindeki sivi
hacmi 10* ml’ dir.

Thoma lamnin alt ve list kismindaki iki adet biiyiik 16 karedeki hiicreler sayilip

aritmetik ortalamalar alindi. Daha sonra asagidaki formiil ile istenilen diliisyon yapildi.

Baslangigtaki Diliisyon x Ortalama Sayilan Hiicre x 10.000
I¢in Katilan Miktar Sayis1 (Sabit)

Diliisyon Miktar1 =

ml’de Istenilen Hiicre Sayis1

3.6. Sitotoksisite Testleri

Ila¢ ve kopolimer-ilag ¢iftinin MG-63 ve fibroblast hiicreleri iizerine sitotoksisitesinin
incelenmesi amaciyla XTT testi uygulandi. Calismamizda ila¢ olarak hidroksi iire,
kopolimer olarak ise Maleik Anhidrit- Alil Fenil Eter kullanild:.

XTT testi i¢in de canlilig1 dlgiilecek hiicreler diiz tabanli 96 kuyucuklu plaklara
ekildi. Yiizey kaplamasi tamamlandiktan veya yeterli yogunluga ulastiktan sonra (24
veya 48 saat) ortama polimer ilave edildi. Madde ile 48 saat inkiibasyonun ardindan
XTT (2,3,-bis [2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil+-2H- tetrozolium-5-kaboksa-nilit tuzu)
ajani reaktif 1: cell proliferation kit II (XTT, labelling agent, roche) ve aktivasyon ajani
reaktif II: cell proliferation kit II XTT, electron coupling reagent, Roche)’ ndan
olusmaktadir. Reaktifler 50 / 1 XTT ajam1 (Labelling reagent) / Aktivasyon ajani
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(electron coupling reagent) olacak sekilde karistirilarak XTT soliisyonu hazirlandi. Bu
soliisyondan her bir kuyucuga 10 pl eklendi ve 37°C’de 4 saat inkiibe edildi. Optik
yogunlugu dlgmek iizere 96 kuyucuklu plagin kapagi agilarak 450 nm dalga boyuna
ayarlanmig ELISA cihazma yerlestirildi ve cithazin optik 6l¢iim sonuclar: bilgisayar

ortamindan alind1.

Olgiilen optik dansite degeri

% Hiicre canlilig1 = x 100
Kontrol optik dansite degeri

Fibroblast hiicreleri i¢in hiicre Oliimii ylizdesi (% inhibisyon); kontrol optik
dansite degerinden her bir kuyucukta Glgiilen optik dansite degerinin ¢ikarilmasi ve

sonucun kontrol optik dansite degerine boliinmesi ve yiiz ile ¢arpilmasi ile hesaplandi.

Kontrol optik dansite degeri - Olgiilen optik dansite degeri
% Inhibisyon = x 100

Kontrol optik dansite degeri

3.6.1. Antitiimér Aktivite Testleri / MG-63 Kemik Kanseri Hiicreleri Uzerine
Etkisinin incelenmesi

Flasktaki, hiicreler yeterince c¢ogaldiktan sonra tripsinize edildi. Santrifiij edip
siipernatant kismi dokiildiikten sonra, hiicre sayimi yapildi. Hiicreler ml’de 1x10° hiicre
olacak sekilde DMEM (fenol red’siz) besiyeri icerisinde deneyde kullanilacak miktarda
hazirlandi. Besiyerinin tizerine %10 FBS + %1 Penisilin-Streptomisin eklenerek
siispansiyon olusturuldu. Hazirlanan hiicre siispansiyonundan her kuyucuga 100 pl
(1x10* hiicre/kuyucuk) eklendi. Kuyucuk sayisi kopolimer-ila¢ ciftleri ve ilacin her
konsantrasyonu i¢in 6’sar kuyucuk olacak sekilde hesaplandi. Siispansiyonun
dagiliminin esit oldugu mikroskop ile incelendikten sonra, 37°C’lik CO, etiiviine

kaldirild1 ve 24 saat inkiibe edildi.

3.6.1.1. XTT Testinin Uygulanmasi
Inkiibasyon sonunda hiicrelerin yiizey kaplamalarmm ve genel durumlarinin normal
oldugu tespit edildikten sonra kopolimer-ila¢ cifti ve sadece ilag iceren cozeltiler

hazirland1 ve gosterilen konsantrasyonlarda 100’er pl olarak kuyucuklara eklendi.
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Pozitif kontrole 100 pl DMEM (fenol red’siz) + %10 FBS + %1 Penisilin-Streptomisin
siispansiyonu, negatif kontrole ise DMSO eklendi.

Biitiin kuyucuklardaki son hacim 100 ul DMEM (fenol red’siz) + %10 FBS + %1
Penisilin-Streptomisin siispansiyonu ile 200 pl> ye tamamland1. Islem tamamlandiktan
sonra plak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. XTT solusyonu bir Onceki boliimde
aciklandigr gibi hazirlandi. Bu soliisyondan her kuyucuga 10 ul eklendi ve 37°C’de 4
saat inkiibe edildi. ELISA cihazi ile 450 nm dalga boyunda optik yogunluk 6l¢iildii.

3.7. Hiicrelerin Apoptoza Gitme Durumunun PCR ile belirlenmesi
3.7.1.Hiicrelerin Hazirlanmasi

Uretici firmanim 6nerileri dogrultusunda her bir 6rnek igin yaklasik 10° hiicre sayisina
ulagincaya kadar hiicrelerimiz ¢ogaltildi. Daha sonra hiicreler flasklardan almarak
tripsinizasyon islemine tabi tutuldu. Uygulanan santrifiij isleminden sonra siipernatant
dokiildii ve pelete besi ortami eklendi. Daha sonra hiicrelerden 200 pl kadar 24’lik
plaga alind1 ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda hiicrelerin plak yiizeyine
yeterince tutunup tutunmadiklar1 invert mikroskopla gozlendi. Plak yiizeyine tutunan
hiicrelerin yarisina ilacimizin optimum sulandirimindan eklenirken, diger yarisina ise
kopolimer ilacimizin optimum konsantrasyonundan 100 pl eklendi ve 24 saat
inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonucunda hiicreler pipet yardimiyla almarak 2 ayr1 15 ml’lik
santrifiij tiiplerine aktarildi. Toplanan hiicre konsantrasyonunun 10° olup olmadigini
anlamak icin her iki tiipten de bir miktar hiicre ependorflara alindi ve tripan blue ile
boyandi. Islem sonunda 6lii hiicreler belirlenerek istenen hiicre konsantrasyonuna

ulasilip ulasilmadigina bakilds. Istenen sonuca gore RNA izoalsyon asamasia gegildi.

3.7.2. Hiicrelerden RNA izolasyonu

RNeasy plus Mini RNA Isolation Kit (Qiagen)’in prospektiisiinde verilen bilgiler

dogrultusunda ¢alismalara baslandi [119]. Buna gore;

1) Santrifiij tiiplerinde bulunan hiicrelerin tizerine DMEM eklendi.

2) 18000 rpm’de 6 dakika kadar santrifiij edildi. Siipernatant dokiildii ve dipte kalan
hiicreler pipet yardimiyla epandorf tiiplerine alindi.

3) Ependorflarin lizerine 1ml kadar fosfat buffer eklendi ve mini santrifiijde 6 dakika

santriflij edildi ve daha sonra iist s1v1 dokiildii.
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4) Ependorflardaki peletlerin tizerine 350ul Buffer RLT Plus eklendi ve 30 saniye
vortekslendi.

5) Dabha sonra lizatlar g DNA eleminator spin kolonuna aktarilda.

6) 30 saniye 10000 rpm’de santrifiij edildikten sonra {istteki kolonlar atild1 ve dipteki
sivilarla isleme devam edildi.

7) Dipte kalan sivilarin tizerlerine 350 pl %70’lik etanol eklendi ve pipetaj yapildi.

8) Orneklerden 700 pl almarak RNeasy spin kolona aktarildi, kapaklar1 kapatildi ve 15
saniye 10000 rpm’de santriflij edildi ve alttaki sivilarin kaldig1 kolonlar atild1.

9) 500 pl Buffer RPE RNeasy spin kolonlarmna eklendi, 15 saniye 10000 rpm’de
santrifiij edildi ve alttaki kolonlar atildi.

10) 500 pl Buffer RPE RNeasy spin kolonlarmna eklendi, 2 dakika 10000 rpm’de
santrifiij edildi.

