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OZET

TEZIN BASLIGI: CB1954 ILAC ONCUL MADDE VE
NITROREDUKTAZ (NTR) ENZIM KOMBINASYONLARININ
KANSER HUCRELERINE ETKISI

YAZAR ADI : Esra KAYA

Son yillarda kanser tedavilerinde ©nemi artan enzim/ilag Onciil terapisi
(Enzyme/Prodrug Therapy-EPT) disaridan gonderilen enzim araciligiyla ilag oncii
maddesinin aktiflesmesi sonucu kanser hiicrelerinin DNA’sinin hasara ugrayip
hiicrenin 6lmesi prensibine dayanir. Nitrorediiktazlar (NTR) bu ama¢ dogrultusunda
kullanilan enzimlerdir. Nitrorediiktazlar, aktif olmayan ila¢ ©Onctl maddesini

sitotoksik DNA ¢apraz baglayici ajan olan aktif forma doniistiirtirler.

Enzim odakl1 kanser terapilerinde en bilinen 6rnek E.coli NTR ile CB1954 (5-
aziridinyl-2,4-dinitrobenzamid) kombinasyonunun kullanilmasidir. NTR tarafindan
CB1954 aktivasyonu sonucu hidroksilamin tiirevleri olusmakta ve bunlar asetil CoA
gibi tiyoesterlerle daha fazla reaksiyona girerek DNA reaktif maddelerini

olusturmaktadir.

Tez galismasinda, Gebze Yiksek Teknoloji Enstitlsi, Kimya Bolumi’nde ilk
kez S. saprophyticus susundan izole edilmis olan Nitrorediktaz enziminin CB1954
ilag Onct maddesi ile kombinasyonlari serviks epitelyal kanser hiicrelerine (HelLa
hlcreleri) uygulanmis ve sitotoksik etkisi doz ve zamana bagl olarak incelenmistir.
Farkli enzim ve ilag 6ncl Kkonsantrasyonlarinin kullanildigt EPT uygulamalari
ardindan yapilan hiicre canliligi deneyleri sonucunda, ilag 6nct konsantrasyonu
arttiginda doz bagimli sitotoksisite gozlenmistir. Sitotoksisite deneylerine gore 100
uM CB1954°tin 10 pM’dan daha etkili oldugu bulunmustur. EPT uygulamalari
ardindan apoptozis tayininde ise Akan Hiicre Olger (Flow Cytometry) kullanilmistir.
Anneksin V antikorunun apoptozise ugrayan hiicrelerin membranmna baglanma
potansiyelinin tespit edildigi yontemde, sitotoksisite deneyleriyle benzer sonuglar
elde edilmistir. Ilag Onciiliiniin konsantrasyonu 10 uM iken %46,3 oraninda

apoptozis tetiklenirken, 100 uM iken %63,6 oraninda tetiklenmektedir. Sonug olarak



NTR/CB1954 kombinasyonlar1 doz artigina bagli olarak HeLa hiicrelerinde
apoptozis ve sitotoksisiteyi tetiklemistir.

Anahtar kelimeler: Enzim/ilag 6ncl terapisi, ilag 6ncli madde, nitrorediktaz,
CB1954
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SUMMARY

TITLE of THESIS: THE EFFECT OF CB1954 PRODRUG and
NITROREDUCTASE ENZYME COMBINATIONS on CANCER
CELLS

AUTHOUR : Esra KAYA

Enzyme/Prodrug Therapy (EPT) is a novel approach of cancer therapy in
recent years depends on activation of an administered prodrug by an exogenous
enzyme which is capable of converting prodrug to active drug causing DNA damage
and cell death of cancerous cells. Nitroreductases (NTR) are enzymes used for this
purpose. Nitroreductases converts inert prodrug to a DNA cross-linking agents are

cytotoxic and active in tumors.

NTR isolated from E.coli and CB1954 (5-aziridinyl-2,4-dinitrobenzamid)
combination is the most known pattern focusing enzyme cancer treatment. CB1954
activation by NTR generates hydroxylamine derivatives producing DNA reactive

matters by further reactions with thioesters such as Acetyl Coenzyme A.

In our study, we investigated dose and time related cytotoxic efficiencies of
NTR enzyme supplied from Biochemistry Department, Gebze Institute of
Technology combined with prodrug CB1954 on cervical ephitelial cancer cells
(HeLa cells). The NTR enzyme have been isolated and purified from S.
saprophyticus strain and used in enzyme/prodrug therapy for the first time.
According to the results dose dependent cytotoxicity have been observed from
different combinations and concentrations of enzyme and prodrug by cell viability
experiments. Cytotoxicity experiments show that 100 UM concentration of CB1954
has better cytotoxic efficiency than that of 10 uM. On the other hand, Flow
Cytometry analysis is used for programmed cell death (apoptosis) detection after
application of EPT. Binding potantial of Annexin V to the apoptotic cell membrane
is determined by Flow Cytometry giving the similar results to cell viability assay.
When 100 pM concentration of prodrug is combined with enzyme apoptosis is

induced much more effectively (%63,6 ) than 10 uM prodrug concentration (%46,3)



Vi

on HelLa cells. As a result apoptosis and cytotoxicity is induced by NTR/CB1954
combination depending on dose increase.

Keywords: Enzyme/prodrug therapy, prodrug, nitroreductase, CB1954
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1. GIRIS

Konvansiyonel ilagla tedavi yontemlerinin aksine Enzim/Ila¢ oncii terapisi
(EPT), doz simirlamasi olmayan ve sistemik toksisiteyi en aza indirgeyen yeni bir
kanser tedavi yaklasimidir. Hedeflenen bolgede aktif olmayan ilag onciilini aktif
forma doniistiirecek enzimin ekspresyonunu gerektiren bu yontemde prensip; normal
dokuya zarar vermeden kanser hiicrelerini éldurmektir [Palmer et al., 2002; Vass et
al., 2009]. Bu olay son derece spesifik gen iletimi ve ekspresyonunu birlestiren gen
terapi ile saglanabilmektedir [Rosenberg et al.,1990]. ila¢ &nciiliinii aktiflestiren
enzimler genler araciligiyla [Prosser et al., 2010] veya viral yolla [Green et al., 1997]
hedefe iletilerek hiicre ic¢i aktivasyon sonucu hiicre O6limiine yol ag¢maktadir.
Enzimlerin antikorlar araciligiyla [Dalmazzo et al., 2011] hedefe iletilmesi sonucu

ise hiicre dis1 ortamda aktivasyon gercekleserek hiicre 6liimii saglanmaktadir.

Bugiine kadar ilag Onciiliinii aktiflestirecek olan ¢ok sayida enzimler cesitli
organizmalardan elde edilmis ve uygun ilag Oncii maddeler ise enzim-substrat
iliskisine gore dizayn edilmistir [Palmer et al., 2002]. Bunlardan, timidin
kinaz/gansiklovir [Fillat et al., 2003], sitozin deaminaz/5-florourasil [Mullen et
al.,1992] ve nitrorediktaz/CB1954 [Knox, 1992] enzim/ilag Oncl terapilerinde

kullanilan kombinasyonlara 6rnek olarak verilebilir.

EPT’de olduk¢a yaygin kullanilan nitrorediktaz enzimleri, aromatik nitro
gruplar1 hidroksilamin tiirevlerine indirgemektedir. Nitrorediiktazlarin klinik ve in
vitro c¢aligmalara gore 5-aziridinyl-2,4-dinitrobenzamid (CB1954) ila¢ Onculuni
DNA ile cagraz baglar yapan sitotoksik ajana doniistlirerek hiicre 6liimiine yol agtig1

bilinmektedir [Knox, 1992; Anlezark et al., 2002].

Tez caligmasinda Gebze Yiksek Teknoloji Enstitlist, Kimya Bolimi’nde S.
saprophyticus susundan ilk kez izole edilmis ve saflastirilmis olan Nitrorediiktaz
(Ssap-Ntr) enziminin in vitro ¢alismalarda Enzim/ilag oncii terapideki etkinligini
saptamak amaglanmistir.  Ssap-Ntr’nin  CB1954 ilag 0Oncii maddesi ile
kombinasyonlar1 serviks epitelyal kanser hiicrelerine (HeLa hcreleri) uygulanmas,
sitotoksik etkisi doz ve zamana bagl olarak incelenmis ve terapi sonrasi hiicrelerin

0liim mekanizmalar1 tanimlanmaya caligilmistir.



1. 1. Kanser Nedir?

Kanser kelimesi ilk olarak Yunan hekim Hippocrates (M.O. 460-370)
tarafindan yenge¢ sekline benzemesinden dolayr ve Yunancada yengec¢ anlamina
gelen carcinos kelimesini iilser olusturmayan tiimérler i¢in, carcinoma kelimesini ise
iilser olusturan tiimérler igin kullanilmistir. Celsus (M.O. 28-50) ise bu Yunanca
terimi cancer kelimesine g¢evirmis, Galen (M.S. 130-200) ise Yunancada sisme
anlamina gelen oncos kelimesini timorleri tanimlarken kullanmistir [American
Cancer Society, 2012].

Kanser hicreleri kontrolsiz ve anormal sekilde g¢ogalan, diger dokulara
yayilma Ozelligi gosterebilen hiicrelerdir [Alberts et al., 2008]. Tumorler; iyi huylu
(benign) ve kotu huylu (malign) olmak Gzere iki grupta incelenir. Malign timorler
tiimdr anjiyogenezi denen damarlanma siirecinde kendi kanlarini temin edebilirler
[Naumov et al., 2006]. Ayrica malign tiimoérler kendi kendine ¢ogalarak farklilasir ve
komsu dokulara saldirarak metastaz yapar. [Hanahan and Weinberg, 2000]. Benign
timorler ise daha yavas biiyiir, metastaz yapmaz ve genellikle normal doku
fonksiyonunu etkilemez [Player et al. 2004]. Kanserler, tiirevlendigi doku veya hiicre
tipine gore siniflandirilir. Karsinomalar; insan kanserlerinin %80’ini olusturan epitel
hiicrelerden tiirevlenen kanserlerdir. Sarkomlar; kas, kemik, kikirdak ve fibréz doku
gibi bag dokudan gelisen solid tiimorlerdir. Losemi ve lenfomalar ise insan
kanserlerinin yaklasik %7’sini olusturan, kan ya da immiin sistem hiicrelerinden

gelisirler [Alberts et al., 2008].

1.1.1. Kanser Hiicresinin Ozellikleri ve Kanser Olusumu

Timor olusumu cok sayida genetik, epigenetik ya da somatik degisimler
gerektiren ¢ok asamali bir siirectir. Hanahan ve Weinberg, kanser hiicresini normal
hiicrelerden ayirt edebilecek bircok fenotipik 6zellik siralamistir. Bunlardan bazilari
biiyiime sinyallerine bagli olmadan gelismesi, biiylimeyi inhibe edici faktorlere
hassas olmamasi, apoptoza direngli olmasi, smirsiz bdliinme potansiyeli,
anjiyogenezin artmasi, komsu dokulara yayilim yaparak metastaza sebep olmasi

kanser hiicrelerinin temel 6zelliklerinden bazilaridir [Hanahan and Weinberg, 2000].



Milyarlarca hiicreden olusan kanser tek bir hiicreden orijin alip c¢esitli
mutasyonlar sonrasi programli hiicre 6liimiinden (apoptozis) kacarak neoplastik
hiicreleri olusturur. Karsinogenezin olusum siireci basglangi¢ (initiation), yiikselme
(promotion), ilerleme (progression) olmak tizere 3 asamadan olusur (Sekil 1.1) [Pitot
and Dragan, 1991].
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Sekil 1.1: Karsinogenezin olusum siireci [Oliveira, 2007].

Kansinogenezin baslangicindaki hiicre neoplastik degildir ancak basarilt
mutasyonlar sonucu genotipik veya fenotipik degisikliklere ugramasi ve hiicrenin
cogalmasiyla karsinogenez baslar [Trosko, 2003]. Baslangi¢ hizli ve geri doniistimii
olmayan bir siirectir ve hasara ugrayan DNA’nin onarimi gergeklesmedigi takdirde
klonal yayilmayla hiicre ¢ogalmaya baslar ve yavru hiicrelere hasarlit DNA aktarilir
[Farber, 1984; Oliveira et al., 2007]. Baslangig asamasi, hedef kok hiicrenin
asimetrik boliinmesini inhibe eder, sadece simetrik hiicre bdliinmesi gerceklesir bu
da baslangi¢ hiicresinin boliinmeye her an uyarilacagimi ve farklilasmis yavru
hiicrenin aksine benzer tipte iki hiicre olusumunu uyarir. Eger bu hiicreler ¢evre
hiicreler tarafindan baskilanirsa timor olugmaz. Diger yandan g¢evre hiicrelerin
baskilayici etkisini ortadan kaldiran ajanlar tetiklenirse, farklilasmayan baslangi¢
hiicresi ¢ogalarak dokuda birikir. Bu asamaya karsinojenik siirecin yiikselme evresi
(promotion) denir [Trosko et al., 1996; Trosko 2003]. Geri doniisiimii olan yiikselme
asamasinda, promotor bilesenleri direkt olarak DNA ile etkilesim halinde degildir

fakat oksidasyon ile DNA’ya zarar verebilir. Ancak promotorlara maruz kalan her



hicre neoplazi olusturmaz, hiicrenin farklilagmadan bdliinmeye uyarilmasi ve

apoptozdan kagmasi malign olusumu tetikler [Oliveira et al., 2007; Trosko, 2001].

Son olarak baslangi¢ hiicresine diger genetik ve epigenetik degisimlerin de
eklenmesiyle, baglangi¢ hiicresi birikir ve diger dokulara metastaz yapabilir.
Karsinogenezin bu malign asamasi ilerleme (progression) olarak kaydedilmistir
[Pitot et al., 1981]. ilerleme asamasinda hiicre proliferasyonu uyaridan bagimsizdir
ve bu asamanin karakteristik Ozellikleri hizli gelisim, invazyon, metastaz,
anjiyogenez, biyokimyasal, metabolik ve morfolojik 0Ozelliklerde degisim olarak
siralanabilir [Folkman, 2002] .

Kanser hucre seciliminde oksijen ve besin azligi en 6nemli faktorlerdendir.
Enerji kaynag1 olarak anaerobik glikoliz yapan hiicreler oksijen azligina (hipoksi) ve
asidik sartlara direnglidir. Bu sayede oksijen azaldik¢a glikoza olan istek artar
(Warburg effect) [Folkman, 2002; DeBerardinis, 2008]. istenmeyen kosullar altinda
yasamini siirdiiren bu hiicreler kendi kan damarlarina ihtiya¢c duymasiyla VEGF
(vaskiler endotelyal blytme faktoru) gibi proanjiyogenik faktorlerin salinimiyla ya
da antianjiyogenik faktdrlerin azalmasiyla tiimér damarlanmasi baslar. Bu durum,
metalloproteinaz gibi ekstraseliler matriksi degrade eden ve endotel hicrelerin
goclinii  kolaylastiran proteinlerin varhigiyla da hiz kazanir. Yeni olusan kan
damarlariyla besin ihtiyacini karsilayan tiimor hiicreleri hizla biiyiir ve neoplastik

hlcrelerin bulundugu timér yiginini olusturur [Folkman, 2002].

1.1.2. Kanser Hiicreleri Aras1 Birlesmeler ve Baglanti

Kompleksleri

Cok hiicreli bir organizmada homeostasi saglayacak temel iletisim sistemleri
bulunmaktadir.  Ekstraseliiler  iletisim  (hormonlar,  blyime  faktorleri,
ndrotransmiterler, sitokinler) ve ikincil mesajlarda degisimler araciligiyla intraseltler
iletisim (Ca™", diacylgycerol, pH, ceramides, c-AMP, reactive oxygen species)
hiicreler arasi iletisimi saglar. Interseliiler iletisim olan iletisimi diizenleyen sinyal

iletim sistemleri ise gap baglantilariyla (gap junction) saglanir [Trosko et al., 1993].



Bu iletisimlerin tiimii hiicresel gelisimi siirdiirebilmek i¢in birbiriyle baglantili
sekilde, hiicrenin ¢ogalmasini, farklilagsmasini, cevap verme kabiliyetlerini ve

apoptozisi etkiler [Trosko and Ruch, 1998].
1.1.2.1. Gap Baglanti Kompleksleri (Gap Junction)

Gap baglantilar1 komsu hiicreleri direkt olarak birbirine baglayan kanallardan
olusur. Yetigkin memelilerde bir¢ok hiicre tipinde gap baglantilar1 bulunurken,
iskelet-kas fiberlerinde, bazi noéronlarda ve dolasimdaki bazi kan hiicrelerinde
bulunmaz [Loewenstein, 1981; Bennett et al., 1991]. Her bir gap baglant1 bolgesi
plasma membranda bir hemikanal ya da konnekson ile diger hiicrenin konneksonuna
ayna simetrisiyle baglanir (Sekil 1.2). Konnekson, konneksinlerin (Cx) bir araya
gelerek olusturdugu bir heksamerdir [Carystinos et al., 2001].
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Sekil 1.2: Gap baglanti kompleksinin sematik gdsterimi [Carystinos et al.,
2001].

Gap baglant1 kanallar1 yaklasik 1.5-2 nm ¢apindadir ve iyonlar, su, seker,
amino asit, yag asidi, kiiclik peptidler, ilaglar ve karsinojenler gibi kiigiik
molekdllerin (<2000 Da) direkt olarak pasif difizyonu bu kanallar araciligiyla
saglanir [Loewenstein, 1981]. Musil ve Goodenough’in ¢alismalarmma gore
maddelerin gap baglantilariyla bir hiicreden digerine ge¢mesi golgi aygitinda 6 tane
Cx43 altbirimi konneksona oligomerize olduktan sonra plazma membranina
gonderilir. Bu noktada konneksonlar hiicresel igerigin sizintisim ve ekstraseliiler

maddelerin hiicre ic¢ine girmesini Onlemek igin kapanir ve diger hiicrenin



konneksonuna ug¢ uca eklenerek tam bir kanal olusturarak agilirlar [Musil and

Goodenough, 1991].

Neoplastik htcrelerde ise normal hiicrelere gore daha az miktarda gap
baglantilart bulunur ve konneksin ekspresyonu diisiiktiir. Fakat bazi neoplastik
hicreleri normal seviyede veya daha fazla miktarda gap baglantilar1 igerir. Bu
sebeple bu hiicrelerde hiicreler arasi iletisim baglanti kompleksleriyle siirdiiriilebilir
[Loewenstein, 1979]. Gap baglantilarinin olusumunu engelleyen bircok faktor
bulunur. Gap baglantilarin1 6nleyen faktorlerden biri olan tumér  promotorleri
kimyasal olarak ¢ok ¢esitlidir ve pestisit (DDT, dieldrin, lindan), farmasé6tik madde
(fenobarbital, diazepam), gida katki maddesi (sakkarin), peroksizom proliferatorleri
(klofibrat) gibi bilesikleri igerirler. Ras, Neu, Src gibi onkogen iirlinleri, epidermal
buyume faktoru, platelet blylime faktort, temel fibroblast blylime faktort de gap
baglantilarinin olusumunu engeller [Ruch, 1994; Trosko et al., 1998].

1.2. Kanser Terapileri Sonrast Hiicre Oliim

Mekanizmalari

Hiicrelerin yagam stiresi hiicrelerin tipine gore degisir. Miyokard kasi hiicreleri
ve noronlar dmriimiiziin sonuna kadar yasarlarken bagirsak hiicreleri 3-5 gun, deri
epidermal hcreleri ise 20-25 glin yasarlar. Bazi hiicrelerimizin 6miir boyu
yasamalarina ragmen, Omriimiiziin sonuna dogru bu hiicrelerin %10-15 ini
kaybederiz [Kerr et al., 1972]. Hucre 6lim0 otofaji, nekrozis ve apoptozis olmak

lizere ii¢ temel mekanizmayla gerceklesir.

1.2.1. Otofaji

Otofajik hiicre Olimiinde en belirgin morfolojik degisiklik, sitoplazmada
olusan iki veya daha fazla katmanli zarla cevrili, sitoplazma parcalar1 ve/veya
mitokondri, endoplazmik retikulum (ER) gibi organelleri iceren vezikillerin
varligidir. Bu vesikiiller lizozoma kaynasip, i¢lerinde tasidiklar1 yiiklerinin lizozomal
enzimler tarafindan par¢alamasini saglarlar [Goziiagik, 2013]. Apoptozun mumkin
olmadigi durumlarda, uyaricinin miktari, tirl ve uzunlugu gibi degiskenlere bagli
olarak, otofajik hiicre 6limi meydana gelir. Clarke’in tanimladigi otofajik hiicre

6liimiinde kromatin yogunlagmasi gibi ¢ekirdege 6zgii degisiklikler, apoptotik hiicre



oliimiiyle karsilastirildiginda daha sonra meydana gelmektedir. Olim kaspaz
etkinligine bagli olmadigindan, DNA merdiveni ve apoptotik cisim olusmasi
gbzlenmemektedir. Ayrica, otofajide Oli  hiicrelerin  fagositoz tarafindan
temizlenmesi apoptozda goriildiigliinden ¢ok daha sonra ve rastgele olmaktadir

[Goziiagik, 2013].

1.2.2. Nekrotik Hiicre Olumii

Nekrozis genellikle disardan gelen inflamasyon iskemik veya toksik
yaralanmalar gibi toksik faktorlere yanit olarak meydana gelen pasif, katabolik ve
patolojik hiicre oliim seklidir. Apoptozisin aksine fizyolojik sartlar altinda
gergeklesmez. Nekrozun en karakteristik 6zelligi mitokondrinin sigsmesi, plazma
membraninin dagilmasi, daginik goriiniimde olan kromatin ve intak yapida olan
proteinin yikima ugramasidir [Wu et al., 2001]. Nekrotik hiicre plazma membrani
biitiinliiglinii kaybedince hiicre i¢i materyal hiicre disina go¢ eder ve bu durum
inflamasyonun uyarilmasia neden olur. Daha sonra hiicre lizize ugrayarak patlar ve

hiicre igerigi ortama yayilir [Ulukaya, 2003].

1.2.3. Programh Hiicre Oliimii (Apoptozis)

Apoptozis bircok gen ile iligkili aktif bir sistem olup, Yunancada apo (= ayr1)
ve ptozis (= diisen) kelimelerinin birlestirilmesi ile olusmus sonbaharda yaprak
dokiimiinii tanimlayan bir kelimedir [Ozvaran, 2004]. Apoptozis ilk olarak 1972
yilinda John Kerr tarafindan programli olarak hiicre Sliimiine giden hiicre veya

dokularin meydana getirdigi morfolojik degisiklikler olarak tanimlanmistir [Kerr et

al., 1972; Curtin and Cotter, 2003].

