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Anneme ve babama...



BAZI BINAFTOL TUREVLERINDEN HAREKETLE ELDE EDIiLEN
METAL KOMPLEKSLERININ
SAGLAM VE KANSERLi HUCRELER UZERINDEKI SITOTOKSIK VE
APOPTOTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

R. BEKLEM BOSTANCIOGLU

OZET

Kanser, cagimizda olduk¢a yaygin olarak karsilastigimiz ciddi bir problemdir.
Bu hastaligin tedavisinde, kemoterapi siklikla basvurulan bir yontemdir. Metal
kompleksleri igeren kemoterapotik ilaglarin bu hastaligin tedavisinde olumlu sonuglar

verdigi diistintilmektedir.

Bu tezde kullandigimiz maddeler baz1 kanser tiirlerinin tedavisinde
kullanilabilecek ilag hammaddeleri olabilir. Bu maddeler bazi binaftol tiirevlerinden
hareketle elde edilmis metal kompleksleridir. Bunlarin saglam ve kanserli hiicreler
tizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkisi, in vitro olarak hiicre kiiltiirii teknikleriyle
arastiritlmistir. Bu amacla saglikli ¢in hamster akciger (V79 379 A) ve kanserli insan
akciger hiicreleri (A549), [(CuL)(NOs;);] ve [(NiL)(CIO4);] maddelerinin belirli
dozlarina maruz birakildiktan sonra, hiicrelerin sitotoksisitesi; mitokondrial aktiviteye
dayali MTT testi ile Olglilmiistiir. Sonuglar her iki maddenin de hiicreler iizerinde

sitotoksik etki yaptigin1 géstermistir.

Bu maddelerin apoptotik etkisi ise DAPI boyama yontemi ile incelenmistir. Test

maddeleri, 6zellikle [(NiL)(CIO4);] hiicrelerde apoptozise neden olmustur.

Anahtar Kelimeler: Metal kompleksleri, MTT, Apoptozis, DAPI Boyama
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INVESTIGATION OF CYTOTOXIC AND APOPTOTIC EFFECTS OF SOME
METAL COMPLEXES, WHICH ARE OBTAINED FROM DERIVATIVES OF
BINAFTOL,

ON HEALTHY AND CANCER CELLS

R. BEKLEM BOSTANCIOGLU

SUMMARY

Cancer is a serious problem that we quite frequently confronted with for a long
time. Chemotheraphy is a rather frequently consulted method in cure of this illness. It is

thought that, medicines which contain metal complexes affect this illness positively.

The materials that are used in this study are metal complexes, obtained from
derivatives of binaftol and we think that these materials can be used as drug materials in
curing certain kinds of cancers. In this thesis, cytotoxic and apoptotic effects of these
metal complexes were investigated with techniques of cell cultures on healthy and
cancer cells as in vitro. Accordingly, at first Chinese hamster lung cell (V79 379 A) and
lung cancer cell of human (A549) were exposed to approprite dose of [(CuL)(NO3);]
and [(NiL)(CIOy),] materials and, then cell cytotoxicity is measured with MTT test
which is accepted as indicator of mitochondrial activity. The results showed that both

materials cause cytotoxicity on healthy and cancer cells.

Apoptotic effect of these materials is detected with DAPI staining method. Test

materials, especially [(NiL)(CIO4),], cause apoptosis on cells.

Keywords: Metal complexes, MTT, Apoptosis, DAPI staining
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1. GIRIS

Kanser saglik sistemi iizerinde 6nemli sosyal ve ekonomik etkiler ortaya ¢ikaran
ciddi bir klinik problemdir. Molekiiler teshis tekniklerinin gelismesine ve imajinin
degismesine ragmen bu hastalik hala diinyada milyonlarca insani etkilemektedir
(Eisenberg et al., 1998). Bu nedenle ila¢ direngliliginin {istesinden gelecek yeni
maddelere ve farmakoloji profilinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Chen et al.,

2006).

Akciger kanserleri c¢ok sik goriilmektedir ve diinyada kanserden &liim
nedenlerinin en 6nemlisi olarak gosterilmektedir (Milleron and Depierre; 1998; Frijia,
1995: Forest et al., 2005). Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserlerinin alt grubundan
olan adenokarsinomalar Amerika’da ve Japonya’da en yaygin goriilen kanser tipidir.
Akciger ve diger kanser tiirleri i¢in ameliyat 1yi secilmis bir tedavi yontemidir. Fakat
genellikle bu hastalik teshis edildiginde ileri sathada oldugu i¢in, bu tiimorlerin
%25’inden daha azina bu yontem uygulanabilir (Aubier et al., 1996; Israél, 1985: Forest
et al.,, 2005). Bu durumda kemoterapi devreye sokulabilir. Ancak kemoterapi de

yaklasik %30 oranlarinda zay1f bir yanitla sonu¢lanmaktadir (Forest et al., 2005).

Kemoterapi bircok kanserin tedavisinde kullanilir ve kanser hiicrelerini

apoptozisle oldiirdiigii bilinmektedir (Tong et al., 2000).

Apoptozisin kanser tedavisinde etkili oldugu diisiiniilmektedir (Darzynkiewicz et
al., 1997: Tong et al., 2000). Apoptozis ya da programli hiicre 6liimii, organizmadaki
homeostasinin devam ettirilmesine olanak veren, hiicre proliferasyonunu dengeleyen,
temel, fizyolojik bir siirectir.  Bu aktif oto yikim mekanizmasi, morfolojik ve
biyokimyasal olarak nekrozisden ayrilir (Ohtani et al., 1999; Mossman, 1983: Tong et
al., 2000). Apoptozis; hiicrelerde biiziilme, niiklear kromatin kondensasyonu ve
interniikleozomal DNA parcalanmasi gibi belirli karakteristik morfolojik farkliliklar
gosteren fizyolojik hiicre 6liim siireci olarak tanimlanir (Bowen, 1990; Hockenbery,

1995.).



Furst (1963) tarafindan, en azindan bazi kanser tipleriyle, baz1 metallerle
giiclendirilmis kimi bilesikler arasinda iliski oldugu one siiriilmiistiir. Schubert (1966)
ise, metal bilesiklerinin malignansi tedavisinde belirleyici bir rol oynadigimi
gostermistir.  Ornegin; Ni ve Pd’nin dietildithiofosfat bilesiklerinin, Walker 256
karsinoma testiyle karsinostatik aktivitesi tespit edilmistir. Livingstone ve ark. (1970)
ise, Paladyum ve bazi1 bakir bilesiklerinin dithiokarbasik asit tiirevlerinin, bir insan
nazofarinks epidermoid karsinomast iizerinde 9KB testinde stostatik aktivite
gosterdigini  bulmusglardir.  Bununla birlikte Pd, Cu, ve Zn bilesiklerinin S-
metildithiokarbasit tiirevlerinin, P388 fare lenfoid l6semisine karsi énemli antitimor
aktiviteye sahip oldugunu gosteren caligmalar vardir. Ayrica bakir kompleksleri ve
bakir iyonlariyla olusturulan bazi ligantlarin DNA parcalanmasina neden oldugu

saptanmistir (Shrivastav et al., 2002).

Bazi metal komplekslerinin, kanser tedavisinde etkili bir ydntem olan
kemoterapide kullanilabilecek ilag ham maddeleri olabileceginden, calismamizda bazi
binaftol tiirevlerinden hareketle elde edilen metal komplekslerinin ([CuL](NOs), ve
[NiL](ClO4);) saglikli hiicreler (V79 379A CHO) ve kanserli insan akciger hiicreleri
(A549) tizerindeki apoptotik ve sitotoksik etkileri arastirilmistir.

1.1. Sitotoksisite

Iyi tammmlanmis bir hareket mekanizmasma sahip, gelisen yeni kanser
kemoterapi ajanlari, hala arastirmacilarin hem temel hem de klinik bilimlerde biiyiik
sorunlarla kars1 karstya oldugu onkolojinin 6nemli bir alanidir (Dredge et al. 2003; Lee
et al., 2003). Giiniimiizde kullanilan sitotoksik ilaglar olan kemoteropotik ajanlar

malignant hiicreleri 6ldiiriir ya da onlarin biiyiime yolunu degistirir (Harvey, 2000).

Birgok sitotoksik anti kanser ilacin tiimor hiicrelerinde apoptozisi uyardigi

gozlenmistir. (Wu et al., 1999).



In vitro sitotoksisite testleri hizli ve rasyonel methodlardir (Mathur et al., 2005).
In vitroda kullanilan methodlar test yapilmasi1 gereken hayvan sayisini azaltir ve organ
toksisitesini hedef alan ¢aligsmalar i¢in ¢ok degerli bir aractir (Fattinger ve ark., 2001;

Funk ve ark., 2001 a, b: Kemp and Brouwer, 2004).

Toksikolojik deneyler; bir 24 saatlik zaman periyodunun ardindan, canliligin
degerlendirilmesinden 6nce meydana gelen maksimum hiicresel hasarin gosterilmesini

saglarlar (Kemp and Brouwer, 2004).

DAPI (4’6-diamidino—2 fenilindol) ve MTT (3-(4,5-dimetiliazol-2-yl)-2,5
difenil tetrozolyum bromid) deneyleri, in vitroda rutin olarak canliligi belirlemek i¢in
yapilan toksikolojik ¢alismalarda secilirler. Bu deneyler diisiik hata oranlariyla birgok

kez tekrarlanabilir (Kemp and Brouwer, 2004).

MTT deneyi, siklikla hiicre ¢ogalmasinin dolayli bir indikatorii olarak
kullanilmaktadir (Mosmann, 1983). MTT deneyi, direk ve hizli bir sekilde
dehidrogenazin aktivitesini 0lcer. NADH veya NADPH indirgenmesiyle tetrozolyum
tuzu bir formazan {irlinline doniisiir. NADH dehidrogenazlar; solunum zincirinin enerji
iiretim reaksiyonlar1 olan glikoliz, TCA siklusu ve oksidatif fosforilasyona katilir.
NADPH dehidrogenazlar ise biyosentetik indirgeyici reaksiyonlara katilir.  Bu
dehidrogenazlar cogunlukla mitokondride bulunurlar ve bazi hiicre tiplerinde az bir

kismi1 da endoplazmik retikulumda bulunur (Wu et al., 1999).

Elde edilen kanitlar, mitokondrinin; c¢esitli hiicre tiplerinde bir¢cok uyarici
tarafindan hiicreyi 6liime gotiirmede 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir (Yang et

al., 1997; Wetzel et al., 1998: Wu et al., 1999).

Mikles Robertson ve arkadaglart (1979) anti tiimor ilaglarin neden oldugu
mitokondrial hasarin aktif olarak ¢ogalan hiicrelerde, durgun hiicrelere gore ¢ok daha

hassas oldugunu belirtmislerdir (Wu et al., 1999).



DAPI ise fluorasan boyama ile hiicre DNA’sinda meydana gelen degisimi
gozlemlemekte kullanilan bir boyadir. DAPI, membrandan gecebilir ve hiicrelerin
membranlar1 arasina girerek DNA’ya baglanir. DAPI mavi bir fluoresan proteinidir.
DAPI, DNA’ya baglandiginda, DAPI'nin fluoresansi1 20 kat artar ve biitiin hiicrelerin
cekirdekleri boyanir. Bu deney, tekrarlanabilir, gilivenilirdir ve yapilmasi kolaydir

(Kemp and Brouwer; 2004).

1.2. Kanser

Kanser, yakin ve uzak dokular istila etme ve sonunda hasta dokuyu 6ldiirme
yeteneginde olan tiimdr i¢indeki hiicrelerin anormal biiyiimesiyle karakterize edilen bir

dizi 6liimciil hastalik olarak tanimlanabilir (Harvey, 2000).

Kanser kemoterapisi yaygin olarak coklu ajanlarin kombinasyonunu
gerektirmektedir. Ancak kombinasyon terapisi sitotoksisiteyi artirdigl icin tedavi
sonucunun kotliye gitmesine neden olmaktadir. Normal hiicrelerde ilaglarin toksisitesi
ve kemoterapotik ilaglara direng, tiimor tedavisindeki hatali sonuglarin nedenidir. Bu
gibi problemlerin iistesinden gelmek i¢in, tiimor hiicrelerinde toksik olan kemoteropotik

kombinasyonlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Suda et al., 1993).

Kiigtik hiicreli olmayan akciger kanseri genellikle radyasyona ve kemoterapiye
direnglidir ve genellikle cerrahi miidahaleden sonraki safhada tekrar ortaya cikar.
Bugiine kadar akciger kanseri tedavisinde uygulanan tedavi yontemleri artik yetersiz
kalmaktadir. Ortaya atilan yeni tedavilerin ise, akcigerdeki yeni tiimor olusumunu ve

artisin1 engellemesi gerekmektedir (Kim et al., 2003).



1.3. Apoptozis

Kanser; insan saglik sistemi {izerinde 6nemli sosyal ve ekonomik etkilere sahip
ciddi bir kliniksel problemdir. Teshis, korunma yontemleri ve terapilerdeki gelisimlere
ragmen bu hastalik hala biitiin diinyada milyonlarca hastay1 etkilemekte, onlarin yasam
kalitesini diisiirmekte ve diinyadaki 6liim nedenlerinin basini ¢cekmektedir (Cheng et al.,

2005).

Apoptozis ya da programli hiicre 6liimii, normal gelisimde énemli bir fizyolojik
sirectir (Hong ve ark., 2003) ve apoptozisin uyarilmasi; kanserin kontrolii i¢in terapotik

bir strateji olarak ¢ok arzu edilen bir yoldur (Koo ve ark., 2002; Thompson, 1995).

Okaryotik organizmadaki hiicreler dogarlar, belirli bir siire yasarlar ve sonra
oliirler (Bowen, 1998). Yasam siiresi hiicre tipine gore degismektedir. Ornegin, barsak
hiicreleri 3—5 giinliik bir yasam siiresini takiben 6liirlerken, derinin epidermal hiicreleri
20-25 giinliik bir siire sonunda Olmektedirler. Fakat miyokard kasi hiicreleri veya
ndronlar dmiir boyu yasarlar. Buna ragmen miyositlerin veya néronlarin kabaca %10-
15°1 insan yasaminin sonuna dogru dlmektedirler. Noronlarin ¢ok sayida 6lmesi ancak
sinapslarin tam olarak olusmadigi donemden 6nce olur. Bu donemde, dogumda asiri
sayida olan noronlarin sayist uygun sinaptik agin saglanabilmesi i¢in azalir. Optimum
sayida noronun, optimum sayida sinaptik baglanti i¢inde olabilmesi i¢in bu ndron
kayiplar1 gereklidir. Bahsedilen bu hiicre dliimleri apoptozisle gerceklesir. Zamani
gelince bu hiicreler, daha 6nceden programlanmais bir sekilde oliirler (“programmed cell
death”). Tiim bu Oliimler fizyolojik sartlarda meydana geldigi i¢in bu o6lim sekli
fizyolojik hiicre dliimii “apoptozis” (“physiological cell death”) olarak da adlandirilir.
Ayrica, bir sekilde DNA’s1 hasarlanmis (viriis etkisi veya ¢evresel nedenlerle) hiicreler
organizmanin zarar gormemesi i¢in kendilerini Sldiiriirler (“cell suicide”) ve bunu
organizmanin yarari i¢in yaparlar. Doku homeostazisi i¢in (0rnegin yara iyilesmesi
veya barsak hiicrelerinin “turnover”inda oldugu gibi) hiicreler ortamdan 6lerek kaybolur

(“cell deletion™). (Ulukaya, 2003)



Apoptozisin gerceklesebilmesi ic¢in yiiksek ATP seviyelerine ihtiyag vardir.
Hiicre i¢i ATP seviyesi hiicrenin apoptozis veya nekroz ile 6lecegine yon verir. Bu da
mitokondrinin 6nemini apoptozisin erken fazinda gostermektedir. Eger hiicre ciddi
olarak yaralanirsa apoptotik yol i¢in gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve nekroz ile

Olecektir (Yilmaz, 2005)

Programli hiicre 6liimii, bundan 30 y1l 6nce ilk kez tanimlandiginda organize bir
sekilde olen hiicredeki, hiicresel degisiklikler elektron mikroskobuyla gosterilmistir.
Oldukca ¢ok aragtirmada bu programli hiicre 6liimiiniin, kanserin de i¢inde oldugu
birgok hastalik tarafindan potansiyel hedef oldugu belirtmistir. Apoptozisle ilgili
calisma teknikleri giin gectikce gelismektedir (Huerta et al., 2006).