11) RNeasy spin kolonlar1 1.5ml’lik toplama tiiplerine alindi. Uzerlerine 30-50 pl
RNase igermeyen su eklendi ve 10000rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Boylece bir tiip ilagh ve 1 tiip ise kopolimer ilacli olmak tizere RNA izolasyonu

gerceklestirildi. Daha sonra Nanodrop cihazinda absorbans ve konsantrasyonlari

olctldi.
260/280nm 260/230nm Konsantrasyon (ng/ml)
Ilag; 1.91 1.44 26.42
Kopolimer ilag; 1.7 1.66 261

Daha sonra tiipler cDNA 1zolasyonu ve PCR asamalarinda kullanilincaya kadar -

20°C’de saklanda.

3.7.3. ¢cDNA Eldesi

cDNA’y1 elde etmek icin RT2 First Strand cDNA Kit kullanilarak iiretici firmanin
verdigi bilgiler dogrultusunda islemler yapildi [119].

1)ilk olarak kit i¢indeki maddeler i¢indekilerin dibe toplanmasi i¢in 10-15 saniye kadar
santrifiij edildi.

2)-20°C’de sakladigimiz RNA Orneklerimizden 1’er pl, genomic DNA eleminasyon
bufferdan 2ul, RNase icermeyen sudan ise 7 pl alinarak toplam hacmi 10’ar pl olucak

sekilde genomik DNA eleminasyon mix’ i hazirlandi.Pipetaj yapildi.
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3)Daha sonra genomik DNA eleminasyon mix’i 42°C’de 5 dakika inkiibe edildi ve
sonra hemen buz ortamina almarak 1 dakika bekletildi.

4) Diger yandan Buffer BC3’ten 8ul, kontrol P2’den 2plreverse transkriptazdan 4 pl ve
RNase i¢cermeyen sudan ise 6yl eklenerek reverse trankripsiyon mix elde edildi.

5)Elde edilen bu reverse trankripsiyon mixinden 10’ar pl aliarak i¢inde 10 pl genomik
DNA eleminasyon mix’ i bulunan tiiplere eklendi. Pipetaj yapildu.

6)Daha sonra 42 °C’de 15 dakika ve 95 °C’de 5 dakika olacak sekilde inkiibasyon
yapild1

7)Orneklerin iizerlerine 91’er ul RNase igermeyen su eklendi. Pipetaj yapildu.

8)Daha sonra 6rneklerimiz buza alinarak Real-Time PCR asamasina gecildi.

3.7.4. Kantitatif Real Time PCR islemi

1)ilk olarak SYBR Green Mastermix, su, ve cDNA sentez 6rneklerimiz 10-15 saniye
kadar santriftij edildi.

2) SYBR Green Mastermix’den 1150ul,cDNA sentez 6rneklerimizden 102ul ve RNase
icermeyen sudan ise 1048ul almarak Sml’lik tiipe aktarildi. Boylece PCR mix’i
hazirlanmis oldu.

3)Real time Profiler PCR plaklar1 Qiagility cihazina yerlestirildi, Hazirlanan PCR mix’i
de ayni cihaza konuldu. Program ayarlanarak kuyucuklara 20’ser pul dagitildi (Sekil3.1).
4)Daha sonra plakalarm tizerine kapama filmi konuldu ve Rotor Disc Heat Sealer
cthazinda iyice filmin oturmasi saglandu.

5) Son olarak plakalar Rotor-Gene Cycler cihazina konularak dongiisti asagidaki gibi
ayarlandt:

1 siklus; 95°C’de 10 dakika( Taq polimeraz aktive olur)

40 siklus; 95°C’de 15 saniye, 60°C’de 30 saniye

Islem sonunda her bir kuyucuk i¢in threshold cycle (CT) degerleri okundu. Daha sonra

bu degerler analiz programina yiiklenerek sonuclar degerlendirildi.
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Sekil 3.1: Real-Time Profiler PCR Array Format R [119].

3.8. Istatistiksel Analizler

Sonuglarin istatistiki degerlendirilmesi SPSS (Statistical Packages of Social Sciences
version 16.0 for Windows) programi,Mann-Whitney U Testi ve Student’s T test ile
yapildl. “p<0,05” degeri istatistiki olarak anlamli kabul edildi.
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4.BULGULAR

Calismamizda kopolimer ilag c¢iftimiz olan MAAFE-HX’in yapisal 06zellikleri,
antimikrobiyal ve antitimor aktiviteleri ve sitotoksik etkisi arastirilmis, bu konjugatin
apoptotik siirecte gorevli olan genler iizerine olan etkisi incelenmistir. Buna gore ilag
ciftinin;S. aureus (ATCC 25923), E. faecalis (ATCC 29212), Meticillin-Resistant
Staphylococcus aureus (ATCC 43300), E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC
27853) ve C. albicans (ATCC 10231)iizerine antimikrobiyal aktiviteye sahip
olmadigiDisk Diflizyon Yontemi ile belirlenmistir. Ayrica kopolimer ila¢ konjugatinin
antitimor ve sitotoksik etkileri XTT yOntemiyle belirlenmis, buna goére ilag
konjugatmin saf ilaca gore daha yiiksek antitiimor etkiye ve daha diisiik toksik etkiye
sahip oldugu saptanmustir. Konjugatin yapisal karakterizasyonu FTIR ve 'H-NMR ile
incelenmis, polimerlesme acisindan uygun oldugu ve halkalarin acgilma durumunun
belirgin oldugu goriilmiistiir. Ayricakopolimer ilag konjugati ve saf ila¢ uygulanan MG-
63 kemik kanseri hiicrelerinin apoptotik mekanizmalarinda etkili olan hedef genlerin
ekspresyon diizeyleri arastirilmistir.Kopolimer ila¢ konjugati uygulanan hiicrelerde
APAF-1, kaspaz 3 ve 7’nin ekspresyon diizeylerinin saf ila¢ uygulanan hiicrelere gore
daha yiiksek oldugu, diger yandan apoptozu inhibe eden bir gen olan Bcl-
2’ninekspresyonunun ise konjugat uygulanan hiicrelerde saf ila¢ uygulananlara gore
daha diisiik oldugu saptanmistir. Sonug olarak sentezlenen kopolimer ila¢ konjugati olan
MAAFE-HX’in kanser tedavisi yaklasimlarina alternatif bir ila¢ olabilecegi

diistiniilmektedir.

4.1. Kopolimer fla¢ Ciftinin Yapisal Karakterizasyonu

Maleik anhidrit-alil fenil eter kopolimerinin yapisal karakterizasyonu Fourier Transform
Infrared Spektrofotometresi (FTIR) ve Niikleer Manyetik Rezonans Spektrometresi ('H-
NMR) ile yapild1.

4.1.1. KopolimerilacCiftinin FTIR analizi

MAAFE kopolimerinde karakteristik olarak yer almasi gereken maleik anhidritin
anhidrit grubuna ait karbonil grubu (C=0) piki olan titresimler 1818-1750 cm’
'araliginda  gbzlenmistir. Konjugasyondan sonra sisteme hidroksiiirenin  (HX)
girmesiyle birlikte 3392, 2926cm™ (-COOH), 1782 cm™ (5 iiyeli C=0), 1694cm’
(amid), 1585 cm™ (primer amin), 1393 cm™ (aromatik fenil halkasi), 688 ve 815 cm’
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!(siibstitic benzen) olmak iizere konjugasyon gerceklesmistir. Tiim sonuglar

konjugasyonun amidlesme mekanizmasi iizerinden yiirtidiigiinii dogrulamaktadir.
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Sekil 4.1. Maleik anhidrit-alil fenil eter kopolimer ilag ¢iftinin FTIR spektrumu

4.1.2. Kopolimerilac Ciftinin' HNMR Analizi

600 450.0

MAAFE kopolimerinde karakteristik olarak yer almasi gereken maleik anhidritin

anhidrit grubuna ait karbonil grubu (C=0) a¢ilmis onun yerine 10.96 ppm civarinda —

COOH (karboksil grubu) gozlenmistir. Aromatikproton hidroksitireden geldigi i¢in

konjugasyon i¢in 7.20 ve 7.94 ppm olduk¢a dnemli bir kanittir. 6.88 ppm amid piki de

amitlesme mekanizmasin1 dogrulamaktadir. Hidroksiiireden kaynakli -OH grubu da

3.98 ppm’de goriilmiistiir. Tiim sonuglar konjugasyonun amidlesme mekanizmasi

iizerinden yiirtidiigiinii dogrulamaktadir.
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4.2. Kopolimerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Maleik anhidrit-alil fenil eter kopolimerinin antimikrobiyal aktivitesini incelemek i¢in

S. aureus (ATCC 25923), E. faecalis (ATCC 29212), Meticillin-Resistant
Staphylococcus aureus (ATCC 43300), E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC
27853) ve C. albicans (ATCC 10231)ileDisk Diflizyon Yontemi kullanilarak
calisiimistir MA-AFE  kopolimerinin optimum sulandirimlarmin 25 upl oraninda
emdirildigi diskler etrafindainhibisyon zonu olusmamistir. Pozitif kontrol olarak

kullanilan antibiyotikdisklerinin etrafinda inhibisyon zonlar1 olugsmustur.
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Sekil 4.3. MA-AFE’nin Staphylococcus aureus’a antibakteriyel etkisi; plagin ortasina
pozitif kontrol olarak konulan antibiyotik diski etrafinda 6nlenim zonu olusurken,diger
yandansaat yoOniinde olacak sekilde MA-AFE’nin 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16’lik

sulandirimlarindan 25ul emdirilen diskler diskler etrafinda ise zon olusmamustir.