DNA’nin diizenli pargalara ayrilmasi [Wyllie, 1980] ve hiicre membraninda
bulunan fosfotidilserin denilen lipidin apoptotik hiicre yiizeyinde olusumu [Fadok et
al. 1992] gibi apoptozise 6zgii biyokimyasal olaylarin kesfedilmesi daha sonraki

yillarda ger¢eklesmistir.

Apoptozise giden hiicrelerin yapisal degisiklikleri iki ayr1 asamada gerceklesir
(Sekil 1.3). Ik asamada membranla gevrili sitoplazma, yuvarlak veya oval kiigik

fragmanlara ayrilir. Meydana gelen bu fragmanlar apoptotik cisimcikler olarak



adlandirilir. Tkinci asamada ise apoptotik cisimcikler ya komsu hiicreler tarafindan ya
da makrofaj gibi fagositoz yapan hiicreler tarafindan alinir ve otoliz edilir ya da
lizozomal enzimlerle parcalanir [Kerr et al., 1972]. Bu nedenle apoptotik cisimcikler

inflamasyona sebep olmazlar [Ulukaya, 2003].

Kiimeler halinde intraseliiler boslukta olusan apoptotik cisimciklerin igerigi
sitoplazmik bilesenlere baglidir, kiigiik cisimcikler genellikle yogunlasan kromatinin
neredeyse tamamini igerirken, diger cisimcikler sadece sitoplazmik siviyr igerirler

[Kerretal., 1972].

dm ToEu

Sekil 1.3: Apoptozda morfolojik 6zelliklerin degisim siireci [Kerr et al., 1972].

Apoptozisin en belirgin 6zelliklerinden biri de DNA’nin interniikleozomal
bolgelerinden yaklasik 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlari boyutunda DNA
parcalart olusturacak sekilde pargalanmasidir. Bu durum agaroz jel elektroforezinde
merdiven gorlntisunun (ladder pattern) ortaya ¢ikmasina neden olur. Diger yandan
yaklasik 50 kilo bazgifti (kbp) boyutunda DNA fragmentasyonu da gercgeklesebilir.
Bu durum hiicre tipine baghdir. Ca/Mg-bagimli bir endoniikleaz ile birlikte DNase I
ve Il de DNA pargalanmasindan sorumludur. Apoptozisde hangi enzimin yer alacagi

hicre tipine ya da uyaranin 6zelligine gore degisebilir [Ulukaya, 2003].



Apoptotik hiicrelere 6zgl belirgin 6zelliklerden biri de fosfatidilserinin,
membranin disina transloke olmasidir. Bu mekanizma apoptotik hiicrelerin komsu
hlcreler ve makrofajlar tarafindan taninmasini saglar. Ayrica bu durum akan hiicre
Olcerde (Flow cytometry) kalsiyum-bagimli bir asamayla florokrom isaretli Anneksin
V denilen antikorun fosfatidilserine baglanmasi belirtici bir unsur olarak kullanilir
[Vermes et al., 1995; Zhang et al., 1997; Ulukaya, 2003].

Fosfotidilserinin lipit bilayerdan dis kisma go¢ etmesi hizhidir ve pasif
diifiizyon yerine kolaylastirilmig difiizyon araciligiyla gergeklesir. Bu olay, kalsiyum
ile aktiflesen, ATP-bagimsiz bir protein olan skramblaz araciligiyla gerceklestigi
diistintilmektedir [Verhoven et al, 1995].

Fosfotidilserin translokasyonu ile ilgili iki mekanizma ileri siiriilmiistiir. Ilk
mekanizmaya gOre membran proteini olan aminofosfolipid translokaz,
fosfatidilserinin i¢ kisimdan dis kisma transfer edilmesini saglar [Zachowski, 1993;
Williamson and Schlegel, 1994]. Bu proteinin apoptotik hicrelerde belirli
konsantrasyonlarda Ca*® ile inhibe olabilen Mg** —ATPaz proteini oldugu
diisiniilmektedir. ikinci mekanizma ise fosfatidilserinin membran iskelet

proteinlerine (fodrin gibi) baglandigin1 6ngormektedir [Fadok et al., 1998].

Programlanmis hiicre 6liimii (apoptozis) erken ve ge¢ olmak iizere iki agamada
incelenebilir [Allen et al.,, 1997]. Erken apoptozda mitokondriyal membran
potansiyelinde azalma, fosfatidilserinin yer degistirmesi, polarite kaybi, kromatin
kondensasyonu olusurken gec¢ apoptozda ise DNA fragmentasyonu ve membran
hasar1 sonrasinda hiicrede sitoplazmik ¢ikintilar meydana gelir [Metivier et al., 1998;
Zwaal and Schroit, 1997].
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Tablo 1.1: Apoptozisin ve nekrozisin karsilastiritimasi [Ulukaya, 2003].

OZELLIK NEKROZIS APOPTOZIS
Yol acan nedenler Iskemi Biuyiime faktorii eksikligi
Hipertermm Hiicre vaslanmasi “Senescence”
Hipoksi HIV
Litik viral enfeksiyvon Kanser ilaglarn
Toksik maddelerin yvitksek Radyasyon
konsantrasyonlar Yiiksek doz glukokortikoid

Siddetl: oksidatif stress

Fas veva TNFR-1 reseptorlerinin
aktivasyonu

Sitotoksik T lenfositler

(ok siddeth olmavan oksidatif stress

Morfolojik dzellikler

Hiicre membram biitinliginin
kayb:

Kromatin “flocculation™n
Hiicre sismest

Organellenin disintegrasyonu
Endoplazmik retikulumun
dilatasyonu

Biiyiik vakuollerin olusumu

Hiicre lizisi

Intakt hiicre membran: fakat membranda
“bleb”lermn olusumu

Kromatinin niikleer membran crvarinda
toplanmasi ve yogunlasmasi

Hiicre kiigtilmesi

Organellerde disintegrasyon vok
Hitcrenin intact mitakondri. ribozom.
nucleus parcalan ve diger organelleni
iceren membranla kapli apoptotic

cisimciklere pargalanmas:

Bivokimyasal dzellikler

Bozulmus 1von hemostazisi
ATP gerekmez (pasif siireg)

+4 °C’de gergeklesebilir

DNA rastgele parcalanir (agaroz
el elektroforezinde “smear”
goriintiisii)

Postlititk DNA
fragmentasyonu(=5liimiin geg

safhasinda)

Ivi kontrollu. baz: aktivasyonlarin ve
enzimatik basamaklarin olmasi

ATP gereklidir (aktif siireg)

+4 °C’de gerceklesmez)

DNA internukleozomal alanlarda 180 kb
¢iftinin katlan olacak sekilde kirilir mono
ve oligonukleozomlara ayrilir (agaroz jel
elektroforezinde merdiven
patterni=apoptozisin en dnemls belirtect)
Prelitik DNA fragmentasyonu (=erken

evrede gergeklesir)

Diger dzellikler

Hiicreler gruplar halinde &lir
Fizyolojik olmayan (patolojik)
etkiler sonucu gergeklesir
Lizozomal enzimler salimr

Inflamasyona neden olur

Hiicreler tek tek veya birkagt birarada dlir
Fizyolojik sartlarda da gerceklesebilir
Komsu hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler

Inflamasyon goriilmez
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1.2.3.1. Apoptozisin Molektler Mekanizmasi

Apoptozis mekanizmasi oldukca karmasik, enerji bagimli molekiiler olaylar
kaskadidir. Bugiine kadar tanimlanmis iki 6nemli apoptotik yolak vardir. Bunlardan
birincisi dis nedenler (extrinsic) araciligiyla uyarilan 6lim reseptorleri yolagidir.
Digeri ise i¢ nedenler (intrinsic) araciligryla uyarilan mitokondriyal yolaktir. Bu iki
yolak birbirine baghdir ve yolaklarin birindeki molekiiller digerini etkileyebilir
[Igney and Krammer, 2002]. Baska bir yolak ise T-hiicre aracili sitotoksisiteyi
iceren perforin/granzim yolagidir. Bu yolakta ya granzim A ya da granzim B
aracilifiyla apoptozis indiiklenir. Granzim A yolagi kaspaz bagimsiz apoptoz ile
sonuglanirken diger yolaklar kaspaz-3’iin yikilmasi, DNA fragmentasyonu, hiicre
iskeletinin ve niiklear proteinlerin parcalanmasi, apoptotik cisimciklerin olusumu,
fagositik hucre reseptorleri igin ligand sentezi ve son olarak apoptotik cisimciklerin
fagosite edilmesiyle sonuglanir (Sekil 1.4) [Polat, 2008].
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Sekil 1.4: Apoptotik olaylarin sematik gosterimi [Polat, 2008].
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1.2.3.2. Apoptozisin Dizenlenmesi

Apoptotik siire¢ birbirini takip eden {ic asamadan meydana gelir. Apoptozun
tetiklenmesi (indklenmesi), apoptotik sinyallerin diizenlenmesi ve sinyallerin ilgili
molekiillere aktarilarak apoptozisin meydana gelmesi asamalarini kapsar (Sekil 1.5).
Apoptozisi tetikleyen faktorler patalojik ya da fizyolojik (bliylime faktorii eksikligi,
O0lim reseptorlerinin uyarilmasi, DNA hasari, sitokinlerin azalmasi) olabilir.
Duzenleyici faktorler ise gelen 6lum sinyallerinin etkisinin antiapoptotik uyaranlara
karst1  arttirilmasindan ~ sorumludur.  Diizenleyici  faktorlerin  efektorleri

aktiflestirmesiyle de apoptozis geri doniisiimii olmayan siirece girer [Wu et al.,
2001].

APOPTOTIK SUREC
P - e

Indiikleyici Modiilatsr Efektor Substrat Oliim
ajan

. Bityiime faktori . FADD .Kaspazlar - Birgok hiiere proteini
eksikligi . TRADD - DNa

Adezyonun kaybr . FLIP

. Oliim reseptérleri- . Bel-2 ailesi

nin uyarikmasi . Sitokrom ¢ Komgu hiicreler veya

. Radvadyon . p53 makrofajlar tarafindan

. Kemoterapi . Mdm2 fagosite edilen apoptotik
.Seramid cisimeikler

Sekil 1.5: Apoptotik stirec. Indiikleyici ajanlarla tetiklenmeyi, modulatorler
araciligiyla diizenlenmeyi ve kaspazlar araciligiyla da geri doniisiimii olmayan

programli hiicre 6liimiinii kapsar [Ulukaya, 2003].

Apoptozis bazi iyonlar (kalsiyum), molekuller (seramid), genler (c-myc),
proteinler (p53) ve hatta organeller (mitokondri) tarafindan diizenlenen bir
mekanizmadir. Apoptotik siire¢ boyunca hiicre i¢ine kalsiyum girisi olur. Ca* ve
Mg*? bagiml endoniikleaz aktivitesiyle DNA 180-200 baz ciftlik fragmentlere ayrilir
[Bortner et al., 1995].
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1.2.3.3. Apoptozisi Tetikleyen Faktorler

Apoptozisi baglatan ¢esitli nedenler vardir. Apoptozis klasik olarak, hiicre
olim reseptorleri olarak bilinen Fas (diger isimleriyle APO-1, CD95) ve timor
nekroz faktor reseptori-1 (TNFR-1)’in ilgili ligandlar ile etkilesime girmesi sonucu
tetiklenir. Bu hiicre ylzey reseptorleri membranda bulunur ve TNFR ailesinin
tiyesidirler. TNF reseptor ailesi sistein bakimindan zengin ekstraseliiler bolgeleri ve
80 amino asitlik sitoplazmik 6lim bdlgeleri igerirler. Fas’in ilgili ligandina Fas
ligand (FasL) denir. FasL, timor nekroz faktor (TNF) ailesinin bir Gyesidir. FasL
sitotoksik T lenfositlerinde ve dogal katil hiicrelerinde (natural killer cells) bulunur
[Ulukaya, 2003; Ashkenazi and Dixit, 1998].

Fas ve TNFR-1, ligandlariyla baglandiklarinda Olim uyaris1 almisg
olduklarindan bir seri protein etkilesimlerinden gegerler. Oncelikle kendilerine dogal
olarak bagli bulunan ve 6liim bdlgeleri (death domain) ad1 verilen TRADD (TNFR-1
associated death domain) ve FADD (Fas associated death domain) ile etkilesime
girerler. Bu Olum Dbolgeleri ise prokaspaz 8 ile Olum efektér bolgesinin
dimerizasyonu araciligiyla birleserek oliim indiikleyen sinyal kompleksini (DISC-
death inducing signaling complex) olusmasi ve prokaspaz-8’in oto-katalitik

aktivasyonuyla sonuglanir [Ulukaya, 2003; Kischkel et al., 1995].

Apoptozisin dizenlenmesinde Bcl-2 protein ailesi blyuk bir éneme sahiptir.
Pro-apoptotik (apoptozu baslatan) ya da anti-apoptotik (apoptozu baskilayan) etkiye
sahip Bcl-2 protein ailesi mitokondriyal membran gegirgenligini yonetir. Bcl-2
ailesinde bugiine kadar toplam 25 gen tanimlanmistir. Bunlardan pro-apoptotik
olanlara Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik ve Blk anti-apoptotik olanlara ise Bcl-
2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG 6rnek olarak verilebilir. Bcl-2 protein ailesi
mitokondriyal membran gegirgenligini degistirerek mitokondriden sitokrom ¢
salmimini diizenledigi distiniilmektedir [Elmore, 2007]. Fas yolaginda mitokondri
hasar1 Bid’in kaspaz-8 kirigi araciligiyla olur [Li et al., 1998]. Bad’in serin
fosforilasyonu fosfoserin baglanma molekiilleri tarafindan sitosolde tutulmasina
sebep olur. Ancak Bad fosforillenmezse mitokondride translokasyonu sonucu

sitokrom ¢ salinimi uyarilir [Zha et al., 1996].
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1.2.3.4. Kaspazlarin Aktivasyonu

Apoptozisi tetikleyici faktorlerin hepsi mitokondrinin i¢ zarinda degisikliklere
yol acar. Mitokondriyal gegirgenlik zarinin agilmasiyla transmembran potansiyelinde
kayip olurken, intermembran bosluktan da iki temel pro-apoptotik protein sitosole
salinir [Saelens et al., 2004].

Birinci grupta Sitokrom c¢, Smac/DIABLO ve serin proteaz HtrA2/Omi
proteinleri kaspaz bagimli mitokondriyal yolag: aktiflestirir. Sitokrom c, Apaf-1’e ve
prokaspaz-9’a baglanir ve aktiflestirir sonucunda ise apoptozom denilen yapiy1
olusturur [Chinnaiyan, 1999]. Ikinci grupta ise apoptoz sirasinda mitokondriden
salian pro-apoptotik proteinler olarak AIF, endoniikleaz G and CAD bulunur. AlF
niikleusa tasimir ve DNA’nin 50-300 kbp’lik parcalara ayrilmasina ve kromatinin
niikleus periferinde yogunlasmasina neden olur. AIF gibi kaspaz bagimsiz olan
Endoniikleaz G de kromatin yogunlasmasina sebep olur. CAD ise mitokondriden
salinir ve kaspaz-3 ile kirildiginda oligoniikleozomal DNA fragmantasyonuna ve
kromatinin daha ¢ok yogunlagmasina sebep olur [Enari et al., 1998; Le et al., 2005;
Susin et al., 2000]. Herhangi bir baslangi¢ kaspazi (kaspaz-8, kaspaz-9 veya kaspaz-
10) ile aktiflesebilen ve en Oonemli kaspazlardan biri olarak diisiiniilen kaspaz-3,
endoniukleaz CAD’1 spesifik olarak aktiflestirir. Hiicreler ¢ogalirken CAD, inhibitorii
ile (ICAD) kompleks halindedir. Apoptotik hiicrelerde ise aktiflesen kaspaz-3
ICAD’1 kirarak CAD’1 serbest birakir. CAD ise kromozomal DNA’y1 parcalar ve

kromatin yogunlagsmasina sebep olur [Sakahira et al., 1998].

1.2.3.5. Apoptozis Tayininde Kullanilan Yontemler

Apoptozisin belirlenmesinde morfolojik gorintileme yontemleri,
immunohistokimyasal yontemler, biyokimyasal yontemler, immunolojik yontemler ve

western blotlama gibi molekiiler biyoloji yontemleri kullanilmaktadir.
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1.2.3.5.1. Morfolojik Gorunttleme Yontemleri

Hiicrelerin morfolojik yapisini incelemek icin 1s1k mikroskobu, floresan

mikroskobu, elektron mikroskobu ve faz kontrast mikroskobu kullanilabilir.

Isik mikroskobu ¢ok eski yontemlerden biri olup apoptozisin morfolojik
tayininde  kullamilir. Hematoksilen-Eosin, hematoksilen boyasi  kromatini
boyadigindan apoptotik hiicreler niikleus morfolojisine gore degerlendirilir.
Gozlenebilen degisiklikler hlcre kigtilmesi veya sitoplazmik kictlme, kromatinin
kondanse olmasi ve niikleus zarmin periferinde toplanmasi, niikleusun kii¢iilmesi
veya pargalara boliinmesi olarak sayilabilir. Fakat apoptozis baslangicini takiben 30-
60 dakika igerisinde fagositler tarafindan apoptotik hiicreler hizlica uzaklastirildig
icin 151k mikroskobu bir dejavantaja sahiptir [Kerr et al., 1972]. Diger bir boyama
yontemi olan Giemsa ise, hematoksilen-eozin ile boyamada oldugu gibi niikleus

morfolojisi esas alinarak apoptotik hiicreler taninir [Giiles ve Eren, 2008].

Floresan mikroskobu ile apoptozis tayininde, Hoechst boyasi, DAPI “4,6-
diamidine-2’-phenylindole”, propidium iyodir, akridin orange, etidyum bromdir,
FITC (fluorescein isothiocyanate) gibi floresan maddeleri kullanilir. DNA’ya
baglanabilen floresan boyalar sayesinde hiicrenin kromatini dolayisiyla niikleusu
gorindr hale gelir. Bu yontem canlt hiicre ile yasayan hiicrenin ayrimina olanak
tanirken, Olii hiicrelerin apoptozisle veya nekrozisle oliip 6lmediklerinin ayrimini

yapabilmek i¢in hematoksilen boyamada oldugu gibi niikleus morfolojisine bakilir

[Ulukaya, 2003; Doonan and Cotter, 2008].

Faz kontrast mikroskobu sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda, hiicreyi veya
hiicre toplulugunu incelemek amaciyla kullanilir. Olen hiicreler yapistiklar yiizeyden
ayrilacaklar1 icin besiyeri i¢inde ylizmeye baglarlar bu sayede faz kontrast

mikroskobu ile gozlenebilirler [Giiles ve Eren, 2008].

Elektronmikroskobu apoptozis tespitinde morfolojik degisikliklerin en dogru
olarak gozlendigi yontemdir. Sitoplazmik kugulme, kromatin kondansasyonu ve
fragmentasyonu izlenebilirken, mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da niikleus
membraninin  biitiinliigliniin bozulup bozulmadigr gibi subselliiller detaylar da

incelenebilir [Doonan and Cotter, 2008].
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1.2.3.5.2. Histokimyasal Yontemler

En sik kullanilan histokimyasal yontemler; Anneksin V, TUNEL ve kaspaz-3
yontemleridir. Apoptozise giden hiicrelerde hiicre membraninin dis yiizeyine transfer
eden fosfotidilserine, FITC gibi floresan bir madde ile isaretlenen Anneksin V
proteininin baglanmasi apoptotik hiicrelerin goriiniir hale gelmesini saglar. TUNEL
(Terminal dUTP Nick End-Labeling) yénteminde ise, apoptotik parcalanma sonucu
DNA uglari, terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi kullanilarak,
DNA’nin isaretlenmesi esasina dayanir. Konvensiyonel parafin kesitleri, TdT ve
nonizotopik isaretli niikleotidler (siklikla biyotinli dUTP) kullanilarak yapilan in situ
isaretleme ardindan floresan goriintileme yapilir [Elmore, 2007]. Kaspaz-3
yontemiyle ise sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3 IHC metoduyla
belirlenebilir. Bunun igin, dokunun kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi ya da
calisilan dokuda apoptozise yol agan ajanin kaspaz-3’i kirip kirmadiginin bilinmesi
gerekir. Ancak, bu bilinirse apoptotik hicreler bu metodla tespit edilebilirler
[Ulukaya, 2003].

1.2.3.5.3. Molekduler Biyoloji Yontemleri

Apoptozis tayininde en ¢ok kullanilan molekiiler biyoloji yontemi Western blot
yontemidir [Ulukaya, 2003]. Western blotlama ya da immunoblotlama denilen bu
islem, bir protein karisimi igindeki belirli bir proteini ve biiyiikliigiinii saptamak i¢in
kullanilan nicel bir yontemdir. Bu metot istenilen bir proteine karsi yonlendirilen
yiiksek kalitede bir antikor kullanimina baglidir. Bu antikor prob olarak kullanilarak
ilgili protein karigimin i¢inden saptanabilir [Bardakg1 ve Yenidiinya, 2007]. Bu metot
yardimiyla apoptoza 6zgili bazi proteinlerin eksprese olup olmadiklarinin (bcl-2 gibi)
ya da kirilip kirilmadiklarimin (kaspaz-3 gibi) saptanmasi miimkiindiir. Sitokrom

¢’nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadigr da bu metodla belirlenebilir [Giiles ve Eren,
2008].
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1.2.3.5.4. Akan Hiicre Olger (Flow Cytometry)

Sitometri, htcrelerin veya biyolojik partikillerin fiziksel ya da kimyasal
karakterlerinin 6lctlmesidir. Akan hiicre 6lcerde ise siispansiyon halindeki hicreler
lazer 15181 ile aydinlatilmakta olan bir bolmeden gegirilir; hiicrelerin 151k 6nunden
gecerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Hucrenin biyukluk, grandlarite
gibi fiziksel 6zelliklerinin yani sira, hiicreye baglanan ¢esitli florokromlari da sinyal
kaynagi olarak kullanabilir. Béylece hiicrelerin immunfenotipi, DNA icerigi, enzim
aktivitesi, hiicre membran potansiyeli, canliligi gibi ¢esitli 6zellikleri hakkinda bilgi
toplanabilir [Dalva; Dunphy, 2004; Taneli, 2007].

Akan hucre 0Olger teknigi son derece hizlidir, kisa stirede binlerce hiicreyi analiz
ederek, detayli sonug¢ raporlar1 elde edilir. Heterojen bir 6rnek popiilasyonunda,
hiicrelerin ve bilesenlerinin ¢ok parametreli kantitatif 6zellikleri ¢ok kisa bir siirede
analiz edilebilir. Akan hiicre 0Olcer teknigi ile 1 saniyede 500 hiicre sayilabilir ve

ortalama 10 000 hcre 20 saniyede analiz edilebilir [Ibrahim ve Engh, 2007].