Yasayan organizmalardaki programli hiicre 6liimii yani apoptozis, hiicre i¢i ya
da hiicreler arasi birkag¢ ¢esit uyaran tarafindan baglatilan siirecle aktif enerjiye bagl ve

oldukga etkili bir yoldur (Huerta et al., 2006).

Organize edilmemis hiicre 6liimii olan nekrozun tersine apoptozis ¢ok dikkatli
programlanmis bir siirectir (Kerr et al., 1972). Nekrozis fizyolojik bir 6liim sekli
olmamasina ragmen, apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana
gelebilir. Diger bir ifadeyle apoptozis hem saglikta hem de hastalikta meydana
gelmektedir (Ulukaya, 2003).

Apoptozis morfolojik olarak 6zgiindiir. Nekrozisde hiicre igine asir1 s1vi girmesi
sonucu hiicre siserken, apoptotik hiicre tam tersine kiiciiliir. Nekrozisde kromatin
hemen hemen normal hiicredeki goriintiiye benzerdir ama apoptotik hiicrenin kromatini
niikleus membraninin ¢evresinde toplanir ve kondanse olur. Nekrotik hiicrenin plazma
membrani, biitlinliigiinii kaybeder ve hiicre i¢inden digina hiicre i¢i materyallerinin
cikist gerceklesir.  Oysa apoptotik hiicre membrani saglamdir ve {iizerinde kiigiik
cepcikler olusur. Nekrotik hiicre sonra lizise ugrar ama apoptotik hiicre kiiciik
cisimciklere “apoptotik bodies” pargalanir. Apoptotik cisimcikler membranla kaplhidir,
degisen miktarlarda nukleus veya diger hiicre i¢i yapilar igerirler. Nekrozisde plazma

membranmin biitiinliglinliin bozularak hasarlanmasi nedeniyle hiicre igeriginin dig



ortama saliverilmesi sonucu inflamasyon uyarilir. Oysa apoptozisde apoptotik hiicre
veya cisimcikler plazma membranlar1 hasarlanmadan komsu hiicreler veya makrofajlar

tarafindan fagosite edildiklerinden inflamasyon olugsmaz (Ulukaya, 2003).

Apoptozisin en onemli 6zglin yonli, DNA’nin internukleozomal bdlgelerden
yaklasik 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA pargalar1 olusturacak
sekilde parcalanmasidir. Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisii
imajinin ortaya c¢ikmasina neden olur. Ama bu durum hiicre tipine bagli olarak
degisebilir ya da sadece yaklasik 50 kilo bazcifti (kbp) boyutunda bir DNA
fragmentasyonu da goriilebilir. DNA’y1 pargalayan bir Ca/Mg-bagimli endoniikleazdir.
Ayrica, DNase I ve II’de DNA parcalanmasindan sorumludur. Hangi parcalayici
enzimin rol alacag: hiicre tipine ya da uyaranin 6zelligine gore degisebilir. Apoptotik
hiicrede goriilen onemli degisikliklerden birisi de normalde plazma membraninin ig¢
yiizlinde bulunan fosfatidilserinin erken evrede membranin dis yiiziine dogru transloke
olmasidir. Bu mekanizma apoptotik hiicrelerin komsu hiicreler ve makrofajlar

tarafindan taninmasini saglar (Ulukaya, 2003).



Tablo 1.1. Nekrozis ve apoptozisin karsilastirilmasi. TNRF-1, tumor nekrozis

factor reseptorii—1 (Ulukaya, 2003).

OZELLIK | NEKROZIS APOPTOZIS
Yol agan eiskemi eBiiyiime faktorii eksikligi
nedenler eHipertermi eHiicre yaslanmasi
eHipoksi “Senescence”
eLitik viral enfeksiyon eHIV
eToksik maddelerin eKanser ilaglari
yiiksek konsantrasyonlar1 | eRadyasyon
eSiddetli oksidatif stress | oYiiksek doz glukokortikoid
eFas veya TNFR-1
reseptorlerinin aktivasyonu
eSitotoksik T lenfositler
oCok siddetli olmayan oksidatif
stress
Morfolojik eHiicre membrani eintakt hiicre membran1  fakat
ozellikler biitiinliigiiniin kaybi membranda “bleb”lerin
eKromatin olusumu
“flocculation”u eKromatinin  niikleer =~ membran
eHiicre sigsmesi civarinda toplanmasi ve
eOrganellerin yogunlasmasi
disintegrasyonu eHiicre kii¢lilmesi
eEndoplazmik eOrganellerde disintegrasyon
retikulumun yok
dilatasyonu eHiicrenin intact mitakondri,
eBiiyiik vakuollerin | ribozom, nucleus pargalari ve diger
olusumu organelleri iceren membranla kapl

eHiicre lizisi

apoptotic cisimciklere pargalanmasi

eBozulmus iyon

elyi kontrollu, bazi




Biyokimyasal | hemostazisi aktivasyonlarin  ve enzimatik
ozellikler eATP gerekmez (pasif | basamaklarin olmasi
stirec) o ATP gereklidir (aktif siirec)
o+4 0C’de gergeklesebilir | +4 oC’de gergeklesmez)
eDNA rastgele parcalanir | ®DNA  internukleozomal alanlarda
(agaroz jel | 180 kb eiftinin katlar1 olacak sekilde
elektroforezinde “smear” | kiritlir mono ve oligonukleozomlara
goriintiisii) ayrilir (agaroz jel elektroforezinde
oPostlitik DNA | merdiven patterni=apoptozisin en
fragmentasyonu(=6liimiin | onemli belirteci)
gec sathasinda) ePrelitik DNA  fragmentasyonu
(=erken evrede gergeklesir)
Diger eHiicreler gruplar halinde | eHiicreler tek tek veya birkagi
ozellikler olur birarada 6lir
eFizyolojik olmayan | eFizyolojik sartlarda da
(patolojik) etkiler sonucu | gerceklesebilir
gerceklesir eKomsu hiicreler veya makrofajlar
eLizozomal enzimler | tarafindan fagosite edilirler
salinir einflamasyon goriilmez
einflamasyona  neden
olur

Apoptozis ilk defa Kerr ve Wyllie tarafindan 1972°de tanimlanmigstir (Kerr et al.,

1972).

degisiklikleri elektron mikroskobu yardimiyla gostermislerdir (Cummings et al., 1997).
Kanserin de aralarinda oldugu birgok hastalik ve onlarinin hizla ilerlemesi yiiziinden 30
yil dnce apoptozisle ilgili olduk¢a genisletilmis ¢aligmalar yapilmaya baslanmistir ve bu

programli hiicre Oliimiiniin nasil gerceklestigini gdstermek amaciyla apoptozisis

Bu kisiler organize edilmis hiicre 6liimii gegiren hiicrelerde meydana gelen

belirleme yontemleri de gelismektedir (Huerta et al., 2006).
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1.3.1. Apoptozisin diizenlenmesinde gorev alan genler

Kanser tedavisinde ana miicadele, birgok tiimoér hiicresinin p53, Bcl ailesi
proteinleri ya da bunlarin kaspaz sinyalini uyarmasinda anahtar olan apoptotik gen

mutasyonlar1 tagimasidir (Hollstein et al., 1994).

Tablo 1.2. Apoptozisin diizenlenmesinde gorev alan genler

e Fas, TRAIL, TNF (almag ve ligantlar) e Kaspazlar

e Bcl-2 Ailesi Proteinleri Granzim, Kalpain

e Kinazlar ¢ Kaspaz Diizenleyicileri
RIP3, CAP, AKT, PKA, MapK IAP/ Survivin, Apaf-1

e Mitokondri Proteinleri e Transkripsiyon Faktorleri
VDAC, ANT, Sitokrom C, AIF, SMAC P53, myc, Nur77

e Proteazlar e Digerleri

FADD, TRADD, DADI

Bcl-2 ailesi bir hiicrede, apoptotik siiregte ve kaskatin proteolitik parcalanmasi
olaylarinda bir ana oyuncu olarak sayilan, kaspaz olarak adlandirilan, 6lim
proteazlariyla iligkili, mitokondrial apoptogenik faktorlerin serbest kalmasini kontrol
ederek yasami ya da oliimii belirler (Oltvai et al., 1993). Bcl-2 ailesi proteinleri; anti
apoptotik (Bcl-2, Bel-Xp ve Bel-W gibi) ve proapoptotik (Bax, Bad, Bak, Bak/MTD,
Bcel-X ve NOXA gibi) tiyeler olarak alt boliimlere ayrilabilir (Antonsson and Martinou,
2000). Bcl-2, apoptotik yolu diizenledigi ve hiicre 6liimiinii korudugu bilinen apoptotik
bir gendir. Bax ise proapoptotik gen ailesidir. Apoptozis siireci boyunca segici olarak
hiicre Oliimiinii baskilar ya da tesvik eder (Oltvai et al., 1993). Bcl-2 ve Bax
oranlarinin, hiicrenin 6liimiinii ya da hayatta kalmasini belirledigi 6ne siiriilmektedir
(Hollstein et al., 1994). Kemoterapiye verilen cevap orani ve onkojenik potansiyelin
artmasi, proapoptotik Bcl-2 proteinlerinin ifadesindeki azalma ya da anti apoptotik Bcl-

2 proteinlerinin ifadesindeki artmayla iliskilidir (Ferlini et al., 2003).
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Kanser gelisiminde iyi bilinen tiimor baskilayict gen p53°dir. p53 geni,
DNA’da meydana gelen hasara hiicrenin verdigi tepkide kendisini gosterir. Bu gen
DNA hasarlanmasi sonucu aktive olarak p21, BAX, MDM2 ve GADDA45 gibi bir dizi
genin aktivasyonunda rol oynar. Bunlar da hiicre dongiistiniin G,/S fazlari, G,/M’de
DNA hasar kontrol noktasin1 ve apoptozisi diizenlemeye yardimecr olurlar (Bertram
2001; Lewin 1997; Karp 1999; Shay et al., 1991). Tiimor baskilayict gen p53°iin hiicre
dongiisiinii ve insan hiicrelerindeki DNA hasar1 ya da hipoksi, niikleotid kayba,
onkojenlerin aktivasyonu gibi ¢esitli hiicresel streslerin aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikan
apoptozu durdurmada ¢ok 6nemli oldugu bir¢ok calismada gosterilmistir (Bennett,
1999; May and May, 1999). Normal p53 fonksiyonunun kaybi, tiimdr olusumu ve
gelisimindeki risk artistyla iligkilidir (Donehower et al., 1992). Bununla baglantili
olarak da gen hedefleme stratejileri; p53 araciligiyla G;’in durdurulmasinmi saglayan, -
etkili bir inhibitor olarak tanimlanan- siklin Ecdk2 ve siklin Dcdk4/6°y1 da iceren birkag
siklin cdk (cyclin dependent kinase=siklin bagimli kinaz) kompleksinin
inhibisyonundan sorumlu, 6nemli bir araci (mediatér) olan p21/WAF1’in {izerinde
durmaktadir (Bennett, 1999; May and May, 1999). P21/WAFI, siklin cdk
kompleksinin substratiyla efektor kisminin temasim1 Onleyerek onu inhibe eder

(Agarwal, 2000; May and May, 1999; Sharr and Roberts, 1999).

Apoptozis ¢esitli uyaricilar tarafindan tetiklenebilir fakat tipik bir yolu takip
eden oldukca diizenlenmis bir siiregtir (Rieux-Laucat, 2000; Mignon et al., 1999).
Apoptozis dengeleyici efektorler, kaspaz olarak isimlendirilirler (Mignon et al.,
Dietrich, 1997; Ségal-Bendirdjian, 1999). Apoptozis siirecinde kaspazlarin oldiiriicii
“executioner” olarak rol oynadigi bilinmektedir. Kaspazlar genellikle hiicrelerdeki
inaktif zimojenlerde bulunurlar ve alt birimlerinde bulunan &6gelerin proteolitik
parcalanmasiyla aktive olurlar. Parcalanmadan sonra, kaspaz molekiilleri bir bilyiik ve
bir kiiglik alt birim igeren heterodimerler olarak rol oynar. Aktivasyon basladiginda,
baslatict kaspaz kaskatin amplifikasyonuyla sonuglanan 6ldiiriicii kaspazlar1 aktive eder.
Aktif kaspazlar kritik hiicresel protein substratlarii pargalar ve hiicreyi Oliime

gotiiriirler (Zou et al., 1997; Li et al., 1997: Liu et al., 2002).
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Farkl1 kaspazlar tanimlanmigtir. Fakat 6zel olarak ilging olan biri, ana fenomen
efektor oldugu i¢in ve onun aktivasyonu geri doniisiimsiiz hiicre hasarina yol agtig1 i¢in,
kaspaz 3’diir. Bu kaspazin aktif formunun ekspressiyon seviyesi genellikle apoptozisi

ortaya ¢ikarmakta kullanilmaktadir (Forest et al., 2005).

Survivin de apoptozis protein ailesinin (IAP) baskilayic1 bir liyesidir. IAP
ailesinin bir iiyesi olan survivinin, kanser hiicrelerinde canlilik ve 6liim arasindaki
dengeyi ayarladigi rapor edilmistir (Ambrosini et al., 1997: Jin et al., 2006). Baz1 insan
tiimorlerini baskiladigi i¢in kanser terapilerinde iyi bir hedef olabilir (Jin et al., 2006).

1.3.2. Apoptozis siirecine genel bakis

Apoptozis “up” ve “down” regiilasyon 6zelliklerine sahip molekiillerin karsilikli
etkilesimlerini igerir. Proapoptotik molekiillerin uyarimi ya da anti apoptotik faktorlerin

inhibisyonu hiicrenin tipine ve saldir1 bigimine baglidir (Huerta et al., 2006).

Hiicrelerin bu uyarilara verdigi cevap gelen uyarinin tiiriine gore degisir. Ciinki
apoptozis sirasinda bir¢ok sinyal gonderilir ve bu sinyaller farkli hiicrelerde farkli
bicimde algilanirlar ve siire¢ bu farkliliklara gore isler. Memeli hiicrelerinde iki tane
biiylik apoptotik yol “pathway” belirlenmistir. Bunlar; 6liim almaci (ekstrinsik) ve

mitokondrial (intrinsik) i¢ yoldur (Pinarbasi, 2007).

Tek bir bilesenin aktivasyonu ve inaktivasyonu hiicrenin sonunu degistirecektir

ve hiicreyi apoptozise gotiirecektir (Huerta et al., 2000).

Klasik apoptozisde, sistin aspartatin spesifik proteazi olan ve kaspazlar olarak
adlandirilan, yikici proteolitik enzimlerin aktivasyonu hiicrenin Oliimiinii belirler.
Kaspazlar baslatict “iniator” kaspazlar1 (8—10) ve efektor kaspazlari (3—6—7) igeren bir

gruptur (Huerta et al., 2006).
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Efektor kaspazlarin aktivasyonu tip 1 ve tip 2 apoptozisi ortaya ¢ikarir (Huerta et
al., 2006).

1.3.2.1. Tip 1 apoptozis

Apoptozis; dis kaynakli ya da 6liim reseptorleri yoluyla;

1) TNF (tiimdr nekroz faktor) reseptoriine baglanan TNF ligantinin baglanmasi
DR4 VE DRS5 reseptorlerine TRAIL’ in baglanmasi ya da Fas reseptoriine FasL

ligantinin baglanmasiyla baglatilir.

2) Bu iligki baslatic1 (iniator) kaspaz 8 ve 10’un aktivasyonunu saglayan FADD
ya da TRADD gibi adaptor molekiilleri harekete gecirir. BOylece sirasiyla; kaspaz 8 ve
10 parcalanir. Bunlarin pargalanmasi oldiirticii kaspazlar 3,6 ve 7’y1 aktive eder

(Krammer, 2000; Walczak and Krammer, 2000; Huerta et al., 2006).

