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Erkeklerde kanserden 6liimlerin ana nedenlerinden olan akciger kanserinin tedavisinde
yaygin olarak metal bazli bir kemoterapdtik olan cisplatin kullanilmaktadir. Yapilan
caligmalar, yeni sentezlenen ¢esitli metal bazli bilesiklerin de cisplatine benzer
sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bu nedenle yeni metal bilesenleri
yaygin olarak sentezlenmekte ve sitotoksik etkileri arastirilmaktadir. Zerdecal
(hintsafrani) bitkisinden elde edilen kurkuminin de kanser tedavisinde umut vaat edici
etkiye sahip oldugu cesitli hiicre soylariyla yapilan ¢alismalarla gésterilmistir. Bu
bilgilerin 15131nda, bu ¢alismada, Uludag Universitesi Kimya boliimii tarafindan sentez
edilen Palladyum(II) (Pd) kompleksi ile kurkumin kombinasyonunun akciger kanseri
hiicre soylarinda sitotoksik etkileri aragtiritlmistir. Bu ¢alismada, Kurkumin ve Pd(11)
kombinasyonunun H1299 akciger kanseri hiicre soyu tizerindeki apoptotik ve sitotoksik
aktiviteleri arastirilmistir. Pd(II) ve kurkumin kombinasyonunun, bu ajanlarin tek basina
uygulandigi gruplarla kiyasla artmis sitotoksik aktivite ve apoptozise neden oldugu
bulunmustur. Sonug olarak, bu kombinasyon umut verici sitotoksik etkisinden dolay1
akciger kanseri tedavisi icin etkili bir tedavi secenegi olabilir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, llagc Kombinasyon Tedavisi, Kurkumin, Akciger
Kanseri 2016, x + 82 sayfa.
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Metal-based chemotherapeutics such as cisplatin are widely used treatment of lung
cancer which is the most common cause cancer-related death in men. Recent studies
demonstrated that novel metal-based compounds has strong cytotoxic activity in a
similar way as cisplatin. Therefore, metal-based compounds has been synthetized and
investigated their cytotoxic activies. It has been also reported curcumin, which has been
derived from turmeric plant, has powerful cytotoxic effect on various cancer cell lines.
In the light of these data, it has been investigated the cytotoxic effects of combination of
curcumin and Pd(II) complex, which has been sythesized by Uludag University,
Department of Chemistry, against lung cancer cell lines. In this study, it has been
investigated the cytotoxic and apoptotic activities of curcumin and its combination with
Pd(I1) complex against H1299 human lung cancer cell line. It has been found that
combination of Pd(1l) complex and curcumin caused increased cytotoxic activity and
apoptosis compared to single use of each agents. In conclusion, the application of this
combination may be regarded as a novel and effective approach for the treatment of
lung cancer due to its promising cytotoxic effect.
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7-AAD : 7-Aminoaktinomisin D

AIF : Apoptozis indiikleyici faktor (Apoptosis inducing factor)

Apaf-1 :Apoptotik proteaz aktive eden faktor

ATP :Adenozin trifosfat (Adenosine triphosphate)

CAD :Kaspaz aktive edici DNaz

CSF :koloni uyarici faktorler

DAPI :4',6-diamidino-2-phenylindole

DD :Oliim alan1 (Death domain)

DISC :Oliim indiikleyici sinyal kompleksi (Death inducing signalling complex)
DMEM :Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO :Dimetil siilfoksit (Dimethyl sulfoxide)

DNA :Deoksi riboniikleik asit (Deoxyribonucleic acid)

DNA-PK :DNA bagiml protein kinaz (DNA-dependent Protein Kinase)
DTT :Dithiothreitol
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Pt :Platin

PS :Fosfatidil serin (phosphatidylserine)

PCR :Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR; polymerase chain reaction)
Rb :Retinoblastoma

RNA :Ribo niikleik asit (Ribonucleic acid)

RPMI :Roswell Park Memorial Institute Medium
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GIRIS
Akciger kanseri, diinyada goriilme orani ve Olim orani en yiiksek olan kanser
tirlerinden biridir. Her yil diinyada yaklasik 1,8 milyon insana yeni akciger kanseri

tanis1 konmakta ve 1,6 milyon insan bu sebepten hayatin1 kaybetmektedir (Anonim
2015a).

Akciger kanseri, tedavi, prognoz ve morfolojik goriinimleri bakimindan kiiciik hiicreli
(KHAK) ve kiiglik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olmak iizere iki ana gruba
ayrilir. KHDAK nin kabul goéren en iyi tedavi sekli cerrahi operasyondur. Genellikle
kullanilan diger tedaviler radyoterapi, kemoterapi ve adjuvan kemoterapidir (NCCC
2011).