Akan hucre Olger cihazi baslica akici (s1vi1) sistem, optikler (lazer 1s1m1), filtreler
ve sinyal dedektorleri, bilgisayar ve yazilim programlar1 bilesenlerinden
olugmaktadir (Sekil 1.6) [Rahman, 2006].

Optikler Elektronik kisim
Filtreler ve sinyal
dedektorleri

Akici sistem

000 --1 Yesil _ #'%'.
. Lazer =0 Yana 1" g‘_
E 0 sacihm
e
i‘? +~ Akan Sarl - \
° hiicre q|3 j_
Cevreleyen X Koyu / I .
ol o kirmizi 5
LB g‘*‘
{ Ornek Kirmizi 3_ T
! < , Time
Isin birlestirici 0___Atik 3{%‘,

Mavi
lazer 0
| SE——

Kirmizi Odak ‘

o ileri sagilim
lazer mercegi ¢

Sekil 1.6: Tipik bir akan hiicre 6lger cihazinin (Flow Cytometry) sematik

goriinima [Rahman, 2006].
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Akict sivi sistemi bir kanaldan olusur ve Ornek buradan cihaza verilir.
Merkezdeki Ornegi igeren sivi (laminar fluid) ve cevreleyen sivi (sheath fluid)
birbirine karismadan ilerlemektedir (Sekil 1.6). Hidrodinamik odaklanma etkisiyle
partikiiller tek bir sira seklinde dizilirler. Hiicreler lazer i1sinmmin oniine tek sira

halinde tasinmak suretiyle tek hiicre analizi yapilir.

Akan hiicre olgerde 151k kaynagi olarak ksenon ve ksenon civa lambalar

kullanilirken, siklikla argon ve helyum lazer 151k kaynagi da kullanilir [ Taneli, 2007].
Akan hucre oOlcerde kullanilan filtre ve dedektiorler

Hicrelerden gelen 151k sagilimi ve floresan emisyonu filtre ve dedektorlerde
dijital sinyallere doniisiir. Her bir dedektor ve filtre farkli bir veri saglar. Isin 6ne
dogru yayildiginda tipik olarak lazer 1siniyla aynit yonde 20° etrafa yayilan 1smlar
Ileri Sagilim Kanal Detektorii (Forward Scatter Channel Detector FSC) yardimiyla
toplanir. FSC hiicre yiizey alanlar1 ve biiytikliigi ile ilgili bilgi verir. Yana Sag¢ilim
Kanal Detektort (Side Scatter Channel Detector SSC) ile eksitasyon c¢izgisine
yaklasik 90° agiyla yayilan 151k Ol¢iiliir. Boylece hiicrelerin graniler icerikleri ve ic
yapist hakkinda bilgi toplanir. Antikor araciligiyla antijene baglanmak i¢in kullanilan
renk maddelerine florokrom madde (floresan antikor) denir. Florokrom maddeler
sayesinde direkt olarak hedefin tespiti saglanir. Floresan olgimler florokromla
isaretlenmis hiicre ylizey reseptorleri ya da sitokin ve DNA gibi intraseliiler
molekiiller hakkinda bilgi verir. FITC-Anneksin V, negatif yukli fosfolipid
yiizeylere baglanir, fosfotidilserine yiksek afinitesi vardir, apoptotik htcreleri
tanimlamada hassasdir ve baglanma sirasinda kalsiyum ve diger tuzlarin

konsantrasyonu énemlidir [Rahman, 2006].
Akan Hucre Olcerde Verilerin Degerlendirmesi

Elde edilen veriler farkli grafikler kullanilarak gosterilebilir. Bunlardan bazilar
nokta alan grafikleri, kontur alan grafikleri, histogram, 3 boyutlu grafik, bolgeler,

kapilar ve istatistik olarak siniflandirilabilir (Sekil 1.7).

Nokta alan grafigi: FSC/SSC grafigi gosterilmektedir. Graniilositler,
lenfositler ve monositler farkli fiziksel oOzelliklerine gore grafige noktalama

teknigiyle dagilmistir.
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Kontur diyagrami: Dansite haritasina benzer. Benzer sayidaki hiicreleri

gosteren noktalarin ¢izgisel olarak birlestirilmesiyle olusur.

Tek parametreli histogram: y ekseni hiicre sayisini, x ekseni analizi yapilan
tek parametrenin floresan siddetini gosterir. Histogramlarin istatistiksel verileri

otomatik olarak cihaz yazilimlariyla hesaplanir.

Hiicre sayisi
Hiicre sayisi
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Floresan yogunlugu Floresan yogunlugu
(a) (b)
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100 10! 102 10° 104 100 101 102 103 104
FITC Log FL 1 Log
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Sekil 1.7: Akan hcre 6lcerde verilerin gosterim bicimleri. (a) Nokta alan (dot
plot) grafiginde her bir nokta bir hiicreye karsilik gelir (b) kontur grafigi x ve y
parametrelerine gore hiicre sayisindaki degisimi gosterir (c) histogram grafiginde
sacilan 151k hiicre sayis1 (counts-number of events) ile iliskili olarak gosterilir [Yin et

al., 2011; Tanahashi et al., 2001; Rahman 2006].
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Bolgeler: Histogram ve nokta alanlar iginde popiilasyon alt gruplarinin

istatistigini yapmak i¢in kullanilirlar.

Kapilar: Bir veya daha cok bolge icerebilir. Baglica analiz edilen alandaki
dislanmak istenen olgularin uzaklastirilmasi veya azaltilmasinda, ilgilenilen hiicre

veya partikiillerin izole edilmesinde, renklendirme yapmak amaciyla kullanilabilir.

Erken apotozis doneminde hiicredeki biiziismeye bagli olarak FSC’de azalma
meydana gelirken, SSC’de baslangigta farklilik gozlenmese de bazi hiicrelerde
SSC’nin kromatindeki ve sitoplazmadaki yogunlasmayi yansitacak sekilde arttigi
gozlenir. Hiicre biiziiserek ge¢ apoptozise yaklastiginda ise SSC’nin de azaldigi
goOzlenir. Nekrozis olayinda ise sisme gergeklestiginden FSC baslangigta bir artig
gosterir fakat plazma membraninin yirtilip sitozoliin bosalmasiyla FSC ve SSC’de
belirgin bir azalma gerceklesir [Ward, 1999].

1.3. Kanser Tedavi Yontemleri

Kanser tedavileri ge¢cmisten gilinlimiize cerrahi miidahale, kemoterapi,
radyoterapi, immunoterapi ve gen terapi ile yapilmaktadir [Oliveira et al., 2010;
Krumm and Lamberti, 1993; Kutluk ve Kars, 2001] .

Kemoterapi, kimyasal ajanlarin  kanser hastaliklarinin  tedavisinde
kullanilmasidir. Fakat kemoterapinin bir¢ok sinirlamasi vardir: bunlardan bazilari;
hastaya uygulanacak ila¢ miktarinin sinirli olmasi, ilaca direngli tiimor hiicrelerinin
varligi, sistemik toksisiteye sebep olmasi, timor hiicrelerinin normal hiicrelerden

ayirt edilememesidir [Oliveira et al., 2010].

Radyoterapi hastanin genel saglik durumuna, kanserin tiiriine ve siddetine gore
yiiksek enerji 1sinlar1 kullanilarak uygulanmaktadir. Uygulanan radyasyon dozu son
derece Onemlidir. Ciinkii tedavi sirasinda uygulanan radyasyon dozu over
fonksiyonlarimi1 durdurarak geri doniisumsuz steriliteye neden olabilmektedir. Vajen
epitelinde ise eritem, enflamasyon, mukozal atrofi, elastikiyet kaybi1 ve vajinal
dokuda ulserasyona neden olabilmektedir [Krumm and Lamberti, 1993; Wilmoth ve
Botchway 1999; Reis, 2003].



21

Viicudun bagisiklik sistemini uyarmanin kanser tedavisinde etkili olabilecegi
yolunda kanitlar vardir. Bagisiklik sistemini bozan ¢esitli hastaliklarda daha sik
kanser gorllmesi de imminoterapinin etkili olacagimi diistindiirmektedir. Bu
amaglarla interl6kin, interferon gibi biyolojik molekiiller kullanilmaktadir [Kutluk ve
Kars, 2001].

Gen terapi ¢alismalar1 molekiiler hiicre biyolojisinde bulunan yeni yontemler
sayesinde son yillarda olduk¢a hiz kazanmistir. Gen tedavisi hastaligi 6nlemek ya da
tedavi etmek i¢in bir kisinin genlerinin ekspresyonunun degistirilmesidir [Strachan
and Read, 2004]. Toksik olmayan gen aktarim sistemlerinin yetersizligi gen terapi
icin onemli bir engeldir. Gen terapinin kanser tedavisinde uygulama alaninin artmasi
icin tedavi genlerinin hiicrelere yeterli dozda aktarilabilmesi, kanser hiicrelerinin
hedeflenebilmesi ve aktarilan genlerin viicutta tutulabilmesi gerekmektedir.
Gunlimuzde gen terapide rutinde kullanilan Gencidine, p53 timér baskilayict geni
tasiyan rekombinant adenoviral vektordiir ve hepatoseliiler kanserlerde kullanilmaya

baslanmistir [Peng, 2005].
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1.3.1. Enzim/ila¢ Oncii Terapisi (EPT)

Enzim/ilag 6ncl terapisi (EPT) ekzojen enzimlerle uretilen sitotoksinler
araciligiyla, hedeflenen kanser hiicrelerinin ve komsu hucrelerin yok edilmesini

iceren kanser tedavisidir [Hunt et al., 2012].

Sistemik olarak uygulanan ila¢ 6ncii madde, enzim varliginda son derece aktif,
sitotoksik ve antikanser ilaca doniiserek, kanser hiicrelerinin dlimdane yol agar [Xu
and Mcleod, 2001; Hunt et al., 2012].

Bu terapi ilk asamada ilaci aktiflestiren enzimin timor dokuda ekspres
ettirilmesi esasina dayanir. Ikinci asamada ise toksik olmayan ve disaridan

gonderilen (ekzojen) enzimin substratt olan ilag Onciilii sistemik olarak uygulanir

[Xu and Mcleod, 2001].

Spesifik aktivasyonlari, dokuya 6zgii enzimin konsantrasyonuna bagli olan ilag
oncii maddeler, yiiksek dozda uygulandiginda bile aktif olmayan (etkisiz) fakat hedef
dokuda toksik tiirlere doniistiiriilebilen kimyasallardir [Greco and Dachs, 2001].

Tumor hicrelerinin, ilag onciiliini aktiflestirmeye yetecek miktarda enzimi
ekspres etmeleri oldukga zordur. Ayrica enzimin tiimor cesidine 6zgli ekspres
olmamasi1 da Enzim/ilag Oncili terapilerine ¢esitli yenilikler getirilmesine olanak
saglamistir [Prosser et al., 2010]. Son yillarda gelistirilen yontemlerden bazilart gen
ya da viriis iletimiyle yonlendirilmis enzim/ilag 6ncu terapisi (Gene-Virus Directed
Enzyme Prodrug Therapy-GDEPT ya da VDEPT), antikor-araciligiyla
yonlendirilmis enzim/ilag Oncii terapisi (Antibody Directed Enzyme Prodrug
Therapy-ADEPT), Clostridia ile yonlendirilmis enzim/ilag Oncii terapisidir
(Clostridia Directed Enzyme Prodrug Therapy-CDEPT). EPT’de en sik kullanilan
enzim ve ilag oncli madde kombinasyonlar1 Tablo1.2’de listelenmistir [Anlezark,

1992].
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Tablo 1.2: EPT’de kullanilan enzim ve enzimlerin substratlar1 olan ilag 6ncul

maddeler ve ilgili aktif ilaglarin listesi [Anlezark, 1992].

Enzim

ilac 6ncii madde

Aktif ilag

Nitrorediiktaz

5-(aziridinil)-2,4-nitrobenzamid
(CB1954)

4-Nitrobenziloksikarbonil tiirevleri

5-(aziridinil)-4-hidroksil amino-2-

nitrobenzamid

Eg aktinomisin D, mitomisin C

DT diaforaz 5-(aziridinil)-2,4-nitrobenzamid 5-(aziridinil)-4-hidroksil-amino-
(CB1954) 2nitrobenzamid

Plazmin Peptidil-p-fenilendiamin-mustard Fenilendiamin-mustard

Karboksipeptidaz G2 | Benzoik asit hardal glutamatlar Benzoik asit hardal gesitleri

Timidin kinaz (viral)

Gansiklovir

6-metoksipdirin arabinonikleosit

Gansiklovir trifosfat

Adenin arabinonikleosid

(araM)
Sitozin deaminaz 5-Florositozin 5-Florourasil
Glikoz oksidaz Glikoz Hidrojen peroksit
Ksantin oksidaz Hipoksantin Superoksit, hidrojen peroksit

Karboksipeptidaz A

Metotreksat-alanin

Metotreksat

o-Galaktosidaz

N-[4-(-D-galaktopiranosil)

Benziloksikarbonil]-daunorubisin

Daunorubisin

B-Glukosidaz

Amigdalin

Siyanir

Azorediiktaz

Azobenzen hardallari

Fenilendiamin hardallar:

v-Glutamil transferaz

v-Glutamil-p-fenilendiamin hardali

Fenilendiamin hardali

B-Glukuronidaz

Fenolmustard-glukuronid

Epirubisin-glukuronid

Fenolmustard

Epirubisin

B-Laktamaz

Vinka-sefalosporin
Fenilendiamin hardali-sefalosporin

Nitrojen hardali-sefalosporin

4-deasetilvinblastin-3-
karboksihidrazid
Fenilendiamin hardali

Nitrojen hardallari

Alkalin Fosfataz

Fenolmustard fosfat
Doksorubisin fosfat
Mitomisin fosfat

Etoposit fosfat

Fenolmustard
Doksorubisin
Mitomisin alkol

Etoposit

Penisilin amidaz

Palitoksin-4-hidroksifenil-asetamid
Doksorubisin-fenoksiasetamid

Melfalan-fenoksiasetamid

Palitoksin
Doksorubisin
Melfalan

Sitokrom P-450

Siklofosfamid

Forfamid hardali
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1.3.2. Enzimlerin Ozellikleri

Uygun enzim/ilag 6ncli kombinasyonun seciminde dncelik enzime verilmelidir.
Clnku ilag Onct maddeler enzimin substrat 6zelliklerine gore dizayn edilebilir
[Connors, 1995]. Bunlarin 1s18inda enzimler protein modifikasyonlarina uygun
olmali, monomerik olmali, molekiiler agirligi diisiik olmali ve glikosilasyona gerek

duymamalidir [Greco and Dachs, 2001].

Enzimlerin fizyolojik sartlar altinda katalitik aktivitesi yiiksek olmali (Kca
degeri=katalitik aktivite), substrat diisiik konsantrasyonda olsa bile ilag Oncii
aktivasyonu hizli ve etkili olmali, enzimin tek basina varlig1 sitotoksisiteye sebep
olmamalidir. Normal dokularda istenmeyen ilag Oncli  aktivasyonunun
gerceklesmemesi i¢in reaksiyon yolagi diger endojen enzimlerden farkli olmalidir.

[Greco and Dachs, 2001].

Insan orijinli proteinler secilecek ise hedeflenmeyen dokuda aktivasyonu
onlemek icin, normal dokularda diisiik konsantrasyonda ekspres olmalidir [Xu and
Mcleod, 2001]. iInsan orijinli proteinlerin kullamimi dezavantaj iken bagisikligin
meydana getirebilecegi komplikasyonlari 6nlemede avantaj saglar. Diger yandan
eger immiin yanit olusumu kontrol altina alinabilirse, enzimin mikrobiyolojik orijinli
olmasi hedef bolgeye 6zgii aktivasyonu kolaylastiracaktir [Han, 2000; Greco and
Dachs, 2001].

Insan tiimér dokularinda aktiflesen enzimin yeteri kadar yiiksek diizeyde
ekspres edilememesi ve enzimlerin herhangi bir tlimor tipine bagli olmamasi klinik
uygulamalarda hayal kirikligi sonucunu dogurabilir ancak bu simirlamalarin
istesinden gelebilecek yeni yaklagimlarin bulunmasi enzim/ilag oncii terapilerini

gelecekte Gimit vaad edici bir noktaya getirmektedir [Han, 2000].


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xu%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11705842
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1.3.3. Nitrobilesikler ve Nitrorediiktazlar

Nitroaromatik ve nitroheterosiklikler gibi tlrevleri olan nitrobilesikler
heterosiklik veya aromatik niikleusta bulunan bir veya daha fazla nitro grubun

varligina gore siiflandirilan bilesiklerdir [Race et al., 2005].

Yillarca  nitro-yerdegistiren  bilesikler ~ yapilandirma  asamalarinda
antimikrobiyal ajanlar olarak kullanilmistir. Son zamanlarda bir¢ok nitro-
poliaromatik  bilesikler ¢esitli yanma proseslerinin  yan 0rind  olarak
tamimlanmiglardir. Biitiin  bu Dbilesikler bakteriyel mutajenler, memeli hiicre
mutajenleri, klastojenler ve fare karsinojenleri olarak bircok nitro turevlerinin

tanimlanmastyla ortaya ¢ikmigtir [ Whiteway et al., 1998].

Nitroaromatik bilesikler (nitrofuran, nitrofiren ve nitrobenzen gibi) farmasétik,
antimikrobiyal ajan, katki maddesi, pestisit, boya ve endustride ham madde olarak
kullanilmakla birlikte dogada yayginlagsmis ve onemli Kirletici maddeler olarak
kaydedilmistir [Spain, 1995; Marco et al., 2009].

Nitrorediiktazlar (NTR) ise nitrobilesiklerin (nitrofurozan ve nitrofurantoin
gibi) nitro gruplarinin indirgenmesinde onemli rol oynayan oksidorediiktaz sinifi
flavoenzimlerdir. Bu nitrobilesiklerin indirgenmesi sonucu protein ve DNA ile

etkilesimde bulunabilen hidroksilamin tirevleri meydana gelir [Race et al., 2005].

Nitrorediiktazlar, korunmus dizilere sahip protein ailesini olusturur. Gergek
bakterilerde (eubacteria) kesfedilmis olan nitrorediiktazlar dizi benzerligine dayali
olarak birlikte siniflandirilmislardir. Bu enzimler prostetik grup olarak FMN (Flavin
monontkleotid) ya da FAD (Flavin adenin dinukleotid)’1 kullanarak, indirgeyici ajan
olarak da NADH (Nikotinamid adenin dinukleotid) ya da NADPH (Nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat)’i kullanarak nitro-yer degistiren (nitrosubstituted)

bilesiklerin indirgenmesini katalizler [Bryant et al., 1981; Oliveira et al., 2010].

Nitrorediiktazlar simdiye kadar c¢esitli organizmalardan izole edilmistir.
Bunlardan bazilar1 E. coli’den izole edilen NTR [Anlezark et al., 1992], B.
subtilis’den izole edilen NfrA [Skreter et al., 2005], P. pseudoalcaligenes’dan izole
edilen NbzA [Prosser et al., 2010], B. amyloliquefaciens’den izole edilen YwrO
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[Anlezark et al., 2002], S. saprophyticus’dan izole edilen ve CB1954’i aktiflestirdigi
belirlenen Ssap-NtrB’dir [Celik ve Yetis, 2012].

Son zamanlarda bu proteinlerin 6nemi klinik alanda son derece artmistir. Tip
alaninda kanser gen terapilerinde ila¢ Onciiliinii aktiflestirici ajan olarak kullanilmas1

NTR protein ailesini degerli hale getirmistir [Oliveira et al., 2010].

1.3.3.1. Oksijen hassasiyeti Olan (Tip 1) ve Olmayan (Tip 1)
Nitroreduktazlar

Nitro grubundaki oksijen ve nitrojen atomlar1 arasindaki bag polardir. Cilinkii
oksijenin elektronegativitesi nitrojeninkinden fazladir ve kismen pozitif ve negatif
kutuplar olusturmak igin nitrojenin elektronlarini geker. Pozitif kutup elektronlar

cekmeye yatkindir bu yiizden indirgenmeye de meyillidir [Spain, 1995].

Nitro gruplarin indirgenmesi bir veya iki elektron transferiyle NTR enzimleri
tarafindan katalizlenir [Bryant and DelLuca, 1991; Bryant et al., 1981]. Bu sebeple
NTR’ler, nitro gruplarin oksijen hassasiyetine gore bir ya da iki elektron transfer

etmesi durumuna gore iki grupta siniflandirilir (Sekil 1.8) [Oliveira et al., 2010].

Oksijen hassasiyeti olmayan ya da Tip I olarak adlandirilan nitrorediiktazlar,
oksijen varhiginda ya da yoklugunda NAD(P)H’dan elektron ¢ifti alarak nitro-
yerdegistiren bilesiklerin nitro gruplarini indirgeme reaksiyonlarini katalizleyerek,
nitroso ve hidroksilamin ara Grlnlerinin olusmasimi ve sonugta birincil aminlerin
meydana gelmesini saglar. Genellikle Tip I NTR’ler ping-pong bi-bi kinetik
mekanizmasimi  kullanarak 6nce NAD(P)H kofaktorii  flavin  kofaktoriinii
indirgemekte ikinci adim olarak da indirgenmis flavin nitroaromatik substrati

indirgemektedir [Bryant ve DeLuca, 1991; Bryant et al., 1981].



27

©. =0 ‘N’ N
=

Nz N’
i NADH NAD+ f NADH NAD+ f NADH NAD* f
/5\&6 /41e
_0
®)

Sekil 1.8: Tip I ve tip Il nitrorediiktazlarin genel mekanizmasi. Herhangi bir
nitroaromatik bilesikten (1) tip I nitrorediiktazlarin NAD(P)H’dan bir elektron cifti
alarak nitroso (2) ve hidroksilamino (3) ara drinlerine transfer eder ve sonucta
amino grubu (4) olusur. Tip II nitrorediiktazlar oksijen varliginda meydana gelen

stiperoksit anyonun yeniden olusan nitro grubuna bir elektron transfer ederek nitro

anyon radikalini (5) olusturur [Oliveira et al., 2010].

Nitro grubun indirgenmesini igeren bir¢ok ¢alismada hidroksilamino ara
tirtinlerinin olusumu basarilt bir sekilde tanimlanmigtir. Fakat nitroso ara trtinleri son
derece reaktiftir, ikinci elektron indirgenmesindeki hizlar1 birincisinden yiiksek

oldugundan izole etmek ¢ok zordur [Spain, 1995; Bryant et al., 1981].