1.3.2.2. Tip 2 apoptozis

Intrinsik ya da mitokondrial yol; mitokondrial membranlar arasindan sitozole
sitokrom C’ nin saliivermesiyle aktive olur. Sitokrom C salindiginda Apaf—1, ATP ve
prokaspaz 9’la etkileserek apoptozom adi verilen ¢ok proteinli bir yapiy1 olusturur. Bu
asamadan sonra ya Apaf-1, sitokrom C ve prokaspaz 9 {igli birden, stoplazmik
prokaspaz 9 komplekse katilir katilmaz harekete gegerek aktivasyon gerceklesir ya da
iki apoptozom birbiriyle etkilesime girer ve bagka bir apoptozomda yer alan prokaspaz
9’u aktive eder. Prokaspazin aktivasyonu, kaspaz 9’u aktive eder. Kaspaz 9’un
aktivasyonu da apoptozisi uyaran kaspaz 3, 6 ve 7’nin aktivasyonunu saglar (Adrain and

Martin, 2001; Pinarbasi, 2007).
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Ayrica kaspaz 9’un aktivasyonunda apoptozomun rol almadig: bir bagka yol da

tanimlanmistir (Chauhan et al., 2001; Sperandio et al., 2000; Huerta et al., 2006).

Mitokondrial membranin sitokrom C’ye gegirgenligi proapoptotik ve anti
apoptotik aracilarin oraniyla iligkili olarak belirlenir. Proapoptotik molekiiller Bax
ve/veya Bak mitokondrial membranlar arasinda transloke oldugunda, apoptozom
formundaki sitokrom C varliginda belirgin bir artis olur. Bax ya da Bak gibi
proapoptotik molekiillerin etkileri; mitokondrial membran gecirgenliginin degistirilmesi
seklindedir.  Ciinkii proapoptotik molekiillerin kendilerini membranlar arasina
yerlestirme yetenekleri vardir. Bir hipoteze gore; bu molekiiller, membranlarin igine
yerleserek islev goriirler ve kanallar ya da porlar olusturarak mitokondri matriksine
sizarlar (Hengartner, 2000; Huerta et al., 2006). Bax ya da Bak’in calisma sekli
konusundaki diger bir goriis; bunlarin bagimsiz anyon kanallariin voltajinda 6nemli bir
degisime neden olduklar1 seklindedir (Hengartner, 2000; Huerta et al., 2006). Boylece

biiyiik proteinlerin zardan gegisine izin verilir (Huerta et al., 2006).

Proapoptotik molekiil ¢iftleriyle, anti apoptotik faktorler (Bel-2, Bel-xL ve Mcl—
1) onlarin anti apoptotik islevlerini nétralize ederler. Boylece proapoptotik ve anti
apoptotik aracilarin orami apoptozom formundaki sitokrom C varliginin miktariyla

belirlenir (Huerta et al., 2006).

Mitokondrial yol; apoptozisin uyarilmasiyla birlikte SMAC/DIABLO ve
Omi/HTRA-2nin serbest kalmasi ile de sonuclanir. Bu faktorler cIAP1, cIAP2 ve
XIAP gibi inhibitorleri AP nin faaliyetinin durdurulmasinda rol alir (Du et al., 2000;
Huerta et al., 2006).

[AP’lerin aktivasyonu ve/veya sentezi niiklear transkripsiyon faktorii kappa B
(NFkB)’nin kontrolii altindadir. NFgxB normalde, ikinci bir molekiil olan IxB’ye bagh
olarak inaktif halde, sitozolde bulunur (Mayo and Baldwin, 2000; Huerta et al., 2006).

Tip 1 ve tip 2 apoptozis arasindaki baglanti degisik asamalarda ortaya ¢ikar.

Kaspaz 8’in aktivasyonu Bid’in uyarilmasiyla sonuglanir. Bid de (tip 2 hiicrelerde)
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apoptozom ve sitokrom C’nin salinmasindan sorumludur (Roy and Nicholson, 2000;
Huerta et al., 2006). Benzer sekilde efektor “downstream” kaspaz 6’nin uyarilmasi ve
geriye doniip kaspaz 8’in aktivasyonuna neden olabilir (Slee et al., 1999; Huerta et al.,

2006).

Kaspaz kaskattan bagimsiz apoptozis mekanizmalar1 da tanimlanmistir. Bu
mekanizmalar proteazlari, apoptozis indiikleyici faktorii (AIP), endoniikleaz G’yi,
kalpainleri ve kathepsinsleri igerebilir (Broker et al., 2005). AIF, mitokondrial
membranlar arasindan sitozole salinarak bir DNAaz olan siklopilin ile etkilesir.
Niikleusta translokasyon gergeklesirken DNA fragmentasyonu baglatilir (Urbano et al.,
2005).

1.3.3. Apoptozisin dzet olarak belli bash asamalari

— Apoptozisin indiiksiyonu

— Hiicre yiizey 6liim reseptorlerinin uyarilmasi

— Sitokrom C’nin saliverilmesi

—Apoptozom olusumu (sitokrom c+Apaf-1 +kaspaz—9)

— Mitokondrial transmembran potansiyelin degismesi

— Kaspazlarin aktivasyonu

— Fosfatidilserinin hiicre membraninin i¢ yiiziinden dis yiize transloke olmasi

— DNaz’in aktivasyonu sonucu DNA’nin fragmentasyonu (internukleozomal DNA

fragmentasyonu)

— Yapisal proteinlerin yikilmasina bagh olarak apoptozise 06zgii morfolojik

degisikliklerin meydana gelmesi olarak bilinmektedir (Ulukaya, 2003).
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1.3.4. Apoptozis belirleme yontemleri

Hiicrelerin, nekrozise karst programli hiicre olimii gecirip ge¢irmedigini

saptayan bir¢ok ¢aligma vardir. Apoptozis ¢aligmalar1 ¢cok degisik boliimlere ayrilabilir:

1. Time progression: Zaman (erken apoptozis, ge¢ apoptozis)
2. Ekstrinsik yola karsin intrinsik yol

3. Boliimlere ayirma: Niikleus, sitozol, mitokondri, hiicre membrani

Apoptozisi belirlemede kullanilan spesifik test tipleri, yapilan ¢aligmaya 6zgiidiir
ve ¢alismada kullanilan hiicre ya da doku 6rnegine baglhidir. Apoptozis, ilki membranda
goriilen bir dizi morfolojik degisiklikle ortaya ¢ikar. Hiicreden hiicreye adhezyon azalir
ve diger sitozolik ya da mitokondrial proteinler -niiklear degisimler sonucu- yer
degistirirler. Bu siire¢ 1 ya da 3 saat siirer (Gavrieli et al., 1992: Huerta et al., 2006).
Apoptozisin son belirteci diizenli bir interniikleozomal DNA fragmentasyonudur.
Ciinkii programli hiicre 6liimiiniin biyokimyasal isareti sonucta DNA fragmentasyonuna
yol acan kaspaz kaskatin aktivasyonudur ki, bir hiicrenin apoptozis siirecine girip
girmediginin kanitlanmas1 icin hem kaspaz aktivasyonunun hem de DNA
fragmentasyonunun gosterilmesi gerekir. Ciinkii DNA fragmentasyonu olmadan da
kaspaz 3 aktivasyonu ve apoptozise Ozgiin morfolojik degisiklikler goézlenebilir
(Takemura et al., 2001: Huerta et al., 2006). Apoptozisi belirlemek i¢in ticari olarak
satilan bir¢ok kit vardir (Hoffman, 2006; Chemicon International, 2006: Huerta et al.,
2006).

Apoptozisi belirlemek i¢in kullanilan her metodun avantajlar1 ve dezavantajlar
vardir ve ¢oklu tamamlayici tekniklerle apoptozisi saptamak en iyisidir. Ornegin; DNA
fragmentasyon deneyleriyle morfolojik degisiklikleri mikroskobik inceleme apoptozisle
meydana gelen hiicre Oliimiinii belirlemek i¢in kullanilan birbirinden bagimsiz,
giivenilir iki tekniktir. Ancak programli hiicre 6liimii gegiren hiicreler i¢in morfolojik

inceleme hala en gilivenilir teknik olarak yerini korumaktadir (Huerta et al., 2006).
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Apoptozis goriintiilleme yontemleri;

1.3.4.1. Morfolojik degisiklikler

a) Elektron mikroskobu

Apoptozis  gecirmis  hiicrelerin, gecirdigi  morfolojik  degisikliklerin,
nekrozisdekinden farki ilk olarak elektron mikroskobunda gdzlenmistir. ikisi arasindaki
farki ayirt eden en iyi yontem aslinda elektron mikroskobuyla incelemedir. Apoptozisin
ilk ve son asamalarindaki spesifik morfolojik degisiklikler elektron mikroskobu ile
belirlenebilir. Elektron mikroskobu, apoptozis taramalarinda olduk¢a spesifik ve hassas
bir testtir ve TUNEL yontemiyle DNA fragmentasyonunun boyanmasini
degerlendirmede kullanilabilir. Bu yontemde; hiicreler fiske edilir, boyanir, dehidrate
edilir, gomiiliir ve ultramikrotom ile ince kesitlere ayrilir. Bundan sonra hiicre kesitleri

bakir gridlere (1zgara) toplanir, boyanir ve goriintiilenir (Huerta et al., 2006).

Elektron mikroskobu pahali ekipmanlar ve 06zel egitim gerektirdigi igin
apoptozisi goriintiillemede ¢ok yaygin olarak kullanilan bir teknik degildir (White and
Cinti, 2004: Huerta et al., 2006). Ciinkii biiyiik 6rnek alanlarin1 goriintiilemek oldukga

zordur ve zaman alir (Huerta et al., 2006).

b) Isik ve Fluoresan Mikroskobu

Isik mikroskobu, hemotoksilen ve eosinle boyanmis hiicrelerdeki apoptotik
badileri (cisimleri) ve niiklear kondensasyanlari belirler. Isik mikroskobunun apoptotik
hiicreleri saptama yetenegi dusiiktiir. Ancak, propidyum iyodiirle boyanmis apoptotik
hiicrelerin  ¢ekirdekleri, nekrotik hiicrelerden ayirt edilebilir. Yine de 1s1k
mikroskobunun duyarliligi, fluoresan kullanilarak artirilabilir. Hoechst 33258 gibi

niikleer fluoresan boyalar niiklear degisiklikleri incelemede kullanilabilir.  Bu
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mikroskobik teknikler sadece apoptozisin son safhasindaki olaylari belirlemek igin
kullanilir ve bu tekniklerin kullanimi bir¢ok Ornegin gosterilmesinde yetersiz
kalmaktadir. Isik mikroskobu, fluoresan mikroskobu ve elektron mikroskobunun da
aralarinda bulundugu biitiin bu mikroskobik teknikler in vitro apoptozis ¢alismalarinda
kullanilabilir. Boylece apoptozise karakteristik olan apoptotik badileri mikroskobik

olarak saptamak miimkiin olur (Huerta et al., 2006).

1.3.4.1. DNA fragmentasyonu

a) TUNEL

TUNEL yo6ntemi 1992°de Gauneli ve arkadaslar tarafindan ortaya konulmustur.
TUNEL yontemi bu tarihten sonra apoptozis calismalarinda kullanilan in situ
deneylerde hizla yayginlagmaya baslamistir. TUNEL, fragmente olmus DNA’nin 3’-
OH ucuna baglanan spesifik terminal deoksiniikleotitidil transferaz (TDT)’ye dayal1 bir
yontemdir. Histolojik kesitlerde proteolitik uygulamayi takiben DNA kiriklarinin
oldugu bolgelerdeki TDT’ye X-dUTP ilave edilir. Avidin-peroksidazla giiclendirilmis
niikleotid u¢ kisimlart isaretlenir ve isaretlenmis hiicreler 151k ya da fluoresan
mikroskobuyla, flow sitometri ya da immunohistokimyasal yontemle incelenir (Gavrieli
et al., 1992). Bu ydntem bazi yonlerden dezavantajlara sahiptir. Birincisi fiksasyon ve
dokuya muamele TUNEL deneylerinin sonuglarinda onemli degisikliklere neden
olabilir (Charriaut-Marlangue and Ben, 1995; Lucassen et al., 1995). Ikincisi formalinle
fiksasyon yapildiktan sonra parafine gomiilen kesitler eger fiksasyon uzadiysa hatali
apoptozis oranlar1 ortaya ¢ikarabilir (Davison et al., 1995). Buna ek olarak, apoptozis
stirecindeki belirli bir zaman aralifindaki apoptozis Olc¢iimleri, o dokudaki dogru
programlit hiicre 6liim oranini gostermede hatali olabilir. Son olarak TUNEL yo6ntemi
apoptozise spesifik degildir. Herhangi bir yolla 6lmiis hiicreye ait DNA
par¢alanmalarini da belirler (Grasl-Kraupp et al., 1995). Bu teknikle isaretlenmis
hiicreler nekrotik hiicreler de olabilir. Tim bu dezavantajlara ragmen TUNEL

deneylerinin avantajli oldugu noktalar da bulunmaktadir. Bunlardan birincisi; apoptotik
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gostergelerde sonug olarak sayilan hiicrelerle pozitif ¢ekirdek oranlarini belirleyerek
apoptozisi Ol¢menin miimkiin olmasidir. Dahast TUNEL deneylerinde; kiiltiirde
blyiitiilmiis hiicreler, lam iizerine fiske edilmis hiicreler, donmus doku kesitleri ve
formalinde fiske edilmis-parafine gdmiilmiis doku kesitleri kullanilabilir. Sonugta tiim
bu 6zellikler géz Oniine alindiginda TUNEL deneyleri in vivo ve in situ ¢alismalarda
apoptozisi belirleyen yontemler arasinda kabul edilebilir ve diger methodlarla
tamamlanarak sonuglar dogrulandiginda apoptozis i¢in giivenilir bir testtir (Huerta et

al., 2006).

b) ISEL (ug -isaretleme teknigi)

In-situ ug isaretleme teknigi, Wijsman ve arkadaslar1 (1993) tarafindan TUNEL
deneyi lizerinde bir degisiklik yapilarak ortaya koyulmustur. TdT’nin yerine ISEL, 3’-
OH ucundan isaretlenmis DNA centigi icin DNA polimeraz 1’i kullanilir. Olgiim
oldukca gercege yakindir. Isel’in hassasiyeti TUNEL’ e gore daha disiiktir ve

uygulama daha uzun siirer (Huerta et al., 2006).

¢) FIGE (ters alan jel elektroforezi)

300 ve/veya 50 bp’lik DNA pargalarinin kromatin loplar1 olarak sekillenmesinin
sonucu olarak meydana gelen DNA fragmentasyonunun gozlemlenmesine dayanir. Bu
olay (180-200 bp’lik parcalarin) interniikleozomal fragmentasyonun olusmasindan 6nce

meydana gelir (Oberhammer et al., 1993).
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d) Flow sitometri ve ELISA

DNA fragmentasyonunun flow sitometri ile belirlenmesi, deneyle
interniikleozomal kiriklar1 belirleyebilen monoklonal antibadi B-F6 kullanilmasina
dayanir (Zunino et al.,, 1996). Aym prensiple, enzim bagli immunosorbent kitleri
kullanilarak DNA fragmentasyonlariyla iligkili histonlar belirlenebilir. Bu deney
kismen ¢ogalamayan (hiicre kiiltiiriinde tiretilemeyen) hiicreler i¢in kullanighdir (Huerta

et al., 20006).