Birgok metal bilesik, farkli kanserlerin tedavisinde kemoterapotik olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Bu amagla ilk olarak Cisplatin sentezlenmistir (Rebecca ve ark, 2006).
Cisplatin, kiiciik hiicreli dist akciger kanser hastalarinin tedavisinde rutin olarak
kullanilan bir kemoterapotiktir. Fakat ciddi toksik yan etkilere neden olur ve bazi
hiicrelerin cisplatine kars1 dogal dirence sahiptir (Liao ve ark 2008; King ve ark. 2006).
Bu nedenle, arastirmacilar cisplatine karsi direng gelistiren tiimorlere etkili olabilecek
daha az yan etkiye sahip yeni metal kompleksler sentezlemeye yonelmislerdir (Jolley ve
ark. 2001).

Yapilan ¢aligmalarda standart platin tiirevli ilaglara (cisplatin, karboplatin ve oxaliplatin
gibi) benzer sekilde Palladyum (Pd) tiirevlerinin de akciger ve meme kanseri hiicre
soylarinda biiylimeyi inhibe ederek ve apoptozisi indiikleyerek sitotoksik etki yarattigi
gosterilmistir (Ulukaya ve ark. 2011a; Ar ve ark. 2014). Baska bir calismada da Pd
bilesiklerinin sitotoksik etkiyi DNA’da yiiksek diizeyde hasarlar olusturarak yaptiklari
gosterilmistir (Ruiz ve ark. 2005; Miklasova ve ark. 2009).

Kurkumin (diferuloylmethane), Curcumia longa linn. bitkisinin tiimerik rizomlarindan
ekstrakte edilen polifenolik yapida bir komponenttir (Ammon ve Wahl 1991; Stoner ve
Mukhtar 1995). Zerdegal bitkisinin yaklasik 6000 yildir agr1 kesici, iltihap kurutucu,
yara iyilestirici, {ilser, kireclenme ve cilt hastaliklarindaki tedaviye yardimci
ozelliklernden dolayr tibbi amacla kullanildigi Ayurveda’da (Hint Tip Sistemi)
belgelenmistir (Aggarwal 2003). Yapilan c¢alismalarda kurkuminin anti-inflamatuar,

anti-oksidan, anti-infeksiyon ve anti-kanser gibi bir¢cok biyolojik etkinligi oldugu rapor
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edilmistir (Saikia ve ark. 2006; Chaudhri 1950). Artan ¢alismalar, kurkuminin kanserin
3 asamasinin (baglama, ilerleme ve progresyon) tamamini baskiladigini gostermistir.
Kurkumin, normal dokular1 kemoterapatiklerin toksik etkilerinden korurken tiimorlerin
kemoterapiye duyarliligini arttirir (Goel ve Aggarwal 2010). Birgok c¢alismada
kurkuminin akciger kanser hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi de gosterilmistir (Chen
ve ark. 2010; Pongrakhananon ark. 2010; Wu et al. 2010; Lee et al. 2011).

Elde edilen bilgiler dogrultusunda bu ¢alismada, , Uludag Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Kimya Bolimii Anorganik Arastirma Grubu tarafindan sentezlenmis
Palladyum(ll) kompleksi [[Pd(bpma)(barb)]CI.H,O], kurkumin ve her ikisinin
kombinasyonunun, A549 ve H1299 kiigiik hiicreli dis1 akciger hiicre soylari tizerindeki

olasi sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirilmistir.



1.KAYNAK OZETLERI

1.1.Kanser

Hiicrelerin asir1 ve kontrolsiiz ¢ogalmalari ve immiin sistemin gézetiminden kagmalari
sonucu olusan, metabolik ve davranigsal degisiklikler gecirdikleri ¢ok basamakli siireg
kanser olarak adlandirilir. Hiicrelerdeki bu degisiklikler hiicre proliferasyonunu ve
yasam siiresini, ¢evredeki hiicrelerle iligkilerini ve immiin sistemden kagma
kapasitelerini kontrol eden genetik programlardaki modifikasyonlarin birikmesiyle
olugsmaktadir (Anonim 2012a).

Kanser siirecindeki ilk basamak olan tiimor gelisiminin, benign veya malign olan tek bir
hiicrenin anormal c¢ogalmasina yol agan genetik degisikliklerin sonucu oldugu
diisiiniilmektedir. Sonrasinda ise hiicre proliferasyonu, klonal sekilde olusan tiimor
hiicrelerinin populasyonunun biiylimesine neden olmaktadir ve bu hiicrelerde olusan ek
mutasyonlar ile tiimdr gelisimi ilerlemektedir. Hiicreye daha hizli biiyiime gibi secici bir
avantaj saglayan mutasyonu tagiyan hiicre soyu tiimdr populasyonu igerisinde baskin bir
hale gelmektedir. Bu siire¢ de klonal seleksiyon olarak adlandirilmaktadir. Tiimdrlerin
stirekli daha hizli biiylimesi ve malign hale gelmesinin sebebi de klonal seleksiyonun

timor gelisimi boyunca devam etmesidir (Sekil 1.1) (Cooper 2000).

Epitel hiicteleri 1. mutasyon

Hiicre(kirmizi) tekrar @ ';:.’J'a A3 1'3'15?@ BLEPPR

béliinebilmek igin
bir mutasyon gegirir.