Sekil 4.4. MA-AFE’nin Escherichia coli’ye antibakteriyel etkisi;plagin ortasina pozitif
kontrol olarak konulan antibiyotik diski etrafinda 6nlenim zonu olusurken, diger yandan
saat yoniinde olacak sekilde MA-AFE’nin 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16’likk sulandirimlarindan

25ul emdirilen diskler diskler etrafinda ise zon olugsmamustir.
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Sekil 4.5. MA-AFE’nin Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus’a antibakteriyel
etkisi;plagm ortasina pozitif kontrol olarak konulan antibiyotik diski etrafinda 6nlenim
zonu olusurken, diger yandan saat yoniinde olacak sekilde MA-AFE’nin 1:1, 1:2, 1:4,
1:8, 1:16’lik sulandirimlarindan 25ul emdirilen diskler diskler etrafinda ise zon

olugsmamustir.

Sekil 4.6. MA-AFE’nin Pseudomonas aeruginosa’ya antibakteriyel etkisi;plagin
ortasina pozitif kontrol olarak konulan antibiyotik diski etrafinda Onlenim zonu
olusurken, diger yandan saat yoniinde olacak sekilde MA-AFE’nin 1:1, 1:2, 1:4, 1:8,
1:16’lik  sulandirimlarindan 25ul  emdirilen diskler diskler etrafinda ise zon

olugsmamustir.
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Sekil 4.7. MA-AFE’nin Enterecoccus faecalis’e antibakteriyel etkisi;plagin ortasina
pozitif kontrol olarak konulan antibiyotik diski etrafinda 6nlenim zonu olusurken, diger
yandan saat yOniinde olacak sekilde MA-AFE’nin 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16’lik

sulandirimlarindan 25ul emdirilen diskler diskler etrafinda ise zon olugmamustir.

Sekil 4.8. MA-AFE’nin Candida albicans’a antifungal etkisi;MA-AFE’nin 1:1, 1:2,
1:4, 1:8, 1:16’lik sulandirimlarindan 25ul emdirilen diskler diskler etrafinda ise zon

olusmamustir.

Sonuglarimiza gére MA-AFE kopolimerinin bu mikroorganizmalar iizerine

antibakteriyel ve antifungal etkisi tespit edilmemistir.
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4.3.Kopolimer-ila¢ Konjiigatinin MG-63 Kemik Kanseri Hiicre HatlarnUzerine
Antitiimor Etkisinin Arastirilmasi

MG-63 hiicreleri gogaltilarak mikroplaklara ekildi, 37 °C ’de inkiibe edildi. Daha sonra
iizerlerine MA-AFE-HX eklendi ve 24 saatlik inkiibasyon sonucunda hiicrelerin

morfolojik durumlar1 invert mikroskopta incelendi.

4.3.1. XTT Yontemi

MG-63 hiicreleri ¢ogaltilarak mikroplaklara ekildikten sonra plagm yarisina
ilag(hidroksiiire), diger yarisina ise kopolimer ila¢ hazirlanan farkli konsantrayonlarda
eklendi ve plak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Sekil 4.9°daMG-63 hiicrelerinin konjugat
uygulanmadan onceki durumuna bakildiginda hiicrelerin ¢ogunun canli bir sekilde
goriildiigi belirlendi. Diger yandan sekil 4.10°da iseMG-63hiicrelerinin MA-AFE-HX

eklendikten sonra orijinal sekillerini kaybettigi ve yiizen 6lii, yuvarlak hiicrelerin oldugu

goriildil.

Sekil 4.9. MG-63 hiicrelerinin kopolimer ila¢g uygulanmadan oOnceki morfolojik
goruntusu
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Sekil 4.10. MG-63 hiicrelerinin kopolimer ilagla24 saatinkiibasyonu sonras1 morfolojik
goruntusu

Inkiibasyondan sonra XTT solusyonu hazirlandi. Bu soliisyondan her kuyucuga eklendi
ve 4 saat inkiibe edildi. ELISA cihaz1 ile 450 nm dalga boyunda optik yogunluk
Slciildii.

4.3.1.1. MA-AFE-HX Kopolimer ila¢ Konjugatimn MG-63 Hiicreleri Uzerine
Antitiimor Aktivitesi

XTT  solisyonu eklendikten sonra ilag ve  kopolimer-ilag  ¢iftlerinin
farklikonsantrasyonlarmin olusturdugu renk degisimi ELISA da 450 nm dalga
boyundaélgiildii. Formiilden yararlanilarak % Inhibisyon hesapland: ve ilgili grafik elde
edildi (Cizelge 4.1, sekil 4.11).
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Cizelge 4.1 :MAAFE-HX kopolimer-ilag ¢iftinin ¢esitli konsantrasyonlarinin MG-63
hiicreleri tizerine Optik Dansite degerleri ve % inhibisyon oranlar1

flac .
Optik Dansite Ortalamasi Inhibisyon (%)
(Konsantrasyon)
500 pg/ml 0,7049 27,23
250 pg/ml 0,6689 30,95
125 pg/ml 0,6568 31,88
62,5 ng/ml 0,6398 33,95
31,25 pg/ml 0,6191 36,09
15,62 ng/ml 0,5068 47,68
Pozitif Kontrol
0,9687 0
(DMEM+FBS+PS)
Negatif Kontrol
0,1945 79,92
(DMSO)

MAAFE-HX kopolimer ila¢ konjugatinin MG-63 hiicreleri iizerindeki antitiimor
etkisi,cesitli konsantrasyonlarina bagli olarak inhibisyon (kanser hiicrelerini
oldiirme)ylizdesi olarak verilmistir. Cizelgede kopolimer ilacin konsantrasyonu arttikca
antitimor aktivitesinin azaldigi goriilmiistiir. Bu durum bize bu konjugatin diisiik

konsantrasyonlarda daha etkili oldugunu gostermektedir.

MAAFE-Hidroksiiire konjugatinin MG-63 lizerine etkinligi

60
50

. A
30 _7,47 e e

20

% inhibisyon

10

500 250 125 62,5 31,25 15,62

ilag konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 4.11. MAAFE-HX’in farkli  konsantrasyonlarininMG-63  hiicrelerini
oldiirmeytizdesi
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Sekilde goriildiigii gibi kopolimer ilag¢ diisiik konsantrasyonlarda daha etkilidir. Daha
diisiik dozda kullaniminin ise tedavide toksisitiye diisiirebilecegi diistliniilebilir.