ELISA testleri; yetiskin hiicrelerle, kiiltiir hiicreleriyle, hiicre kiiltiirii
sispansiyonlariyla, serumla, plazmayla ve ex vivo olarak elde edilmis lysates hiicreleri

ile kullanilabilir (Dimmeler et al., 1997).

e¢) DNA merdivenlesmesi

Endoliikleazlar tarafindan meydana getirilen 180-200 araliginda oldugu tahmin
edilen baz ciftlerini igeren, interniikleozomal fragmentasyonu apoptozisin biyokimyasal
isaretidir. Standart DNA ekstraksiyon tekniklerinde homojen dokulardan elde edilen
niikleik asitler kullanilir. Daha sonra DNA’ya, isaretlenmis karakteristik DNA
orneklerinin belirlendigi agaroz jel elektroforezi uygulanir. Bu deneylerde
kullanilabilecek, ticari olarak satilan DNA fragmentasyon Kkitleri bulunmaktadir
(Hoffman, 2006). Bu teknigin dezavantaji; ¢cok miktarda iiretilmis isaretli DNA
orneklerine ihtiya¢ duyulmasidir. Bundan dolay1 ¢ok sayida apoptozis gecirmis hiicreye
ihtiyag duyulur. DNA merdivenlesmesi, bir hiicre popiilasyonundaki apoptozisi
gosterir. Tek bir hiicredeki apoptozis derecesini belirlemez. Bu nedenle bu teknik
kantitatif degildir. DNA merdivenlesmesi ¢ok zahmetli ve zaman alict bir tekniktir

(Huerta et al., 2006).
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f) DNA fragmentasyon ol¢iimii

Apoptotik olmayan hiicrelerin DNA’sinin yiiksek molekiiler agirlikli olmasina
karsin, DNA fragmentasyonu geciren apoptotik hiicreler yiiksek oranda disiik
molekiiler agirlikli DNA (LMW) igerirler. Diisiik molekiiler agirlikli DNA (LMW),
yiiksek molekiiler agirlikli DNA’ dan (HMW) filtrasyon ve santrifiijleme ile ayrilabilir.
Bu teknikte, replike olan hiicreler, apoptozis uyarilmadan 6nce 5-bromo 2 deoksiiiridin
(BrdU) gibi bir niikleotid analogu ile isaretlenir. Isaretlenmis LMW DNA ve HMW
DNA’larinin miktarlar1 dlgiiliir. Bu teknikle apoptozis yalnizca in vitroda, replike

olmus hiicrelerde Ol¢tilebilir (Huerta et al., 2006).

g) APO ssDNA

Bu yeni teknik; apoptotik hiicrelerin sicaklikla denatiire edilmesi sonucu elde
edilen DNA’nin tek ipliginin kullanilmasi bakimindan avantajlidir. APO ssDNA
deneyinde, DNA hasarina spesifik antibadiler kullanilir. Bu antibadileri kullanmak
oldukca kolaydir, ¢abukluk saglar, kalitatif ve kantitatif sonuclar verir ve flow
sitometriyle, 96’lik plaka okuyuculariyla ya da fluoresan mikroskopla incelenebilir. Bu

kitler ticari olarak satilmaktadir (Huerta et al., 2006).

1.3.4.2. DNA bovama vontemleri

a) Dye exclusion

Olii hiicrelerin, hiicre zar1 boyalara gegirgendir ve bu nedenle bu hiicreler
boyanabilirler. Aksine; saglam hiicrelerin plazma zar1 boyalara gecirgen olmadigindan

canli hiicreler boyanamazlar. Tripan mavisi canli hiicreleri ayirt etmekte kullanilir ve
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O0lmiis hiicreler 151k mikroskobunda mavi boyanarak, boyanmamis olan canli

hiicrelerden ayirt edilirler (Huerta et al., 2006).

b) DNA’ya baglanan boyalar

Fluoresan bir boya olan propidyum iyodiir (PI), DNA binding iizerine 1s1ma
yapar. Yalnizca canli olmayan hiicreleri boyar. Boyanmis ve boyanmamis hiicreler
flow sitometri ile sayilir. Apoptozis ve DNA fragmentasyonu sirasinda, hiicrelerdeki
boyanmis DNA sayisinin azalmasiyla iligkilidir (¢linkii bu boyamada da 6l hiicreler
boyanir.). Apoptozis siirecinde G; fazindaki hiicrelerin miktar1 dogal olarak azalir.
Flow sitometri ile PI boyamada G; ve G, fazlarinin igerdigi DNA miktarlarinin ayirt
edilememesi bir dezavantajdir. G, fazindaki DNA azalmasi1 yanlislikla apoptozis
geciren hiicreler olarak sunulabilir. Bu nedenle bu test apoptozis i¢in pek spesifik
degildir. Baska bir yontemle de apoptozis tespit edildiginde, flow sitometri ve PI
boyama ile farkli ilaglar1 ve ila¢ konsantrasyonlarinin apoptozis iizerine etkisini
arastirmak icin etkili bir teknik olmaktadir. Hoechest 33342, 4’6-diamidino—2
fenilindol (DAPI) ve YOPRO-1 canli hiicrelerdeki DNA incelenmesi i¢in birlestirilirse
oldukca yiiksek fluoresan elde edilir. Bu DNA markirlar1 fluoresan mikroskobi ile
kromatin kondensasyonunun kolaylikla goriilmesini saglar ve apoptozisdeki morfolojik

degisiklikleri saptamay1 kolaylastirir (Huerta et al., 2006).

¢) AnnexinV

Anneksin V deneyleri apoptozisin uyarilmasi sirasindaki gozleme dayanir.
Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde fosfatidilserin (PS)
bulunmaktadir. Eger hiicre apoptozise giderse normalde i¢ yilizde yerlesmis olan PS
molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine transloke olurlar. Dis yiize transloke olan PS’ler,

floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir hale
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getirilirler. Boylece apoptotik hiicreler saptanmis olur. Apoptozisin bu ilk olayi
apoptotik hiicreler gibi hiicrenin proteolitik enzimlerinin salinimi olmadan elemine

edilebilen fagositik hiicreler olarak tanimlanmasina neden olur (Fadok et al., 1992).

Anneksin V, a-35 kDa Ca-fosfatidilserine yiiksek afiniteyle binding
proteinlere baglanir (Martin et al., 1995). Anneksin V, florakromla birleserek fluoresan
mikroskopta incelemeyi saglar. Ayrica Anneksin V ile kullanilabilen boyalar 151k ve
elektron mikroskobunda goriintiilleme imkéani saglayabilen Ozelliktedir. Bdylece bu

calisma hem in vivoda hem de in vitroda kullanilabilir (Huerta et al., 2006).

Anneksin V deneylerinin avantaji; isaretlenmis hiicrelerde flow sitometri ile
apoptozisin ~ her  asamasinin  Olciilmesini  saglayan  biyotinlated-anneksin
kullanilabilmesidir. ~Anneksin V ile baglanmis fluoresan boyalar ger¢ek zamanl

goriintiilemede kullanilabilir (Huerta et al., 2006).

Anneksin V’nin 6nemli bir dezavantaji ise, apoptotik hiicrelerden ¢ok nekrotik
hiicreleri isaretleyebilmesi, bu nedenle daha az spesifik olmasidir. Fakat bu durum, ikisi
arasindaki farklilig1 ayirt edebilen bir DNA binding boyas: ile birlesebilen Anneksin V
kullanilarak flow sitometri ile telafi edilebilir (Huerta et al., 2006).

1.3.4.4. Antibadies against target of executioner caspases (Oldiiriicii kaspaz

hedeflerine karsi kullanmilan antibadiler)

a) PARP

Oldiiriicii kaspaz 3 ve 7’nin aktivasyonu, DNA tamir mekanizmasi proteinlerinin
inaktivasyonu ve parcalanmasi ile sonuglanir. Bu proteinler DNA bagimsiz protein

kinazlar1 ve poly (ADP riboz) polimerazlari (PARP) igerir.
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PARP, spesifik DNA kiriklarina baglanan 113-kDa’luk bir proteindir. PARP’1n
enzimatik pargalanmasiyla 89 kDa—-24 kDa’luk fragmentler meydana gelir. PARP’in
parcalanmis sekli olan 89 kDa’luk monoklonal antibadiler ticari olarak mevcuttur.

Monoklonal antibadi, flow sitometri ile oldugu kadar immunohistokimyasal ve western

analizlerde kullanilabilir (Huerta et al., 2006).

b) MP30

MP30 ticari olarak mevcut olan (Hoffman, 2006; Chemicon International, 2006),
Ozellikle oldiiriici kaspazlar1 hedef alan diger bir molekiil olan sitokeratin 18’e
baglanan monoklonal antibadidir. Bu antibadi tek hiicrelerde ve doku kesitlerinde
immunohistokimya ile apoptozisin belirlenmesinde kullanislt bir yontemdir. Ek olarak
fluoresanla kombine edildiginde, MP30 flow sitometri ve fluoresan mikroskopla

kullanilabilir (Huerta et al., 2006).

¢) Flow sitometri

Flow sitometri giiniimiizde yaygin bir sekilde apoptozisdeki ilk degisiklikleri
belirlemekte kullanilmaktadir.  Apoptozisdeki hiicre dongii analizi, hiicre siklusu
boyunca DNA igerigi Olciilerek PI boyamayla yapilabilir. Bir¢ok antibadi FITC
(fluoresan bir madde) ile isaretlenebilir ve flow sitometri ile birlestirilerek kullanilabilir.

Bu aktif kaspazlari, Anneksin V’ yi, TRAIL’ i v.b. igerir (Huerta et al., 2006).



25

1.3.4. Spesifik apoptoz mediatorlar:

1.3.5.1. Plazma membrani

a) Fas, FasL, TRAIL-R (DR4, DRS), TNF-q,

Fas, 45-52 kDa’luk, hiicrede yaygin olarak ifade edilen, transmembran
proteinlerine 6zel olarak baglanabilen bir transmembran proteinidir.  Apoptozis
mediator FAS, kendine has ligant1 olan FasL reseptoriine baglanarak apoptozisi uyarir.

Bu da bir metaloproteazin hareketiyle meydana gelir (Walczak and Krammer, 2000).

TRAIL ise, apoptozise kendi ligant1 olan TRAIL-L ile baglanarak aracilik eden
diger bir TNF iliskili proteindir. Fas/TRAIL sirasiyla monoklonal agonistik antibadiler
CH-11 ve ¢oziinebilir rekombinant TRAIL/AP 2L (rTRAIL) kullanilarak apoptozisi

uyarir.

Benzer sekilde TNF-o’min rekombinant formu da apoptozis aracist TNF’yi
uyarmada kullanilabilir. Membran baglh reseptorler Fas, TRAIL ve TNF’ye karsi
monoklonal antibadiler ticari olarak satilmaktadirlar ve immunohistokimya ya da FITC
ile birlestirilerek kullanilabilir. Immunohistokimya hiicre membraninda bulunan bu

antibadileri belirlemek i¢in 6zel laboratuar teknikleri kullanabilir (Huerta et al., 2006).

b) Fosfatidilserin

Fosfatidilserin (PS), apoptotik hiicreler gibi fagositik hiicreler olarak tanimlanan
plazma membraninin i¢inden disina ¢ikan apoptozisin ilk gostergesidir. Anneksin V
yiiksek afiniteli PS baglanir ve flow sitometri ve fluoresan mikroskobu ile apoptotik

hiicreleri belirlemek i¢in florokromla birlestirilerek kullanilabilir (Martin et al., 1995).
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¢) Seramid

Seramid, sfingomiyelin katalitik hidroliziyle iiretilir. Seramid, hiicre oliimii
sirasindaki DNA fragmentasyonunu yonlendiren fosfoprotein fosfataz, serin ve treonin
(Jarvis, 1994) protein kinazlarini aktive eden bir hiicre i¢i ikinci habercidir (Dobrowsky,
1992; Mathias, 1991). Bu cevap, kismen plazma membranindaki sfingomiyelinle TNF-
o’nin eslesmesine aracilik eder. Seramid ayni zamanda niikleer faktér kappa B

(NFgB)’nin aktivitesini artirir.

Sfingomiyalinaz-fre fosfolipaz (Bacillus cerus) ve 1,2 Diagilgliserol ticari olarak

mevcuttur (Huerta et al., 2006).

1.3.5.2. Mitokondri

a) Mitokondrial potansiyel

Mitokondrial fonksiyon bozuklugu apoptozisin erken safhalarinda meydana
gelirken beraberinde membran potansiyelinde bir azalis1 da beraberinde getirmektedir.
Mitokondrial potansiyel degisikligi; flow sitometri ile kullanilabilen ve membran
potansiyeline hassas fluoresan boyalar olan katyonik lipofilik boya CNTRRos ve diger
florokromlara incelenebilir (Macho et al., 1996).

b) Sitokrom C

Sitokrom C oksidatif solunum zincirinde ve apoptozomun sekillenmesi sirasinda
kaspaz 9 aktivasyonuyla kaspaz 3 pargalanmasi dongiisiinde gorev alan, suda
¢oziinebilir bir proteindir. Sitokrom C hiicre niikleusunda transkribe olur, sitozolde

translate olur ve sonra mitokondrial alana, koruyucu proteinler tarafindan tasinir. Bu
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proteinin {iriinii 13 kDa boyutundadir ve onu belirleme ¢alismalarinda kullanilabilecek

monoklonal antibadiler ticari olarak satilmaktadir (Huerta et al., 2006).

¢) SMAC/DIABLO

[APs aktivitesini notralize ederek apoptozisi tesvik eden SMAC/DIABLO
mitokondrial bir proteindir. SMAC/DIABLO ’nun apoptozisi uyarmasi lizerine, IAP’nin
domaini BIR’a baglandig1 yer olan mitokondrial membranlar arasina gizlenir. Bdylece

kaspaz 3, 7 ve 9’un aktivitesini engellemek icin IAP’nin Ozelligini bloke eder

(Verhagen et al., 2002).

Sitokrom C gibi SMAC/DIABLO da sitozolde translate edilir ve sitokrom C gibi
mitokondrial membranlar arasindan igeri aktarilir. Bcl-2 tarafindan bloke edilir.
SMAC/DIABLO biitiin memeli IAPs’leri ile etkilesebilir. Immunohistokimyada
kullanilmast i¢in 21-kDa proteinlere uygun monoklonal antibadiler ticari olarak

satilmaktadir.

Western blot analizlerde SMAC/DIABLO tanimlanmadan once izolasyon ve
mitokondrial preparasyon gerektirebilir (Huerta et al., 2006).

d) Seramid

Seramid de apoptozisde mitokondrial diizeyde ¢ok Onemli bir rol oynar.
Mitokondrial permeabilite, seramid kanallarinin olusumuyla artar. Boylece sitokrom C
ve diger proapoptotik proteinlerin mitokondrial membranlar arasindan salinimina izin
vererek apoptozise yol acar. Mitokondrinin igerdigi enzimler seramid sentezinden ve
hidrolizinden sorumludur. Burada mitokondrideki seramid seviyesini diizenleyen bir

mekanizma bulunur. Ek olarak, mitokondrial seramid seviyesi, apoptozisin seviyesinin
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yiikseldigini gosterir (Siskind, 2005). Apoptozisin uyarilmasi sirasinda, seramidin
hiicresel seviyesiyle birlikte mitokondrial permeabilitenin 6lgiimiiniin mitokondrial

seramidin roliiyle iliskili caligmalara kolaylik saglamaktadir (Huerta et al., 2006).

e) Bcl-2 ve ailesi

B hiicre lenfomas1 ailesi proteinleri, Bcl-2 homoloji domainine dayali, bir
diizineden fazla iiye iceren, 3 tipik fonksiyonel grup olarak karakterize edilmistir
(Adams and Cory, 1998). Uyelerin tamamlanmis formlarinm ¢ogu dért BH domaini
icerir (BH1-BH4) (Adams and Cory, 1998; Antonsson and Martinou, 2000). Buna ek
olarak mitokondri dis membran1 ya da endoplazmik retikulumdan birine bagli olan
transmembran domaini de igerirler. Bu proteinler antiapoptotik 6zelliklere sahiptir ve
Bcl-2, Bel-xL ve Bel-M’yi igerir. Bu ailenin en gii¢lii anti apoptotik iiyesi Bel-xL dir.
Ikinci grup Bcl-2 proteinleri BH4 domaini igermezler. Bu proteinler ise proapoptotik
ozelliklere sahiptir ve BAX ve Bak igerirler. BH3 sadece proapoptotik Bid ve Bik

domain proteinlerinden ibarettir (Huerta et al., 2006).

Pro ve anti apoptotik mitokondrial Bcl-2 iiyelerinin stimulasyonu mitokondrial
membran permeabilitesine bagli olarak sitokrom C’nin salinimi ve apoptozu uyarmasi

sonucu apoptozomun sekillenmesiyle belirlenir (Huerta et al., 2006).

Bcl-2 ailesinin biitlin {iyeleri standart laboratuar teknikleriyle ve western-blot
analizleri ve/veya immunohistokimya yontemleriyle, ticari olarak mevcut olan

monoklonal antibadilerle ¢aligilabilir (Huerta et al., 2006).



29

f) Apoptizis indiikleyici faktor (AIF)

Gittikge artan giivenilir kanitlar gostermektedir ki; apoptozis, kaspaz aracilari
olmayan bir yolla da meydana gelmektedir. DNA fragmentasyonuna neden olan
proteazlar, AIF, endoniikleaz G, kalpainler ve kathepsinleri iceren bazi aracilar da
tanimlanmistir (Broker et al., 2005). AIF, bir DNAaz olan siklopilin A ile etkilestigi
mitokondrial membranlar arasindan sitozole salinir. Niikleus translokasyonu oldugunda

DNA fragmentasyonu baglatilir (Urbano et al., 2005).

AlF’ye karst monoklonal antibadiler ticari olarak satilmaktadir ve bunlar

western-blot analizleriyle immiinohistokimyada kullanilabilirler (Huerta et al., 2006).