2. mutasyon
Boliinen hiicrelerde gm S ol DS
yenibir mutasyon olusur Skoks i 13 .4099,* )3
ve bir hiicre(yesil) timor
olusturma yetenegi kazanir

ikinci mutasyondan
sonra boliinmeye
devam eden
hiicrelerden biri
baska bir mutasyona
dahaugrar

Hiicreler bir proteaz enzimi
tarafindan iiretilen

asil dokununalt

kismini kaplar

Sekil 1.1. Tiimdr gelisim asamalar1 (Anonim 2008)



Hiicrelerin kontrolsiizce proliferasyonu, invazyon (diger saglikli dokular istila etme) ve
metastaz (dolasima gecerek saglikli baska dokulara yayilma) gibi malign 6zellikleri
kanser hastaliginin ortaya ¢ikmasinda rol oynar (Hanahan ve Weinberg 2000). Tiimor
dokusu 2-3mm biiyiikliige ulasana kadar ¢evre dokudan beslenebilir ancak daha biiyiik
boyutlardaki tiimorler ¢evre dokulardan beslenemez ve yeni damar agi olustururlar
(Anjiogenez). Timor hiicreleri, farkli bagka faktorlerin de etkisi ile yakinindaki kan ve
lenf damarlarina geger ve Dolagim sisitemi yoluyla uzak dokulara yerlesip burda da
tiimor olusturabilir. Kanser hiicreleri yiizey o6zellikleri, organlarin damar duvarindaki
hiicrelerin yiizey Ozelliklerine ve organin damar yapist gibi ozelliklere gore belirli

organlara metastaz yapmaktadirlar (Sekil 1.2) (Aliustaoglu 2009).

Birincil kanser

Lokal invazyon

Anjiogenez

Lenf daman

Metastaz

Sekil 1. 2. Kanserin yayilmasi (Anonim 2015b)

Benign (iyi huylu) timoérleri olusturan hiicreler, yavas prolifere olan ve baslangig
bolgeleriyle smirli kalan hiicrelerdir. Bening tiimoérler viicudun diger bdlgelerine
yayllma gostermeyen tlimdrlerdir ve tiimor bulundugu bolgeden cerrahi yontem ile
cikarildiginda tekrar biiylime gostermez.

Malign (kotii huylu) tiimorleri olusturan hiicreler ise hizli prolifere olan anormal
hiicrelerdir ve genetik yapilari bozulmus oldugundan anormal proteinler iiretirler. Bu
hiicreler lenf veya kan damarlarima gecgerek viicudun c¢esitli bolgelerine yayilma

Ozelligine sahiptirler.



Her iki tiimor tipi de meydana geldikleri hiicre tiiriine gore simiflandirilmaktadirlar.
Ornegin; fibrosarkom, fibroblast hiicrelerinden meydana gelmektedir. Kanser tiirleri {i¢

ana gruba ayrilmaktadir;

Karsinomlar, insan kanserlerinin %90’1n1 iceren epitel hiicrelerden koken alan
malignitelerdir, sarkomlar ise bag dokusu ya da kas hiicrelerinden koken alan solid
timorlerdir. Kan yapict hiicrelerden tiireyen losemiler ise bu iki ana katagoriye de

girmezler (Cooper 2000).

1.1.1. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Bazi kanser tiirleri tek bir anormal hiicreden kaynaklanirken bazi kanser tiirleri ise
timor dokusunda birden fazla hiicrenin karsinojene maruz kalmasindan
kaynaklanmaktadir (Klonal Orjin).

Normal hiicrelerin boliinme sayist sinirliyken kanser hiicrelerinin ise sinirsizdir (Sekil
1.3). Kanser hiicrelerinin bu 6zelligi immortalite olarak adlandirilir. Immortalitenin
mekanizmalarindan biri kromozom ucglar1 olan telomerlerdir. Normal hiicreler
farklilagirken telomeraz enzimi de programli bir sekilde gittikge azalir ve buna bagh
olarak telomerler kisalir. Dolayisiyla tamamen farklilagmig bir hiicre siklusun Go
fazinda durur (senesens) ve sonunda cogalma kapasitesini yitirir. Oysa kanser
hiicrelerinde telomeraz enzimi etkinligini siirdiiriir yani telomerlerin uzunlugu sabit
kalir ve hiicreler sinirsiz boliinme yetenegi kazanir.

DNA tamirindeki veya DNA uygunsuzlugunda saptanan eksiklikler genetik
instabiliteye neden olur ve buna bagli olarak kanser hiicreleri proliferasyon kontrol
mekanizmalarina daha az yanit verir. Yabanci ¢evrede yasama yetenegine sahip klonlar
olustururlar ve bdylece metastaz yaparlar.