Cizelge 4.2:HX (Hidroksiiire) ilacinin ¢esitli konsantrasyonlarmin MG-63 hiicreleri
iizerine Optik Dansite degerleri ve % inhibisyon oranlar1

flac Optik Dansite .
Inhibisyon (%)
(Konsantrasyon) Ortalamasi
500 pg/ml 0,9578 1,13
250 pg/ml 0,9268 4,32
125 pg/ml 0,7650 21,03
62,5 ng/ml 0,6446 33,46
31,25 pg/ml 0,6323 34,73
15,62 pg/ml 0,5873 39,73
Pozitif Kontrol
0,9687 0
(DMEM+FBS+PS)
Negatif Kontrol
0,1945 79,92
(DMSO)

Hidroksiiire ilacinin MG-63 lizerine etkinligi
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40
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o
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500 250 125 62,5 31,25 15,62
ilag konsantrasyonu (ug/ml)
Sekil 4.12. Hidroksiiirenin farkli konsantrasyonlarminMG-63

hiicrelerini6ldiirmeyiizdesi
Saf ilag olan hidroksiiire uygulanan kanser hiicrelerinde 15,62 upg/ml dozunda
%39.73’lik bir inhibisyon go6zlenmistir. Ayni konsantrasyonda kopolimer ilacin

oldiirme orani ise daha yiiksek olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.3 :HX (Hidroksiiire) ilacinin ve MAAFE-HXkopolimer-ilag ¢iftinin ¢esitli
konsantrasyonlarmin MG-63 hiicreleri tizerine Optik Dansite degerleri ve % inhibisyon
oranlar1

Optik Optik Dansite
Dansite Ortalamasi nhibisyo inhibisyop (%)
(Konsantrasyon) | Ortalamas | (KOPOLIMER n (%) (KOPOLIMER
1 -iLACQ) (ILAQ) -iLACQ)
(ILAQ)
500 pg/ml 0,9578 0,7049 1,13 27,23
250 pg/ml 0,9268 0,6689 4,32 30,95
125 pg/ml 0,7650 0,6568 21,03 31,88
62,5 ng/ml 0,6446 0,6398 33,46 33,95
31,25 pg/ml 0,6323 0,6191 34,73 36,09
15,62 ng/ml 0,5873 0,5068 39,73 47,68
Pozitif Kontrol
(DMEM+FBS+PS 0,9687 0,9687 0 0
)
Negatif Kontrol
(DMSO) 0,1945 0,1945 79,92 79,92

Hidroksilire ve MAAFE-Hidroksilirenin MG-63 hiicreleri lizerine
% inhibisyonunun XTT yontemi ile incelenmesi

60

50

30 —
20 ——— ——— —
milag
10 T— :I B kopolimer-ilag
oL
500 250

125 62,5 31,25 15,62
ilag konsantrasyonu (ug/mil)

% inhibisyon

Sekil 4.13. Hidroksiiire ve MAAFE-HX ‘in farkli konsantrasyonlarmmMG-63
hiicrelerini 6ldiirme yiizdesi
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Cizelge 4.3 ile sekil 4.13°deki verilere gore kopolimer ilag ¢iftinin inhibisyon yiizdeleri
saf ilaca gore yiiksek bulunmustur. 500 pg/ml konsantrasyonda ilacin inhibisyon
diizeyi %1.13 iken, kopolimer ilacin ise %27.23 olarak bulunmustur. ila¢ ve kopolimer
ilag konjugatlar1 arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
Yine ayni sekilde maksimum inhibisyonun saglandigi dozda da kopolimer ilag ¢iftinin
inhibisyon yeteneginin saf ilaca gore daha yiiksek oldugu saptanmistir. Sonug¢ olarak
kopolimer ilag ¢iftimiz olan MAAFE-HX’in antitiimor aktivitesinin saf ilaca gore

yiiksek oldugu belirlenmistir.

4.4. Kopolimer-ila¢ Konjugatinin ve flacin L929 Fibroblast Hiicre HatlariUzerine
Sitotoksik Etkisinin Arastirilmasi

1929 hiicreleri hazirlanarak mikroplak kuyucuklarina ekildi, kopolimer-ilag ¢iftleri ve
sadece ilag iceren ¢ozeltiler hazirlandi ve farkli konsantrasyonlarda 100’er pl olarak
kuyucuklara eklendi ve plak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Islem sonucunda hiicrelere
XTT testi yapildi.

Sekil 4.14°te 1929 fibroblast hiicrelerinin konjugat uygulanmadan 6nceki durumuna
bakildiginda hiicrelerin canliligmnin yiliksek oldugu az sayida Oli hiicre gorildigi

belirlendi. Diger yandan sekil 4.15’te ise,L929 fibroblast MA-AFE-HX eklendikten

sonra kismi olarak da olsa yiizen 6lii hiicrelerin arttigisaptandi.

Sekil 4.14.1.929 hiicrelerinin kopolimer ilag uygulanmadan onceki morfolojik
goruntiisi
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Sekil 4.15.1.929 hiicrelerinin kopolimer ilagla 24 saatinkiibasyonu sonrasit morfolojik
goruntiisi

Cizelge 4.4:MAAFE-HXkopolimer-ilag ¢iftinin ¢esitli konsantrasyonlarmin 1929
hiicreleri iizerine Optik Dansite degerleri ve % Canlilik oranlar1

Ilac¢
Optik Dansite Ortalamasi Canhlik (%)
(Konsantrasyon)
500 pg/ml 0,4243 85,26
250 png/ml 0,4274 85,88
125 pg/ml 0,4298 86,36
62,5 ng/ml 0,4641 93,25
31,25 pg/ml 0,4763 95,71
15,62 ng/ml 0,4906 98,51
Pozitif Kontrol
0,4977 100
(DMEM+FBS+PS)
Negatif Kontrol
0,1145 23,01
(DMSO)
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MAAFE-Hidroksiiire konjugatinin L929 {izerine etkinligi
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Sekil 4.16. MAAFE-HX konjugatmin farkli konsantrasyonlarmmn L929 hiicrelerini
oldiirme ytlizdesi

Cizelge 4.4ve sekil 4.16’te goriildiigii gibi,kopolimer ila¢ konjugatiin konsantrasyonu
azaldikca hiicre canlilif1 yiizdesi artmakta, yani toksik etkisi azalmaktadir. Ancak bu

fark istatistiksel agidan anlamli degildir.

Cizelge 4.5 :HX (Hidroksiiire) ilacinin ¢esitli konsantrasyonlarmin L929 hiicreleri
iizerine Optik Dansite degerleri ve % Canlilik oranlar1

flac
Optik Dansite Ortalamasi Canhlik (%)
(Konsantrasyon)
500 pg/ml 0,3994 80,25
250 pg/ml 0,4018 80,74
125 pg/ml 0,4219 84,77
62,5 ng/ml 0,4356 87,53
31,25 pg/ml 0,4442 89,25
15,62 ng/ml 0,4509 90,96
Pozitif Kontrol
0,4977 100
(DMEM+FBS+PS)
Negatif Kontrol
0,1145 23,01
(DMSO)
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Hidroksiiire ilacinin L929 {izerine etkinligi
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Sekil 4.17. Hidroksilirenin farkli konsantrasyonlarmin L1929 hiicrelerini 6ldiirme

ylizdesi

Cizelge 4.5 ve sekil 4.17°de goriildiigii gibi, 500 pg/ml daki canlilik 80.25 iken, 15,62

pg/ml ‘de ise %90.96 olarak bulunmustur. Hidroksitlire konsantrasyonu azaldikca hiicre

canlilig1 yiizdesi artmakta, yani toksik etkisi azalmaktadir.

Cizelge 4.6 :HX (Hidroksiiire) ilacinin ve MAAFE-HX kopolimer-ilag ¢iftinin ¢esitli
konsantrasyonlarmin 1929 hiicreleri {izerine Optik Dansite degerleri ve % Canlilik

oranlar1
Optl.k Optik Dansite Canllik
(Konsantrasyon) Dansite Ortalamasi (%) Canhhik (%)
y Ortalamas1 | (KOPOLIMER- (iLX 0 (KOPOLIMER-
(ILAC) ILAC) ILAC)
500 pg/ml 0,3994 0,4243 80,25 85,26
250 ng/ml 0,4018 0,4274 80,74 85,88
125 pg/ml 0,4219 0,4298 84,77 86,36
62,5 ng/ml 0,4356 0,4641 87,53 93,25
31,25 pg/ml 0,4442 0,4763 89,25 95,71
15,62 ng/ml 0,4509 0,4906 90,96 98,51
Pozitif Kontrol
(DMEM-+FBS+PS) 0,4977 0,4977 100 100
Negatif Kontrol
(DMSO) 0,1145 0,1145 23,01 23,01
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Cizelge4.6’da goriildigii gibi ilag maksimum doz olan 500 pg/ml’de hiicrelerin %80.25
‘i canl1 iken; kopolimer ilagta ise bu oran%85.26’dir. Yine ayn sekilde diger dozlarda

da kopolimer ila¢ uygulanan hiicrelerin canlilik orani daha yiiksek olarak bulunmustur.

Ancak bu fark anlamli olarak bulunmamaistir (p>0.05).