1.3.5.3. Sitozol

a) Kaspazlar

Tipik apoptozis oldiiriiciileri (executioner); spesifik proteazlar, sistin aspartat
olarak adlandirilan proteolitik enzimlerdir (kaspaz). Kaspazlar; uzun bir N-terminalle
karakterize edilen baslatic1 kaspazlar1 (8—10) ve kisa bir N-terminalle karakterize edilen
oldiirticii  kaspazlart (3—6-7) icerir.  Kaspazlar apoptozis icin esansiyal efektor
molekiiller oldugu i¢in parcalanmis kaspazlarla yapilan c¢aligmalarda apoptozisin ilk
safhalarmin ortaya ¢ikarilmasina yardimei olur. Immiinohistokimya, immiinositokimya,
ELISA ve baz1 flow sitometri ¢aligmalari i¢in bile kaspazlara karsi monoklonal

antibadiler bulunmaktadir (Huerta et al., 2006).

Kaspazlarin aktivasyonu i¢in ¢ok agiklayici ¢alismalar western-blot analizleriyle
ya da immunohistokimyayla oldugu kadar flow sitometriyle; kaspazlarin PARP gibi
hedef molekiillerinin proteolitik par¢alanmasinin incelenmesini igeren caligmalardir

(Huerta et al., 2006).
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Anti-PARP monoklonal antibadiler ticari olarak mevcuttur. Oldiiriicii
kaspazlarin diger bir hedef molekiilii sitokeratin 18dir (CK—18). Ticari olarak satilan
antibadi M—-30, CK-18’in yerlestigi bolgede bir kaspaz parcalanmasini tanir. Bu
antibadi, tek hiicrelerdeki ve immiinohistokimyadaki doku kesitlerindeki apoptozisin
belirlenmesinde kullanighdir. Ek olarak fluoresansla kombine edilip, flow sitometriyle

birlestirilerek kullanilabilir (Huerta et al., 2006).

b) Apoptozom

Apoptozis proteaz aktivasyon faktér—1 (Apaf-1), sitokrom C (Apaf-2) ile
kaspaz 9’1a (Apaf-3) ve ATP ile etkilestiginde apoptozom olusumuna yol agar. Kaspaz
9’un bu aktivasyonu, kaspaz 3’lin par¢alanmasi ve apoptozisin uyarilmasiyla sonuglanir.
Apaf-1 130 kDa’luk bir proteindir ve bir monoklonal antibadisi ticari olarak

bulunmaktadir (Huerta et al., 2006).

¢) Apoptozis Inhibitorleri

Apoptozis inhibitorleri ailesi proteinleri, NFxB’nin kontrolii altindadir.
[IAPg’nin hareket mekanizmasi aktif kaspaz 3—7 ve 9’un direk inhibisyonu yoluyla
calisir. 7 memeli [APg i tanimlanmistir ve her biri digerinden onlarin BIR ve RING-Zn
domainleriyle ayirt edilir. IAP’nin varligi bircok tiimdrde Onemli bir apoptozis
inhibitorii olarak goriilmektedir. Bugilin IAP’nin varlig1 neredeyse biitiin transforme
hiicrelerde ve kanser testlerinde gosterilmistir (Verhagen and Vaux, 2002; LaCasse et
al.,, 1998). Biitiin IAP ailesinin tiiyelerine karsi, western-blot analizlerinde ve
immiinohistokimyada kullanilabilecek monoklonal antibadiler ticari olarak mevcuttur

(Huerta et al., 2006).
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d) Is1 Sok Proteinleri

Oliim reseptorleri ve mitokondrial yol, proapoptotik ve anti apoptotik dzelliklere
sahip 1s1 sok proteinleri ile etkilidir (Jaattela, 1999). Anti apoptotik 1s1 sok proteinleri,
sitokrom C salinimini inhibe eden, Hsp27 veApaf-1’e baglanarak apoptozomu inhibe
eden Hsp70 ve Hsp90’1 igerir. Proapoptotik Hsp60 ve Hsp90 direk olarak kaspaz 3’i
stimiile eder (Zhivotovsky and Orrenius, 2003). Hsps’ye spesifik antibadiler ticari
olarak mevcuttur (Huerta et al., 2006).

e) NFB

Niiklear faktor kappa B, tipik olarak sitoplazmada —inaktif formu IxB’ye bagl
olarak- bulunan bir transkripsiyon faktoriidiir. IxB’nin fosforilasyonu, onun kendi
enzimatik bozunmasina yol agar. Bagimsiz IxkB ve NFxB; NFxB’yi aktif duruma
getirir. NFgB; bagimsiz olarak calisabilir ya da 6ldiiriicii kaspazlarin inhibisyonunun
devam ettigi yer olan niikleusta bir ¢iftmis gibi davranarak transloke olabilir (Huerta et

al., 2006).

NFkgB, Bcl-xL’'nin transkripsiyonel diizenlenmesine katilir (Sevilla and
Zaldumbide, 2001). NFxB inhibisyonu, apoptozis aracist TRAIL olan hiicrelerde
hassaslagirken, hem mitokondrial hem de 6liim reseptdrleri yolunda NFxB araciligiyla
inhibisyon etkilidir. ~ NFgB tespiti icin spesifik antibadiler mevcuttur. Hiicrede
NFkB’nin yerini belirlemek énemlidir. Eger NFxB proteini niikleusta tespit edilirse, bu
NFkB’nin aktif oldugunu gosterir. Bu nedenle apoptozisde NFxB’nin spesifik roliinii
belirlemede immiinohistokimya analizleri, western-blot analizlerinden daha istiindiir

(Huerta et al., 2006).
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Bunlara alternatif olarak NFxB’nin fonksiyonu EMSA (Elektroforetik mobil
degisim deneyi) ile belirlenebilir. EMSA, DNA ile etkilesen proteinleri belirlemede
kullanigh bir aragtir (Hongo et al., 2003; Vega et al., 2005).

Bay 11-1075, Bay 11-7085 ve Bay 11-7082 gibi birka¢ NFxB inhibitori ticari
olarak satilmaktadir. SN50 niikleustaki aktif NFxB kompleksinin translokasyonunu
inhibe eder (Huerta et al., 2006).

f) Protozom

Proteozom, apoptozis siirecinde inhibisyon ve stimiilasyon ozelliklerine sahip
26S’lik bir proteazdir. Isaretli ubiquitinin proteolitik yikimiyla proteozom, sitozoldeki
Omi/HtrA2 ve SMAC/DIABLO seviyesini (diisiik tutarak) korur. Diger bir apoptozis
uyaricist olan SMC/DIABLO ve Omi/HtrA2’nin bir araya gelmesine 6n ayak olan
proteozomun 16S’lik aktif birimin yikimi apoptozisin uyarilmasina yol agar
(MacFarlane et al., 2002; Zhang et al., 2004). Proteozom, belirli bir sistemdeki
apoptozis siirecindeki roliinii belirleyebilmek icin velkat (bortezomib) tarafindan etkin

bir sekilde inhibe edilebilir (Huerta et al., 2006).

Proteozomun izolasyon ve saflastirma mekanizmasi tespit edilmistir (Hideshima

etal., 2001).

Kaspaz aktivitesinin ardindan proteozomun ¢esitli fragmentasyonlarin

saptayabilen bircok monoklonal antibadi mevcuttur (Huerta et al., 2006).
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g) Mikroarray analizleri

Gen ekspresyon analizlerinin genis skalada belirlenmesiyle, birgok apoptotik gen
caligilabilir hale gelmistir. Mikroarray analizleri, tek bir deneyle ayni anda binlerce
geni calismak icin etkili bir tekniktir. Gen ¢ip oligoniikleotid dizisinde belirlenmis bir
gen; tek sira dedektorleri olarak i goren 15-20 farkli 25 mer-oligoniikleotidle
gosterilebilir. Buna ek olarak bu dizilerde kontrol elementi yanlis eslesmis bir dizi
olarak kullanilabilir (MM). Bunlar, temel bir pozisyondaki yanlis eslesmis temel bir
homomerik i¢in referans dizi olarak dizayn edilmis problardir (Huerta et al., 2006).

Var olan yanlis eslesmis oligoniikleotid, capraz hibridizasyona, bolgesel
backgrounda deger bicilmesine ve isaretli miikkemmel islesmenin (PM) ¢ikarilmasina

olanak tanir (Huerta et al., 2006).

Gen ¢ip ekspresyon deneylerinde okaryotik mRNA hazir oligo dT ¢cDNA’y1
biotinylated cRNA’ya doniistiiriir (Lockhart et al., 1996).

Her ornek ayr1 bir dizi ile hibritlenir. Hibridizasyon karigimina
konsantrasyonlar1 bilinen referans cRNA wuglar1 eklenerek transkript seviyeleri

hesaplanir (Huerta et al., 2006).

Iki ornek arasindaki farkli mRNA seviyeleri, aym dizi tiplerinden ayrilmis
orneklerden iiretilen herhangi iki hibridizasyon 6rneginin karsilastirilmasiyla belirlenir.
Bu, standart laboratuar teknikleriyle dokudan ya da hiicrelerden elde edilebilen RNA
ekstraksiyonu gerektirir (Huerta et al., 2006).

Mikroarray analizleri spesifik malignanslaron apoptotik genlerini belirleme de

kullanilmaktadir (Huerta et al., 2006).
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h) RNA interferens ¢calismalari

RNA interferens calismalar1 apoptozis siirecindeki spesifik genlerin roliinii
belirleme g¢aligmalarini miimkiin kilar. RNA interferens dyle bir tekniktir ki; onun
sayesinde protein sentezi kromatinin yeniden sekillenmesi sirasinda mRNA’y1
susturarak korunur. RNAazIII dsRNA kisa interfering RNAg olarak bilinen 21-28 baz
cifti uzunlugunda kisa niikleotid dupleksleri keserek niikleustan ¢ikarlar. Genler,
siRNA molekiilleri endoniikleik silencer argonaute-2 iceren RNA uyarict silencing
kompleksi bir multiproteinle etkilestiginde susturulur. Bu siire¢ ¢ok spesifiktir ve
sadece kiigiik bir (7 bitisik tamamlayici baz ¢ifti) homolog dizi (mRNA’nin hedefi olan)
gerektirir (Jackson and Linsley, 2004; Pai et al., 2005).

Bu teknik; FLIP (Abedini et al., 2004), Bcl-2 (Holle et al., 2004; Zangemeister-
Wittke, 2003), Bcl-X1 (Zangemeister-Wittke, 2003; Zhu et al., 2005), survivin (Caldas
et al., 2005; Uchida et al., 2004) ve XIAP (Lima et al., 2004; Hatano et al., 2004) gibi
bircok apoptotik proteini ¢aligmak i¢in kullanilabilir. siRNA Kkitleri ticari olarak
mevcuttur. Bu spesifik kit, susturulmus bagimsiz RNA tipini kullanabilir. siRNA ile
microrray kombinasyonu, kolon kanserindeki 6nemli genleri aydinlatmada

kullanilmaktadir (Huerta et al., 2006).

1.3.6. Apoptozisin uyarilmasi

1. In vitroda hizli biiyliyen hiicrelerde, aglik cektirilen hiicreler serumsuz
ortamda biiyiitiilerek etkili bir sekilde apoptozise sevk edilebilir.

2. TGF-B1 apoptozisi uyarmada kullanilabilir. Hiicre tipine (Cell line’a)
bagli olarak dozu 10 ve 100 ng/ml arasinda degisir.

3. Kemoterapotik ajanlar mitokondrial yolu etkiler. Dozajlar hiicre tipine

(cell line’a) bagli olmakla birlikte 5-50 pg/ml arasinda degisir
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i.  Cisplatinyum
ii.  Adriamicin

iii.  Etoposid (Huerta et al., 2006).

e Oliim Reseptorleri Yolu

1. TNFa (40mg/ml) 6liim reseptorleri yolunu uyarir.

2. FasL CH-11, Fas reseptorii icin spesifik bir monoklonal antibadi,
FasL’nin etkisini taklit ederek apoptozisi Oliim reseptorleri yoluyla
uyrmakta kullanilabilir.

3. rTRAIL, dozajlari hiicre tipine (cell line’a) baghdir. Fakat tipik oranlar
10 ile 50 ng/ml arasindadir (Huerta et al., 2006).

o Radyasyon Terapisi

Isinlama, IR (500 Cgy) bir 137 Cs cift kaynagiyla hiicreler 1sinlanarak etkili bir
sekilde kiiltiir hiicrelerinde apoptozis uyarilabilir (Huerta et al., 2006).

1.4. Calismada Kullamlan Hiicrelerin Ozellikleri

1.4.1. A549 hiicreleri

Akciger kanseri, yirminci yiizyilin baslarinda ender olmasina karsin glinimiizde

goriilme siklig1 artan, onemli bir saglik problemidir. Genel 6liim nedenleri arasinda

kalp hastaliklarindan sonra ikinci sirayr alan akciger kanseri, kanser oliimlerinin
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%28’ini olusturmaktadir (Bozkurt ve ark., 2004). Akciger kanserinin %801 ise kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanserleridir (Chang et al., 2004). A549 kanser hiicreleri tip 2
alveolar epitel 6zellikteki bir adenokarsinom insan akciger cell line’idir (Kreja et al.,
2002; Seidel 2002). A549 cell line’1 1972 yilinda D.J: Giant ve ekibi tarafindan 58
yasinda bir Caucasian erkekten alinan akciger tlimoriinden tretilmistir ve 1976 yilinda,
altmis sekizinci pasaji M:Lieber tarafindan American Type Culture Collection’da stok
edilmistir. Japanese Cancer Research Resource Cell Bank (JCRB) ve Riken Cell Bank
(RCB) ATCC’den hiicreyi almis ve stoklamis daha sonrada bir¢ok Japon arastirmaciya
dagitmistir.  A549 hiicreleri Institute of Fermentation Osaka (Japonya)’dan satin

alinmistir.

1.4.2. V79 379A (CHL ) hiicreleri

Chinese Hamster Akciger fibroblast benzeri hiicrelerdir. Bu hiicreler
sitotoksisite, toksisite ve mutajenite caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Melo et al., 2001; Corréa et al., 2005). Ayrica bu hiicre hattinin in vivo ortamda alinan
cevaplara benzerlik gosterdigi bilinmektedir. V79 379A hiicreleri Institute of

Fermentation Osaka (Japonya)’dan satin alinmistir.

Cin hamsterindan elde edilen, akciger fibroblast hiicreleri siirekli bir kiiltiirdiir.
(Souza-Brito et al., 1998; Rodriguez and Haun, 1999). Sitokrom P450 sistemine sahip
degillerdir, mutajenik etkinin degerlendirilmesinde ve sitotoksisite testlerinde yaygin
olarak kullanilmaktadirlar (Rodriguez and Haun, 1999; Katzer et al., 2002; Melo et al.,
2002). Melo ve arkadaslar1 (2002) hepatositlerdeki dehidrokrotinin sitotoksisitesinin,
mitokondrial suksinat dehidrogenazin biiyiik Olgiide inhibisyonuna neden oldugunu
gostermislerdir. Gergekten de; hepatositlerdeki sitotoksisiteyle, V79 fibroblastlarinin
sitokrom P450 sisteminin tirettigi metabolitlerle dehidrokrotoninin biyoaktivitesinden
kaynaklanan sitotoksisite karsilastirildiginda hepatositlerin, ana bilesiklerden daha

toksik oldugu goriilmektedir (Rodriguez and Haun, 1999; Melo et al., 2002).
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1.5. Cahsmada Kullanilan Test Maddeleri

1.5.1. Ila¢ hammaddesi olarak baz1 agir metal kompleksleri

Son zamanlarda bir¢cok laboratuvarin raporlar1 reaktif oksijen gruplarinin,
proteinlerin oksidatif modifikasyonuna neden oldugunu ve bdylece proteinlerin bazi
ekzojen ve endojen proteinazlarla proteolitik yikimina karsi son derece hassaslastigini
belirtmektedir (Davies and Chem, 1987: Shrivastava et al., 2002). Bu oksidatif
modifikasyonlarin neredeyse tamami ROS (reaktif oksijen tiirevleri) tarafindan
meydana getirilmektedir. ROS, metaller tarafindan katalizlenen oksidasyonlar olarak
tanimlanmaktadir ki bu islem in vitro ¢alismalarda demir ve bakir tuzlariyla meydana

getirilmektedir (Cabiscol et al., 2000; Routier et al., 1997: Shrivastava et al., 2002).