Kiiltiir ortaminda biiyliyen normal hiicreler, bulunduklart kiiltiir ortaminda yiizeye
yapisamazlarsa boliinemezler. Normal hiicreler ¢ogalip iizerinde biiytlidiikleri tiim
yiizeyi tek tabaka halinde (monolayer) doldurduklarinda ise besiyerleri boliinmeleri igin
gerekli tiim bliylime faktorleri ve diger besin elemanlarini (niitrientleri) igerse bile
boliinemezler. Kanser hiicreleri ise, birden fazla tabaka olugsmasina ragmen boliinmeye
devam edebilirler.

Kiiltiir ortamindaki kanser hiicrelerinin bir 6zelligi de biiylime faktdrlerinden ve

niitrientlerden bagimsiz olarak proliferasyonun devamli artmasidir. Kanser hiicreleri



beslenmeleri i¢in gerekli besin faktorlerini tiiketmelerine ragmen biiylimeye devam
ettiklerinden aslinda kendi kendilerini 6ldiirmektedirler.

Kanser hiicreleri, ekstraselliiler biiyiime faktorlerinin gereksinimlerini azaltmaktadir. Bu
hiicreler genellikle ekstraseliiler matriks bilesenlerini sindirecek proteazlar1 yapisinda

bulundurmakta ve normal dokulara isgale izin vermektedir.

Kanser hiicreleri, yeni kan damarlarinin olusumunu indiikleyen biiylime faktorleri
bulundurmaktadir ve tiimor belli bir boyuta geldiginde beslenmesini saglamak amaciyla
yeni kan damarlar1 olusturulur (Anjiyogenez) (Lowitz ve Casciato 2000; Cooper 2000).

Proliferatif Sinyallerin
Stirdralmesi

Hiicre Oliimiine Biiyiime Baskilayici
Kargi Direnc Sinyallere Duyarsiz Olma

Anjiogenezin invazyon ve metastazin
indiiklenmesi aktivasyonu

Sinirsiz béliinme yeteneginin
etkinlestirilmesi

Sekil 1.3. Kanserli hiicrelerin 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg 2000)

1.2. Akciger Kanseri
Akciger kanseri, 20. yiizyilin baslarinda ¢ok sik goriilmeyen bir hastalikken 20. yiizyilin

ikinci yarisindan sonra goriilme orani gittikge artmistir (Spiro ve Porter 2002). Diinya
Saghk Orgiitii Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC) tarafinca yayimlanan
Globocan verilerine gore akciger kanseri diinya genelinde en sik tan1 konan ve en sik
6liime neden olan kanser tiiriidiir. 2012 yilinda 1,8 milyon kisiye akciger kanseri tanisi
konmustur ve bu tiim kanser vakalarinin %12,9’unu olusturur (Anonim 2012b).
Amerikan Kanser Dernegi’nin akciger kanseriyle ilgili yaptig1 yaymlarinda 2015°te
Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklasik olarak 221.200 kisiye akciger kanseri tanisi

konmustur ve yaklasik olarak 158.040 kisi bu sebepten dolayi hayatini kaybetmistir
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(Anonim 2015c¢). Tirkiye’de ise 2012 yilinda her 100.000 yetiskin kanser hastasindan
%34,71’1 akciger kanseridir (Anonim 2012c). Akciger kanseri hem kadin hem
erkeklerde Oliim orani (mortalitesi) bakimindan birinci sirada yer alirken, goriilme
sikligi (insidans) bakimindan kadinlarda meme kanserinden sonra erkeklerde ise prostat

kanserinden sonra ikinci siradadir (Sekil 1.4 a,b)

a Akciger Akciger
[l 1.608 ° [l 1.590
Meme Meme

[ 1384 |} 0.522
Kolorektum Kolorektum

[l 1.235 | 0.694
Mide Mide

[l 0.989 | 0.307
Prostat Prostat

1 0899 [} 0.723
Karaciger Karaciger

0.750 0.746

. Serviks . Serviks
[ L0530 | 0.266
Ozofagus Ozofagus

I 0482 || ~0.400
Mesane Mesane

0 0.383 [ 0.165

iger .
Diger
Erkek Kadin 4403 N 2.789
insan 4 Milyon insan 4 Milyon

Sekil 1.4. a. insidans b. Mortalite (Anonim 2014)

Akciger kanserinin kiiciik hiicreli dig1 akciger kanseri (KHDAK) ve kiiglik hiicreli
akciger kanseri (KHAK) olmak {izere baslica iki tipi vardir. KHDAK’da 5 yillik hayatta
kalma orani sadece %17,3’tiir. KHDAK’ye, KHAK’ye gore daha sik rastlanir ve tiim
akciger kanseri vakalarinin yaklasik olarak %85’ini olusturur. KHAK’ye gore daha
yavas metastaz yapar. KHDAK’nin kanser olusumundaki hiicre tiplerine gore
isimlendirlen yassi, Skuamo6z, epidermoid adenokarsinom ve biiylik hiicreli karsinom
olmak ftizere ii¢ tipi vardir. KHAK tiim akciger kanseri vakalarinin %16’sin1 olusturur
ve 5 yillik hayatta kalma oran1 sadece %6,2’dir (Travis ve ark. 2004; Wahbah ve ark.
2007).