Hidroksilire ve MAAFE-Hidroksitirenin L929 hiicreleri

tizerine % Canliiginin XTT yontemi ile incelenmesi
120

100

80 -
60
40 -
20
0 -
500 250

125 62,5 31,25 15,62

ilag konsantrasyonu (ug/mil)

 milag

% Canlihk

— " kopolimer-ilag

Sekil 4.18. Hidroksiiire ve MAAFE-HX kopolimer ilag konjugatinin farkli
konsantrasyonlarmin L929 hiicrelerini 61diirme yiizdesi

Sonu¢ olarak fibroblast hiicrelerinde, kopolimer ilag ¢iftinin maksimum
konsantrasyonda dahi saf ilaca gore daha fazla canli hiicre bulundurdugu belirlenmistir.
Bu da kopolimer ilag konjugatimiz olan MAAFE-HX’in normal hiicrelere toksik

etkisinin saf ilagtan daha az oldugunu gostermektedir.

4.4 Gen Ekspresyon Analizleri

MG-63 hiicreleri mikroplaklarda hidroksi iire ve MA-AFE ile muamele edildikten 24
saat sonra toplanmis ve bunlardan RNA izolasyonu yapilmistir. Daha sonra cDNA
izolasyonu yapilip son olarak da Real-Time PCR ile genlerin ekspresyon diizeyleri
belirlenmistir. Burada ila¢ uygulanan hiicrelerimizi kontrol grubu; kopolimer ilag

uyguladigimiz hiicrelerimizi ise grup 1 olarak kiyasladik.
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Buna gore fazla eksprese olmasi halinde apoptozu inhibe eden Bcl-2’nin MA-
AFE uygulanan hiicrelerde hidroksilire uygulanan hiicrelere gore daha fazla
baskilandig1  goriilmiistiir. Diger yandan kaspaz 3,7 ve APAF-1genlerinin
ekspresyonlarinin ise konjugat uygulanan hiicrelerde 1ila¢ uygulananlara gore
indiiklendigi belirlenmistir (Sekil 4.19) Ila¢ ve kopolimer ila¢ konjugati uygulanan

hiicrelerdeki bu fark ise anlamli bulunmustur (p<0.05).

(Normalized Expression Group 1)

(Mormalized Expression Control Group)

Upregulatecd & Unchangecd & Downregulated

Sekil 4.19.1lac ve konjugat uygulanan MG-63 hiicrelerinde ekspresyon diizeyleri;
egrinin altinda kalan noktalar baskilanan genleri, Ustiinde kalanlar ise indiiklenen
genleri gostermektedir.

Sekil 4.19°da egrinin altinda kalan noktay1 Bcl-2 ‘yi gostermektedir. Buna gore
kopolimer ila¢ konjugatinin bu geni baskilayarak apoptoz siirecini tetikleyebilecegi
disiiniilmektedir. Diger yandan egrinin iistiinde kalan noktalar ise kaspaz 3, 7 ve
APAF-1"1 gostermektedir. Yani kopolimer ilag konjugat1 apoptotik yolag1 aktive eden

genleri indiikledigi goriilmektedir.

66



Cortrol Group Croup 1

|‘ APAF1 Bl CAsP3 B CASPT |

Sekil 4.20.ilag(kontrol grubu) ve kopolimer ilag(grupl) uyguladigimiz MG-63
hiicrelerinde kaspaz 3,7 ile APAF-1’in ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.20’ye gore,kontrol grubunda apoptozu indiikleyici genler olan APAF-1 ile
kaspaz3 ve 7 ‘nin ekspresyonunun grup 1’e gore daha diisiik oldugu goriilmistiir. Bu
durumda bize kopolimer ila¢ konjugatimizin apoptoz indiikleyen genleri aktive ettigini

gostermistir.
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Control Group

|‘ [ NI

Sekil 4.21.ilag(kontrol grubu) ve kopolimer ilag(grupl) uyguladigimiz MG-63
hiicrelerinde Bcl-2’nin ekspresyon diizeyleri.

Sadece ila¢ uygulanan grubumuz olan kontrol grubunda Bcl-2’nin ekspresyonu
anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Bilindigi gibi Bcl-2 apoptozu inhibe eden bir
gendir. Ve grup 1’de kopolimer ilacin bu genin ekspresyonunu baskiladigi

goriilmektedir. Yani apoptotik mekanizma tetiklenmektedir.
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5. TARTISMA

Kanser hastaliginin tedavisinde, son yillarda bir¢ok ila¢ ve hedefe yonelik tedaviler
gelistirilmesine ragmen, ilerlemis kanser hastalarmnin tedavi imkanlar1 oldukca diistiktiir.
Bu durumun nedeni ise kanser mekanizmasmin olduk¢a kompleks olmas1 ve heniiz bu
mekanizmada bilinmeyen ve aydmlatilmas: gereken bir ¢ok nokta olmasindan
kaynaklanmaktadir [120].

Kanser tedavisinde sagkalim oranini arttrmak ve mortaliteyi azaltmak amaciyla
farkli bir¢ok tedavi modelleri kullanilmaktadir. Bu yontemlere; cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi-hormon tedavisi ve yeni tedavi yontemlerinden immunoterapi, sinyal ileti
sistemi inhibitorlerinin kullanimi, gen tedavisi ve anjiyogenez inhibitorleri kullanimi
ornek olarak verilebilir [121,122].

Gilintimiizde kanser tedavilerinde kullanilan kemoterapi maddeleri tiim viicuda
yayllmasindan dolay1 toksik etkileri ile saglikli hiicrelere de etkili olmakta ve bu
hiicreleri apoptosise gotiirebilmektedir. Bu yiizden toksik etkisi azaltilmis yeni
polimerlerin arastirilmasi giinlimiizde 6nem kazanmistir.Ancak bu polimerlerin de
kanserli hiicreleri nasil ve hangi yollarla, sistem ya da genlerle aktive ettiginin
anlasilmasi tedavi yaklasimlarmin 6niinii acacaktir[123].

MA igerikli kopolimerler serbest radikal polimerizasyon tepkimeleri ile
baslaticilar kullanilarak sentezlenmektedir. Polianhidritler olarak da bilinen MA
kopolimerleri reaktif anhidrit halkas1 nedeniyle halka agilma tepkimeleri i¢in oldukga
elverislidirler. Bu 6zelliklerine ek olarak ekonomik olmalar1 da onlar1 bir¢ok alanda
yaygin olarak kullanilabilir hale getirerek ticari olarak da artik ulasilabilir haldedirler
[37].

Calismamizda kullandigimiz hidroksiiire gibi kemoterapi ilaglar hedefe yonelik
olmaktan ziyade tiim dokulara saldirmaktadir. Bu nedenle bunlarin yan etkileri de ¢ok
olmaktadir. Ringsdorf tarafindan ortaya atilan suda ¢oziilen polimer fikriyle tedavi
yontemlerinin  gelistirilebilecegi diistiniilmektedir. Biyoaktif polimerler olarak da
bilinen bu makromolekiillerin ilag etken maddeleri ile etkilestirilerek gelistirilmesiyle
kanser tedavisinin yani antitimor aktivitenin artirilmasi, diisiik kan diizeyi saglanarak
yan etkilerinin azaltilmas1 amag¢lanmaktadir [9].

Karakus G., yaptig1 ¢alismada 5 farkli Maleik anhidrit ila¢ konjugatlariyla
calismig, bunlarin saglikli fare fibroblast hiicre serisi (L929) ve laktat dehidrogenaz
(LDH) iizerine toksik olmadigini sdylemistir. MAAA/AF konjugatinin antimikrobiyal

testlerini yapmis olup Enterecoccus faecium, Enterohaemorrhagic FEscherichia
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coli(EHEC), Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes suslar1 lizerinde
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gdosterilmistir [37].

Yiiksel B., yaptig1 tez ¢alismasinda maleik anhidrit monomeri iceren Poli(NVP-
co-MA) kopolimeri sentezlemis ve antimikrobiyal aktivitesini arastirmistir. Buna gore
sentezlenen kopolimerin artan derisimine bagli olarak antimikrobiyal aktivitenin de
arttig1 disk difiizyon yontemi ile gostermistir [124]. Biz ¢calismamizda maleik anhidrit
kullanarak MA-AFE’yi sentezledik. Ancak herhangi bir aktivite tespit edemedik.
Arastirdigimiz kaynaklarda da direk olarak MA-AFE nin antimikrobiyal aktivitesiyle
ilgili bir ¢galigmaya rastlamadik.