Bakir kompleksleri ve bakir iyonlariyla olusturulan bazi ligantlarin DNA
parcalanmasina neden oldugu saptanmistir (Marshall et al., 1981: Shrivastava et al.,

2002).

Giliniimilizde yapilmis bir¢ok ¢alismada, test maddesi olarak kullanilan Ni, Mn,
Cu, Fe, Zn, Pd, Pt gibi bir¢ok metalle olusturulmus komplekslerin kanser hiicreleri
tizerinde apoptotik etkiye ve hiicre proliferasyonu lizerinde toksik etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Kanser tedavisiyle ilgili yapilan arastirmalardaki bulgular géz oniine
alindiginda, apoptozis ve sitotoksisitenin kemoterapiyle yakindan iligkili olmasi bu
metal komplekslerinin kanser tedavisi i¢in oldukc¢a uygun ilag hammaddeleri oldugu

goriilmektedir (Shrivastava et al., 2002).

1.5.1.1. [CuL](NO3),

Bakir, biitiin aerobik organizmalarin biyokimyasinda temel bir rol oynayan

esansiyel bir gecis elementidir (Etcheverry et al., 2007). Bir¢ok kritik enzimatik yolda
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secilmig bir kofaktdr olarak bakir, dogal redoks tepkimelerinde bir seri elektron
transferini Ustlenir.  Bu enzimlerin fonksiyonu; hiicresel proliferasyon, demir
homeostasisi, pigment formasyonu, nerotransmit iiretimi, peptid biyogenezi, doku

biyosentezi ve antioksidant savunmasinda esansiyeldir (Etcheverry et al., 2007).

1.5.1.2. INiL](ClOg),

Nikelin bazi1 komplekslerinin antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bulunmustur

(Bottari et al., 2001).

Nikelin baz1 bilesiklerinin Walker 256 karsinoma testinde karsinostatik aktivite

gosterdigi bilinmektedir (Shrivastava et al., 2002).

1.6. Cahsmada Kullanilan Yontemler

1.6.1. Mitokondrial aktiviteye dayali MTT testi

Sitotoksisite calismalari bir¢ok bakimdan c¢ok Onemlidir. Bugiin; mikrowell
deneylerine dayanan ve farkli noktalari 6lgen bircok metod vardir. Bunlardan ¢ok

yaygin olan bir tanesi MTT deneyleridir (Holst and Oredsson, 2004).

MTT deneylerinde; 3-(4,5-dimetiliazol-2-yl)-2,5 difenil tetrozolyum bromid
(MTT), mikrowelldeki hiicrelere medyumlar birlikte eklenir. MTT yasayan hiicreler
tarafindan endostoz (kemiklesme) yoluyla reaksiyona girer ve hiicre icerisinde
mitokondrial nikotinamid adenin diniikleotid fosfat bagimsiz dehidrogenaz yoluyla
mavi formazan kristallerine indirgenir. Homojen popiilasyonlar kullanildiginda,
tiretilen formazan miktarinin direkt olarak hiicre sayisiyla orantili oldugu kabul edilir

(Berridge and Tan, 1993; Denziot and Lang, 1986; Fricker and Buckley, 1996; Husoy et
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al., 1993; Mosmann, 1983; Nocari et al., 1998; Plumb et al., 1989; Takahashi et al.,
2002; Yamaguchi et al., 2002). MTT iceren medyum uzaklastirildiktan sonra hiicredeki
formazan kristalleri dimetilsiilfoksit (DMSO) eklenerek c¢ozdiiriiliir ve absorbansi

gozlenir (Holst and Oredsson, 2004).

MTT deneyleri hiicre sayisinin bir 6l¢iimii olarak kabul edilir (Berridge and Tan,
1993; Denziot and Lang, 1986; Fricker and Buckley, 1996; Husoy et al., 1993;
Mosmann, 1983; Nocari et al., 1998; Plumb et al., 1989; Takahashi et al., 2002;
Yamaguchi et al., 2002). Her ne kadar bu kabul sabit bir hiicre sayisinin mitokondrial
aktivitesini gosterse de, bu aktiviteyi etkilemez. Ciinkii bu deney elektron transport

zinciriyle bir substratin indirgenmesine dayanir (Holst and Oredsson, 2004).

1.6.2. Fluoresan boyama ile morfolojik inceleme (DAPI Boyama)

DAPI boyama ayni anda canli ve Olii hiicreleri boyamak icin kullanilabilir

(Kemp and Brouwer, 2004).

DAPI (4’6-diamidino—2 fenilindol) membrandan gegebilen ve hiicrelerin
membranlar1 arasina girerek DNA’ya baglanabilen mavi bir fluoresan proteinidir.
DNA’ya baglandiginda, DAPI’nin fluoresanst 20 kat artar ve biitliin hiicrelerin
cekirdekleri boyanir ve boylece DNA incelenmesi kolaylasir. Bu deney, tekrarlanabilir,

giivenilirdir ve yapmasi kolaydir (Kemp and Brouwer, 2004).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullamlan ilac Hammaddeleri

Calismalarda kullandigimiz baz1 binaftol tiirevlerinden hareketle elde edilen
metal kompleksleri [CuL](NO3), ve [NiL](ClO4), ve bu maddelerin elde edilmesiyle
ilgili tiim veriler Anadolu Universitesi Farmasétik Kimya Anabilim Dali 6gretim
iiyelerinden Dog. Dr. Kadriye BENKLI ve Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya
Boliimii  Ogretim iiyelerinden Yrd. Dog¢. Dr. Giihergil ULUCAM  tarafindan

saglanmstir.

2.1.1. LY Ligantinin ve cesitli metal komplekslerinin sentezi

2.1.1.1. £2.2'-dihidroksi -1.1'-binaftil (109) eldesi (Vogel, 1987)

(109)

Sekil 2.1. +2,2'-dihidroksi -1,1'-binaftil

1.88g (0.013mol) B-naftol 250mL su icinde 1sitilarak ¢oziildi. Bu ¢dzeltiye
25mL suda ¢oziilen 3.55g (0.013mol) FeCl;.6H,O yavas yavas damlatilmaya baslandi
ve hemen c¢okelek olugsmaya bagladi. Daha sonra 1.88g (0.013mol) B-naftol kat1 olarak
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bu karigima eklendi. Bu ¢ozeltiye tekrar 25mL suda ¢oziilen 3.55g (0.013mol)
FeCls.6H,0 yavas yavas damlatildi. Karigim yarim saat daha 1sitildi. Sicakken stiziildii
ve su ile yikandi. Toluenden kristallendirildi. Krem renkli kristaller elde edildi (2.50g,
%65). E.n. 215-217°C bulundu (kay., e.n. 215°C).

yma/em” (KBr tablet): 3488, 3408, 3056 (O-H), 1612, 1593 (aromatik halka), 1216 (Ph-
0).

8u (300 MHz; CDCls): 5.02 (2H, s, OH), 7.16 (2H, d, J 8.2 Hz), 7.28-7.40 (6H, m),
7.89 (2H, d, J 8.8 Hz), 7.99 (2H, d, J 8.8 Hz).

dc (75.5 MHz; CDCls): 111.06, 117.97, 124.26, 124.43, 127.71, 128.63, 129.70, 131.64,
133.64, 152.98.

2.1.1.2. L" ligantinin eldesi (Cannon vd., 1967)

W,

¢ 29
W,
\oo/
Zz Z

¢

Sekil 2.2. L' ligantinin eldesi

0.29¢ (Immol) £2,2'-dihidroksi—1,1'-binaftil (109) 5mL sicak DMF i¢inde
coziilerek, tlizerine kat1 olarak 0.27g (2mmol) K,COs; yavas yavas eklendi. Geri
sogutucu altinda 1sitildi. 0.35g (2mmol) 6-bromo—2-metilpridin (103) 3mL DMF ig¢inde
coziilerek ilk ¢ozeltiye yarim saat siire ile damlatildiktan sonra, ¢ozelti iki saat daha geri

sogutucu altinda sitildi.  Cozelti SmL kalincaya kadar destillendi. Balonda kalan
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cozelti 40mL su bulunan behere dokiildii. Krem renkli toz iiriin siiziildii. Seyreltik

NaOH ve su ile yikand1 ve kurutuldu (0.23g, %50). E.n. 215-223°C dir.

Su (300 MHz; CDCls): 2.49 (6H, s, CHs), 7.10-7.12 (4H, m), 7.26-7.36 (8H, m), 7.84—
7.95 (6H, m).

3¢ (75.5 MHz; CDCl3): 24.32 (CH3), 111.12 (C), 117.98, 122.28, 124.22, 124.42,
125.21, 127.66 (C), 128.60, 129.67, 131.59, 133.64 (C), 138.74, 141.53 (C), 152.97 (C),
160.22 (C).

m/z: 469 [(M+H)", %100].

2.1.13. LY licantimin  Ni(II), Cu(l), perklorat ve/veya nitrat tuzlar1 ile

olusturdugu kompleksler

o)

[BX

P N
N
N~ >CH
I oM 3 X1,
_O__N_CH;

AN

=
2
X %

[MLY](X),

M=Ni"", Cu*".
X= NO3-, C104 n=1, 2.
Sekil 2.3. L' ligantinin Ni(IT), Cu(II), perklorat ve/veya nitrat tuzlari ile olusturdugu

kompleksler

Bir balonda 0.07g (0.14mmol) L" ve 0.14mmol metal tuzu 20mL MeOH iginde
coziilerek iki saat geri sogutucu altinda 1sitildi.  Sicak sicak siiziildii ve kristallenmeye

birakildi. Cu(Il) tuzu ile yapilan reaksiyon oda sicakliginda gerceklestirildi. Elde
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edilen kristaller stiziilerek kurutuldu. Kristallerin renkleri ve verimleri Tablo 2.1.’de, IR
spektrum degerleri Tablo 2.2.°de, FAB-kiitle spektrum degerleri Tablo 2.3.’de

verilmistir.

Tablo 2.1. L" ligantinin komplekslerinin renkleri ve verimleri

Kompleks renk % verim
[NiLI;](ClO4)2 krem 100
[CuL"](NOs3), kahverengi 20

Tablo 2.2. L™ ligantiin komplekslerine ait IR (KBr tablet/cm™) spektrum degerleri

Kompleks v(Anyon)
[NiL‘:]] (ClO4), 1094, 627
[CuL"](NOs3), 1382

Tablo 2.3. [CuL"](NO3), komplesine ait FAB-kiitle (m/z) spektrum degeri

Kompleks Pik (m/z) % yapi
[CUL™](NO3), 593 15 [CuLT(NO;3)]"
531 20 [CuL"]
469 35 [LY+H]"

2.12. LM Ligantinin ve cesitli metal komplekslerinin sentezi

2.1.2.1. 2.,2'-dihidroksi—1.1'-binaftil (109)

2,2'-disubtituye—1,1'-binaftilin tiirevleri organik sentezlerde genis olarak
calisilmistir. Bu tip bilesiklerin en 6nemlisi olan +2,2'-dihidroksi—1,1'-binaftil (109)
yiiksek sicakliklarda kararli ve gesitli sartlarda birgok asimetrik reaksiyonu saglayan
kiral atropoizomerlere sahiptir.  Rasemik 2,2'-dihidroksi—1,1'-binaftil (109) elde

etmenin ¢ok farkli metodlar1 vardir. Bunlar, genellikle %90 verimle, kenetleme
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maddesi olarak FeCl;.6H,O (Toda vd., 1989, Villemin ve Sauvaget, 1994), TiCly
(Doussot vd. 2000), Cu-amin kompleksleri (Feringa ve Wynberg, 1977, Feringa ve
Wynberg, 1978, Hovorka vd., 1992), Mn(acac); (acac=asetilaseton) (Yamamoto vd.,
1984, Mastrorilli vd., 2001), Ks[Fe(CN)s] (Feringa ve Wynberg, 1981) kullanarak 2-

naftoliin oksidatif kenetleme yoluyla elde etmektir.

Biz de calismalarimizda oksidatif kenetleme maddesi olarak FeCls.6H,O’yu
sectik ve P-naftol (123) ile reaksiyonundan krem renkli yiinlimsii rasemik 2,2'-

dihidroksi—1,1'-binaftili (109) %65 verimle elde ettik (Vogel, 1987).

Bu reaksiyonun mekanizmasi mantiki olarak, bir molekiil binaftoliin elde
edilmesi icin bir molekiil Fe*™ii gerektirir. Fe' ile B-naftoliin (123) bir elektronla
oksidasyonundan olusan radikal 123-, karbanil radikali 124-’i vermek tiizere tekrar -
naftole (123) katilir. Karbanil radikali tekrar aromatikligi kazanmak iizere O, tarafindan

oksitlenir ve H- radikalini elimine eder (Sekil 2.4.) (Brunel, 2005).

“CH%

(123) (123 )

OH

\o

Rac-(109) (124 )

Sekil 2.4. +2,2'-dihidroksi—1,1'-binaftilin (109) elde edilme mekanizmasi
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Bu kenetlenme reaksiyonlar1 genellikle katalitik prosesler degildirler ve metal
tuzlarmin stokiyometrik miktarindan daha fazlasina gerek duyarlar. Fakat katalitik
miktarlarda da reaksiyonlar gerceklestirilmistir. Bu reaksiyonlar 50°C de FeCl;.6H,O
(2mol %) (Love ve Bills, 2002, Ji vd., 2002), FeCls/Al,O5 (Li vd., 1999, Armengol vd.,
1999), Cu(Ill)amin kompleksinin (1mol %) kullanilmasi (Hovorka ve Zavada, 1992,
Noji vd., 1994, Smrcina vd., 1991), VO(acac), (Hwang vd., 1999), metiltriokso
rutenyum (Sharma vd., 2003), havanin bulundugu kosullar altinda alumina destekli
Cu(ID)siilfat katalizorii (20mol %) (Sakamoto vd., 1997, Sakamoto vd., 1994) ve
vanadil fosfat (VOPC) (Rocha vd., 2002), kullanilarak B-naftoliin toz karisimlar1 havada
ses dalgalartyla katalitik olarak yiiriir (Sekil 2.5.).

CuCI(OH) TMEDA (1 mol%)
0, , CH,Cl, , oda kosul. %92 OO
—_—
OH
CuS0,/Al,0;5 (20mol %)
0, , CH,Cl, , oda kosul. %93 OH
o 9¢

_—_—m

FeCl,.6H,O, (2mol ¢ %95
eCly 6H,0, (2mol %) % Rac<(109)

Sekil 2.5. Katalitik olarak £2,2'-dihidroksi—1,1'-binaftil elde etme yollarindan bazilari

Elde ettigimiz +2,2'-dihidroksi-1,1'-binaftil (109) i¢in e.n. 217°C bulunmus, bu
da kaynakta verilen degerle (kay., e.n. 215-217°C) uyumludur. Bu iirlin i¢in alinan IR
spektrumunda Y(O-H)’e ait pik 3488-3408cm™ de, ayrica 1216cm™de V(Ph-O) piki
gbzlenmistir (Sekil 2.6.)

'H NMR spektrumunda OH protonuna ait 5.02ppm de bir singlet ve aromatik
halkaya ait pikler ise 7.16 ve 7.99ppm arasindadir. Spektrum integrasyonu onddrt
protonu gostermektedir, bu da yapimizdaki proton sayisiyla uyumludur (Sekil 2.7.).

BC NMR spektrumunda on karbon piki bulunmakta olup yapimizi
dogrulamaktadir (Sekil 2.8.)
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Sekil 2.6. +2,2'-dihidroksi—1,1'-binaftilin (109) IR spektrumu
T
~
g | i
T T T T | T T T T T I
5 [ 7 6 s 4 1 2 1 T

Sekil 2.7. +2.2'-dihidroksi—1,1"-binaftilin (109) 'H NMR spektrumu
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Sekil 2.8. +2,2"-dihidroksi—1,1"-binaftilin (109) *C NMR spektrumu

2.1.2.2. L"ligantinin eldesi (Cannon vd., 1967)

Elde ettigimiz £2,2'-dihidroksi—1,1'-binaftil (109) ile ligantlar1 olusturmak i¢in
Williamson eter sentezi uygulandi. Williamson eter sentezinin genel mekanizmasi

Sekil.2.9.’da verilmistir (Uyar, 1998).