Akciger kanseri epidemiyolojsinde ¢ok sayida faktér rol oynamaktadir. Akciger
kanserine neden olan baslica faktor sigaradir ve vakalarda sigara igme orani yaklasik
%90 olarak saptanmistir (Goksel ve ark. 2010). 1939°da Oschsener ve De-Bakey’in
yaptiklar1 c¢aligmalar akciger kanseri vakalarindaki artista sigaranin olasi bir faktor
olabilecegine dikkat ¢ekmistir. 1962 ve 1964 yillarinda ise akciger kanseri insidansi ile
sigara kullaniminin iligkisi gosterilmistir (McErlean ve ark. 2011). Sigara dumaninda

4000’den fazla kimyasal madde bulunur ve bunlarin 50°den fazlasi insan ve hayvanlar
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icin kanserojendir. Sigara i¢en bir kisinin akciger kanserinden 6lme riski hayati boyunca
hi¢ sigara igmemis bir kisinin akciger kanserinden 6lme riskinden 15 kat daha fazladir
(Doll ve ark. 2005). Sadece aktif sigara i¢imi degil, son yillarda yapilan ¢alismalarda
sigara dumani maruziyetinin (pasif igicilik) de kanser riskini artiric1 etkisi lizerinde
durulmaktadir. Yapilan ¢aligmalar pasif olarak sigara dumanina maruz kalan kisilerde
bile akciger kanseri gelisme riskinin %25 oraninda arttigini gostermistir (Taylor ve ark.
2007; Stayner ve ark. 2007). Her yil yaklasik 3000 pasif igici akciger kanserinden
hayatin1 kaybetmektedir. Sigara disinda akciger kanserine sebep olan diger etmenler;

yas, 1rk, cinsiyet, meslek, hava kirliligi, diyet, genetiktir (Halilgolar ve ark. 1999).

Sigara kullanimi1 kadinlara gore erkeklerde daha yaygin oldugundan akciger kanseri
erkeklerde daha sik goriilmektedir. Fakat kadinlarda sigara kullaniminin
yayginlagmasiyla insidans erkeklere gore daha hizli artmaktadir (Spitz ve ark. 2007;
Detterbeck ve ark. 2003). 50 yas ve altindaki bireylerde akciger kanseri goriilme orant
ve mortalitesi giderek azalmaktayken 70 yas ve lizerinde ge¢miste sigara kullanimina
bagl olarak artmaktadir. Erkeklerde halen yas ile birlikte akciger kanseri insidansi
kadinlardan daha fazladir, ancak erkeklerde azalan akciger kanseri insidansi ile birlikte
bu fark da azalmaktadir (Siegel ve ark. 2011; Jemal ve ark. 2008; Wingo ve ark. 2003).
2000 yilinda tiim diinyada akciger kanserine bagh oliimlerin erkeklerde %10 undan,
kadinlarda %5’inden mesleki karsinojenlerin neden oldugu hesaplanmaktadir (Driscoll
ve ark. 2005). Asbest en sik mesleki akciger kanseri sebebidir ve baglica 2 tip fibroz
mineralden (amfibol, serpentin) olusur. 1940’lardan beri akciger kanserine neden
oldugu bilinmektedir (Hughes ve ark. 1994). Asbest ile mesleki maruziyet 6zellikle
tersane ve liman iscileri, tesisat¢ilar, marangozlar, elektrik¢iler, dokiimhane calisanlari
ve boru imalatinda ¢alisanlarda olmaktadir (Scarselli ve ark. 2008; Consonni ve ark.
2010). Radon normal sicaklilarda radyumdan bozunmayla olusan bir gazdir. Yapilan
epidemiyolojik ¢aligmalar, radon gazi etkisi altinda kalan maden iscilerinde akciger
kanseri riskinin radon maruziyeti ile lineer bir iliskisi oldugunu gostermektedir (Samet
ve ark. 2006; Samet ve ark. 2000). Tiiberkiiloz, pnomoni (zattiire), interstisyel akciger
hastaliklari, pulmoner emboli, akcigerde abse, KOAH gibi bazi akciger hastaliklar1 da
kanser gelismesiyle iliskilendirilebilir (Tatar ve ark. 2000). Beslenmenin akciger kanseri
gelisiminde %35 oraninda etkili oldugu diisiiniilmektedir. Vitamin A ve [-karoten
bakiminda fakir beslenmenin akciger kanseri riskini arttirdigr diistiniilmektedir. Vitamin
E ve selenyum benzer sekilde antioksidan etkileriyle riski azaltmaktadir. Yiiksek yag
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iceren besinlerle beslenen sigara bagimlilarinda da akciger kanseri riskinin arttigi
gosterilmistir. Yapilan c¢aligmalar yesil cay tiiketiminin de koruyucu etkiye sahip
oldugunu gostermistir (itil 2000). Yapilan calismalarda; sigara icmeyenler de dahil
olmak tizere, akciger kanseri aile Oykiisii olmasinin akciger kanser riskini 2 kat
artirdigin1  gostermektedir (Bailey-Wilson ve ark., 2004). Eger birinci dereceden
akrabaya 60 yasindan daha gengken tan1 konduysa bu risk 5 kat artmaktadir (Cassidy ve
ark. 2006). Genetik olarak kanser olusumunda proto-onkogenler, tiimor supresor genleri
ve DNA tamir genlerindeki mutasyonlar da rol oynamaktadir (Spitz ve ark. 2007;

Ursavag 2001).