In-vitro ¢alismalar kombine kopolimer ilag sistemlerinin sitotoksik aktivitesinin
tek ilacli tedaviye gore 100 kat daha fazla oldugunu ve antitiimér etkisininde yine ayni
sekilde belirgin olarak daha baskin oldugunu gostermektedir [125].

Yapilan diger bir ¢calismada Karakus ve ark., maleik anhidrit stiren kopolimerinin
antiproliferatif aktivitesini incelemis ve C6 hiicresine karsi secici etki gdsterdigini,
Hela hiicresine karsi ise ayni etkinligin gézlemlenmedigini bildirmislerdir [126].

Hongrapipat J.vearkadaslari, HPMA kopolimer konjugatin1 insan over kanseri
iizerinde denemis cesitli kombinasyonlarin in-vivo olarak da antitiimdr aktivitesinin
belirlenebilecegini 6ne stirmiistiir [127].

Vandana ve ark., ise hidroksipropil-metakralamid kopolimerine aminoglutethimid
baglamis ve bu konjugatin MCF-7 hiicrelerinin apoptoza gitme durumunu tetikledigini
ve bu yapmin horman baglantili kanserlerin tedavisinde kullanilabilecegini
sOylemislerdir.  Siew ve arkadaslari, yaptiklar1 calismada fibroblast hiicrelerinde
polikopolimer ilacinin etkinligini arastirmig ve canliligmin daha fazla oldugunu ortaya
koymustur [128,129].

Kaneda ve arkadaslari, farelerdeki tiimorlerde tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a)
bagl divinil eter maleik anhidrit (DIVEMA) kopolimerinin antitiimdr aktivitesini
arastirmis ve bu kompleksinantitiimor aktiviteyi arttirdigini bildirmislerdir [130].

Biz de ¢alismamizda antitimor ve sitotoksik aktiviteyi arastirdik ve kopolimer
ilacimizin normal ilaca gore daha fazla antitiimor etkiye sahip oldugunu bulduk.

Lee J.H., ¢alismasinda uygun kopolimer-ilag¢ kombinasyonlarinin tanimlanmasi
icin  molekiiler ~mekanizmalarin  gosterdigi  sonuglar dogrultusunda basaril
olunabileceginin altin1 ¢izmistir [131].

Bu nedenle bizde ¢aligmamizda denedigimiz yeni kombinasyonumuzu desteklemesi i¢in

apoptosisi gen ekspresyon analizi ile arastirdik.
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Apoptoz genel olarak hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle
diizenlenen, programli, RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan,
organizmada homeostazi koruyan bir olaydir. Apoptozun hiicrelerde belirlenmesinde
cesitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler Hematoksilen Boyama veya Giemsa
Boyama gibi morfolojik goriintileme yOntemleri, TUNEL yontemi gibi
immiinohistokimyasal yontemler, flow sitometri yadaaktif kaspazin belirlenmesi gibi
biyokimyasal yontemler, ELISA gibi immiinolojik yontemler ve RNA veya DNA’ya
dayali gen ekspresyonlarinin belirlenmesini saglayan molekiiler biyolojik yontemlerdir
[108].

Pautke C. ve arkadaglar1 ise, kemik tiimdrlerinin daha iyi anlasilmasi, tanis1 ve
tedavisi i¢in osteosarkom hiicreleri olan MG-63, Saos-2 ve U-2 OS’un
karakterizasyonunu belirlemeyi amaglamistir. Bu amagla ¢esitli immiinokimyasal
yontemler ile alkalen fosfataz (ALP)aktivitelerini arastirmiglar ve bu hiicrelerin saglikli
hiicrelere gore farkli ALP aktivitelerine ve farkli immiinokimyasal 6zelliklere sahip
olduklarin1 bulmuslardir. Ancak ¢aligmanin daha net sonuglarinin elde dilmesi i¢in ise
molekiiler yontemlerle gen ekspresyonlarinin iyi1 bir sekilde bilinmesi gerektiginin
iizerinde durmuslardir [132].

Atmaca H. veUzunoglu S.,yaptiklar1 derlemede kanserde sirkadiyan ritim
genlerinin  roliinli  arastirmiglar bu amaclaCRY2 geninin ekspresyonundaki
degisikliklerin, DNA hasarmm kontrolii ve hiicre dongiisiinde rol alan genlerin
ekspresyonunu dogrudan etkiledigini gostermislerdir. Sirkadiyan ritmi diizenleyen
genlerin ayrica transkripsiyon faktorleri, tiimor baskilayici genler ve bazi kaspazlarin
sentezi gibi hiicre dongiisiinde rol alan olaylar1 da kontrol ettigini bildirmislerdir. Bu
nedenle de sirkadiyan ritim genlerinin hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz gibi kanserle iliskili
biyolojik olaylar1 6nemli Glgiide etkiledigini belirtmislerdir. Bu etkinin ise ancak
genlerin ekspresyonlarinin molekiiler olarak ortaya konmasiyla belirlenecegini
sOylemislerdir [133,134].

Dogan 1. ve ark., fibroblast hiicre hatti olan 1929°da topoizomeraz
inhibisyonunun DNA hasarin1 ve apoptosisin lizerine etkisini arastwrmistir. Bu
calismada hiicrelere topoizomeraz inhibitdrii olan etoposit eklenmis ve 24 saat sonra
akridin turuncusu/etidyum bromiir floresan boyalar ve kaspaz 3/7 aktivite deneyleri ile
apoptoz degerlendirilmis ve sorumlu genleri belirlemek icinse Real-Time PCR ile

mRNA ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Sonug olarak etopositin apoptozu uyardigini
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ve burada etkili olabilecek genleri ve bunlarin ekspresyon diizeylerinin 6nemli
oldugunu ortaya koymuslardir [135].

Vural P., yaptig1 derlemede Transforming Growth Factor- B" (TGFB) ‘nin
sinyalizasyon yolunun bozulmasmin kanserde biiyiik 6nem tasidigindan bahsetmistir.
Antiproliferatif, proapoptotik ve inflamatuvar cevabi baskilayic1 6zellikleri ile TGF
timor supresyonu saglamaktadir. Kanserde antitiimdr ve anti-inflamatuvar cevap
baskilanir ve metastaz olusabilir. Dolayisiyla TGF B ‘nin apoptoz ve kanserdeki roliiniin
bilinmesi i¢in yapilacak genetik ve molekiiler ¢alismalarla yeni tedavi se¢eneklerinin
ortaya ¢ikacagini soylemistir [136].

Tan J. ve ark., yaptiklar1 ¢aligmada polikomp represif kompleks-2’nin kanser
hiicrelerindeki apoptoz durumunu arastirmistir. Bu amacla meme kanserinde genis
capli bir gen ekspresyonu analizi yapmiglar sonu¢ olarak ise bu ilacin apoptosisi
indiikledigini gbzlemlemislerdir [137].

Son yillarda kullanilan kemoterapi ilaglarmin toksik etkisi dolayisiyla geleneksel
ve bitkisel temelli yeni ajanlarin gelistirilmesi ve bunlarin etki mekanizmalar ile ilgili
calismalar yogunlasmaktadir. Bu amagla Chemoprevention denen, tiimor indiiksiyonunu
onlemeyi, kanserin inhibisyonunu saglamayi ya da kanser progresyonunu geciktirmeyi
amacglayan ilaclarin ya da diger ajanlarin (dogal ya da sentetik) kullanimi {izerinde
calismalar yapilmaktadir. Bunlar hormonal, bitkiselya da diyete bagl ajanlar olabilir
[138].

Katsube N. ve arkadaslari, HL60 insan 16semi hiicrelerinde ve HCT116 kolon
kanseri hiicrelerinde kamburiizim ekstraktinin apoptoz iizerineolan etkinligini
arastirmislardir. Bu amagla hiicreleri 24°liik plaklarda ekstrakt ilavesinden sonra 24 ve
48 saat inkiibe etmisler ve sonuclart DNA ekstraksiyonu sonrasi agaroz jel elektroforezi
ile incelemislerdir. Sonug olarak HL60 hiicrelerinde kamburiiziim ekstraktmin apoptozu
indiikledigi gézlemlenirken, HCT116 hiicrelerinde ise apoptotik hiicrelerin indiiklenme
orani 16semi hiicrelerine gore oldukga diisiik bulunmustur. Bu indiiklenme etkisinin ise
kamburiliziimiin icerdigi ve antioksidan etkiye sahip olan antisiyonidin ile iliski
olabilecegini 6ne siirmiislerdir [139].