Sekil 2.9. Williamson eter sentezinin genel mekanizmasi

Kaynaktaki yontemi kendi maddelerimize uyarladik. Bolim 4.4.1°de elde
ettigimiz 6-bromo—2-metilpridin (103) ile £2,2'-dihidroksi—1,1'-binaftili (109) DMF

icinde ¢ozerek, kat1 potasyum karbonat ekledik. Reaksiyon tamamlandiktan sonra agik
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zincirli ligant L™1 olusturduk (Sekil 2.10.). LY ligantinin {i¢ boyutlu sematik gosterimi
Sekil 2.11.’de verilmistir.

o CIOL L
AN ; N
OH /Ej\ _i 07 N” CH,
~
OH Br”™ "N~ “CH,3 O Ny -CHs
9@ o3 SeAVI
LH

(109)

{Y\DMF, K»CO;

Sekil 2.10. L" ligantinin sentezi

Sekil 2.11. L" ligantinin ti¢ boyutlu sematik gosterimi
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Alman '"H NMR spektrumundaki CHs’lin alt1 protonuna ait singlet 2.49 ppm de
aromatik protonlar ise 7.10 ve 7.95 ppm araliginda olup, piklerin integrasyonu yirmi

dort protonu gostermistir, bu da yapimizdaki proton sayisiyla uyumludur.

C NMR spektrumunda onalti karbon piki elde edimis ve DEPT alindiginda
24.32ppm’de CHs, 111.12, 127.66, 133.64, 141.53, 152.97, 160.22ppm’de alt1 tersiyer

karbon saptanarak yapimizdaki karbonlarla uyumludur.

L" ligant1 i¢in FAB-kiitle spektrumundaki pik (m/z) 469 da [M+H]" yapisini
vermekte ve siddeti %100 olup, bu yapiy1 desteklemektedir (Sekil 2.12.).

469.2
100 7

Sep b

60

458.0

456.0
40

Sekil 2.12. L" ya ait FAB-kiitle (m/z) spektrumu
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2.1.23. LY licantinin Ni(II), Cu(Il) perklorat ve/veya nitrat tuzlari ile olusturdugu

kompleksler

0.15mmol L" ligantinin 0.15mmol uygun metal tuzu ile reaksiyonu sonucunda

cesitli kompleksler elde edilmeye calisildi (Sekil 2.13.).

2 | 3
< ]
O~ "N “CH; OMH+N CH,4 ]
—_—
O Ny_CHs O _N._ CHs ™"
| |
OORYI SOR®
LH -

[IMLY](X), -

) MeOH, [M(X),] { M=Ni*", Cu*
X=(ClO4), (NO3); n=1, 2.}

Sekil 2.13. L" ligantinin komplekslerinin sentezi

Elde edilen kompleksler %10-100 arasinda degisen verimle elde edilmis ve

renkleriyle birlikte Tablo 2.2.°de, IR spektrum degerleri Tablo 2.3.’de verilmistir.

Tablo.2.12’de verilen [CuL"](NO;), kompleksi icin FAB-kiitle spektrum
sonucunda elde edilen birinci pik (m/z) 593’te [CuL"(NO3)]-NO;y1 veren ve siddeti
%135, ikinci pik (m/z) 531°de [CuL"]"-2NO;"yi veren ve siddeti %20, iigiincii pik (m/z)
ise 469’da [L"+H]"y1 veren ve siddeti %35 olarak belirlenmis ve yapimizla

uyumludur.
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2.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Nutrient Mikture F—12 (HAMS, Sigma), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM, Sigma), Penicilin-Streptomycin (Biological Industries), Tripsin-EDTA
solution (Biological Industries), %0,5 lik Triton X—100 (Sigma), Sodyum bikarbonat
(Sigma), %3,7 Formaldehit (Merck), Dimethyl Sulfoxide (Sigma), Dimethyl Sulfoxide
(Carlo Erba), Formaldehit (Merck), CaCl (Merck), KCI (Sigma), NaCl (Merck),
KH,PO4 (Merck), Na,HPO4 (Merck), EDTA (Merck), MTT (Biological Industries),
DAPI (Sigma), S1v1 Azot.

2.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

25 cm®lik flasklar, 96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP), cam meziirler, cam
pipetler (1, 2, 5 ve 10 ml hacimlerinde), enjektorler (10, 20 ve 50 ml hacimlerinde), 25,
50, 100, 250, 500 ve 1000 mI’lik Durham siseleri, 10 ml’lik tek kullanimlik pipetler.
Steril polipropilen santrifiij tiipleri (15 ve 50 ml hacimlerinde), steril tek kullanimlik

filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Thoma lama.

2.4. Kullanilan Aletler

Sogutmali ve yiiksek devirli santrifiij (Heraus), kuru hava sterilizatorii (Niive),
Otoklav, Derin dondurucu (-20, -86), buzdolabi, manyetik karistirici, CO, inkiibatorii
(Heraus), Steril kabin (Heraus), sivi azot kaplari, otomatik pipetler, kar-buz makinesi
(Scotsman), su banyosu (Clifton), Eliza Cihaz1 (ELx808-IU, Bio-Tek), Olympus BX51
fluoresan mikroskobu, Inverted Mikroskop (IX71 Olympus), 12 Kanalli mikropipet
(eppendort), dagitici pipet (eppendorf).
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2.5. Kullanilan Hiicreler

2.5.1. AS549 hiicre kiiltiirii

A549 hiicreleri inaktif hale getirilmis %10’luk Fetal Bovine Serum/Fetal Calf
Serum, Nutrient Mikture F-12 (HAM), Penicilin-Streptomycin ve %7,5 NaHCOs igeren
besiyerinin bulundugu 25 cm”’lik flasklarda %95°lik hava ve %5 CO,’li gaz ortaminda,
37 °C’deki CO; inkiibatdriinde (Heraus) kiiltiire edilmistir.

2.5.2. V79 379A hiicre Kiiltiiri

V79 379A hiicreleri, inaktif hale getirilmis %10’luk Fetal Bovine Serum/Fetal
Calf Serum, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Penicilin-Streptomycin
ve %9,5 NaHCOj; igeren besiyerinin bulundugu 25 cm?’lik flasklarda %95°1lik hava ve
%35 CO,’li gaz ortaminda, 37 °C’deki CO; inkiibatoriinde (Heraus) kiiltiire edilmistir.

2.6. Test Maddelerinin Dozlarimin Hazirlanmasi

[CuL](NO3), ve [NiL](ClOs),; dimetil siilfoksit (DMSO; Carlo Erba) iginde
¢oziilerek 10 uM, 20 pM ve 40 uM’lik dozlar hazirlanmistir. Daha sonraki diliisyonlar
ise taze kiiltlir vasatlar1 kullanilarak hazirlanmistir. [CuL](NO;3), ve [NiL](ClOy),,

DMSO i¢inde c¢oziildiigii i¢in; negatif kontrol olarak c¢oziici madde olan DMSO
kullanilmistir. Stok [CuL](NOs3), ve [NiL](ClO4), oda sicaklifinda saklanmastir.
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2.7. Kullanilan Arac¢ ve Gerecin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan bazi cam ve plastik malzemeler ile sivi soliisyonlar
aliiminyum folyolara saril1 olarak otoklavda 121 °C,1,5 atm/Hg basingta 20 dakika, bazi
cam ve metal malzemeler de aliiminyum folyolara sarili olarak sterilizatérde 180 °C’de
2 saat, siire ile steril edilerek kullanilmistir. Kullanilan bazi sivi kimyasallar 0,2 mm

aralikl seliiloz nitrat filtreden gecirmek suretiyle steril edilerek kullanilmistir.

2.8. Yontem

2.8.1. Hiicre kiiltiiri

A549 ve V79 379A hiicreleri uygun besiyerinde ve 25 cm?’lik flasklarda
yetistirilmis ve %95 hava ve %5 CO;’li gaz ortaminda ve 37°C’deki CO, inkiibatdriinde

(Heraus) kiiltiire edilmislerdir.

2.8.2. Hiicrelerin testler i¢cin hazirlanmasi

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini %70 oraninda
kapladiklar1 zaman tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan kaldirilmistir.
Trypan blue boyasi ile boyanan hiicreler, Thoma lam1 yardimiyla 3 kez sayilarak MTT
testi icin 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabakalarinin her kuyucugunda belirlenen sayida
(V79 379A icin 5000, A549 i¢in 5000) hiicre olacak sekilde % 10 FBS igeren
besiyerinde siispansiyon haline getirildikten sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plakalarima 0,1 ml hiicre siispansiyonu aktarilmistir. Hiicrelerin yapismast ve yeni
ortama alismasi i¢in 37°C’de 24 saat inkiibe edilmislerdir. 24 saat inkiibasyon siiresi

sonunda hiicrelerin {izerindeki besiyerleri plakalarin ters c¢evrilmesi suretiyle
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uzaklagtirllmigtir. Hiicrelerin lizerine test maddelerinin sitotoksik etkilerini belirlemek
lizere, test maddelerinin istenen konsantrasyonlarini igeren taze besiyerleri ilave edilip

24 ve 48 saat 37°C’de CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

[CuL](NO3),’nin - ve [NiL](CIO4);’nin  belirlenen dozlar1  hazirlanmistir.
[CuL](NO3), ve [NiL](ClOy); i¢in ¢oziicii olarak DMSO kullanilmistir. DMSO orani
%]1°1 gee¢meyecek sekilde ve final konsantrasyonlari; [CulL](NOs),’nin ve
[NiL](ClO4),’nin 10-20 ve 40 pl olacak sekilde hazirlanmistir.

2.8.3. MTT olciimii

Test maddeleri ile 24 ve 48 saat muamele edilen hiicrelerden inkiibasyon stiiresi
sonunda besiyerleri uzaklastirilmistir. Hiicreler 5 mg/ml” MTT soliisyonu ile canli
hiicrelerin mitokondrial metabolik aktiviteleri sonucu MTT boyasinin suda
¢Oziinmeyen formazan tuzuna doniisebilmesi igin 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu
siire sonunda hiicrelerden MTT boyast uzaklastirilmistir. Canli hiicreler tarafindan
olusturulan formazan tuzlarimin ¢éziinmesi i¢in her bir kuyucuga 0,1 ml DMSO ilave
edilmistir. Plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda 570 nm dalga
boyunda okutulmustur. Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canlilik
orani % 100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 yiizde olarak

ifade edilmistir. Bu test 3 bagimsiz deneyde 8 kez tekrar edilmistir (Mosmann, 1983).

2.8.4. Fluoresan boyama ile morfolojik inceleme

6’11 plakalara yerlestirilen steril lameller iizerine ekilen A549 ve V79 379A
hiicreleri 24 saat lamellerin {izerine yapismalar1 i¢in 37°C’de %35 CO, igeren
inkiibatorde kiiltiire edilmislerdir. Metal komplekslerinin sitotoksisite testleri

sonucunda belirlenen etkili dozlari, lameller iizerine yapisan hiicrelere 12 saat siiresince
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uygulanmistir. Bu siire sonunda lameller % 3,7’lik formaldehit ile tespit edilmislerdir.
Daha sonra steril fosfatlanmis tampon ¢ozeltisi (PBS: 137 uM NaCl, 2.7 uM KCI, 15
uM KH,PO4, 8 uM NaHPOy4; PH 7.3 ) ile yikamalar1 yapilan lamelle, Img/ml DAPI
(4’6-diamidino—2 fenilindol) ile 30 dakika boyanmislardir. Daha sonra PBS ile yikanan

lameller fotograflanmustir.

2.8.5. Mikroskopi

Hiicreler Olympus BX51 fluoresan mikroskobu altinda, immunohistokimyasal

yapilar1 Olypus U-UHK fluoresan mikroskobunda incelenmislerdir.

2.8.6. Fotografi

Kiiltiir hiicrelerinin mikroskop altinda saptanan uygun goriintiileri PM-30

otomatik araci kullanilarak fotograflanmistir.

2.9. Istatiksel Degerlendirme

MTT deneylerinin sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesinde SPSS programi
kullanilmis ve elde edilen verilerin tek yonlii ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi
uygulanarak anlamliklar1 belirlenmistir.  Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul

edilmistir.
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3. BULGULAR

Test maddelerinin uygun dozlari, sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla V79
379A ve A549 hiicreleri lizerine uygulanmis, gerekli zaman sonrasinda hiicrelere MTT

verilmis ve ELISA plate okuyucusunda sonuglar degerlendirilmistir.

Test maddelerinin MTT deneylerinden elde edilen sonuglarina gére belirlenen
dozlarinin apoptozise neden olup olmadigin1 gostermek amaciyla V79 379A ve A549
hiicreleri lizerine bu maddeler denenmis ve DAPI boyamas1 yapilmistir. Daha sonra
elde edilen sonuglar Olympus BX51 fluoresan mikroskobu ile incelenmis ve Olympus

PM-30 otomatik fotomikrografi araci ile fotograflanmistir.

3.1. [CuL](NOs);’nin A549, V79 379A (CHL) Hiicreleri Uzerine Etkileri

3.1.1. [CuL](NO3);’nin MTT testi sonuclari

[CuL](NO3), uygulanan A549 hiicreleriyle yapilan MTT testi sonucunda,
uygulanan maddenin 10 uM ve 20 uM’lik dozlarinin A549 hiicreleri iizerindeki ilk 2
giinliik sonuclarinin birbirine ¢ok benzedigi goriilmektedir. [CuL](NOs),’nin 10 uM ve
20 uM’lik dozlar1 1. giin hiicre canliligini yaklasik olarak % 5 oraninda, 2. giin ise % 20
oraninda azaltmistir. Bu 2 dozun 2.gilin sonuglar1 kontrole gore anlamli farkliliklar

gostermektedir.

40 uM’lik doz 1.giin hiicre canliligini % 55 oraninda azaltmistir. 2.giin ise hiicre
sayis1 kontrole gore % 30’lara dismistiir. 40 uM’lik dozun 1. ve 2. giin sonuglari

kontrole gore anlamli farkliliklar gostermektedir.

[CuL](NO3);’nin tiim dozlariin, A549 hiicreleri tizerinde doza ve zamana bagl

sitotoksisiteye neden oldugu saptanmistir.
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Sekil 3.1. [CuL](NOs3),’nin A549 hiicreleri lizerindeki etkisinin MTT testi ile

degerlendirilmesi.

[CuL](NO3)2’nin 10 uM’lik dozu 1. ve 2. giin V79 379A hiicrelerinin sayisinda
% 5 oraninda azalmaya neden olmustur. 20 pM’lik dozun 1. ve 2. giin sonuglari
birbirine benzemektedir. Bu doz hiicreler iizerinde % 40 oraninda sitotoksisite
gostermistir. 40 uM’lik doz ilk giin yaklasik olarak % 80 oraninda hiicre sayisinda
azalmaya neden olmustur. Bu doz, 2. giin neredeyse tiim hiicrelerin 6liimiine neden
olmustur. 20 ve 40 pM’lik dozlarinin 1. ve 2. giin sonuglarinin kontrole gore anlamli

farkliliklar gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 3.2. [CuL](NO3),’nin V79 379A hiicreleri tizerindeki etkisinin MTT testi

ile degerlendirilmesi.

3.1.2. [CuL] (NO3);’nin fluoresan boyama ile incelenmesi

Bu maddenin DAPI boyama sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda en
diisiik dozlardan itibaren V79 379A ve A549 hiicreleri {lizerinde etkili oldugu
goriilmektedir. [CuL](NOs),’nin; V79 379A ve A549 hiicreleri lizerindeki apoptotik

etkisi benzerlik gostermektedir.

[CuL](NOs3)2’nin en diisiik dozu olan 10 uM’lik doz hiicre sayisinda belirgin bir
azalisa neden olmasa da, fotograflarda hiicrelerin kismen kondanse oldugu, apoptotik

badilerin ve hiicreler lizerinde cepciklerin “blepping” olustugu goriilmektedir.