1.2.1. Akciger Kanseri ve Molekiiler Biyolojisi

Son 20 yil icinde akciger kanseri molekiiler biyolojisinin aydinlatilmasina yonelik
bircok gelisme olmustur ve bu gelismeler sayesinde akciger kanseri daha iyi
anlasilmaya baslamistir. Yapilan ¢alismalarda onkogenlerin, tiimor supressor genlerinin
ve DNA tamirinden sorumlu genlerdeki bazi transformasyonlarin akciger kanseri ile
olan baglantis1 gosterilmistir. Myc ailesi, Ras ailesi, p53 tiimor supresor genlerin
amplifikasyonu, 3 ve 11. kromozomlardaki DNA dizi kayiplari, kanser gelisiminde rol
oynar (Economou ve ark. 1994, Rom ve ark. 2000, Alberg ve Samet 2003, Lynch ve
ark. 2004).

Onkogenler, protonkogenlerin  kromozomal translokasyon, amplifikasyon veya
transkripsiyonel diizensizlik ile aktive olmasi sonucu gelisirler. Ras onkogen ailesi, H-
ras, K-ras ve N-ras’ tan olusur. En sik K-ras mutasyonu goriiliir. H-ras mutasyonu daha
seyrek olup, N-ras mutasyonu ise ¢ok nadirdir (Mabry 1998). Kanser gelisiminde Ras
geninde meydana gelen nokta mutasyonlart rol oynar. Ras genleri GTPaz aktivitesine
sahip olup GTP-Ras’1 hizli bir sekilde inaktif formu olan GDP-Ras’a doniistiirerek
sinyal sistemini kapatir. Spesifik Ras geni mutasyonlar1 neredeyse tiim olgularda kodon
12, 13 ve 61°de saptanir. Bu mutasyonlar, GTPaz aktivitesinde azalmaya bagl olarak
GTP-Ras inaktivasyonunun yavaslamasina neden olur ve bunun sonucu olarak siirekli
sinyal aktiviteleri ortaya ¢ikar. Sinyal kaskadinda olugan bu mitojenik uyarilar, malign

transformasyona neden olur (Jacobson 1999; Spivack ve ark. 1997; Mabry 1998).

Myc genleri, C-Myc, N-Myc ve L-Myc olarak adlandirilan ve DNA sentezinin
baslamasinda gorevli, hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonunda etkili olan ii¢ protein

kodlar (Koktiirk ve ark. 2003). Myc aktivasyonu, KHDAK ’lerinin yaklasik olarak %8-
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20’sinde izlenir. C-myc amplifikasyonu olan hiicrelerde biiylime faktorii gereksiniminde
azalma goriiliir, hiicre dongiisiinde G1 fazinda kisalma olmasi sonucunda proliferasyon
olusur. Bununla birlikte C-myc proteininin tiimdr biiyiime hizinda artis ve sag kalimda
kisalma ile iligkili oldugu gosterilmistir (Groeger ve ark. 1997; Fong ve ark. 1999;
Spivack ve ark. 1997; Mabry 1998).

Bir niikleer fosfoprotein olan p53, 17p13 lokusunda yerlesmistir. DNA hasar1 ile aktive
olur ve bir dizi genin (p21, MDM2, BAX ve GADDA45) regiilasyonuna neden olur.
Ozellikle DNA hasarina cevap olarak hiicre siklusunu, DNA sentezi ve onarimini, hiicre
farklilasmasini ve apoptozisi kontrol eder. p53, 6zellikle DNA’da bir hasar olustugunda
hiicre siklusunu G1’de baskilar, dolayisiyla p53 mutasyonlarinda hiicre siklusu kontrol

edilemez ve hiicreler kontrolsiizce cogalir (Koktiirk ve ark. 2003).

G1 siklin bagimh kinaz aktivitesini kontrol eden pl6 ve normalde G1 siklin bagimli
kinazlar tarafindan diizenlenen retinoblastom (Rb) tiimor supresoér genleri hiicre
siklusunun kontroliinde 6nemlidirler. p16, G1 fazinda Rb’nin fosforlanmasin1 dnler ve
G1/S gegisini durdurur (Levin ve ark. 1994; Fong ve Minna 2002; Focchi ve ark. 2007;
Sclafani ve ark. 1998). Bu gende olusan fonksiyon bozuklugu sonucunda Rb fosforlanir
ve inaktiflesir. Dolayisiyla hiicre siklusu kontrol edilemez. Hiicreler siirekli S fazina

girer ve mitojenik aktivite ile sonlanr.