Tip | (oksijen hassasiyeti olmayan) nitroredlktazlar, nitrofuran, nitrobenzen,
nitrofenol, nitrobenzoat, nitrotolin (TNT) ve nitroimidazol gibi bir¢ok nitroaromatik
bilesigin indirgenmesinde yer alir [Race et al., 2005]. Tip I nitrorediiktazlar, E.coli
nitrorediiktazina benzeme durumuna gore 2 gruba ayrilmistir: NfsA (grup A) ve
NfsB (grup B) [Bryant et al., 1981]. Bunlar sirasiyla major ve mindr oksijen
hassasiyeti olmayan nitrorediiktazlardir. NfsSA (major) elektron kaynagi olarak
NADPH’1 kullanirken, NfsB (mindér) hem NADPH’1 hem de NADH’1 elektron
kaynagi olarak kullanir [Race et al., 2005; Bryant et al., 1981]. NfsA’nin NfsB’ye
gore katalitik etkinliginin daha yiliksek oldugu belirlenmis fakat HCT-116 insan
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kolon kanser hiicrelerinde ekspres ettirildiginde benzer etki gosterdigi saptanmistir

[Prosser et al., 2010].

Hemen hemen bitin NTR’ler benzer biyokimyasal 6zellikler tagirlar.
Genellikle homodimerik proteinlerdir, yaklasik 30 kDa’dur ve genis bir substrat
spesifitesi vardir. Kofaktor olarak FMN igerirler ve c¢esitli nitrobilesiklerin
indirgenmesini 2 elektron transferi mekanizmasiyla katalizler [Race et al., 2005;

Bryant et al., 1981].

Oksijen hassasiyeti olan Tip Il nitrorediiktazlar, oksijen varliginda nitro grubun
bir elektronunun indirgenmesi sonucu, molekiler oksijenle reaksiyona girerek
stiperoksit radikallerin ve orijinal nitroaromatik bilesiklerin olusumunu saglayan ve
nitro anyon radikalleri meydana getiren nitrorediiktazlardir. Bu redoks dongiisii fazla
miktarda superoksitleri Greterek oksidatif strese neden olur. Tip Il NTR’ler tek
elektron reaksiyonlar1 sergiler. Nitro anyon radikallerinin olusumunu sabitler ve bu
enzimler bir elektronu oksijene transfer ederek siiperoksit anyonlari olustururlar
(Sekil 1.8). Bu yiizden bu enzimler nitroaromatiklerin iki elektron transferiyle
indirgenmesini sadece anaerobik sartlar altinda gergeklestirebilirler [Peterson et al.,

1979].

Nitrorediiktaz proteinleri gercek bakterilerde (eubecteria) yaygindir, ayrica
NTR benzeri proteinler de arke ve 6karyotlarda bulunur [Bryant et al., 1981].

NTR’ler pek ¢ok klonlama, gen izolasyonu, yapisal analiz ve gorev
karakterizasyonu gibi bir¢ok c¢alismada ¢esitli organizmalardan izole edilerek

calisilmistir [Race et al., 2005].
1.3.3.2. Nitrorediiktazlarin Fizyolojik Gorevi

E.coli’den izole edilen nitrorediiktaz NfsB’nin proteinlerinin 3-nitrotirozin (3-
NT) rezidisiinii indirgeyecegi belirtilmistir. Fakat Lightfoot ve ark. (2000)
calismalarinda ne NfsA ne de NfsB 3-NT’yi indirgemedigini agiklamigtir [Lightfoot
et al., 2000]. Baz1 ¢aligmalarda ise NTR’lerin oksidatif stres yanitinda yer aldiklar
ihtimali savunulmustur. Ornegin, NTR NfsA’y1 kodlayan E.coli nfsA geni SoxRS
regulonun bir kismidir ve iyi bilinen bir siiperoksit iiretici olan paraquat tarafindan

indiklenir. [Lightfoot et al., 2000; Liochev et al., 1999; Hassan and Fridovich, 1978].
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Ayrica Salmonella typhimurium’daki snrA ve Rhodobacter capsulatos’daki
nprA’da paraquat ile indiklenir ve Bacillus subtilis ve Staphilococcus aureus’ daki
NfsA benzeri proteinler hiicrenin thiol-disiilfid dengesini siirdiirmesine yardim eder
[Streker et al., 2005; Nixon et al., 2002].

Bazi NTR’ler metabolik yolaklarla baglantilidir. Ornegin, NTR benzeri BluB,
kobalamin kofaktérinun (B12) biyosentezini etkiler [Campbell et al., 2006]. C.
synechocystis’den izole edilen DrgA proteini ve E.coli’deki NfsB proteini demir
metabolizmasinda 6nemli rol oynayan ferrik reduktaz aktivitesi gosterir [Takeda et
al., 2006]. S.cerevisiae’de Frm2p lipit sinyal yolaginda rol oynar [McHale et al.,
2006].

1.3.3.3. Nitrorediiktazlarin Kanser Tedavisindeki Yeri

Nitrorediiktazlarin CB1954°1 aktiflestirmesine dayanan terapinin Klinik éncesi
calismalarda ve prostat kanserli hastalarda faz I/l klinik denemelerde antikanser
etkisi ortaya ¢ikmistir. Sonuglar direkt sitotoksik etkinin timore-6zgii bagisiklig
(tumor-specific immunity) uyardigi ve HSP70 (heat shock protein) gibi stres

proteinlerinin ekspresyonunu indiikledigini belirlemistir [Patel et al., 2009].
1.4. Ila¢ Oncii Madde

“Prodrug” ya da “proagent” terimi ilk olarak Albert tarafindan, ilaglarin
fizikokimyasal 6zelliklerini degistirmek ve gecici olarak elverisliligini arttirmak ya
da toksisitesini diisiirmek i¢in kullanilan, farmakolojik olarak inaktif Kkimyasal

tiirevler olarak tanimlanmigtir [Albert, 1958].

flag 6nciil yaklasimi 1970°1i yillarda ilag terapisini gelistirmek icin bulunan bir
yontemdir. Bu giine kadar, ilag terapilerinde karsilasilan birgok sorunun {istesinden

gelebilmek igin birgok ila¢ 6nciil madde tasarlanmistir [Han, 2000].
1.4.1. Ila¢ Oncii Madde Dizaym ve Ozellikleri

flag iletimini optimize etmek igin ila¢ dncii maddenin dizayn1 oldukca 6nem
tasimaktadir. Klinik ila¢ uygulamalarinda birgok terapdtik ilacin, hedef bolgeye 6zgu

olmamasi, kimyasal stabilitesinin diisiik olmasi, oral ila¢ emiliminin diisiik olmas1 ve
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toksisiteye sebep olma ihtimali gibi istenmeyen 6zellikleri farmakolojik, farmasotik
ve farmakokinetik bariyerleri olusturmaktadir [Higuchi and Stella, 1975]. Butin
bunlarin tistesinden gelebilmek igin ilag 6ncii maddeler 6zel enzimlere gore enzim

substrat iligkisi diisiiniilerek dizayn edilmektedir [Han, 2000].

Enzimin substrati olan ilag 6ncli maddeler, intraseliiler aktivasyon ic¢in tumor
hlcrelerinde serbestce diflize olabilmelidir. Ekstraseliiler ortamda aktiflesen ilag
oncii maddeler ise aktivite sonrasi hiicre i¢ine kolaylikla gecebilmelidir. Yiiklii ilag
oncili maddeler hiicreye giremediklerinden dolay hiicre dis1 aktivasyona 6rnek olarak
verilebilir ve toksik olabilmeleri igin enzim tarafindan aktiflestirilerek htcre icine
difiize olmas1 gerekmektedir [Haisma et al., 1992; Greco and Dachs,2001].

flag 6ncii maddeler, sistemik toksisiteye sebep olmamak icin normal dokuda
endojen enzimlerle aktiflesmemelidir. Dokuya 6zgl aktivasyon icin enzimin belirli
bir dokuya 0zgii olmasi ya da diger dokulara gore daha yiiksek konsantrasyonda
bulunmasi gerekir. Ayrica fizyolojik sartlar altinda kimyasal yapis1 bozulmamalidir

[Xu and McLeod, 2001; Stella and Himmelstein, 1982; Han 2000].

[lag &nciil maddenin aktiflesmesiyle meydana gelen toksik ajanin yari omrii
enzimin ekspres edilmedigi hiicrelere yayilabilecek kadar uzun olmaliyken, dolasima
sizma ihtimalinde de inaktif olacak kadar kisa olmalidir. Belirgin bir terapotik etki
i¢cin salinan aktif ilag, ila¢ Onciiliinden en az 100 kat daha toksik olmalidir. Ayrica,
¢ok sayida timor hicre popiilasyonlarin1 oldiiren tetiklenmis sitotoksisite, hicre
dongusunden ve hicre proliferasyondan (¢ogalmadan) bagimsiz olmalidir [Greco
and Dachs, 2001].

1.4.2. CB1954°Un kimyasal yapisi

Molekdiler formuli CgHgN4Os olan CB1954 molekuli, NAD(P)H kinon
oksidorediiktaz-2 sinifi enzimlerle aktiflesen molekiiler agirhigi 252.18 Da olan

antineoplastik kimyasal ajan olarak kanser terapilerinde kullanilmaktadir [Knox et

al., 2000].
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Sekil 1.9: CB1954’iin kimyasal yapisi.

CB1954 (5-aziridinil 2,4-dinitrobenzamid) dinitrobenzamid ila¢ 6ncl ailesinin
prototipidir [Prosser, 2010]. Bu ajan memelilerde bulunan DT-diaforaz enzimi
tarafindan aktiflestirilir ve siganlarda Walker-256 kanserinin minimum toksik yan

etkiyle tamamen yok edildiginde kesfedilmistir [Cobb et al., 1969].

CB1954, klinik denemeleri 1970’lerde baslamistir. insanda ve farede bulunan
DT-diaforaz enzimi arasinda yapisal ve katalitik aktivite farkliliklar1 bulunmaktadir.
Bu da DT-diaforaz enziminin CB1954°i aktiflestirme Kkapasitesinin farelerde
insanlardakinden daha fazla oldugu sonucunu dogurmaktadir [Boland et al., 1991,
Anlezark et al., 1992]. Diger yandan Escherichia coli’den izole edilen Nitrorediktaz
NfsB enziminin insan tumorlerinde CB1954°(i DT-diaforaza gore daha hizli toksik
forma doniistiirdiigii ve yaklasik 100 kat daha etkili oldugu bulunmustur [Anlezark et
al., 1992].

1.4.3. CB1954°Un Aktivasyonu

CB1954’Un  Nitrorediiktazlar (NTR) araciligiyla 4-nitro  bdlgesinden
indirgenmesi, sitotoksik 4-hidroksilaminin olusumuyla sonuglanir. Daha sonra Asetil
Coenzim A (CoA) gibi tioesterlerle reaksiyona girerek DNA alkilasyon ajanini
olusturur. Son derece sitotoksik olan bu ajan DNA ile c¢apraz baglar yapar.
CB1954’Un 2-nitro grubunun indirgenmesi, sitotoksik olan 2-hidroksilamin ya da 2-
amin {irtinlerinin olugsmasim saglar (Sekil 1.10) [Xu and McLeod, 2001; Prosser et
al., 2010]. CB1954’lGin DT-diaforaz ile indirgenmesinde nitrorediiktazdan farkli

olarak son driin N-asetoksi tiirevi olusur (Sekil 1.11).
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/ 2-hidroksilamin tiirevi 2-amin tiirevi

H,N NTR + NAD(P)H
NO,
CB 1954 \ NHOH Y% o)
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NO,
4-hidroksilamin turevi NO,

DNA reaktif uranler

DNA HASARI
HUCRE 6LUMU

Sekil 1.10: CB1954’Un E.coli nitrorediiktazi ile biyoaktivasyonu. CB1954’{in
NTR ile reaksiyonu sonucu 4-hidroksilamin meydana gelir. Olusan 4-
hidroksilaminin Asetil Koenzim A gibi tioesterler ile reaksiyona girmesiyle DNA ile

capraz baglar yapan toksik ajanlar olusur [Tang et al., 2005].

Y W W
NO,
/@’ * DT Diaforaz NHOH 0, NO
B ————
H:’N% NO. 77N HNC T H,NC
2 NADP)H  NAD(P) O  No, NADH 0 NO,
Tioesterler (drn; Asetil Col)
H NH.,
DMA HASARI d —cH, 2
HUCRE OLUMU H2NC HoNC
0 NO,

Sekil 1.11: CB1954’iin DT Diaforaz enzimiyle aktivasyonu. ilk asamada
CB1954°1in indirgenmesiyle olusan hidroksilamin tiirevi tioesterler araciligiyla DNA
reaktif tlrleri olustururlar. Bakteriyal nitrorediiktazin indirgedigi reaksiyondan farki

son Uruin olarak N-asetoksi tiirevinin olugsmasidir [Knox and Connors, 1997].
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1.4.4. Nitrorediiktaz/CB1954 Terapi Sonrasi Hiicre Oliimii

1.4.4.1. Direkt Hiicre Oliimii (Programh Hiicre Oliimii)

Kanser terapileri sonucu programli hicre 6lumund bircok yolak
tetikleyebilmektedir [Hickman, 1992]. NTR/CB1954 uygulamasinda ise hticre 61umu
CB1954’iin nitrorediiktaz tarafindan indirgenmesi, bifonksiyonel alkilator ajanlarin
olusmasi1 prensibine dayanir. Bu drinlerin hicresel tioesterler ile daha fazla
reaksiyona ugramasi tamiri zayif olan DNA ile ¢apraz-baglar yapan hidroksilamin
tirevlerini olusturur [Knox et al., 1988]. Bu ¢apraz baglarin onarimi zayiftir ve
bolunen ve bolinmeyen hiicrelerde p53-bagimsiz apoptoz yolagiyla hiicre 6liimiine
yol acar [Cui et al., 1999].

Apoptozis ya da programli hiicre 6liimii daha 6nce giris boliimiinde belirtildigi
gibi, kromatin yogunlasmasi, hiicre biiziismesi, niiklear fragmentlerin ve apoptotik
cisimciklerin olusumu gibi morfolojik degisimleri kapsamaktadir [Drabeck et al.,
1997]. Yapilan ¢alismalarda, NTR/CB1954 uygulamasi sonrasinda DNA c¢apraz
baglar1 ve DNA ipliginde kiriklarin olusumu sebebiyle timositlerde ve meme epitel
hlcrelerinde morfolojik degisimlerin incelenmesi sonucu apoptozisin tetiklendigi
kaydedilmistir [Clark et al., 1997]. Ayrica fare L hiicrelerinde yapilan galigsmalarda
DNA sentezinin, RNA ve protein sentezinin de engellenmesini takip eden olaylar
sonucu ¢ok c¢ekirdekli hiicrelerin olusumu gibi morfolojik degisimler goézlenmistir

[Drabeck et al., 1997].

NTR araciligiyla hiicre dliimiinde tiimdr baskilayict protein olan fonksiyonel
p53 gerekmemektedir ayrica hiicre 6liimii proliferasyondan bagimsizdir. Yani hem
¢ogalan hem de ¢oogalmayan hiicrelerin 6liimiine sebep olabilmektedir. Aktiflesen
CB1954 DNA’ya gapraz baglar yapmasi sonucu apoptozis kaskadini tetikler bu da
kisa siire iginde hiicre oliimiiyle sonuglanir. Fare hiicrelerinde yapilan in vivo
calismada p53 proteininin ekspres edilmedigi hiicrelerde CB1954 enjeksiyonundan 7
saat sonra p53-bagimsiz hiicre 6liimiiniin basladigi kaydedilmistir [Cui et al., 1999].
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1.4.4.2. Hucreler-Aras1 Komsuluk Etkisi (Bystander Effect) Sonucu Hiicre

Olumu

Ik olarak Moolten (1986) tarafindan tanimlanan komsuluk etkisi, aktif ilacin
6ldirme etkisinin transfekte olmayan ya da hedeflenmeyen komsu hiicrelere de
yayilmasidir (Sekil 1.12) [Moolten, 1986].

Enzim kodlayan gen

:— Transfekte hiicre

* Promotor /
— °

Transfekte
Hedef hiicreye iletimi — >

olmayan hiicreler

Enzim sentezi

Ilag éncii maddenin
uygulanmasiyla
sitotoksik aktivasyon

“' Bystander etki
o Lo

-4 N Hiicre 6limi

Sekil 1.12: Komgsuluk etkisinin sematik gosterimi. Gen iletim sistemiyle
hedeflenen kanser hiicrelerinde aktiflesen ilacin, hedeflenmeyen komsu hiicrelere de

yayilmasi sonucu hiicre 6liimii gergeklesir [Greco and Dachs, 2001].

Komsuluk etkisi iki temel kategoride belirlenmistir: lokal ya da immun
aracihigiyla. Lokal yolla komsu hiicrelerin 6liimii toksik metabolik Urtnlerin
iletimiyle gerceklesir. Bu toksik metabolitler ya gap junction yoluyla [Marconi et al.,
2000; Mesnil and Yamasaki, 2000] ya apoptotik vezikdller araciligiyla [Freeman et
al., 1993] ya da cozlnebilen toksik metabolitin diflizyonu ile [Huber et al., 1994]

iletilir.

Bystander etki sayesinde hedeflenen hicrelerin %5-10 dahi terap6tik geni
ekspres etmesi durumunda, timorin yok olmas: séz konusudur. Ornegin, 5-FC (5-
florositozin) tedavisi sonrasi, timor popllasyonunun sadece %4 (nln sitozin

deaminaz enzimini ekspres etmesi durumunda tomor gerilemesi gézlenmistir [Huber
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et al., 1994]. Klinik denemelerde benimsenen protokoller, transfeksiyon etkinliginin
%10°dan fazla oldugu caligmalardir. Bu sebeple komsuluk etkisi, enzim yliksek
oranda Uretilse dahi enzimin tek basina sitotoksisitesinin diisiik olmasini gerektirir
[Greco and Dachs, 2001].

Bazi tiimor dokularinda hiicreler arasi baglantilar zayifladigindan hucre
6lumund sadece gap junction gibi hiicreler arasi baglantilara dayandirmak kisitlayici
olur [Mesnil et al., 1996]. Serbestce difiize olabilen turlerde ise belirgin bir komsuluk
etkisi gozlemlemek icin ilacin yar1 dmrii dnemlidir. Timorlerde difiizyon araligr 1
dakikada 100-200 pum kabul edilmektedir [Patterson and Harris,1999]. Apoptotik
faktorlerin transferine bagl olarak 6lii veya 6lmekte olan hiicrelerin iletisimi ile lokal

komsuluk etkisi indiklenebilir [Freeman et al., 1993].

Hayvan modellerinde ise (in vivo) komsuluk etkisinin indiiklenmesinde
sistemik immiin yanitin 6nemli bir rol oynadigi kanitlanmistir. EPT sistemiyle tedavi
edilmis immiino-kompetant hayvan tiimorlerinin gerilemesi, siddetli inflamatuvar
sizintinin varligr ile tanimlanmistir. Timds bezi ve T hicreleri olmayan farelerde
1sinlama sonrast komsuluk etkisi belirgin 6l¢iide azaldigi gézlenmistir [Pavlovic et

al., 1996; Greco and Dachs, 2001].

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarin gogunun, transfekte olmayan gevredeki
hiicrelerin liimiinii arttirmaya yonelik olmasi, gen terapisi stratejilerinde komsuluk
etkisinin 6nemli olduguna isaret etmektedir. Ornegin gap baglantis1 aracili komsuluk
etkisini arttirmak i¢in konneksin tiretiminin diizenlenmesinin hem in vitro hem de in
Vivo caligmalarda hiicreler arasi iletisimin ve toksik ajanlarin iletiminin arttigi

gbzlenmistir [Greco and Dachs, 2001; Ghoumari et al., 1998].

Bystander etkiyi arttiracak onemli diger bir faktér de HSV1 (Herpes Simplex
Virlis 1) virion proteini VP22’dir. infekte hiicrelerde birkez sentezlendiginde, VP22
golgiden bagimsiz bir yolakla etkili bir sekilde ¢evredeki infekte olmayan hiicrelere
gap baglanti bolgelerine ihtiya¢ duymadan yayilir ve 6zellikle ¢ekirdekte toplanir
[Elliott and O'Hare, 1999].
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasal Maddeler

DMEM (HyClone), Fetal Bovin Serum (PANBIOTECH, HyClone), 10X PBS
Dulbecco’s (PANBIOTECH), Penisilin/Streptomisin (HyClone), Tripsin-EDTA
(HyClone), Dimetil stlfoksit (AppliChem), The CellTiter 96 AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay Kit (Promega), Sodyum bikarbonat (Merck), Sodyum klorir
(AppliChem), FITC Annexin V Apoptosis Kit | (BD Pharmingen).

2.1.2. Cihaz ve Diger Malzemeler

CO, inkiibatérii (Thermo Forma), Isitk mikroskobu (Optech Inverted
Microscope), Sicak su banyosu (Niive), 2-200 pl Mikropipetér ve uglar1 (Gilson),
200 pl Multi pipetor (Gilson), Elisa Reader (Thermo Varioskan Flash), Santrifij
(Beckman Coulter microfuge 18, Niive NF 800), Laminar kabin (Herasafe), Otoklav
(Hirayama, Hiclive, HVE-50), Akan Hiicre Olgcer (Beckman Coulter Cytomics FC
500), Buzdolab1 (+4°C, -20°C ve -80°C derin dondurucu), Sivi azot tanki (Union
Carbide), Manyetik karistirict (Isolab),Vorteks (VWR), Pipet tabancasi, ELISA
plaklar1 (Tpp), Kiiltiir kaplari, 15 ml ve 50 ml santrifiij tiipleri, Dondurma tiipleri,
Petri kaplari, Thoma lami (Burker-Turk), Enjektér (5-20cc), Cam pipet ve pastor
pipetleri (Iso-Lab), 0.22 um’lik siringa filtresi, 0.22 um’lik, 150 ml hacimli vakum
filtresi (Nalgene), V-sekilli hiicre soliisyonu kiivetleri (VWR), 1.5 ml’lik ependorf
tapleri (VWR).
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2.1.3. Kullanilan Soliisyonlar

1. 10X DMEM: 13.38 g DMEM {zerine steril distile su eklenerek
toplam hacim 100 ml’ye tamamlanmistir. 0.22 pm por ¢apl filtre ile steril edilerek
+4°C’de saklanmustir.

2. 10X NaHCO3; (Sodyum bikarbonat): 3.7 g NaHCO3 Uzerine steril
distile su eklenerek toplam hacim 100 ml’ye tamamlanmistir. 0.22 um por c¢aph
filtre ile steril edilerek +4°C’de saklanmustir.

3. DMEM Besiyeri: 50 ml FBS (Fetal Bovine Serum), 50 ml 10X
DMEM, 50 ml 10X NaHCO; (sodyum bikarbonat) ve 5 ml penisilin/streptomisin
tizerine steril distile su eklenerek toplam hacim 500 ml’ye tamamlanmistir. 1 M
NaOH ve %20 HCIl kullanilarak pH 7.2-7.4’e¢ ayarlanmistir. Besiyeri +4°C’de
saklanmustir.