[CuL](NOs3),’nin uygulanan dozlarn yiikseldik¢e hiicre sayisinin azaldigr ve
olusan apoptotik badilerle bleppinglerin sayisinin arttigi goézlenmistir. Sonuclar Sekil

3.3.’de ve 3.4.’de goriilmektedir.
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Sekil 3.3. [CuL](NOs;),’nin CHL hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisinin DAPI
Boyama ile incelenmesi. A: kontrol, B: DMSO, C: 10 pM’lik doz, D: 20 uM’lik
doz, E: 40 pM’lik doz. Olgii birimi:100 pm.
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Sekil 3.4. [CuL](NOs;), nin A549 hiicreleri lizerindeki apoptotik etkisinin DAPI
Boyama ile incelenmesi. A: kontrol, B: DMSO, C: 10 pM’lik doz, D: 20 uM’lik

doz, E: 40 pM’lik doz. Sar1 okla isaretlenen hiicreler; “Giant cell” dev hiicre. Ol¢ii

Birimi:100 pm.
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3.2. [NiL](ClO4),’nin A549, V79 379A (CHL) Hiicreleri Uzerine Etkileri

3.3.1. [NiL](Cl1O4);’nin MTT testi sonu¢lari

[NiL](ClOg4)2’nin 10 uM’lik dozu AS549 hiicrelerinin sayisinda ilk giin % 5,
2.giin % 25 oraninda azalmaya neden olmustur. 20 uM’lik doz ilk giin % 10, 2.giin %
40 oraninda hiicre sayisinda azalmaya neden olmustur. 40 uM’lik doz 1.giin % 70
oraninda, 2.glin % 90 oraninda hiicre sayisinda azalmaya neden olmustur.
[NiL](ClO4)’nin  tim dozlar1 A549 hiicreleri lizerinde doza ve zamana bagh
sitotoksisite gostermistir.  Ug¢ dozun iki giinliik sonuglari kontrole gore anlamli

farkliliklar gostermektedir.

[NiL](ClOg4);’nin dozlarinin, A549 hiicreleri iizerindeki sitotoksisitesi her 2
giinde de, [CuL](NO3),’nin gore daha fazladir.
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Sekil 3.5. [NiL](ClO4),’nin A549 hiicreleri lizerindeki etkisinin MTT testi ile

degerlendirilmesi.
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[CuL] (NO3);’nin (1,96 kodlu maddenin) 10 uM’lik dozu, V79 379A hiicreleri
tizerinde her iki giinde de hiicre canliliginda azalmaya neden olmamigtir. 20 pM’lik
doz ilk giin % 40 oraninda, 2. giin % 70 oraninda hiicre canliliginda azalmaya neden
olmustur. 40 uM’lik doz ilk giin % 82 oraninda, 2. giin % 95 oraninda hiicre sayisinda
azalmaya neden olmustur. 20 ve 40 uM’lik dozlarmin 1. ve 2. giin sonuglarinin

kontrole gore anlamli farkliliklar gosterdigi saptanmustir.
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Sekil 3.6. [NiL](ClO4),’nin V79 379A hiicreleri iizerindeki etkisinin MTT testi

ile degerlendirilmesi.

[NiL](ClO4), ve [CuL](NOs), maddelerinin en yliksek dozu (40 uM), saglam
V79 379 A  hiicreleri iizerinde kanserli AS549 hiicrelerine gore daha toksik

goriinmektedir. Bu iki hiicrenin kokenlerinin farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir.
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3.3.2. [NiL] (C10Oy4);’nin fluoresan boyama ile incelenmesi

[NiL](ClOy); uygulanan hiicrelerde DAPI boyama sonucunda gézlenen sonuglar

bu maddenin, [CuL] (NO3),’ya gore daha etkili oldugunu gostermektedir.

[CuL](NOs)2’nin aksine [NiL](ClO4),’nin uygulandig hiicrelerde ilk dozlar da
hiicre sayisinda belirgin azalmaya neden olmus, hiicrelerde kondensasyon, apoptotik

badi olusumu ve bleppingler olduk¢a ¢ok sayida goriilmiistir.

Ayrica bu maddenin uygulandig1 kanserli hiicrelerde hiicre sayisindaki azalis,

saglikli hiicrelere oranla biraz daha belirgindir.
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Sekil 3.7. [NiL] (ClO4),’nin CHL hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisinin DAPI
Boyama ile Incelenmesi. A: kontrol, B: DMSO, C: 10 pM’lik doz, D: 20 pM’lik

doz, E: 40 pM’lik doz. Olgii birimi: 100 um.




Sekil 3.8. [NiL] (ClO4);’nin A549 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisinin DAPI
Boyama ile Incelenmesi. A: kontrol, B: DMSO, C: 10 pM’lik doz, D: 20 pM’lik

doz, E: 40 uM’lik doz. Olgii birimi: 100 um.
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Akciger kanserleri, en oliimciil ve en sik goriilen tiimorler arasindadir (Forest et

al., 2005).

Kiigtik hiicreli olmayan akciger kanseri genellikle radyasyona ve kemoterapiye
kars1t direnglidir ve genellikle cerrahi miidahaleden sonraki safhada yeniden ortaya
cikar. Glinlimiize dek uygulanan tedavi yoOntemleri yetersiz kalmaktadir.  Yeni
terapilerin akcigerdeki neoplazm “tiimor” oranindaki artis1 azaltmasi gerekmektedir

(Kim et al., 2003).

Ideal olarak, kemoterapotik ilaglar yalmzca neoplastik hiicreleri 6zel olarak
hedeflenmelidir ve normal hiicrelerde minimal kolateral zararla, tiimor hiicrelerinde
sitotoksik ve/veya sitostatik (hiicre gelisimi Onleyici) etkileri uyararak tiimoriin yiikiinii
hafifletmelidir. Gergekte kemoterapinin etkinligi spesifite, hizli ilag metabolizmas1 ve
hem i¢ hem de sonradan kazanilmis ila¢ direncliligi yliziinden, sistemik toksisiteyi
kapsayan bir dizi sasirtict faktdrden ayri tutulmaktadir (Johnstone et al., 2002). Kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanserini de i¢ine alan bir grup tlimoriin ilaglara yaniti zayiftir.
Buna ragmen bir metal kompleksi olan cisdiamindikloroplatinyuma dayanan coklu

kemoterapi ¢ogu kanserlerin ileri agsamalarda siklikla kullanilmaktadir (Gridelli et al.,
1998).

Metal kompleksleri, yardimecr molekiillerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik

yeteneklerinden dolayi ilag dagitiminin potansiyel adaylaridir (Ren et al., 2002).

Yapilan bazi ¢alismalarda; metal bilesiklerinin lenf kanseri, epidermal kanserler,
ovaryum ve testis kanserleri gibi ¢esitli insan kanserlerinin biiyiik bir kismina ve bazi
sican timor hiicrelerine karsi antitlimor aktivite gosterdigi kanitlanmistir (Mazumder et

al., 2005; Shrivastav et al., 2002; Etcheverry et al., 2007; Bottari et al., 2007).
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Ilag dagitim sisteminin ana amaci, hedef bdlgede spesifik bir zaman periyodunda
gerekli ilag miktarinin etkili ve kesin dagimdir. Ilag dagitiminin ileri bigimlerinin
tasarlanmasinda, ilgili ilag molekiillerinin istenmeyen 6zelliklerini gidermek i¢in uygun
tastyicit materyaller kullanilir (Hiramaya and Uekama, 1999; Szente and Szetji, 1999;
Rajewski and Stella, 1996).

Ilag diren¢ mekanizmalarinin ¢cogu, ilag-hedef etkilesimlerinin modifiye edilmesi
ve gittikge ila¢ direngliliginin anahtar bir mekanizmasi olarak taninan apoptozis
aktivasyonunu uyaracak hasar-ilag ¢iftlerinin etkinliginin ayarlamas1 iizerine
tanimlanmistir. Bu ylizden, geleneksel kemoterapotik ajanlarin proapoptotik yetenegi
artirict yagsam sinyalini bozma, ilag direncliliginin listesinden gelmek ic¢in gii¢lii bir
stratejidir. Kanser hiicrelerinin apoptozis uyarici ilaglardan kurtulma yetenegi, yeni
ilaclarin gelisimine ve ayn1 zamanda kemoterapinin ilerlemesine yol agmaktadir (Makin

and Dive, 2001).

Apoptozisin fizyolojideki ve patolojideki 6nemi giinlimiizde yaygin olarak kabul
edilmektedir. Apoptozisdeki olumsuz degisiklikler; kanser, otoimmun hastaliklar, viral
enfeksiyon, dejeneratif bozukluklar ve kalp yetmezligi gibi birgok hastalikla
baglantilidir. Bu nedenle apoptozisin kontrol altina alinmasini saglayan hiicresel
regiilasyon mekanizmasi, yalnizca gelisim ve doku homeostasisinin saglanmasi i¢in

degil ayn1 zamanda bir¢ok hastalik patojeni i¢in de ¢ok dnemlidir (Liu et al., 2002).

Apoptozis ya da programli hiicre Oliimii, yaygin olarak ¢ok ©Onemli olan
interniikleozomal DNA fragmentasyonu gibi karakteristik morfolojik degisikliklerle
hiicre 6liimiiniin fizyolojik bir formu olarak tanimlanir (Bowen and Bowen, 1990).
Apoptozis, kanser gelisim ve tedavi siirecinde sitotoksisiteye neden olan kemoterapotik
ajanlarin rollerinin tanimlanmasi i¢in yapilan denemelerde c¢alisilmaktadir (Tong et al.,

2000).

Biz de yaptigimiz calismada kullandigimiz metal komplekslerinin, kanser

tedavisinde kullanilabilecegini diislindiigimiiz i¢in; Oncelikle bu maddelerin sitotoksik
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etkisini arastirdik. Test bilesenlerinin neden oldugu, hiicre canliliginda meydana gelen

degisiklikleri degerlendirmek amaciyla ¢aligmamizda MTT yontemini kullanildik.

MTT deneyi, 3-(4,5-dimetiliazol-2-yl)-2,5 difenil tetrozolyum bromid, oksidatif
enzimlerden birinin aktivitesini Olgerek hiicre enerji metabolizmasini belirlemede
kullanilmaktadir. Bu boya, mitokondride suksinik dehidrogenazla ¢éziinmeyen mor

renkli bir formazan iirliniine indirgenir (Jarvinen et al., 2000).

Tetrozolyum tuzunun mavi bir formazan {irlinii olan bromide doniisiimiine dayali
olan bu deneyler hiicre canliligini ve proliferasyonunu Olgmekte yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu deneylerin klinik etkilerinin genel dogrulugunun %83 oldugu
rapor edilmistir (Bruggisser et al., 2002).

MTT deneyinin sonuglari; kullanilan her iki maddenin de hiicreler {izerinde
sitotoksik etki yaptigini, ayrica; [NiL](ClO4), nin dozlarinin, A549 hiicreleri tizerindeki
sitotoksisitesi her 2 gilinde de, [CuL](NOs3),’ye gore daha fazla oldugunu
gostermektedir. [CuL](NOs;), ve [NiL](ClO4), maddelerinin en yiiksek dozu (40 uM),
saglam V79 379 A hiicreleri lizerinde, kanserli A549 hiicrelerine gore daha toksik

goriinmektedir.

Antikanser ajanlar iceren bir¢ok kimyasal bilesik bazi hiicre hatlarinda apoptozis
uyaricidir. Skuamoz hiicre karsinoma ve adenokarsinoma gibi akciger tiimorleri aslinda
kemoterapi direncini siklikla terapinin ilk asamasi sirasinda hizli bir direng kazanarak

gelistirirler (Jarvinen et al., 2000).

Neroblastoma, melanoma ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseriyle yapilan
in vitro calismalar antioksidantlarin ¢esitli antitimdr ajanlarin biliylimeyi baskilayici

etkisini artirdigini gostermistir (Weijl, 1997).

Memeli hiicre bigimi; hiicre farklilagsmasi, apoptozis, hiicre boliinmesi ve

biliylimenin durmasinda kritik bir dneme sahiptir (Mauro et al., 1999).
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Hiicre morfolojisi kismen hiicre ve ektraseliiler matriks arasindaki bag ile
belirlenen intraselliiler hiicre iskelet aginin organizasyonunu yansitir (Bernal, 1983;
Ben-Ze'ev et al., 1988). Cogu hiicre kusursuz biiyiime, normal iglev ve hatta yagsam i¢in
bu baga ve sonradan ekstraselliiler matriksin substrattan ayrilmasina ihtiya¢ duyar
(Ruoslahti, 1997). Doku-spesifik gen ekspressiyon regiilasyon mekanizmasi, hiicre
iskeletinin organizasyonuyla ve dolayisiyla hiicre morfolojisi ile siki bir iligki i¢indedir
(Ben-Ze'ev et al., 1988). Mikroflament polimerizasyonu, mikrotiibiil birlesmesi ve
DNA sentezi olaylarinin hepsi; in vitro hiicre hatlarinda ve dokulardaki kalabalik hiicre
populasyonlarinda sikigiklifin artmasi gibi durumlarda disardan mekanik giic

uygulanmasiyla hiicrenin sekil degistirmesine kars1 ¢ok hassastir (Dennerll et al., 1988).

Bu nedenle hiicre biiylimesinin ilerlemesiyle ekstraselliiler matriks hiicresel
adhezyonu takiben hiicre ayrilmasi (Ingber, 1990) ve DNA sentezi asamali olarak durur

(Folkmann and A. Moscona, 1978).

Apoptoziste de genel hiicre morfolojisi degisir. Ornegin hiicrelerin
yuvarlaklasmasi bir apoptozis indikatoriidiir (Clay et al., 1999; Domnina et al., 2002;
Kouroku et al., 2000). Apoptozis ¢ok asamali bir hiicre 6liim bi¢imi oldugundan bir¢ok
teknikle bu siire¢ belirlenebilir (Daniel and DeCoster, 2004).

Bu gibi degisiklikleri saptamak ic¢in siklikla kullanilan apoptozis deneyleri
arasinda DAPI boyama bulunmaktadir. DAPI boyama, niiklear biyiiklik ve

yuvarlakliga dayanan, bir niiklear morfoloji indikatoriidiir (Daniel and DeCoster, 2004).

Calismalarimizin  devaminda apoptozisi belirlemek amaciyla yaptigimiz
boyamada DAPI (4’6-diamidino—2 fenilindol) kullandik. Boyamanin ardindan genel
hiicre bi¢imlerini belirleyebilmek i¢in Oncelikle mikroskobik inceleme, ardinda da
fotograf ¢ekimleri yaptik. Sekil 3.3, 3.4, 3.7 ve 3.8’de goriildiigii gibi her iki maddenin
de en diisiik dozlardan itibaren hem saglikli hem kanserli hiicreleri apoptozise
stiriikledigi, hiicrelerin kondanse oldugu, apoptotik badilerin ve bleppinglerin olustugu,

hiicre sayilarinin 6nemli 6l¢iide diistiigli goriilmektedir.
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DAPI deneyinin sonuglar, MTT deneyinin sonuglarini dogrular niteliktedir.
[CuL](NO3), saglikl hiicrelerin sayisin1 [NiL](ClOy4),’ye gore daha fazla diistirmiistiir.
Ancak genel goriintii alaninda yapilan incelemelerde [NiL](ClO4),’nin daha fazla
apoptotik badiye ve bleppinge neden oldugu fark edilmistir. [NiL](ClOy),’ nin ilk dozu,
[CuL](NO3), nin ilk dozuna gore daha etkilidir.

MTT deneylerinden elde edilen verilere gore; [NiL](ClO4)2’nun 10 [IM’lik dozu
saglikli akciger hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerinde bir etki yapmazken, kanserli hiicrelerin
1. glin %5’1ni, 2. giin ise %25’ini oldiirdiigii sdylenebilir. Bu sonuclara gore; Ni metali
iceren bu maddenin kanser tedavisinde kemoterapotik bir ilag hammaddesi olabilecegini
diistinmekteyiz. Daha 6nce yapilan bir ¢ok arastirmada da Ni metali iceren bazi
komplekslerin si¢can tiimor hiicrelerinin proliferasyonunda maksimum inhibisyon

gosterdigi tespit edilmistir (Shrivastav et al., 2002)

[CuL](NOs),’nun ise yine 10 uM’lik dozunun kanserli hiicrelerde daha etkili
oldugu, hiicre sayisin1 en azindan %35 oraninda azalttig1 gézlenmektedir. Literatiirlerde

Cu’in farklr timor hiicrelerinde anti tlimor aktiviteye sahip oldugu soylenmektedir.
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gorildiiglinii tespit etmiglerdir.

Sonu¢ olarak bu tez c¢alismasinda kullanilan [CuL](NO;), ve [NiL](ClO4),
maddelerinin kanserli akciger hiicreleri (A549) iizerinde biraktig1 sitotoksik ve
apoptotik etkilerin kemoterapotik ilag gelisiminde anlamli olabilecegini, Ozellikle

[NiL](ClIO4),’nun kanser tedavisi i¢in bir umut olabilecegini diisiinmekteyiz.
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