1.3. Apoptozis

Cok hiicreli organizmalarda, yeni hiicrelerin olusumu ve hiicre 6liimii arasinda daima
bir denge bulunmaktadir. Bu denge organizmanin gelisimi ve doku homeostazisinin
saglanmasi agisindan biiyilk onem tasir. Hergiin yaklasik olarak 1x10™ yeni hiicre
olusturulurken milyarlarca hiicre de 6lmektedir bdylece sabit denge saglanmaktadir
(Fischer ve Schulze-Osthoff 2005). Bu dengenin bozulmasi norodejeneratif hastaliklar
ve kanser gibi patolojik durumlar tetikleyebilir (Danial ve Korsmeyer 2004). Varolan
hiicreler, programlanmis hiicre 6liimii olan apoptozis ve patolojik hiicre 6liimii nekroz

gibi ¢esitli hiicre 6liim tipleriyle yok olmaktadir.

Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr adli bir patolog tarafindan programli hiicre
Olimiinii tanimlamak igin kullanilmistir (Kerr ve ark. 1972). 1980 yilinda Wyllie
calismalarinda, apoptozis igin karakteristik olan agaroz jel elektroforezinde “ladder

pattern” yapisint gotermistir (Wyllie 1980). 1993 yilinda Cohen timiis hiicreleriyle
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yaptig1 caligmalarla apoptozisin genler tarafindan kontrol edilen bir 6lim modeli
oldugunu gostermistir (Cohen 1993a). Apoptozis genetik olarak kontrol edilen
fizyolojik mekanizmalarla regule edilir ve ayn1 zamanda organizmanin yasam donglisi

icin gereklidir.

Embriyonik doénemde insanlarda parmak aralarindaki perdenin ortadan kalkmasi,
kurbagalarin metamorfoz sirasinda kuyruklarinin kaybolmasi apoptozis ile gergeklesir
(Franz ve Kidson 1997). Postnatal donemde kan hiicrelerinin uzaklastirilmasi,
menstruasyon sirasinda endometriyal hiicrelerinin (uterusun i¢ katmanindaki epiteller)
yikimi, menstruel siklus sonunda genisleyen korpus luteumun tekrar eski haline
dénmesi apoptozis ile gerceklesir. Ayrica immiin sistemin onemli hiicreleri olan T
lenfositler timusda olgunlagirlar. Bu hiicrelerin etkisiz olanlar1 veya organizmanin kendi
dokularina kars1 reaksiyon verme potansiyeli tasiyanlar1 kan dolagimina girmeden once
apoptozisle olirler (Marti ve ark. 2001; Ford 2001). Bazi patolojik durumlarda da
apoptozis goriilebilir. Ornegin Insiiline bagimli tip diabet, Parkinson hastaligi,
Alzheimer hastaligi, Huntington hastaligi, viral enfeksiyonlar, AIDS, tiimér olusumu,

organ transplantasyonlarinda hiicreler apoptozisle 6lebilir (Elmore 2007).

Apoptozis, hiicrenin yuvarlaklagsmasi, pseudopodlarin retraksiyonu, hiicresel hacmin
azalmasi1 (piknoz), kromatin kondensasyonu, niikleer fragmentasyon (karyoreksis),
sitoplazmik organellerin modifikasyonlari, plazma membran bleblenmesi (biitinliik
kayb1 olmadan), in vivo fagositler tarafindan yutulmasi ile karakterize edilmistir

(Baehrecke 2002; Barkla ve Gibson 1999; Roach ve Clarke 2000).

1.3.1. Apoptozisin indiiklenmesi

Hiicrelerde apoptozisin gergeklesebilmesi i¢in hiicre i¢i ya da disindan gelen bir uyaran
ile ilgili genetik mekanizmanin harekete gegmesi gerekmektedir (Erdogan 2003). Hiicre
i¢i uyaranlardan bazilart; hiicre i¢i kalsiyum miktarindaki artis, Bcl-2 ailesi, p53 geninin
aktivasyonu, sitokinler, viral/bakteriyel enfeksiyonlar ve onkojenlerdir. Hiicre dis1
uyaranlardan bazilar1 ise; koloni uyarici faktorler (CSF), tiimor nekrozis faktor (TNF),
insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF), néron biiyiime faktorii (NGF), IL-2, Fas/FasL,
glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar olarak sayilabilir. Bu faktorlerin yaninda

apoptozisi uyaran ya da diizenleyen ¢ok sayida gen de bulunmaktadir (Kaya 2007).