4. 1X Tripsin-EDTA Sollsyonu: Ticari olarak satin alinan 1X Tripsin-
EDTA solusyonu +4°C’de saklanmuistir.

5. 1 M NaOH: 4.0 g NaHCOs steril distile suda ¢0zulerek toplam hacim
100 mlI’ye tamamlanmistir. Soliisyon 0.22 um por caplh filtre ile steril edilerek
+4°C’de saklanmustir.

6. %20’lik HCI: %37’lik stok soltisyonu halinde bulunan HCI’den 54
ml alinarak, steril distile su {izerine damla damla eklenerek toplam hacim 100
ml’ye tamamlanmistir. 0.22 um por capl filtre ile steril edilen solisyon +4°C’de
saklanmustir.

7. 1X PBS (Phosphate Buffered Saline): 10X PBS steril distile su ile
%10 seyreltilmistir. Solisyon 0.22 pum por ¢apl filtre ile steril edilen soliisyon
+4°C’de saklanmustir.

8. Ethanol (%70’lik): %96’lik stoktan alinan 70 ml ethanol’e 30 ml
distile su eklenerek +4°C’de saklanmustir.

9. %5 DMSO: 150 pl DMSO, 2 ml besiyerine tamamlanmistir.

10. 50 mM Sodyum Fosfat Tamponu (NaPi) : pH=pKa+log [baz]/[asit]
formiliine gore 16.69 mM asit (Na,HPO,4.H,0), 33.31 mM baz (Na;HPO,.2H,0)
50ml steril distile suya tamamlanmistir. pH %20’lik HCl ya da 1 M NaOH
kullanilarak 7.5 ayarlanmigtir. +4°C’de saklanmaistir.

11. 5000 uM CB1954 soltsyonu: 0,34 mg CB1954 tartildiktan sonra

toplam hacmin %5’i kadar DMSO ile ¢6zildikten sonra toplam hacim besiyeri ile
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(DMEM) 270 ul’ye tamamlanmistir. Hazirlanan 5000 pM stoktan 100 ve 1000 uM
diliisyonlar %5 DMSO ile yapilmistir. Her deney i¢in yeniden hazirlanmistir.

12. Enzim stok: Nitrorediktaz (Ntr) enzimi stokta 1.3 mg/ml
konsantrasyonunda 50 mM NaPi (sodyum fosfat) tampon ¢ozeltisinde (pH=7.5) ve
%50 gliserol iceren ¢ozeltide -20°C’de saklanmuistir.

13. 0.45 mg/ml Ntr: 1.3 mg/ml stoktan 31 pl alinarak toplam hacim 50
mM NaPi ile 400 pl’ye tamamlanmistir. Her deney i¢in yeniden hazirlanmastir.

14. 0.1 mg/ml Ntr: 1.3 mg/ml stoktan 138 pl alinarak toplam hacim 50
mM NaPi ile 400 pl’ye tamamlanmistir. Her deney i¢in yeniden hazirlanmistir.

15. 5000 pM Kofaktér (NADH) Stok Solusyonu: 3,4 mg Kofaktor
(NADH) tartilarak ve steril distile su ile toplam hacim 1 ml’ye tamamlanmustir. -
20°C’de saklanmistir. Hazirlanan 5000 uM stoktan 100 ve 1000 uM diliisyonlar
steril distile su ile yapilmistir.

16. 1X Baglanma tamponu (binding buffer): 10X baglanma

tamponundan 1 ml alinarak toplam hacim 10 ml steril distile suya tamamlanmaistir.

2.2.Yontem

Bu bolimde HeLa hiicrelerinin kiiltiiriinde kullanilan protokoller, alt
kiiltiirleme, hiicrelerin dondurularak saklanmasi ve dondurulmus hiicrelerin
cOzuilmesindeki protokoller, in vitro Enzim/lla¢ 6ncii madde uygulamalar1 ve bu
uygulamalarin sitotoksik etkisinin ve hiicre 6liim mekanizmalarinin belirlenmesinde

kullanilan yontemler anlatilmistir.
2. 2. 1. Hucre Kaltarleri

Enzim/Ila¢ Oncii terapisinin in vitro kosullarda etkisini incelemek i¢in 6limsiiz
HeLa hiicre hattt kullanilmistir. HeLa hiicre hattit Marmara Universitesi, Saglik
Bilimleri Enstitiisii’'nden, tez danigsmani Yrd. Dog¢. Dr. Nil Saydan aracilifiyla

saglanmustir.
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2.2.1.1. Alt Kilttrleme

Hiicre kiiltliriinde temel olarak iki tip biiylime sekli vardir. Bunlardan biri
stispansiyon hiicrelerinin besiyerinde serbestce yiizerek biiyiimesi, digeri ise cam ya
da plastik ylizeye yapisarak biiyliyen monolayer hiicrelerdir. Deneylerimizde
kullandigimiz HeLa hiicreleri cam ya da plastik yiizeye yapisarak biiyiiyen
hiicrelerdir. Devamli (immortal) hiicre hatlar1, kiiltiirdeki substratin tamamini
tiikkettiginde alt kiiltiirleme yapilmasi gerekir. Kiiltiir flaskina yapisan hiicreler ile
substratin arasindaki bagin tripsin gibi enzimler aracilifiyla kirilmasi ile oldukca
nazik bir sekilde, hiicre hasarinin en aza indirgendigi bir yontem ile kiiltiir flaskindan
kaldirilir. Hiicre slispansiyonu daha sonra uygun diliisyon yapilarak baska bir kiiltiir

kabina alinir [Ryan].

Calisma boyunca HeLa hiicre hatt1 i¢in rutin olarak yapilan alt kiiltiirlemede

izlenen protokol su sekildedir:

1) Kiiltiirdeki besiyeri uzaklastirilir.

2) 1X PBS ile yikama yapilir.

3) 1X Tripsin-EDTA ile muamele edilen hiicreler 37°C’de, %5 CO;
inkiibatoriinde hiicreler yiizeyden ayrilana kadar 5-10 dakika inkube edilir.

4) Taze besiyeri (DMEM) kullanilarak enzimatik reaksiyon durdurulur
ve hicre stispansiyonu falkon tiiplere alinir (harvesting=toplama).

5) 1000 rpm’de 5 dakika santriftyj edilir.

6) Stipernatant uzaklagtirilir, pellet besiyerinde ¢oziiliir ve hiicre sayimi
yapilir.

7) Taze besiyeri (DMEM) iceren 25 cm? veya 75 cm” lik flasklara, 1x10°
hiicre/ml olacak sekilde hiicre ekimi yapilir ve hiicreler %5 CO2, %95 hava icerigine
sahip, nemli CO; inkibat6rinde, 37°C’de buyutaldr.

8) Yeniden pasajlama 96 saatte bir tekrarlanir.

2.2.1.2. Hiicrelerin Dondurularak Saklanmasi ve Dondurulmus Hiicrelerin

Cozulmesi

Alt kiiltirleme kisminda bahsedildigi gibi hiicreler toplandiktan sonra

(harvest), 1000 rpm’de 5 dakika santriflij edilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan
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sonra pellet 10° hiicre/ml olacak sekilde %10 DMSO igeren FBS (Fetal Bovine
Serum) ile siispanse edilmis ve siispansiyon 2.0 ml’lik kriyo tiiplere alinmistir.
Hicreler 24 saat boyunca -80°C’de inkiibe edilmis, ardindan ileride cozllerek

kullanilmak Gzere - 196°C’deki s1vi azot tanklarinda depolanmustir.

Dondurulmus hiicreleri ¢ozme islemi ise 37°C’de hizli bir sekilde ¢oziilerek
yapilmistir. Coziinmiis haldeki hiicre siispansiyonuna besiyeri ilave edilerek 1000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicrelere toksik olan DMSO’nun uzaklastirilmasi
saglanmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet tekrar DMEM ile ¢oziilerek
taze besiyeri iceren 25 cm?’lik kiiltiir flaskina ekimleri yapilmustir. Daha sonra kiltiir
flask1 %5 CO,, %95 hava igerigine sahip, nemli CO, inkibat6érinde, 37°C’de inkibe
edilmistir. Hiicreler flask ylizeyine yapistiktan sonra besiyeri degistirilerek hiicrelerin
konfluent (ylzeyi yaklasik %90 kaplamasi) hale gelene kadar 96 saat aralikla

besiyeri degistirilmistir.

2.2.1.3. Hiicre Sayim

Calisma boyunca canli hiicrelerin sayisint belirlemek i¢in hasat ve santrifij
islemleri ardindan elde edilen pellet, besiyerinde siispanse edildikten sonra 20 pl
alinarak hiicre sayim lamina (Thoma lami) aktarilmistir. Thoma laminda 16 biiyiik
kare, her bir karede ise 25 kuclk kare olmak (zere toplam 400 adet kucik kare
bulunmaktadir. Sayim bu karelerde yapilir. Bir kii¢lik kare olarak belirtilen kare
prizmanim hacmi 0,00025 mm®=1/4000 mm®tiir. Toplam sayim alaninin hacmi ise
0,1 mm*tiir. Thoma laminda sayim AxSFx10000 formiilii ile hesaplanir. Burada
A=16 biiyilik karede sayilan hiicre adedi, SF ise seyreltme faktoriidiir. 10000 ise 0,1
mm3’°deki sayim sonucunu 1 ml’deki sayiya doniistiirmek ve standart sonug elde
etmek i¢in kullanilan bir degismezdir (Iml= lcc= 1cm * = 10000 X 0,1 mm 3).
Thoma laminda biiyiik kare sinirlar1 ara ¢izgi olarak adlandirilan ve her 5 kiigiik
kareyi ortasindan bolen bir ¢izgi ile belirlenir. Ara ¢izgi ile 25 kiiclik kareden olusan
biiyiik kare alan1 belirlenmesi zor olursa pratik olarak ara ¢izgiler arasinda kalan 16
kiiciik kare bir biiyilkk kare olarak nitelendirilebilir. Ancak bu sekilde toplam
25x16=400 kiiciik kare yerine 16x16=256 kiiciikk karede sayim yapildigr igin
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yukaridaki formiil ile bulunan sonug¢ 400/256=1,5625 ile carpilarak 1 ml’deki say1
bulunur [Ayanoglu, 2007].

2.2.2. In vitro Enzim/ Tla¢ éncii Terapi Uygulamalari

Bu bolimde Gebze Yiksek Teknoloji Enstitisi’nde, Biyokimya ABD’da
Staphylococcus saprophyticus susundan izole edilmis olan oksijen hassasiyeti
olmayan NtrB benzeri nitrorediktaz enzimi (Ssap-NtrB) kullanilmistir. Aktivasyon
caligmalarinda bu nitroredilktaz (NTR) enziminin nitroaromatik ilaglarin
(nitrofurozan) ve kanser ilaglarinin (CB1954 ve SN23862) iki elektronunu NADH ya
da NADPH kullanarak 3-20°C optimum sicaklik araliginda hidroksilamin tiirevleri
meydana getirdigi saptanmigtir [Celik ve Yetis, 2012]. Nitrorediktaz ilag onculi
olarak CB1954 ve kofaktor olarak NADH tek basina ya da kombinasyonlar1 HeLa
hiicrelerine degisik konsantrasyonlarda uygulanmis, 24 saat ve 48 saatlik inkiibasyon
stireleri ardindan sitotoksik etkiyi belirlemek iizere MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) boya indirgeme
yontemi kullanilmistir. Hiicrelerin hangi yolla (apoptozis ya da nekrozis) oldiiglinii
saptamak icin ise Akan hicre oOlcer (Flow Cytometry) cihazi yardimiyla islem

gbérmiis 6rnekler analiz edilmistir.
2.2.2.1. Nitrorediiktaz/ CB1954 Reaksiyon Hazirlamisi ve inkiibasyonu

Nitrorediiktaz, CB1954 ila¢ 6nculiiniin nitro grubunu indirgemede kofaktor
olarak kullandig1t NADH ile birlikte cesitli konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda
+4°C’de 45 dakika inkiibe edilmistir. %50 gliserol ve sodyum fosfat tamponunda
bulunan nitrorediiktaz enzimi, %5 DMSQO’da ¢6ziinen CB1954 ilag 6nclli [Vass et.
al, 2009] ve steril distile suda ¢oziinen NADH kofaktorii tek basina, ikili ve {iglii
kombinasyonlar halinde inkiibe edilmistir. Coziicii maddelerin toksik etkisini ortadan
kaldirmak i¢in her grup tek basina ya da ikili kombinasyon halinde inkiibe edilirken,
inkibe edilmeyen maddelerin de ¢oziiciilerini igerir. Nitrorediiktaz enzimi tek basina
inkiibe edilirken, CB1954’{in ¢oziindiigii %5 DMSO ve NADH’1n ¢oziindiigl steril
distile suyu da ti¢li kombinasyonlarda bulundugu miktarlar kadar igerir. CB1954 tek
basina inkiibe edilirken, nitrorediiktazin sodyum fosfat tamponu ve NADH
kofaktorinin ¢oziindiigii steril distile su {iglii kombinasyonda bulundugu miktar

kadar eklenir. NADH tek bagina inkiibe edildiginde ise, nitrorediiktazin sodyum
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fosfat tamponu ve CB1954’lin ¢o6ziindiigii %5 DMSO’yu da (c¢li kombinasyonda
bulundugu miktar kadar igerir. Ikili kombinasyonlarda da ayn1 protokol uygulanarak,

diger maddenin ¢6ziiciisli de eklenerek inkiibasyona birakilir.
2.2.2.2. Nitrorediktaz/ CB1954 Uygulamasi

Tez calismasinda 96 kuyulu plaklara, plagin bir kuyusunda 5x10° hiicre/100 pl
olacak sekilde ekim yapilmistir. Hiicreler lag fazina geldiginde in vitro Ntr/CB1954
ve kofaktorin (NADH) ¢esitli dozlarda kobinasyonlart uygulanmistir. CB1954 ilag
onci madde konsantrasyonu 10 uM ve 100 uM olmak Uzere ikiser tekrarlar halinde
hlcrelere tek basina, Ntr ile ya da kofaktor (NADH) ile birlikte ikili kombinasyonlar
halinde veya Ntr ve kofaktor ile birlikte G¢li kombinasyon halinde hiicrelere
uygulanmistir. Kofaktor konsantrasyonu biitlin uygulamalarda CB1954 ile esit
konsantrasyonlarda uygulanmistir. Kofaktor hiicrelere tek basina, CB1954 ile ya da
Ntr ile birlikte ikili kombinasyonlar halinde veya CB1954 ve Ntr ile birlikte tc¢lu
kombinasyon halinde hiicrelere uygulanmistir. Ntr ise 0.45 mg/ml veya 0.1 mg/ml
oraninda hiicrelere tek basina, CB1954 ile ya da kofaktor (NADH) ile birlikte ikili
kombinasyonlar halinde veya CB1954 ve kofaktor ile birlikte Gg¢li kombinasyon
halinde hiicrelere uygulanmistir. Her deney birbirinden bagimsiz ii¢ farkli tekrar

icermektedir.

Hiicrelere madde uygulamasindan sonra, 96 kuyulu plaklar 24 saat ve 48 saat
%5 CO,, %95 hava igerigine sahip, nemli CO, inkibatoriinde, 37°C’de inkibe

edilmistir.

Ayrica enzimi saklarken kullanilan stok soliisyonda bulunan gliseroliin ve
CB1954’#i ¢ozmek i¢in kullanilan DMSO’nun (C,HgSO) hiicrelere olan toksisitesini
belirlemek icin g¢esitli konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanmistir. 96 kuyulu
plaklara, plagin bir kuyusunda 5x10° hiicre/100 pl olacak sekilde ekim yapildiktan
sonra %0.5, %1, %S5, %10, %50 oranlarinda gliserol steril distile su ile seyreltilerek
her kuyuya ticer tekrarlar halinde uygulanmistir. Kuyudaki final gliserol
konsantrasyonlart 9%0.05, %0.1, %0.5, %1 ve %S5 olarak hesaplanmistir. Ayrica tez
calismasit boyunca kullanilan nitrorediiktaz enziminin i¢erdigi maksimum gliserol
miktart %17 (kuyudaki maksimum oran %]1.7) olarak hesaplanmis ve bu oran

hiicrelere uygulanmistir.
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2.2.2.3. Nitrorediiktaz/CB1954 Terapi Sonrasi1 Morfolojik Goriintiilerin

incelenmesi

HelLa hiicre hattina Ntr/CB1954/NADH kombinasyonlarinin  etkisini
gozlemlemek icin 96 kuyulu plaklara 5x10° hiicre ekilmis 24 saat sonra madde
uygulanmistir. Hiicrelere 0.1 ve 0.45 mg/ml Ntr enzimi 10 ve 100 uM CB1954 ve
NADH varliginda iiglii kombinasyonlar uygulanmis 24 saat sonunda mikroskop

altinda 40X’lik biiylitmede hiicrelerin fotograflar1 ¢ekilmistir.

2.2.2.4. Nitrorediiktaz/CB1954 Terapi Sonras1i Hiicre Canlihginin

Belirlenmesi

Canli hiicrelerin sayisini belirlemede kullanilan, kolorimetrik bir yontem olan
hlcre proliferasyon analizi, Cell Titer 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation
Assay (Promega) protokolii uygulanarak belirlenmistir. Bu yodntem tetrazolyum
bilesigini [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium; MTS] ve elektron tasiyict olarak enzimatik
reaksiyonlarda gorev alan PMS (phenazine methosulfate) belirtecini icerir. MTS,
metabolik olarak aktif hiicrelerde bulunan dehidrogenaz enzimi tarafindan
besiyerinde c¢o6zinebilen formazan UGrinlne dondstirdlir (Sekil 2.1). Olusan

formazan iriiniiniin miktar1 490 nm absorbans ile Olciilerek canli hiicre sayisi

belirlenir.
OCH,COOH OCH,COOH
SO, (j/s%
N
N, /©/ ~ °N
~ N . =N ‘H
::[\j S CH3 - - S
CH
vy e
CH, CH,
MTS Formazan

Sekil 2.1: MTS tetrozolyum tuzunun ve {iriinii olan formazanin yapisi.

Protokolde belirtildigi gibi 96 kuyulu plagin her bir kuyusuna 20 ul MTS (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium) eklenmis ve plaklar 37°C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Bu deneyde canli
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ve aktif hiicreler tarafindan tetrazolium bilesigi metabolize edilir ve renkli bir Urin
olan formazan olusur. Bu renk degisimi 2 saat sonra Elisa okuyucusunda, 490 nm

dalga boyunda absorbans ile belirlenmistir.

Her bir Ntr/CB1954/NADH uygulamasi igin ikili tekrarlar birbirinden bagimsiz
ucer Kkez tekrarlanan deneyleri icermektedir. CB1954, NADH ve Ntr
konsantrasyonuna bagli absorbans degisimi grafikleri, 490 nm’de okunan absorbans
degerlerinin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplanarak olusturulmustur. Hiicre
canliliginda azalmanin yiizde olarak ifade edildigi grafiklerde ise sag kalim, EPT
uygulanmis hiicrelerin absorbans degerleri ortalamalarinin, EPT uygulanmamis
kontrol hiicrelerinin absorbans degerleri ortalamasina boliinmesi ile elde edilmistir.
Belirli dozda CB1954, NADH ve Ntr uygulandiginda hiicrelerin % 50’sinin 6limine
sebep olan CB1954/Ntr/NADH  konsantrasyonlarinin  (LD=Lethal Dose)

belirlenmesinde de sag kalim grafiklerinden faydalanilmistir.

Tez calismasinda Ntr/CB1954/NADH uygulamalarina ait deneysel verilerin
istatistiksel analizi “ANOVA” c¢oklu karsilastirma testi kullanilarak yapilmistir.

Istatistiksel analizlerde guvenilirlik derecesi p<0.05 olarak belirlenmistir.
2.2.2.5. Nitrorediiktaz/CB1954 Terapi Sonras1 Apoptozis Tayini

Tez c¢alismasinda, hiicre canliligi  deneylerinde Ntr/CB1954/NADH
kombinasyonunun sitotoksik etkisinin yiiksek oldugu ayni zamanda tek basina
uygulandiklarinda toksisitenin en az oldugu tespit edilen konsantrasyonlarin, HeLa
hiicrelerinde apoptozisi tetikleme potansiyelleri incelenmistir. Apoptozis tayininde

Beckman Coulter Cytomics FC 500 Akan hiicre 6lger cihazi kullanilmistir.

FITC-Anneksin V, apoptozise giden hicrelerin membran asimetrisini
kaybetmesiyle membranin i¢ kismindan dis kismina go¢ eden fosfotidilserin
fosfolipitlerine baglanmasiyla apoptozis ile Olen hicrelerin yizde olarak ifade
edildigi bir yontemdir. Calismada Akan hicre 6lgerde apoptoz analizi i¢in “FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Pharmingen)” kullanilmis ve Onerilen
protokol uygulanmistir. HeLa hiicreleri 6 kuyulu ii¢ ayr plaga ikiser tekrar halinde
her kuyuda 25x10* hiicre/3 ml olacak sekilde ekim yapilmustir. 24 saat boyunca
plaklar %5 CO,, %95 hava igerigine sahip, nemli CO; inkibatoriinde, 37°C’de
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hiicrelerin lag fazina gelmeleri beklendikten sonra CB1954 ve NADH
konsantrasyonu 10 ve 100 pM, Ntr orani ise 0.1 ve 0.45 mg/ml olacak sekilde
kombinasyonlar uygulanarak ayni sartlarda tekrar inkiibasyona birakilmistir. 24 saat
inkibasyondan sonra plaklardaki besiyeri uzaklastirilmistir. 37°C su banyosunda
wsitilan 1 ml 1XPBS ile hiicreler yikandiktan sonra her kuyuya 250 pl Tripsin-EDTA
eklenmistir. 37°C’de 5 dakika inklbe edilerek hicrelerin yilizeyden kalkmasi
saglanmig, 37°C su banyosunda 1sitilan 1 ml besiyeri (DMEM) ile toplanan hiicreler
ayr1 tiiplere alinarak 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
uzaklastirilmis ve pellete 1 ml soguk 1XPBS eklenerek nazikce siispanse edilmistir.
1000 rpm’de 5 dakika santriftj edildikten sonra siipernatant dokiilmiis ve pellete 100
ul baglanma tamponu (binding buffer) eklenmistir. Hafifce sallanarak siispanse
olmasi saglanmis, butln tdplere sirayla 5 pl Annexin V ve 5 ul PI (Propidium
lodide) eklenmis ve hafifge sallanmistir. 15 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra
biitiin tiiplere 400°er pl baglanma tamponu eklenerek 10 dakika bekledikten sonra

Becton Dickinson Akan hiicre dlger cihazina yerlestirilmis ve okuma yapilmaistir.
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3. BULGULAR

Bu boliimde HelLa hiicrelerine ¢esitli konsantrasyonlarda Nitrorediiktaz (Ntr)
enzimi, ilag Onciilii (CB1954) ve kofaktor (NADH) tek basmna, ikili ve Ggli
kombinasyonlar1 uygulanarak hiicre canliligina etkisi ve programli hiicre Oliimii

(apoptozis) analizlerinden elde edilen sonuclar gosterilmistir.