Sarmmsagin temel bileseni olan allisin, son yillarda kanser hiicrelerinde apoptoz
acisindan siklikla incelenmektedir. Park S.Y. ve arkadaslar1 allisin ile muamele edilmis
insan gastrik kanser hiicreleri lizerinde kaspaz bagimsiz hiicre 6liimiinii arastirmiglardir.
Hiicrelercgesitli konsantrasyonlarda allisin ile 6ile 48 saat aras1 muamele edilmis; 12-24

saat arasinda hiicrelerde morfolojik degisiklikler gozlenmeye baslanmistir. MTT ile
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hiicrelerin canliligmi incelemisler, morfolojik apoptosisi ve DNA fragmantasyonunu ise
apoptotik DNA kitiyle jelde yiirliterek belirlemislerdir. Burada Bax genlerinin etkili
oldugunu ve allisinin kaspaz bagimsiz olarak da kanserli hiicre biiylimesini
engelledigini ve apoptosisi indiikledigini bulmuslardir [140].

Kaymaz B. ve arkadaslari,akut lenfoblastik 16semi hiicre dizisi olan CCRF-CEM’
e kapsaisin uygulandiktan sonra apoptoz analizinin gerceklestirilmesinin yani sira;
JAK/STAT (Janus Kinaz/Sinyal ileticisi Transkripsiyon Aktivatdrii) sinyal iletim yolag
elemanlarindan STAT3, STATSA, -5B, JAK2 ve IL-6" nin mRNA seviyesindeki gen
ekspresyon profillerini ¢ikartarak, kapsaisinin olast molekiiler etki mekanizmasinin
aydmlatilmasin1 amaclamistir. Hiicrelere kapsaisin verilmis 72 saat sonra total RNA
izole edilip cDNA sentezi gergeklestirilmis ve hedef genlerin ekspresyon seviyeleri
gergek zamanli qRT-PCR ile belirlenmistir. Genlerin ekspresyon seviyeleri madde
verilmemis kontrol grubu hiicrelerle kiyaslanmistir. Kapsaisin uygulanmis l6semi
hiicreleri ile kontrol grubu hiicrelerin apoptotik durumu kiyaslandiginda, kapsaisin ile
muamele edilen gruptaki hiicrelerde apaptozun anlamli Glgiide indiiklendigi
belirlenmistir. Hedef genlere ait mRNA ekspresyon seviyeleri kiyaslandiginda, STAT3,
STATSA, -5B, JAK2 ve IL-6 ekspresyonlarinda anlamli azalmalar saptanmustir [141].

Oommen S. ve ark., yine allisin ile ilgili yaptiklar1 calismada insan serviks kanser
hiicreleri olan HeLa ve SiHa hiicrelerinde kaspaz iligkili apoptozu arastirmislardir. Bu
amagla hiicreleri allisinle muamele ettikten sonra apoptozu DNA fragmant analizi,
Western Blot ve kaspaz aktivite tayin kitiyle incelemislerdir. Sonug olarak allisinin
kaspaz 3, 8 ve 9’un aktivasyonunu indiikledigini ve allisin uygulanan hiicrelerde
antiproliferatif etkinligin arttigini gézlemlemislerdir [142].

Arslanyiiregi H. ise, yesil ¢aym temel bileseni olan Epigallocatechin-gallate
(EGCG)’n C6 glioma hiicrelerinde programlanmis hiicre Oliimiine veya apoptoza
yonlenmeyi saglaylp saglamadigini arastrmustir. Hiicreler EGCG ile muamele
edildikten sonra apoptotik olusumu TUNEL metodu ile gézlemlenmistir. Sonug olarak
ise EGCG 'nin normal hiicrelere kiyasla tiimor hiicrelerine karsi secici apoptotik etkiye
(selective appoptotic effect) sahip oldugunu ve kanser tedavisinde arastirilmasi gereken
bir madde oldugu yorumunu yapmistir [143].

Sheng H. ve arkadaslari, insan kolon kanser hiicreleri olan HCA-7 ve
HCT-116 ‘ya prostoglandin uygulamislar ve bunun Bcl-2 ekspresyonundaki apoptotik
etkisini arastirmislardir. Bu amacla, immiinoblot analizi ve florokrom boyama gibi

morfolojik goriintiileme yontemlerini kullanmiglardir. Sonugcta; prostoglandinin, kolon
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kanser hiicrelerinde Bcl-2 ekspresyonunu indiikledigini ancak Bcl-x ve Bax
expresyonunu etkilemedigini bulmuglardir [144].

Son zamanlarda popiiler olan diger bir konuda nanopartikiillerin ilaglarla birlikte
kanser tedavilerinde kullanimidir. Viral nanopartikiiller, liposamal ajanlar, polimer ila¢
konjugatlar1 gibi nanopartikiiller, bagli olduklar1 ilaglar1 yonlendiriler ve timor
hiicrelerini secerek onlara ulastirmayr saglarlar. Bu pasif hedeflemenin disinda
ligandlarin ya da antikorlarin da nanopartikiil olarak kullanildigi aktif hedefleme
stratejileri de gelistirilmektedir. Diger yandan kemoterapi ilaglarina karsi direng
gosteren hiicrelerin sorunu da bu yontemlerle ortadan kaldirilabilicegi diisiiniilmektedir
[145].

Yapilan caligmalar Bcl-2’nin asir1 ekspresyonunun p53 ile indiiklenen apoptosisi
engelledigini gostermistir. Clarke M.F. ve arkadaslari, yaptiklar1 arastirmada, Bcl-2 nin
fonksiyonel inhibitorii olan Bcl-xs igceren rekombinant Adenovirus vektoriinii hem
cesitli kanser hiicrelerine hemde saglikli kemik iligi hiicrelerine uygulamiglardir.
Hiicrelerdeki Bcl-x, Immiinblot yontemiyle arastirilmis ve hiicre canliligma tripan blue
ile bakilmistir. Sonug olarak bu rekombinant viriisiin kanser hiicrelerindeki appotosisi
indiikledigini, diger yandan normal kemik iligi hiicrelerinde ise se¢ici olarak bu etkiyi
yapmadigmi gozlemislerdir [146].Bizim calismamizda da kopolimer ila¢ konjiigati
denenerek daha hedefe yonelik ve toksik etkisi daha az olan tedavilerin onii agilmak
istenmistir.

Duncan R., yaptig1 derlemede, N-(2-hydroxypropyl) methacrylamide (HPMA) -
doksurubsin kopolimer konjugatinin klinikte denenen ilk kopolimer ila¢ konjugati
oldugunu ve bu alanda gelismelerin halen devam ettigini bildirmistir [147].

Zhao H. ve ark., folat bagl konjugat parcaciklarinin farkh tiimér hiicrelerindeki
seciciligini arastirmislardir. Bu amagla Doxorubusin bagl pargaciklar1 3 kanser tiiriinde
ve birde fibroblast hiicrelerine uygulamislardir. Hiicre canliligmi MTT testiyle
belirlerken, hiicrelerin apoptoza gitme durumlar1 flow-sitometri ile belirlenmistir. Sonug
olarak folat-Dox konjugati uygulanan kanser hiicrelerinde apoptozun arttigi aksine
fibroblastlarda ise bu etkinin olmadigini bulmuslardir. Sonug¢ olarak ise bu konjugatin
secici hedefleme 6zelligi oldugu yorumu yapilmistir [148].

Minko T. ve arkadaslari, insan over kanseri hiicreleri iizerinde HPMA
kopolimerine doksorubusin(Dox) bagl konjugatin etkinligini arastirmiglardir. Kanser

hiicreleri fare modelleri {izerinde denenmis ve timor kitleleri dl¢tilmiistiir.
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Hiicre 6liimii DNA fragmantasyonu ve ELISA ile incelenmis ayn1 zamanda sorumlu
genlerin ekspresyon analizleri de PCR ile arastirilmistir. Buna gore konjugatin
uygulandigi hiicrelerde apoptozun indiiklendigi sdylenmistir. Belirleyici genlerden p53,
Apaf-1 ve kaspazlari ekspresyonunun konjugat tarafindan aktive edildigini Bcl-2’nin
ise baskilandig1 gozlenmistir. Sonug olarak kullanilan HPMA-Dox konjugatinin over
kanserlerinde apoptosis siirecini indiikledigi yorumlanmigtir [ 149].