3.1. Nitroreduktaz/CB1954 Terapisinin Hcre
Canhiligina Etkisi

In vitro Enzim/ilag 6ncii terapilerinde kullanilan CB1954 ila¢ onciilii,
sitotoksik oldugu bilinen DMSQO’da ¢o6ziinmektedir. CB1954°{in ¢dziinebilecegi en
diisiik [Vass et al., 2009] toksik olmayan konsantrasyon %0.5 (w/v) oldugu MTS
yontemiyle saptanmustir [ Tunger, 2007].

Gebze Yilksek Teknoloji Enstitisi, Fen Fakiltesi Kimya Bolimi’nde
saflagtirllmis  Ssap-Ntr enzimi -20°C’de %50 gliserol icerisinde muhafaza
edilmektedir. Tez c¢alismasinda kullanilan 0.45 mg/ml enzimin igerdigi maksimum
final gliserol oran1 %1.7 iken 0.1 mg/ml enzimin icerdigi gliserol oran1 %0.38 olarak
hesaplanmistir. Bu yuzden hicrelere %5, %1.7, %1, %0.5, %0.1 ve %0.05 (v/v)
oraninda gliserol steril distile su ile seyreltilerek hiicrelere uygulanmis ve %5 (v/v)
gliserol  konsantrasyonun disinda diger konsantrasyonlarin toksik olmadig

saptanmistir.

Materyal ve Yoéntem kisminda detayli sekilde bahsedildigi gibi,
Ntr/CB1954/NADH uygulamasinin hiicrelere olan sitotoksik etkisi, MTS
yontemiyle saptanmig ve elde edilen grafikler bu bolumde detaylica agiklanmaistir.
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3.1.1. Nitrorediktaz (Ntr) Kombinasyonlarimin Hiicre
Canhhgina Etkisi

Sekil 3.1°de goriildiigii gibi Ntr’nin (0.1 mg/ml) HelLa hiicreleriyle 24 ve 48
saat inkiibasyonu sonucunda hiicrelere toksik olmadigi saptanmistir. Ntr’nin 10 uM
NADH ile ikili kombinasyonunun (Ntr-NADH) ve 10 uM CB1954 ila¢ oncullyle
ikili kombinasyonunun da (Ntr-CB1954) hiicre canliligina etkisi olmadigi
goralmektedir. Ntr’nin cli kombinasyonun ise (Ntr-CB1954-NADH) 24 saat
inklibasyonu hucrelerin %32.2’sinin 6ldigii saptanmistir. Ancak 48 saat inkiibasyon

belirgin bir sitotoksik etki gostermemistir (p<0.05) (Sekil 3.1).

W24 saat
m 48 saat

Kontrol Mtr Mtr-NADH Ntr-CB1954 Ntr-CB1954 -NADH

1.8

1,6

1.4

1,2

[

Absorbans (0.D)

Sekil 3.1: Ntr’nin (0.1 mg/ml) tek basina, 10 pM NADH ve 10 uM CB1954
ile ikili ve ti¢lii kombinasyonlarinin HeLa hiicre canliligina etkisi. Barlar U¢ deneye

ait standart sapmalart belirtmektedir.

CB1954’in 100 uM konsantrasyonu 0.1 mg/ml Ntr ile kombinasyonunda (Ntr-
CB1954) 24 saat ve 48 saat inkiibasyon sonucunda hiicre canliliginda belirgin bir
azalma gozlenmemektedir. 0.1 mg/ml Ntr’nin 100 uM NADH ile kombinasyonu
(Ntr-NADH) 24 saat inkiibasyon sonucunda toksik etki gostermemistir fakat ayni
kombinasyonun 48 saat inklbasyonu sonucunda hiicre canliliginda azalma
gbzlenmektedir. 0.1 mg/ml Ntr’nin 100 uM CB1954 ve 100 uM NADH (Ntr-
CB1954-NADH) HelLa hiicreleriyle 24 saat inkiibasyon sonrasi absorbans degeri
1.6’dan 0.9’a diigmiistiir. Hiicrelerin ayn1 kombinasyonla (Ntr-CB1954-NADH) 48
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saat inkubasyonu sonucunda absorbans degeri 1.2°den 0.3’e diismiistiir (p<0.05)
(Sekil 3.2). Enzim konsantrasyonu sabit kalmasina ragmen CB1954’iin

konsantrasyonunun arttirilmasi calilik {izerinde belirgin etki yaptigin1 géstermektedir

(Sekil 3.1 ve 3.2).
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Kontrol Ntr Ntr-NADH Ntr-CB1954 Ntr-CB1954 -
NADH

Sekil 3.2: Ntr’nin (0.1 mg/ml) tek basina, 100 uM NADH ve 100 uM CB1954
ile ikili ve ti¢lii kombinasyonlarinin HeLa hiicre canliligina etkisi. Barlar U¢ deneye

ait standart sapmalar: belirtmektedir.

Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’te belirtildigi gibi enzim konsantrasyonu 0.45 mg/ml
olarak hiicrelere tek basina uygulandiginda 24 ve 48 saat inkiibasyon sonucu
hlcrelere sitotoksik etki géstermemistir. Enzimin (0.45 mg/ml) 10 uM CB1954 (Ntr-
CB1954) ya da NADH ile (Ntr-NADH) ikili kombinasyonu da sitotoksik etki
gostermezken 10 pM CB1954 ve NADH ile iclu kombinasyonu (Ntr-CB1954-
NADH) hucrelere 24 ve 48 saat inkiibasyon sonucu belirgin bir sitotoksik etki
gostermistir (Sekil 3.3) (p<0.05). Sekil 3.4’te CB1954 konsantrasyonu 100 puM
olarak uygulandiginda ise enzimin CB1954 vya da NADH ile ikili
kombinasyonlarinda 24 saat ve 48 saat inkiibasyon sonunda sitotoksik etki
gozlenmemis, ti¢lii kombinasyonun 24 ve 48 saat inkubasyonu sonucunda belirgin
bir sitotoksik etki gézlenmistir (p<0.05).
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Sekil 3.3: Ntr’nin (0.45 mg/ml) tek basina, 10 uM NADH ve 10 uM CB1954
ile ikili ve ti¢lii kombinasyonlarinin Hela hiicre canliligina etkisi. Barlar U¢ deneye

ait standart sapmalart belirtmektedir.
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Sekil 3.4: Ntr’nin (0.45 mg/ml) tek basina, 100 pM NADH ve 100 uM
CB1954 ile ikili ve tiglii kombinasyonlarinin HelL a hiicre canliligina etkisi. Barlar t¢

deneye ait standart sapmalari belirtmektedir.

3.1.2. ila¢ Oncii Madde (CB1954) Kombinasyonlarimin Hiicre
Canhihgina EtKisi

Absorbans grafiklerine gore CB1954 ilag 6nciilii tek basina uygulandiginda 10
uM ve 100 uM konsantrasyonda dahi hi¢bir uygulama yapilmayan kontrol

hiicrelerine gore 24 ve 48 saat inkiibasyon sonrasi sitotoksik etki gostermemistir
(Sekil 3.5, 3.6, 3.7 ve 3.8).
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CB1954°in NADH ile ikili kombinasyonlar1 (CB1954-NADH) 10 ve 100 uM
icin 24 saat inklbasyonlarda absorbansin azalmadigi dolayisiyla sitotoksik etkinin
gbzlenmedigi sonucuna varilmaktadir. Ancak ayni konsantrasyonlarin 48 saat
inkiibasyonlar1 sonucunda o6zellikle ilag 6ncli madde konsantrasyonu 100 puM’a
yiikseldiginde belirgin bir sitotoksik etki gozlenmistir (p<0.05). CB1954°(in Ntr ile
kombinasyonlart (CB1954-Ntr) hicbir konsantrasyonda 24 ve 48 saat inkubasyon
sonucu absorbansda belirgin bir azalma saptanmamustir. Bu durum sitotoksik etkinin
olmadigina isaret etmektedir. Uclii kombinasyonlarda (Ntr-CB1954-NADH) ise 0.1
mg/ml enzim ve 10 puM CB1954 konsantrasyonu 24 saat inklbasyon sonucunda
sitotoksik etki gozlenirken, 48 saat inkiibasyon sonucunda belirgin bir sitotoksik etki
gorilmemektedir (p<0.05) (Sekil 3.5 ve 3.6).
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17 I W24 saat
0,8
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< 0,6
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Kaontrol CB1954 CB1954-NADH CB1954-Ntr CB1954-Ntr-
NADH

D

sorhans (

Sekil 3.5: 10 uM CB1954 konsantrasyonunun 0.1 mg/ml enzim varliinda
hiicre canliligina etkisi. HeLa hucrelerine CB1954 tek basina, 10 uM NADH ile ikili
(CB1954-NADH), 0.1 mg/ml Ntr ile ikili (CB1954-Ntr) ve Uc¢li kombinasyonlar
(Ntr-CB1954-NADH) uygulanmis 24 ve 48 saat siiresince uygulanmistir. Barlar (¢

deneye ait standart sapmalart belirtmektedir.
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Sekil 3.6: 10 uM CB1954 konsantrasyonunun 0.45 mg/ml enzim varliginda
hiicre canliligina etkisi. HeLa hiicrelerine CB1954 tek basina, 10 uM kofaktor ile
ikili (CB1954-NADH), 0.45 mg/ml enzim ile ikili (CB1954-Ntr) ya da Ucli
kombinasyonlar (Ntr-CB1954-NADH) 24 ve 48 saat siiresince uygulanmistir. Barlar

li¢ deneye ait standart sapmalari belirtmektedir.

CB1954-Ntr-NADH iiglii  kombinasyonlarinin = 100 pM ilag Onciili
uygulamalarinda 0.1 ve 0.45 mg/ml enzim konsantrasyonlarinda inkiibasyon

stiresinin 24 saatten 48 saate artmasiyla orantili olarak sitotoksik etkinin de arttigi

goriilmektedir (Sekil 3.7 ve 3.8).

1.4 |
1,2 |

1 -
o8 | I I I W 24 saat
0,6 - 48 saat
0,4 -

I A

a,2

0 1 - T - T - T - T - 1

Kontrol CB1954 CB1954-MADH CBL1954-Ntr CB1954-Ntr-
NADH

Absarbans {0.D)

Sekil 3.7: 100 pM CB1954 konsantrasyonunun 0.1 mg/ml enzim ile hcre
canliligina etkisi. HeLa hiicrelerine tek basina, 100 uM kofaktor ile ikili (CB1954-
NADH), 0.1 mg/ml enzim ile ikili (CB1954-Ntr) ve tglii kombinasyonlarinin (Ntr-
CB1954-NADH) 24 ve 48 saat inklbasyon sonrast hiicre canliligma etkisi

incelenmistir. Barlar ii¢ deneye ait standart sapmalari belirtmektedir.
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Sekil 3.8: 100 uM CB1954 konsantrasyonunun 0.45 mg/ml enzim ile hicre
canliligina etkisi. HelLa hiicrelerine tek basina, 100 uM kofaktor ile ikili (CB1954-
NADH), 0.45 mg/ml enzim ile ikili (CB1954-Ntr) ve ii¢lii kombinasyonlariin (Ntr-
CB1954-NADH) 24 ve 48 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canliligina etkisi

incelenmistir. Barlar ii¢ deneye ait standart sapmalar: belirtmektedir.

Sonug olarak, Ntr enzimi, CB1954 ila¢ onculi ya da NADH kofaktori tek
basina HeLa hiicrelerine 24 saat ve 48 saat suresince uygulandiginda hticreler
tzerinde sitotoksik etki gozlenmemistir. Uygulamalar sonrasi elde edilen absorbans
degerlerinin higbir uygulama yapilmayan kontrol HelLa hicrelerinin absorbans
degerleriyle karsilastirildiginda anlamli bir fark olusturmadigi ANOVA c¢oklu
karsilastirma testine tabi tutularak istatistiksel olarak hesalanmistir. Ancak
kofaktortin, Ntr enzimiyle ya da CB1954 ila¢ 6ncullyle ikili kombinasyonlarinin ve
ticlii kombinasyonlarinin absorbans degerlerinin diismesi Sitotoksik etkinin olduguna

isaret etmektedir.

3.2. Nitrorediiktaz/CB1954 Terapisi Ardindan Sag Kalim

Oranlan

Bu bolimde uygulama yapilan HeLa hiicrelerinin MTS indirgenme metoduyla
490 nm’de olgiilen absorbans degerleri uygulama yapilmayan kontrol absorbans
degerleriyle karsilastirilarak ylizde oranlar1 saptanmis ve sag kalim grafikleri elde

edilmistir.
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Nitrorediiktaz enzim konsantrasyonu 0.1 mg/ml iken 10 uM CB1954 ve
NADH Gc¢li kombinasyonu 24 saat inkibasyon sonucunda hicbir uygulama
yapilmayan kontrol grubuna gére HelLa hicrelerinin canliliginin %67,8’¢ diismesine
sebep olurken (Sekil 3.9) ayn1 konsantrasyonda 48 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre
canliligi %88,3°dir (Sekil 3.10). CB1954 ve NADH konsantrasyonu 100 puM’a
yukseltildiginde 0.1 mg/ml enzim varliginda U¢li kombinasyonu 24 saat inkubasyon
sonucunda hiicrelerin canlilik oranim1 %58,5’e diisiiriirken, 48 saat inkiibasyonu
%27’ye diistirmektedir (Sekil 3.9 ve 3.10). Ayn1 konsantrasyondaki enzimin 100 uM
CB1954 ilag onciiliiyle uygulanmasi sirasinda inkiibasyon siiresinin arttirilmasi hiicre
canliligint daha fazla distrmistir. Ntr (0.1 mg/ml)-NADH (100 pM) ikili
kombinasyonu 48 saat inkiibasyon sonucunda canlilik oranimm1  %57,6’ya
distirmektedir ancak bu oran ayni sartlarin i¢lii kombinasyonunun diistirdiigii

canlilik oranindan (%27) daha fazladir (Sekil 3.10).

[lag onciiliiniin diisiik konsantrasyonu (10 uM) yeterli aktif ilact olusturmadig
icin 24 saat sonrast hiicre sag kalimindaki oran %67,8’dir. Bu durum bystander
etkinin yeterince gergeklesmedigini gostermektedir. 100 uM ilag Onciiliinlin ise
yeteri kadar aktif ilacin olugmasina yol acarak hiicre 6liimiinii tetiklemekte ve hiicre

sag kalimin1 %58,5’e indirmektedir.
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Sekil 3.9: 0.1 mg/ml Ntr enzimi, CB1954 ve NADH ile ikili ve Ucli

kombinasyonlarinin 24 saat inkiibasyon sonucunda sag kalim oranlari.
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Sekil 3.10: 0.1 mg/ml Ntr ile CB1954 ve NADH ikili ve ucli

kombinasyonlarinin 48 saat inkiibasyon sonucunda sag kalim oranlari.

Enzim konsantrasyonu 0.45 mg/ml oldugunda 10 puM CB1954 ve NADH
konsantrasyonu HeLa hiicrelerine uygulandiginda hiicrelerin canlilik oranmi1 24 saat
sonunda %68,3’e (Sekil 3.11) 48 saat sonunda ise %92’ye (Sekil 3.12) diismektedir.
Hicre olimu 10 pM ilag onciili ve 0.45 mg/ml enzim varliginda inkubasyon
siiresinin artmasiyla daha fazla tetiklenmemistir. Bu sonuglar bystander etkinin
yeterince gergeklesmedigine isaret etmektedir. Ancak ilag oncili ve kofaktér
konsantrasyonu 100 pM’a yiikseltildiginde hiicre canlilig1 24 saat sonunda %65,8’e
48 saat sonunda ise %46,7’ye diismektedir (Sekil 3.11 ve 3.12). Boylece 100 pM

uygulamada inkiibasyon siiresinin artmasi hiicre 6liimiinii de arttirmaktadir.
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Sekil 3.11: 0.45 mg/ml Ntr ile CB1954 ve NADH ikili ve gli

kombinasyonlarinin 24 saat inkiibasyon sonucunda sag kalim oranlari.



55

100

a0

60 -1 s 10uM CB1954

100 ul CB1954

Sag kalim (%)

40 -

20 4

Kontrol Mtr MNtr-MADH  Ntr-CB1954 Ntr-CB1954 -
NADH

Sekil 3.12: 0.45 mg/ml Ntr ile CB1954 ve NADH ikili ve (ugli

kombinasyonlarinin 48 saat inkiibasyon sonucunda sag kalim oranlari.

CB1954’tn tek basina ikili (CB1954-Ntr, CB1954-NADH) ve (gli
kombinasyonlarinin  (CB1954-Ntr-NADH) etkisinin incelendigi uygulamalarda
CB1954 konsantrasyonu 10 UM olarak sabit tutulmustur. CB1954’in 10 uM NADH
ile birlikte 24 saat uygulanmasi hiicre canlilik oranini belirgin sekilde diistirmezken
(Sekil 3.13), ayn1 konsantrasyonun 48 saat inkiibasyonu canlilik oranmi %67,8’e
disiirmiistiir (Sekil 3.14). 0.1 mg/ml Ntr’nin 10 uM CB1954 ve NADH ile iiclii
kombinasyonu ise 24 saat sonunda canlilik oranin1 %68,3’e 0.45 mg/ml Ntr ile ti¢li

kombinasyonu ise %74,5’e diislirmiistiir (Sekil 3.13 ve 3.14).
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Sekil 3.13: 10 pM CB1954°’Gin Ntr ve NADH ile ikili ve ugli

kombinasyonlarinin 24 saat inkiibasyon sonucunda sag kalim oranlari.
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kombinasyonlarinin 48 saat inkiibasyon sonucunda sag kalim oranlari.

100 uM CB1954°in 100 uM NADH ile 24 saat uygulamasi sonrasi canlilik
oran1 %87’dir (Sekil 3.15). Ayn1 kombinasyonun 48 saat inkiibasyon sonucu hiicre
canlilik oram %31,7dir (Sekil 3.16). Uglii kombinasyonlarda ise 24 saat sonrasi 0.1

mg/ml enzim varliginda hiicre canliligi %65,8’e, 0.45 mg/ml ise %58,5’e inmektedir.

Inkiibasyon siiresi 48 saate ¢ikarildiginda 0.1 mg/ml Ntr varhginda sag kalan hiicre

% 33,8 iken, 0.45 mg/ml Ntr varliginda sag kalan hiicre oran1 %46,7 olarak

saptanmistir.
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Sekil 3.15: 100 pM CB1954’Gn Ntr ve NADH ile ikili

ve (cli

kombinasyonlarinin 24 saat inkiibasyon sonucunda sag kalim oranlari.
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Sekil 3.16: 100 pM CB1954°Gn Ntr ve NADH ile ikili ve ucli

kombinasyonlarinin 48 saat inkiibasyon sonucunda sag kalim oranlari.

Sonug olarak 0.1 mg/ml enzim varliginda 100 uM ilag¢ 6ncii madde ve 100 uM
kofaktér kombinasyonunun 48 saat siiresince hiicrelere uygulanmasi hiicre sag
kalimin1 %27’ye diislirmiistiir. Bu degerden yola ¢ikilarak CB1954°iin hiicrelere 48

saat uygulanmasi sonucu, hiicrelerin yarisini 6ldiiren CB1954’lin LDs (Letal Doz)
degeri 54 pM’dur.

3.3. Akan Hicre Olcer (Flow Cytometry) Analizleri

3.3.1. Nitrorediktaz/CB1954 Terapisi Ardindan Programh
Hiicre Olumii (Apoptozis) Tayini

Nitrorediiktaz, CB1954 ve kofaktor kombinasyonlarinin HelLa hiicre hattinin
hiicre 6liim mekanizmalarina doz bagimh etkisini incelemek amaciyla Materyal ve
Yoéntem kisminda belirtildigi gibi hiicreler 6 kuyulu plaklara her kuyuda 25x10*
hiicre olarak sekilde ekim yapilmistir. 24 saat sonra 0.1 ve 0.45 mg/ml enzim tek
basina ve CB1954 ve NADH’m 10 ve 100 uM konsantrasyondaki
kombinasyonlariyla hiicrelere ikili tekrarlar halinde uygulanmis, 24 saat sonra ise

akan hiicre 0Olger cihaziyla apoptotik ya da apoptotik olmayan hiicre 6liim oranlari

saptanmistir.
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3.3.1.1. Apotozis Belirteci Fosfotidilserine Baglanan Toplam Hiicre
Sayisinin Tespiti (Histogramlar)

Akan hiicre 0Olger analizlerinde, toplam apoptozis oranini yiizde olarak ifade
eden histogram grafiklerinde x ekseni Anneksin V antikoruna bagli olan FITC
florokromun yaydigi floresani, y ekseni ise toplam hiicre sayisim1 ifade etmektedir.
Dolayistyla FITC’nin yaymis oldugu floresan orani apoptozis ile dogru orantilidir.

Akan hiicre Olger cihazinin diger bir iiniversitede bulunmasi, analizi yapilacak
orneklerin ulasimi esnasinda kismen de olsa hiicre 6liimii tetiklenebilmektedir. Bu
nedenle EPT uygulanmayan kontrol hiicrelerine de  Annexin V-FITC ve PI
muamelesi yapilmigtir. Apoptozis belirteci olan membranin dis yiizeyine go¢ eden
fosfotidilserinlere Annexin V proteini baglanir. Anneksin V proteinine bagli olan
FITC’nin yaymis oldugu floresana gore kontrol hiicrelerinin 6lim orami %12.9
olarak saptanmistir (Sekil 3.17-1). 0.1 ve 0.45 mg/ml enzim tek basina hiicrelere
uygulandiginda ise, higbir uygulama yapilmayan kontrol hiicreleriyle
kiyaslandiginda sirasiyla % 9.8 ve % 13.5 oraninda apoptozis gozlenmektedir (Sekil
3.17-2,3). Boylece nitrorediiktaz enzimi tek basmna uygulandiginda Kkontrol

hlcrelerine oranla belirgin bir fark gozlenmemektedir.