Kohler N. ve ark., yaptiklar1 arastrmada c¢esitli manyetik nanopartikiilleri
metotreksata(MTX) baglayarak hiicre canliligini insan meme kanseri hiicresi olan MCF-
7 ve serviks kanseri hiicresi olan HeLa hiicreleri lizerinde uygulayarak incelemislerdir.
Sonug olarak MTX bagl konjugatin hem MCF-7 hemde HeLa hiicrelerinde canliligi
azalttigini, literatiirdeki diger MTX igeren ilaglara gore ise bu farkin anlamli oldugunu
bulmuslardir [150].

Minko T. ve arkadaglarmin yaptig1 ¢alismada, son zamanlarda popiiler olan
pluronik blok kopolimeri (P85)kemoterapi ilaci olan doksorubusin ile birlestirerek Dox-
P85 formiilasyonunu olusturmuslardir. Daha sonra bu kopolimer ilag kompleksinigoklu
ilaglara direng gosteren hiicrelere(multi-drug resistance cells-MDR) uygulamigslardir.
Diger yandan da bir kisim hiicrelere ise sadece doksorubusin uygulanmistir. Apoptozun
erken ve ge¢ donemleri Anneksin —V ve TUNEL yontemiyle gozlemlenmistir. Ayni
anda paralel olarak Bcl-2, BCL-XL, BAX, P53, APAF-1, kaspaz 3 ve kaspaz 9
genlerinin de ekspresyonlar1 Real-Time PCR ile belirlenmistir. Sonu¢ olarak sadece
doksorubusinin uygulandig1 hiicrelerde apoptozun smirli olarak indiiklendigi
belirtilirken, Dox-P85 formulasyonunun uygulandigi hiicrelerde ise proapoptotik
aktiviteyi tetikledigi ve antiapoptotik hiicresel savunmay1 engelledigi gozlenmistir. Bu
sonuca gore kopolimer ilag formulasyonunun MDR hiicrelerin tedavisinde
kullanilabilecegi diistiniilmektedir [151].

Gokee O. ve ark., insan servikal kanser Hela hiicrelerinde vinorelbinin apopototik
etkisini arastirmistir. Vinorelbin (Navelbin) mikrotiibiiller iizerinden etki gosteren
molekiillerden birisidir ve ¢esitli  kanserlerde kemoterapotik ajan  olarak
kullanilmaktadir. Caligmada, insan serviks kanser hiicre hatti1 olan HeLa hiicrelerine 5-
100pum kadar vinorelbin uygulanmis, 24 saat inkiibasyondan sonra ise ilacin
hiicrelerdeki apoptotik etkileri belirlenmistir. Bu amagla hiicrelerde XTT canlilik analizi
yapilmis ve Vinorelbin uygulanan hiicrelerde B hiicresi lenfoma 2 (Bcl-2) ve Siklin D1

(CCNDI) genlerinin mRNA ifade diizeyleri de arastirilmustir.
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Sonug olarak ise uygun dozda vinorelbin uygulamasmin apoptozu inhibe eden
Bcl-2 ile proto-onkogen olan CCNDI1 genlerinin mRNA ekspresyon diizeylerinde
azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Bcl-2’nin asir1 ifade edilmesinin apoptozu
geciktirdigi, birgok hiicre ve dokuda in vivo ve in vitro olarak gosterilmistir. Buna gore
uygun dozdaki bu ila¢g uygulamasinin apoptozu indiikleyebilecegi diisiiniilmektedir
[10,152].

Bizde calismamizda MG-63 hiicrelerimize hem bir kemoterapi ilac1 olan
hidroksiiire, hemde sentezledigimiz kopolimer¢ifti olan MAAFE-HX’1 diger
makalelerdeki gibi 24 saat uyguladik. Daha sonra hiicre canliligini tripan blue ve XTT
deneyleriyle belirledik. Sonuglarimizdayukaridaki ¢alismalarda oldugu gibi kopolimer
ilag konjiigat1 uygulanan hiicrelerde hiicre canliliginin daha az oldugunu yani apoptozu
indiikledigini belirledik. Yine paralel olarak apoptozdan sorumlu olan genler olan
kaspazlarve APAF-1 genlerinin ekspresyon diizeylerine baktik. Calismamizda da
yapilan arastirmalara benzer olarak kopolimer ilag uyguladigimiz hiicrelerde bu genlerin
ekspresyonunun sadece ila¢ uyguladigimiz hiicrelere kiyasla oldukc¢a fazla oranda
indiiklendigini ve bu nedenle hiicrelerin apoptoza gittikleri sonucuna vardik. Sonug

olarak arastirmamizimn verileri literatiir caligmalariyla uyusmaktadir.
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6.SONUC
Calismamizda, yeni sentezlenen maleik anhidrit kopolimer ila¢ konjugatinin antitiimor,
antimikrobiyal, antifungal aktiviteleri arastirildi. Ayn1 zamanda MG-63 kemik kanseri
hiicreleri lizerine olan sitotoksik aktivitesine bakild1 ve apoptoz mekanizmasinda gorevli
genler olan Bcl-2, APAF-1, kaspaz 3 ve 7 ‘nin ekspresyon analizleri rt-PCR yontemiyle
belirlendi.

MA-AFE hidroksilire konjugatinin(MAAFE-HX)  S. aureus, E. faecalis,
Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus; E. coli, P. aeruginosa, C. Albicans
mikroorganizmalar1 ile disk difiizyon yontemiyle antimikrobiyal duyarlilik testleri
yapildi. Ancak kopolimerin bu mikroorganizmalar iizerine herhangi bir antimikrobiyal
ve antifungal etkiye sahip olmadig1 goriildii. Sentezledigimiz kopolimer-ilag
konjugatmin 1929 fare fibroblast hiicre serileri iizerine toksik etkisini belirlemek igin
XTT testi yapildi. Buna gore kopolimer ila¢ konjugatimizin fibroblastlar iizerine saf
ilaca kiyasla daha az toksik etkiye sahip oldugu bulundu.

Diger yandan antitimdr aktiviteye bakmak i¢in kopolimer ilag konjugati
uygulanmis ve saf ila¢ uygulanmis hiicrelere XTT analizi yapildi. Bu analize goére
kopolimer ila¢ konjugatinin antitiimdr aktivitesinin saf ilaca gére anlaml olarak daha
fazla oldugu bulundu. Ayrica ilag ve kopolimer ilacin MG-63 hiicreleri iizerine etkili
optimum dozlar1 da hesapland1.

Apoptosis mekanizmasinda sorumlu olan genlerden olan Bel-2, APAF-1, kaspaz 3
ve 7 ‘nin ekspresyon analizlerini yapilmasi i¢in dncelikle hiicre kiiltiirli hazirlandi. Daha
sonra hiicreler ilaglarin optimum konsantrasyonlar1 ile muamele edildi. 24 saat
inkiibasyondan sonra hiicrelerden oncelikle RNA izolasyonu yapildi. Daha sonra bu
RNA’lardan cDNA sentezlendi ve polimeraz zincir reaksiyonu asamasma gegildi.
Kantitatif PCR ile sadece ila¢ uygulanan hiicreler ve kopolimer ilag konjugati
uygulanan hiicrelerdeki gen ekspresyonlar1 kiyaslandi.

Apoptozu inhibe eden gen olan Bcl-2 ‘nin ekspresyonunun kopolimer ilag
uygulanan hiicrelerde saf ila¢ uygulanan hiicrelere gore daha diisiik oldugu saptandi.
Diger yandan apoptozu aktive eden APAF-1, kaspaz 3 ve 7’nin ise MAAFE-HX
uygulanan hiicrelerde ilaca gore ekspresyonunun arttigi saptandi.

Buna gore kopolimer ilag ¢iftimizin apoptozda sorumlu genleri tetikledigi ve buna bagh
olarak kanser hiicrelerini apoptoza gotiirdiigii diisiiniilmektedir.
Sonug olarak sentezledigimiz MAAFE-HX konjugatinin saf ilaca gére daha az toksik

oldugu, antitiimor aktivitesinin daha fazla oldugu ve apoptozdan sorumlu genlerin
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ekspresyonlarinda da etkili oldugu bulunmustur. Bu nedenle kopolimer ilag
konjugatiin gelecekte kanser tedavilerinde yeni bir yaklasim olarak kullanilabilinecegi

diistiniilmektedir.
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