(ELYA]009-2012-Deney-4 1411 12 003 LMD : FL1 Log - ADC (FLYA]009-2012 Dengy-4 1411 12 006 LND : TLI Log - ADC (FIYAT003-2012-Deney-414 11 12 007 LN : FLI Log - ADC

" ' w° 1w 1" 10 U 1w 10° 10 10°

Axmein V-EFTTC 01 magiml NTR- Axmesin ¥-FITC 045 mg#nl NTR- Arnedn V-EITC

1 2 3

Sekil 3. 17: Enzimin tek basina uygulandigi histogram sonuglari. Anneksin V
antikorunun bagli oldugu FITC florokromun floresan yayilimini1 gosteren histogram
grafiklerinde artan enzim konsantrasyonuna gore apoptotik hiicre oranlari
gosterilmektedir. Kontrol hicreleri (1), 0.1 mg/ml nitrorediktaz uygulanan hucreler
(2) ve 0.45 mg/ml nitroredliktaz enzimi uygulanan hicrelerin (3) floresan yogunlugu
oranlar1 histogram grafiklerinde gorllmektedir. X ekseni: FITC floresan

yvogunlugunu, Y ekseni: hiicre sayisini belirtmektedir.

w
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Nitrorediiktaz enzim konsantrasyonu 0.1 mg/ml olarak sabit tutuldugunda
CB1954 ve NADH’in birlikte uygulandigi kombinasyonlarda doz bagimh
apoptozisin tetiklendigi Sekil 3.18’de acik bir sekilde gorilmektedir. EPT
uygulamas: yapilmayan kontrol (Sekil 3.18-1) hucrelerinde %12.9 apoptozis
gozlenirken, CB1954 ve NADH konsantrasyonunun 10 pM’dan 100 pM’a
cikarildiginda apoptozis oran1 da % 31°den % 65.5’¢ yiikselmistir (Sekil 3.18-2,3).
Dolayistyla CB1954 konsantrasyonu arttirildiginda apoptozis oraninin da 2 kattan
daha fazla tetiklendigi goriilmektedir.

(F1)[A]009-2017- Deney-4 141112 003 LN - FL1 Log - ADC (FLYA]009-2012 Deney-4 L4 1112 009 LMD - FLA Log - ADC (FINA]009-2012-Deney-4 1411 12 013 LMD - FLI Log - ADC

U U L 1w w° Lo Ui 0 1w’ 1t 10°
Annedn V-EITC 01 mgim] NTR+10uh CB1954 Armexin-V-FITC 01mginl NTR+100 uh{ CB1954 Armerin V-ETTC

1 2 3

Sekil 3.18: 0.1 mg/ml enzim varhginda t¢li kombinasyonlarin kontrol
hiicreleriyle karsilagtirmali histogram grafikleri. EPT uygulamasi1 yapilmayan kontrol
hicreleri (1), 10 uM (2) ve 100 uM (3) CB1954 ve NADH varliginda 0.1 mg/ml
nitroredliktaz enzimiyle birlikte meydana gelen apoptozis oranlar1 histogram
grafiklerinde floresan yogunlugu ile gosterilmistir. X ekseni: FITC floresan

yogunlugunu, Y ekseni: hiicre sayisini belirtmektedir.

Sekil 3.19°da nitrorediiktaz enzimi 0.45 mg/ml olarak sabit tutuldugunda,
CB1954 ve NADH konsantrasyonunun 10 pM’dan 100 puM’a yikseltilen uygulama
sonucunda doz bagimli olarak apoptozisin tetiklendigi goriilmektedir. 10 uM CB954
ve NADH konsantrasyonunda % 32.6 apoptozis orani gozlenirken (Sekil 3.19-2),
100 uM konsantrasyonda % 62.9 oraninda apoptozis goriilmektedir (Sekil 3.19-3).
CB1954 ve NADH konsantrasyonu 10 uM olarak sabit tutuldugunda Ntr’nin 0.1
mg/ml’den 0.45 mg/ml’ye yliikseltilmesi apoptozis artisinda belirgin bir fark
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olusturmamistir. Ayni durum 100 pM CB1954 ve NADH konsantrasyonu sabit
tutuldugunda da gOzlenmektedir.

(FIYA]009-2012-Dengr-414 11 12 003 LN : FLI Log - ADC (ELYA]009-2012-Dener-4 1411 12 011 LLD : FL1 Log - ADC (FLYA]009-2012- Dengy-4 14 11 12 016 LND : FLL Log - ADC

10° 1 10° 10 jUs U w 1 10* 10 1°

m.,im .,,,,mmm;mmmmc u.gwmm,m;wm.m

Sekil 3.19: 0.45 mg/ml enzim varhiginda {i¢lii kombinasyonlarin kontrol
hiicreleriyle karsilastirmali histogram grafikleri. EPT uygulamasi yapilmayan kontrol
hicreleri (1), 10 uM (2) ve 100 uM (3) CB1954 ve NADH varliginda 0.45 mg/ml
nitroreduktaz enzimiyle birlikte hicrelerde olusturdugu apoptozis oranlari
gorulmektedir. X ekseni: FITC floresan yogunlugunu, Y ekseni: hiicre sayisini

belirtmektedir.
3.3.1.2. Nokta Alan Grafikleri (Dot-plot)

Akan hiicre 6lcerde her noktanin bir hiicreyi gosterdigi dot plot analizlerinde
Anneksin V’e bagh FITC’nin ve Propidyum iyodiiriin (PI) yaymis oldugu floresan
yogunlugu saptanabilmektedir. BOylece erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekrotik
hiicre oranlarint canli hiicre oraniyla karsilastirmak miimkiindir. Dot plot
analizlerinde X ekseni Anneksin V-FITC’nin, y ekseni ise PI’'nin yaydigi floresani
gostermektedir. Sadece PI ile boyanan hiicreler dot plotlarda E1 bolgesinde yer alip,
apoptotik olmayan hiicre oranini yani nekrotik hiicre oranini belirtmektedir. E2
bolgesindeki hiicreler, hem Anneksin VV hem de Pl ile boyanan hiicreler olup, ge¢
apoptotik hiicre oranini belirtmektedir. Sadece FITC ile boyanan hucreler E4
bolgesinde yer almakta ve erken apoptozise ugrayan hiicre oranini gostermektedir.
Bu asamada hiicre membraninin i¢ kisminda bulunan fosfotidilserinler dis kisma go¢
etmistir ve Anneksin V antikorunun baglanmasina olanak saglamistir. Bu da

hiicrelerin apoptozis Olim yolagina girdigini gostermektedir. Hucre olimi
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gergeklesmedigi i¢in membran yapisi bozulmayan dolayisiyla hicbir boya ile
boyanmayan hiicreler E3 bolgesinde canli hiicre oranini ifade etmektedir (Sekil
3.20).

Enzim konsantrasyonu 0.1 mg/ml olarak sabit tutuldugunda higbir uygulama
yapilmayan kontrol hiicreleriyle (Sekil 3.20-A) enzimin tek basma uygulandigi
hiicreler (Sekil 3.20-B) karsilastirildiginda canli hiicre oraninda (E3 bdlgesi) belirgin
bir fark yoktur. Bu oran kontrol hicrelerinde %85.6 iken Ntr’nin tek basmna
uygulandigt durumda 9%89.8’dir. Buradan enzimin tek basina hiicrelere toksik
olmadigr sonucuna varilmaktadir. Ancak Ntr/CB1954/NADH kombinasyonunda
CB1954 konsantrasyonu 10 uM iken canli hiicre oram1 %85.6’dan %71.8’e (Sekil
3.20-C) diismiistiir. CB1954 konsantrasyonu 100 puM olan kombinasyonda ise canli
hiicre oram1  %28.3’e (Sekil 3.20-D) inmistir. EPT uygulanmayan kontrol
hiicrelerinde toplam hiicre o&lim oranm1  %14.4°dir. CB1954 ve NADH
konsantrasyonu 10 pM oldugunda 0.1 mg/ml enzim varhginda hicre Olimi
%28.2’ye, CB1954 ve NADH’in konsantrasyonu 100 UM oldugunda 0.1 mg/mi
enzim varliginda ise %71.7°ye yikselmistir. Bu sonuclardan nitrorediiktaz enziminin
tek basma hiicrelere toksik olmadigi ancak CB1954 ve NADH ile birlikte
uygulandiginda doz bagimlhi olarak programli hiicre Oliimiine yol agtig1
goriilmektedir. 10 uM CB1954 uygulamasinda (Sekil 3.20-C) erken apoptozda, gec
apoptoz ve nekrozise gore belirgin bir fark gézlenmesi kismen de olsa apoptozisin
tetiklendigini gostermektedir. Ancak CB1954 konsantrasyonu 100 puM oldugunda
(Sekil 3.20-D) hem erken (%34.6) hem de ge¢ apoptozda (%28.3), nekrozise (%8.8)
gore belirgin bir fark olugsmaktadir. Grafiklerde ifade edildigi gibi 100 uM ilag
onciiliiniin enzim ve kofaktdr ile kombinasyonu apoptozisi %62.9 oraninda

tetikledigi goriilmektedir.
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Sekil 3.20: 0.1 mg/ml Ntr’nin 10 ve 100 uM CB1954 ve NADH ile hcre
6lumune etkisi. Kontrol (A), 0.1 mg/ml enzim tek basina (B), 10 uM (C) ve 100 uM
(D) CB1954 ve NADH kombinasyonlar1 dot plot grafikleriyle gosterilmektedir.

Enzim konsantrasyonu 0.45 mg/ml olarak sabit tutuldugunda ise, enzimin tek
basina uygulandigi grafikde (Sekil 3.21-B) canli hiicre oran1 %83.7 iken, kontrol
hiicrelerinde bu oran %85.6’dir (Sekil 3.21-A). Ancak CB1954 ve NADH’in 10 uM
konsantrasyonu canliligt %66.7’ye (Sekil 3.21-C) 100 pM konsantrasyonu ise
%37.2’ye diistirmiistiir (Sekil 3.21-D). Toplam hiicre 61imu ise 10 uM igin %33.3 ve
100 uM igin de %62.8 olarak saptanmistir. Ayrica 10 pM ilag Onculu erken
apoptozisi (%16.8), ge¢ apoptozis (%9.9) ve nekrozise (%6.6) gore daha fazla
tetiklemistir. Fakat, 100 puM ilag 6ncdlinin hem erken (%48.5) hem de gec
apoptozisi (%11.7), nekrozise (%?2.6) gore belirgin sekilde daha fazla tetikledigi
gorilmektedir.
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Sekil 3.21: 0.45 mg/ml Ntr’nin 10 ve 100 uM CB1954 ve NADH ile hiicre
6lumune etkisi. Kontrol (A), 0.45 mg/ml enzim tek basina (B), 10 uM (C) ve 100
UM (D) CB1954 ve NADH kombinasyonlari dot plot grafikleriyle gosterilmektedir.
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Tablo 3.1: Ntr/CB1954/NADH uygulamasindan sonra akan hticre Olcer

analizinde canlilik ve hiicre 6liimii yilizdeleri.

Uygulanan Canl hiicre Erken Apoptotik | Ge¢ Apoptotik | Nekrotik
konsantrasyon | (%) Hucre (%) Hucre (%) Hucre (%)
Kontrol

(uygulama

yapilmamistir) 70,7 15,7 7,0 6,7
0.1 mg/ml Ntr 72,2 12,4 7,0 8,1
0.45 mg/ml Ntr 79,9 10,7 54 4,0
Ntr:0.1 mg/ml

CB1954:10 uM

NADH: 10 uM 47,8 27,0 19,3 6,0
Ntr:0.1 mg/ml

CB1954:100 uM

NADH: 100 pM 22,9 24,5 39,1 13,6
Ntr:0.45 mg/ml

CB1954:10 uM

NADH: 10 uM 49,4 28,9 15,8 5,9
Ntr:0.45 mg/ml

CB1954:100 pM

NADH: 100 pM 30,9 26,5 31,6 11,1

Her bir verinin birbirinden bagimsiz iki ayr1 kuyunun ve birbirinden bagimsiz

ti¢ farkli deneyin ortalamasini igeren Tablo 3.1°de goriildiigii gibi 0.1 mg/ml ve 0.45

mg/ml nitrorediiktaz hiicrelere tek basina uygulandiginda, uygulama yapilmayan

kontrol hiicrelerinde oldugu gibi canli hiicre oran1 %70 civarinda oldugu ve apoptotik

hiicre oraninin ise azaldigi gozlenmektedir. Diger yandan, CB1954 (100 uM) ve

NADH (100 uM)’1in Ntr (0.1 mg/ml) ile kombinasyonu sonucu hiicrelerin canlilik

oran1 %22.9’a, 0.45 mg/ml Ntr ile kombinasyonu ise %30.9’a disiirmistiir. Erken

apoptozis orani sse ayni konsantrasyonlar igin sirasiyla %24.5’e ve %26.5’e

yiikselmis, gec¢ apoptozis orani da %31.6’ya yilikselmistir. Akan hicre Olcer

sonucunda, U¢li kombinasyon uygulamasinin Hela hiicrelerini apoptozis yoluyla

oldiirdiigli saptanmustir.
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3.4. Nitrorediktaz/CB1954 Terapisi Sonras1 Morfolojik

Goriintiilerin incelenmesi

EPT uygulamalar1 sonrast hiicrelerin morfolojik goriintiileri 151k mikroskobu
kullanilarak gozlemlenmistir. Nitrorediktaz enziminin 0.1 ve 0.45 mg/ml
konsantrasyonda, CB1954 ve NADH’in ise 10 ve 100 uM konsantrasyonlarda
uygulandigi HeLa hiicreleri hi¢bir uygulama yapilmayan kontrol hicreleriyle
karsilagtirildiginda hiicre morfolojilerinin degistigi gozlenmistir. Bu morfolojik
degisikliklerde hiicrelerin kiigiildiigii ve yuvarlak hale geldigi goézlenmistir. Bu tip
hiicre morfolojilerinin akan hiicre 6lcer (flow cytometry) sonuglarina da dayanarak
apoptozise 0zgii oldugunu sodyleyebiliriz. Bu degisimler 6zellikle 100 uM CB1954

konsantrasyonunda (Sekil 3.25-B) belirgin sekilde goriilmektedir.

Enzim konsantrasyonu 0.1 mg/ml iken CB1954 ve NADH’im 10 puM
konsantrasyonu hiicre proliferasyonunu durdurmus ve oval goriiniimlii normal
hiicrelerin yerini yuvarlak goriinlimlii hiicre topluluklart almistir (Sekil 3.22).
Yuvarlak goriinlimlii hiicreler CB1954 dozunun 100 pM’a arttirildiginda daha net
gozlenmektedir (Sekil 3.23).

Sekil 3.22: 0.1 mg/ml Ntr, 10 uM CB1954 ve NADH’1n HeLa hiicrelerinde

olusturdugu morfolojik degisimler. (A) Uygulama yapilmayan kontrol hicreleri, (B)

EPT uygulanmis hiicrelerin 24 saat inkiibasyon sonrasi goriintiileri (Blyutme: 40X).



Sekil 3.23: 0.1 mg/ml Ntr, 100 uM CB1954 ve NADH’1n HeLa hiicrelerinde
olusturdugu morfolojik degisimler. (A) Uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri, (B)
EPT uygulanmuis hiicrelerin 24 saat inkiibasyon sonrasi gorunttleri (Biyutme: 40X).

Enzim konsantrasyonu 0.45 mg/ml iken 10 ve 100 uM CB1954 ve NADH
konsantrasyonunda ( Sekil 3.24-B ve 3.25-B) hiicrelerin neredeyse tamami yuvarlak
hale gelmistir. Bu durum apoptozisin en belirgin 06zelligi olan ¢ekirdegin

yogunlagmasi ve sitoplazmanin biiziismesini diisiindiirmektedir.

Sekil 3.24: 0.45 mg/ml Ntr, 10 uM CB1954 ve NADH’in HeLa hiicrelerinde

olusturdugu morfolojik degisimler. (A) Uygulama yapilmayan kontrol hicreleri, (B)
EPT uygulanmis hiicrelerin 24 saat inkiibasyon sonrast gorunttleri (Buyutme: 40X).
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Sekil 3.25: 0.45 mg/ml Ntr, 100 uM CB1954 ve NADH’in HeLa hiicrelerinde
olusturdugu morfolojik degisimler. (A) Uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri, (B)
EPT uygulanmis hiicrelerin 24 saat inkiibasyon sonrasi goriintuleri (Buyutme: 40X).



68

4. TARTISMA ve SONUC

llag  onciiliinii  aktiflestiren enzimler olarak  kullanilan  bakteriyal
nitroredlktazlar Enzim/ ilag Oncl terapi sistemlerinde birgok avantaja sahiptir.
Bunlardan en dnemlisi memeli tiirlerde bu enzimin ¢ok diisiik katalitik aktiviteye
sahip olmasi ve yiiksek segicilikte substrata 6zgli olmasidir. Bu da enzimin tumor
dokusu disinda istenmeyen dokularda ilag 6ncii aktivasyonunu engellemis olur [Celik

ve Yetis, 2012].

CB1954 ila¢ onciili, kanser terapilerinde nitrorediiktaz enzimleriyle birlikte
kullanilan  anti-kanser ajandir. Nitrorediktazlar tarafindan indirgenmesiyle
olusturduklart hidroksilamin tiirevleri, DNA’ya ¢apraz baglar yaparak hiicre 6liimiine

yol acan aktif ilaglardir [Knox et al., 1992].

NTR/CB1954 uygulamasinin bazi dezavantajlar1 vardir. Nitrorediiktazin ilag
Oncu substratina afinitesi diisiiktiir, bu sebeple reaksiyon hizi da diisiiktiir. Bu yiizden
diger substratlarin kullanimi, diger organizmalardan izole edilen nitrorediiktazlarin
kullaninmi ya da enzim yapisinda degisiklik yapilmasi gibi bazi alternatifler
arastirtlmaktadir [Oliveira et al., 2010]. Bu bilgilerin 1s1ginda, tez g¢alismasinda
Gebze Yiksek Teknoloji Enstitisi, Fen Fakiltesi Kimya BOlimi’nde
Staphylococcus saprophyticus’dan izole edilen nitrorediiktaz enzimi (Ssap-Ntr) ilk
kez kanser hiicrelerine denenmis olup, CB1954 ila¢ dncullinl aktiflestirerek Hela

hiicrelerinde apoptozis yoluyla hiicre 6liimiinii (Tablo 3.1) tetiklemistir (%63.6).

Enzimin izole edildigi Staphylococcus saprophyticus 25°C-40°C sicaklikta
biylyen mezofilik bir bakteridir ve diisiik sicaklikta aktif enzime sahiptir. Bakterinin
diisiik sicaklikta hayatta kalmasinin, soguga adapte enzimler igerdiginden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir [Celik ve Yetis, 2012]. Ssap-Ntr’nin siradist 6zelligi
olan sogukta aktiflesebilme durumu, optimum sicakligir 37°C olan canli sistemlerde
uygulanabilirligini azaltmaktadir. Maksimum aktivitesini 3-20°C araliginda gosteren
enzim protein miihendisligi ¢alismalarindan yararlanilarak ¢esitli biyokimyasal
manupulasyonlarla terapi uygulanacak canlilarin fizyolojik kosullarina uygun hale

getirilebilir.
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Ssap-Ntr enzimi 3-20°C araliginda aktif oldugundan anaerobik kosullarda,
37°C’de biiyliyen kanser hiicrelerinin ortaminda aktif olamayacaktir. Bu nedenle
deneylerimizde CB1954 ila¢ 6nclli 4°C’de Ssap-Ntr tarafindan NADH varliginda
aktiflestirilmis ve 45 dakika 4°C’de inkiibasyon sonunda hiicrelere ¢esitli
konsantrasyonlarda uygulanmigtir. Boylelikle, hiicre disi aktivasyon saglamistir.
Nitrorediiktazlarin ila¢ Onciiliinii aktiflestirmesi i¢in kofaktorlere ihtiya¢c duymasi
deneyler boyunca ilag Onciiliiyle esit konsantrasyonda NADH takviyesini
gerektirmistir. Ancak in vivo’da hiicre i¢i aktivasyon ¢alismalarinda NADH takviyesi
gerekmemekte, Ntr enzimi hicre iginde mevcut olan kofaktorleri kullanarak
CB1954’un indirgenmesi reaksiyonunu tamamlayabilmektedir.

Sitotoksisite deneylerine gore, 0.1 mg/ml ve 0.45 mg/ml Nitrorediiktaz tek
basina uygulandiginda 24 saat ve 48 saat inkiibasyonlar sonucunda hicre canlilig
sirastyla 0.1 mg/ml icin %83,1 ve %98,7, 0.45 mg/ml igin %99°dur. Bu da kontrol
hiicreleriyle karsilastirildiginda istatistiki agidan belirgin bir fark olusturmamistir
(p<0.05). Sitotoksisite deneylerini destekleyen sonuglar elde ettigimiz apoptozis
deneylerinde ise dot-plot grafiklerine gore toplam canli hiicre orani 0.1 mg/ml Ntr
icin %89.8 0.45 mg/ml Ntr icin %83.7 olarak saptanmistir. Bu oran hicbir uygulama
yapilmayan kontrol hiicrelerinde ise %85.6 oldugundan apoptozis analizlerine gore

de enzimin tek basina uygulanmasi hiicre 6liimiine yol agmadigina isaret etmektedir.

Nitrorediiktaz enzimi -20°C’de sodyum fosfat tamponunda, %50 gliserol
varliginda saklanmistir. Tez calismasinda enzim, herhangi bir gen iletim ajani
kullanilmadan direkt olarak hiicrelere uygulandigindan, gliseroliin olusturacagi
sitotoksik etkiyi ortadan kaldirmak i¢in, derisik konsantrasyonda izole edilmis
enzimler sodyum fosfat ile seyreltilerek hiicrelere uygulanmistir. Gliseroliin
sitotoksik etkisini saptamak icin hiicrelere Materyal ve Yontem kisminda belirtilen
konsantrasyonlar steril distile su ile seyreltilerek hiicrelere uygulanmistir. Bunlardan
final kuyu (100pul) konsantrasyonunun %5 gliserol oldugu durumda toksik oldugu,
fakat uygulanan enzimin maksimum konsantrasyonda icerdigi gliserol oraninin
(%1,7) toksik olmadigi kontrol hiicreleriyle karsilastirilarak belirlenmistir. Her
deneyde toksik etkinin gliserolden kaynaklanmamasi i¢in enzimin igerdigi
maksimum gliserol konsantrasyonu kadar hiicrelere uygulanmig ve gliseroliin

olusturabilecegi toksik etki uzaklagtirilmistir.
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CB1954 ilag Onciilii, hiicrelere toksik oldugu bilinen DMSO’da ¢oziilmiistiir.
Yapilan kinetik caligmalarda, CB1954’(in sulu soliusyonda ¢Oztnebilmesi icin
minimum %5 DMSO i¢ermesi gerekmektedir [Vass et al., 2009]. Tez calismasinda,
%5 DMSO igeren ilag Onciiliiniin hiicrelere toksik olmadigini, tek basma %5
DMSO’yu hicrelere uygulayarak kontrol hiicreleriyle karsilastirilarak belirlenmistir.
Ayrica DMSO’nun toksik olma ihtimalini ortadan kaldirmak icin her deneyde,
CB1954 icermeyen gruplara %5 DMSO igeren taze besiyeri eklenmistir.

CB1954 ilag 6nculu, absorbans ve sag kalim grafiklerine gore 10 ve 100 uM
olarak hiicrelere tek basina uygulandiginda sitotoksik etki gézlenmemistir (p<0.05).
Bu durumda hiicre iginde veya hiicreler arasi matriksde ilag Oncli maddenin

aktiflesmedigi sonucuna varilmaktadir.

NADH kofaktoriiniin hiicrelere toksik etki olusturma ihtimalini saptamak icin
tek basina uygulanmis ve sitotoksik etki gézlenmemistir (p<0.05). Ancak sag kalim
grafiklerine gore NADH kofaktorii Ntr enzimiyle birlikte uygulandiginda 48 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini diisiirmektedir. 100 uM NADH ile birlikte
0.1 mg/ml enzim hiicre canliligimi %57,6’ya, 0.45 mg/ml enzim ise %74,6’ya
diisiiriirken, ayn1 konsantrasyonlarda 24 saat inkiibasyon belirgin bir sitotoksik etki
olusturmamistir (p<0.05). MTS’in dehidrogenaz enzimleri varlifinda NADH’in
indirgenerek formazan 0Urini olusumu prensibine dayandigindan, disaridan
uyguladigimiz NADH’1n da enzimler araciligiyla indirgenerek yanlis pozitif sonug
olusturmus olabilecegini diistinmekteyiz. NADH kofaktoriiniin CB1954 ile ikili
kombinasyonu da 48 saat inkibasyon sonucu sitotoksik etki gosterirken 24 saat
sonunda belirgin bir sitotoksik etki gdstermemistir. Sag kalim egrilerinden yola
¢ikarak hiicre canliligi 10 uM igin %67,8’e 100 uM i¢in ise %31,7’ye diismektedir.
Literatirde yer alan bir c¢alismada CB1954, NADH kofaktoriiyle birlikte
uygulandiginda DNA ¢apraz baglarin olusumuna sebep oldugu gosterilmistir. Bunun
sebebi serumda bulunan enzimlerle indirgenen NADH’mn olusturdugu NRH
(nikotinamid ribosid)’in insanlarda bulunan DT-Diaforaz enzimi tarafindan kofaktor
olarak  kullanilmasi,  dolayisiyla ~CB1954’tin  aktivasyonunu tetikledigi
diistinilmektedir [Friedlos et al., 1992]. Tez ¢alismasinda literatiirle de uygunluk
gosteren sonuglarimizda NADH tek basina uygulandiginda toksik etki gostermezken,

CB1954 ve NADH’in beraber uygulanmasi toksik etkiye sebep olmustur. Bu durum
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besiyeri  serumunda  bulunan  enzimler  tarafindan  ilag  Onciiliiniin

aktiflestirilebilecegini diisiindlirmektedir.

Tez c¢alismasinda kullanilan Ssap-Ntr enzimi NADH varliginda CB1954’i
indirgeyerek toksik ajanin olusumunu saglamaktadir [Celik ve Yetis, 2012].
Sitotoksisite deneylerinden ve apoptozis tayininden elde edilen sonucglara gore
Ntr/CB1954 kombinasyonuna ila¢ éncili ile esit konsantrasyonda eklenen NADH
ticlii kombinasyonlar1 HelLa hicrelerine belirgin sitotoksik etki gostermistir.
Ozellikle esit enzim konsantrasyonunda ilag onciiliiniin ve kofaktdriin dozunun
arttirllmasi hiicre 6limiinii tetiklemektedir. Sitotoksite deneylerine gore 10 puM
CB1954 ve NADH canlilig1 en fazla %67,8 e diisiiriirken, 100 uM uygulama %27’ye
diistirmektedir. Doz bagimli sitotoksisiteyi belirledigimiz in vitro c¢alismalardan
aldigimiz sonuglarin, in vivo’da hayvan tiimdrleri {izerinde dogrulanmasini
hedeflemekteyiz. Bu sonuclar apoptozis analizleriyle de destenlenmektedir. Enzimin
konsantrasyonu sabitken 10 uM CB1954 ve NADH ile kombinasyonu canli hiicre
oraninin %47,8’e diismesine, 100 uM CB1954 ve NADH ile kombinasyonu ise
%22,9’a diismesine sebep olmustur (Tablo 3.1).

Ozellikle az sayida gap baglantilarina sahip hiicrelerde, hiicrenin aktif
metabolitleri difizyonla gecirme 6zelligi hiicre dis1 aktiflesen ilag Onciiliiniin hiicre
igine gecebilmesi i¢in avantajdir. Ntr/CB1954°ln bystander etkisini (hiicreler arasi
komsuluk etkisini) ortaya ¢ikarmak igin yapilan ¢alismalarda, CB1954°0in reaksiyon
sonucu olusturdugu hidroksilamin metabolitlerinin gap baglantilarindan bagimsiz

hiicre zarin1 serbestge gegebildikleri saptanmistir [Xu and McLeod, 2001].

Tez ¢alismasinin en 6nemli amacglarindan biri de bystander etkinin bagarisini
kanitlamaktir. Aktiflesen ila¢ Onciiliiniin lokal olarak yayilmasi sonucu bystander
hiicre 6limii gerceklesir. Bir timorde ¢ok az sayida enzim ekspres eden hiicre
olmasina ragmen ya da her hiicreye disaridan gonderilen enzimin ulagmamasina
ragmen bystander etki araciligiyla yuksek seviyede antitumor  etki
saglanabilmektedir. Ntr/CB1954 uygulamasinda bystander etkinin basarili olabilmesi
icin hicrelerin sadece %10’unun nitroredilktaz enzimini ekspres etmesi yeterlidir
[Green et al., 1997]. Ayrica daha 6nce yapilan in vitro ¢aligmalarda diger enzim/ ilag
oncii uygulamalarina gore en gucli bystander etkinin Ntr/CB1954 uygulamasinda
oldugu saptanmistir [Hunt et al., 2012; Nishihara et al., 1998]. Tez g¢alismasinda
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kisith zaman ve ekonomik nedenlerden dolayr hedeflenen hiicrelere yonelik tastyici
sistemler (gen, virts gibi) kullanilamamistir. Hiicre dis1 ortamda aktiflesen ilag
onciiliinii hiicrelere uyguladigimizda toksik metabolitlerin hiicrelerin neredeyse
tamamina diflzyonla ulasarak yani bystander etkiyi destekleyerek hiicre canliligini

%?27’ye kadar diistirdiigiinii gormekteyiz.

Akan hiicre 6lcerde Anneksin V/Propidyum iyodiir (PI) boyamasi ile aoptozis
saptanmistir. Apoptozise giden hiicrelerin plazma membran asimetrisi kaybolur ve
membranin i¢ yapraginda bulunan fosfotidilserin rezidiisii membranin dis yapragina
yerlesir [Vermes et al., 1995]. Erken apoptozis olarak adlandirilan bu evrede
Anneksin V fosfoditilserine baglanir. Akan hiicre 6lger ile FITC ile isaretlenmis
Anneksin V’in baglandigi hiicre oranini yani erken apoptotik hiicre oranini saptamak
mimkunddr. In vivo ortamlarda apoptozis yoluyla 6len hiicreler, nekrozis yoluyla
6len hucrelere tercih edilir. Cunku nekrozise ugrayan hiicre parcalanarak hiicre
igerigi ekstraseliiler ortama yayilir ve inflamatuvar yanit olusur. Bu durum kanser

tedavilerinin basarisi igin 6nemli bir engeldir [Gamrekelashvili et al., 2007].

Akan hicre Olcer analizlerine g6re HelLa hucrelerine Ntr/CB1954
uygulamasinin toplam apoptozisi tetikleme oram1 nekrotik hiicre Olimiini
tetiklemesine gore daha yiiksek oldugu sonucu ¢ikarilmaktadir. 0.1 mg/ml enzimin
10 pM ilag¢ onciliyle toplam apoptozisi tetikleme orami %46,3, nekrozisle 6lum
orant %6’dir. 100 uM ilag¢ Onciiliiniin ayn1 konsantrasyonda enzim ile uygulamasi
toplam apoptozisi %63,6 tetiklerken, nekrozisi %13,6 tetiklemistir. Bu sonuglara
dayanarak apoptozisin nekrozisden daha fazla tetiklendigi uygulamanin tiimor

gerilemesine katkida bulunabilecegi sonucuna varmaktayiz.

E. coli’den izole edilen NfsA, CB1954 aktivasyonunu, yine E. coli’den izole
edilen NfsB’ye gore daha etkili katalizler. NfsA 100 uM ve Uzeri dozda CB1954
varliginda koloni olusumunu inhibe ederken, NfsB 200 yuM ve (izeri dozda CB1954
uygulandiginda koloni olusumunu inhibe eder. NfsA, NADPH ile katalitik aktivitesi
NADH’a gore ylksektir. NfsB icin ise NADH’da NADPH’a gore kucik bir farkla
tercih s6z konusudur [Vass et al., 2009]. Ayrica reaksiyon hizinin orantili oldugu
Kea/ Km degerleri NfsA icin NfsB’ye gore daha yiiksektir. NfsA icin 0,15 NfsB igin
yaklagik 0,006 (50 uM kofaktor varliginda NADH ve NADPH) [Vass et al., 2009].

Ssap-Ntr enzimi ise E.coli’den izole edilen NfsB nitrorediiktaziyla benzerlik
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gostermesine ragmen [Celik ve Yetis, 2012] CB1954’1 aktiflestirmede 100 pM
konsantrasyon yeterli olmaktadir. Deneylerimizin sonucuna gore E.coli NfsB
nitrorediiktaziyla karsilastirildiginda daha diisiik konsantrasyonun hiicre 6liminu

gerceklestirmeye yeterli olabildigi diistiniilmektedir.

NfsA nitrorediiktazin bystander etkisi Helsby ve ark. (2004) CB1954
aktivasyonuyla bystander etkinin 4-NHOH drliniinden ziyade, 2-NHOH ve 2NH,
metabolit tiirevlerinden kaynaklandigini ileri stirmiistiir. Clnki NfsA NTR tercihen
CB1954°in 2-NH, grubunu indirger. Bu sebeple NfsA NTR’nin, NfsB’ye gore daha
fazla bystander etki olusturdugu diisiiniiliiyor [Helsby et al., 2004]. NfsA ve NfsB
ekspres edilen fare hicrelerine ilag 6nci madde ve IL-2 gibi interlokinler birlikte
verildigi timorlerde gerileme olmustur [Greco and Dachs, 2001]. Bundan sonraki
calismalarimizda Ssap-Ntr’nin bagka ilag oOncii maddelerle kombinasyonlarini
deneyerek karsilagtirmali olarak hangi uygulamanin daha iyi sonu¢ doguracagin
molekiler dlzeyde c¢alismalarla devam etmeyi planlamaktayiz. Tez calismasinda
cesitli alt yap1 eksiklikleri ve ekonomik nedenlerden dolay1 gen,viriis ya da antikor
gibi tastyict sistemler kullanmadan kanser hucrelerine enzimi direkt olarak
gonderdik. Ancak ilerleyen calismalarimizda viriis, antikor gibi tasiyici sistemler

kullanarak daha i1yi sonuglar elde edecegimizi planlamaktayiz.

Enzim ila¢ Oncli terapisinin tipta uygulanabilir olmasinin en Onemli
sebeplerinden biri ¢ok yiiksek konsantrasyonda ila¢ onciilii uygulanmasina ragmen
herhangi bir enzim tarafindan aktiflesmedigi siirece higbir toksik etki
gostermemesidir. Bu nedenle ilag Onciiliiniin sadece disardan gonderilecek olan
enzim aracilifiyla aftiflesmesi olduk¢a Onemlidir. Tedavinin bagarist burada
baglamaktadir ve enzimin Katalitik etkinliginin yiiksek olmasi, aktiflesen ilacin

difiizyonu ve yar1 dmriiniin optimum olmas1 gibi 6zelliklerle devam etmektedir.

Tez galigmasinda ilk kez kanser hucre serisine uygulanan Ssap-Ntr enziminin
gelecek calismalarda hiicrelerde ekspres ettirilerek kanser hiicrelerine yonelik yiiksek
secicilik saglanabilecegini diisiinmekteyiz. Bu tez ¢alismasi sonuglarin ve bu yonde
yapilmasi planlanan daha detayli arastirmalarin enzim ilag 6nci terapisinin basarisini

arttiracak ve yeni bakis ac¢ilarin1 kazandiracaktir.
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	Konvansiyonel ilaçla tedavi yöntemlerinin aksine Enzim/İlaç öncü terapisi (EPT), doz sınırlaması olmayan ve sistemik toksisiteyi en aza indirgeyen yeni bir kanser tedavi yaklaşımıdır. Hedeflenen bölgede aktif olmayan ilaç öncülünü aktif forma dönüştür...
	Bugüne kadar ilaç öncülünü aktifleştirecek olan çok sayıda enzimler çeşitli organizmalardan elde edilmiş ve uygun ilaç öncü maddeler ise enzim-substrat ilişkisine göre dizayn edilmiştir [Palmer et al., 2002]. Bunlardan, timidin kinaz/gansiklovir [Fill...
	EPT’de oldukça yaygın kullanılan nitroredüktaz enzimleri, aromatik nitro grupları hidroksilamin türevlerine indirgemektedir. Nitroredüktazların klinik ve in vitro çalışmalara göre 5-aziridinyl-2,4-dinitrobenzamid (CB1954) ilaç öncülünü DNA ile çağraz ...
	Tez çalışmasında Gebze Yüksek Teknoloji Enstitüsü, Kimya Bölümü’nde S. saprophyticus  suşundan ilk kez izole edilmiş ve saflaştırılmış olan  Nitroredüktaz (Ssap-Ntr) enziminin in vitro çalışmalarda Enzim/İlaç öncü terapideki etkinliğini saptamak amaçl...
	1.1.1. Kanser Hücresinin Özellikleri ve Kanser Oluşumu
	1.1.2. Kanser Hücreleri Arası Birleşmeler ve Bağlantı Kompleksleri
	1.2. Kanser Terapileri Sonrası Hücre Ölüm Mekanizmaları
	Sistemik olarak uygulanan ilaç öncü madde, enzim varlığında son derece aktif, sitotoksik ve antikanser ilaca dönüşerek, kanser hücrelerinin ölümüne yol açar [Xu and Mcleod, 2001; Hunt et al., 2012].
	1.4.4. Nitroredüktaz/CB1954 Terapi Sonrası Hücre Ölümü
	1.4.4.1. Direkt Hücre Ölümü (Programlı Hücre Ölümü)
	Kanser terapileri sonucu programlı hücre ölümünü birçok yolak tetikleyebilmektedir [Hickman, 1992]. NTR/CB1954 uygulamasında ise hücre ölümü CB1954’ün nitroredüktaz tarafından indirgenmesi, bifonksiyonel alkilatör ajanların oluşması prensibine dayanır...
	Apoptozis ya da programlı hücre ölümü daha önce giriş bölümünde belirtildiği gibi, kromatin yoğunlaşması, hücre büzüşmesi, nüklear fragmentlerin ve apoptotik cisimciklerin oluşumu gibi morfolojik değişimleri kapsamaktadır [Drabeck et al., 1997]. Yapıl...
	NTR aracılığıyla hücre ölümünde tümör baskılayıcı protein olan fonksiyonel p53 gerekmemektedir ayrıca hücre ölümü proliferasyondan bağımsızdır. Yani hem çoğalan hem de çooğalmayan hücrelerin ölümüne sebep olabilmektedir. Aktifleşen CB1954 DNA’ya çapra...
	1.4.4.2. Hücreler-Arası Komşuluk Etkisi (Bystander Effect) Sonucu Hücre Ölümü
	3. BULGULAR
	Bu bölümde HeLa hücrelerine çeşitli konsantrasyonlarda Nitroredüktaz (Ntr)  enzimi, ilaç öncülü (CB1954) ve kofaktör (NADH) tek başına, ikili ve üçlü kombinasyonları uygulanarak hücre canlılığına etkisi ve programlı hücre ölümü (apoptozis) analizlerin...
	3.1. Nitroredüktaz/CB1954 Terapisinin Hücre Canlılığına Etkisi
	In vitro Enzim/İlaç öncü terapilerinde kullanılan CB1954 ilaç öncülü, sitotoksik olduğu bilinen DMSO’da çözünmektedir. CB1954’ün çözünebileceği en düşük [Vass et al., 2009] toksik olmayan konsantrasyon %0.5 (w/v) olduğu MTS yöntemiyle saptanmıştır [T...
	Gebze Yüksek Teknoloji Enstitüsü, Fen Fakültesi Kimya Bölümü’nde saflaştırılmış Ssap-Ntr enzimi -20 C’de %50 gliserol içerisinde muhafaza edilmektedir. Tez çalışmasında kullanılan 0.45 mg/ml enzimin içerdiği maksimum final gliserol oranı %1.7 iken 0....
	Materyal ve Yöntem kısmında detaylı şekilde bahsedildiği gibi, Ntr/CB1954/NADH uygulamasının hücrelere olan sitotoksik etkisi,  MTS yöntemiyle saptanmış ve elde edilen grafikler bu bölümde detaylıca açıklanmıştır.
	3.1.1. Nitroredüktaz (Ntr) Kombinasyonlarının Hücre Canlılığına Etkisi
	Şekil 3.1’de görüldüğü gibi Ntr’nin (0.1 mg/ml) HeLa hücreleriyle 24 ve 48 saat inkübasyonu sonucunda hücrelere toksik olmadığı saptanmıştır. Ntr’nin 10 µM NADH ile ikili kombinasyonunun (Ntr-NADH) ve 10 µM CB1954 ilaç öncülüyle ikili kombinasyonunun...
	CB1954’ün 100 µM konsantrasyonu 0.1 mg/ml Ntr ile kombinasyonunda (Ntr-CB1954)  24 saat ve 48 saat inkübasyon sonucunda hücre canlılığında belirgin bir azalma gözlenmemektedir. 0.1 mg/ml Ntr’nin 100 µM NADH ile kombinasyonu (Ntr-NADH)  24 saat inkübas...
	Nitroredüktaz, CB1954 ve kofaktör kombinasyonlarının HeLa hücre hattının hücre ölüm mekanizmalarına doz bağımlı etkisini incelemek amacıyla Materyal ve Yöntem kısmında belirtildiği gibi hücreler 6 kuyulu plaklara her kuyuda 25x104 hücre olarak şekilde...
	3.3.1.1. Apotozis Belirteci Fosfotidilserine Bağlanan Toplam Hücre Sayısının Tespiti (Histogramlar)
	Akan hücre ölçer analizlerinde, toplam apoptozis oranını yüzde olarak ifade eden histogram grafiklerinde x ekseni Anneksin V antikoruna bağlı olan FITC florokromun yaydığı floresanı, y ekseni ise toplam hücre sayısını  ifade etmektedir. Dolayısıyla FI...
	Akan hücre ölçer cihazının diğer bir üniversitede bulunması, analizi yapılacak örneklerin ulaşımı esnasında kısmen de olsa hücre ölümü tetiklenebilmektedir. Bu nedenle EPT uygulanmayan kontrol hücrelerine de  Annexin V-FITC ve PI muamelesi yapılmıştır...
	Şekil 3. 17: Enzimin tek başına uygulandığı histogram sonuçları. Anneksin V antikorunun bağlı olduğu FITC florokromun floresan yayılımını gösteren histogram grafiklerinde artan enzim konsantrasyonuna göre apoptotik hücre oranları gösterilmektedir. Kon...
	Nitroredüktaz enzim konsantrasyonu 0.1 mg/ml olarak sabit tutulduğunda CB1954 ve NADH’in birlikte uygulandığı kombinasyonlarda doz bağımlı apoptozisin tetiklendiği Şekil 3.18’de açık bir şekilde görülmektedir. EPT uygulaması yapılmayan kontrol (Şekil ...
	Şekil 3.18: 0.1 mg/ml enzim varlığında üçlü kombinasyonların kontrol hücreleriyle karşılaştırmalı histogram grafikleri. EPT uygulaması yapılmayan kontrol hücreleri (1), 10 µM (2) ve 100 µM (3) CB1954 ve NADH varlığında 0.1 mg/ml nitroredüktaz enzimiyl...
	Şekil 3.19’da nitroredüktaz enzimi 0.45 mg/ml olarak sabit tutulduğunda, CB1954 ve NADH konsantrasyonunun 10 µM’dan 100 µM’a yükseltilen uygulama sonucunda doz bağımlı olarak apoptozisin tetiklendiği görülmektedir. 10 µM CB954 ve NADH konsantrasyonund...
	Şekil 3.19: 0.45 mg/ml enzim varlığında üçlü kombinasyonların kontrol hücreleriyle karşılaştırmalı histogram grafikleri. EPT uygulaması yapılmayan kontrol hücreleri (1), 10 µM (2) ve 100 µM (3) CB1954 ve NADH varlığında 0.45 mg/ml nitroredüktaz enzimi...
	3.3.1.2. Nokta Alan Grafikleri (Dot-plot)
	Akan hücre ölçerde her noktanın bir hücreyi gösterdiği dot plot analizlerinde Anneksin V’e bağlı FITC’nin ve Propidyum iyodürün (PI) yaymış olduğu floresan yoğunluğu saptanabilmektedir. Böylece erken apoptotik, geç apoptotik ve nekrotik hücre oranları...
	Enzim konsantrasyonu 0.1 mg/ml olarak sabit tutulduğunda hiçbir uygulama yapılmayan kontrol hücreleriyle (Şekil 3.20-A) enzimin tek başına uygulandığı hücreler (Şekil 3.20-B) karşılaştırıldığında canlı hücre oranında (E3 bölgesi) belirgin bir fark yok...
	Şekil 3.20: 0.1 mg/ml Ntr’nin 10 ve 100 µM CB1954 ve NADH ile hücre ölümüne etkisi. Kontrol (A), 0.1 mg/ml enzim tek başına (B), 10 µM (C) ve 100 µM (D) CB1954 ve NADH kombinasyonları dot plot grafikleriyle gösterilmektedir.
	Enzim konsantrasyonu 0.45 mg/ml olarak sabit tutulduğunda ise, enzimin tek başına uygulandığı grafikde  (Şekil 3.21-B) canlı hücre oranı %83.7 iken, kontrol hücrelerinde bu oran %85.6’dır (Şekil 3.21-A). Ancak CB1954 ve NADH’in 10 µM konsantrasyonu ca...
	Tez çalışmasının en önemli amaçlarından biri de bystander etkinin başarısını kanıtlamaktır. Aktifleşen ilaç öncülünün lokal olarak yayılması sonucu bystander hücre ölümü gerçekleşir. Bir tümörde çok az sayıda enzim ekspres eden hücre olmasına rağmen y...
	123. Vass S.O., Jarrom D., Wilson W. R., Hyde E. I., Searle P. F. (2009) E. coli NfsA: an alternative nitroreductase for prodrug activation gene therapy in combination with CB1954. Br J Cancer. 100(12):1903-11.
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