11



Mitokondri apoptozisin diizenlenmesinde onemli bir rol oynar. Apoptotik siirecde
apoptozis indiikleyici faktor (AIF) ve sitokrom-c gibi bir¢cok apoptotik faktor,
mitokondriden sitoplazmaya salinir (Kumar ve ark. 2005). Bu proteinlerin sitoplazmaya
salinmasinda en 6nemli protein bcl-2 ailesidir (Chang ve Yang 2000). Bcl-2 ailesi
proteinleri birbirine zit etkili iki grup olan anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-X|, Bcl-1) ve pro-
apoptotik (Bax, Bcl-Xs, Bad, Bim, Bak, Bid) iiyelerden olusur. Hiicrenin apoptozisle
oliip 6lmeyecegini belirleyen bu proteinlerin rélatif oranmidir. Pro-apoptotik proteinler
fazla eksprese edildiginde hiicreler apoptozis ise daha yatkin, anti-apoptotik proteinler
daha fazla eksprese edildiginde hiicreler apoptozis ise daha direngli olmaktadir (Kumar
ve ark. 2005).

Bcl-2 proteinlerinin pro-apoptotik tiyeleri saglikli hiicrelerde sitozolde bulunmakta ve
hiicresel stres, serbest radikal hasar1 veya biiyiime faktorii yoksunlugu gibi apoptotik
sinyaller sonucu anti-apoptotik proteinlerin bulundugu mitokondri yiizeyine dogru yer
degistirmektedirler ve anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin normal islevleri bozulur.
Bunun sonuncu olarak da mitokondriyal membranda porlar olusur ve sitokrom-c gibi
pro-apoptotik molekiiller zarlar arasi bélgeden agiga c¢ikabilir. Bu da apoptozom

olusumu ve kaspaz kaskadi aktivasyonuna yol agmaktadir (Fan ve ark. 2005; Suh 2002).

Kaspazlar, proteinleri aspartat kalintilarindan sonra kesen hiicre i¢i sistein proteazlardir.
Hatali diizenlenen kaspaz aktivitesi, hiicre i¢in 6liimciil olabilir, bu sebeple kaspazlar,
prokaspazlar olarak sentezlendikten sonra belirli bir kisimlar1 kesilip uzaklastirilarak
aktif kaspaz halini alirlar (Fischer ve ark. 2003; Solakoglu 2009). Kaspazlar birbirlerini
proteolitik olarak aktiflestirerek bir kaskada neden olurlar. Baslatic1 kaspazlar (Kaspaz
2, 8,9, 10) apoptotik uyartyla baglayan 6liim sinyallerini efektor kaspazlara (Kaspaz 3,
6, 7) naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri pargalayarak apoptotik hiicre
morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar (Adams ve Cory S 2001; Adrain ve
Martin 2001; Spierings ve ark. 2004).

1.3.2.Apoptozisin Mekanizmalari

apoptozisin gerceklesmesinde gorevli iki ana yolak vardir. Bunlardan biri hiicre
yiizeyindeki oliim reseptorlerine ligand baglanmasi ile baslayan ekstrinsik (dissal)
yolak, digeri ise mitokondriden sitokrom-c salinimiyla, 6liim sinyalinin aktive oldugu
intrinsik (i¢sel) ya da mitokondriyal yolak olarak adlandirilan yolaktir (Kaufmann ve

Earnshaw 2000).
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Ekstrinsik (Digsal) yolak hiicre yiizeyindeki Olim reseptorlerine baglanan O6lim
ligandariyla indiiklenen kaspazlar tarafindan kontrol edilir. Oliim reseptorleri, apoptotik
sinyalin iletimi i¢in gerekli olan 80 amino asit uzunlugunda intraseliiler 6liim domaini
(Death Domain, DD) igerir. En iyi bilinen 6lim reseptorleri Fas (CD95/Apo-1),
TNFR1, TRAIL-R1 (DR4) ve TRAIL-R2 (DR5/Killer/TRICK?2) dir. Ligand reseptor
etkilesimi, Fas ile iliskili 61im domain proteini (Fas Associated Death Domain, FADD)
gibi adaptér molekiillerin ve ardindan prokaspaz-8’in baglanmasina yol acar ve 6liim
indiikleyici sinyal kompleksi (Death Inducing Signaling Complex, DISC) adi verilen
sitozoloik bir kompleks olusturur. Bu durum prokapaz-8’in aktivasyonuna yol agar (Call
ve ark. 2008). Kaspaz-8, dogrudan kaspaz-3 ve kaspaz-7’yi aktiflestirerek apoptozise
neden olur (Sekil 1.5) (Kim 2005).

Intrinsik (igsel) yolak hiicre ici sinyallerle apoptotik uyar1 almmasindan sonra
proapoptotik proteinlerden Bid; bir antiapoptotik protein olan Bcl-2’yi inaktive eder,
Bax ve Bak’i aktiflestirir. Aktiflesen Bax ve Bak mitokondriyon membraninda por
olusumunu indiikleyip zar potansiyelini degistirir (Spierings ve ark. 2004). Zar
potansiyelinin degismesi sonucunda; sitokrom-c, Smac/DIABLO, HtrA2/Omi ve
apoptozis indiikleyici faktor (AIF) gibi mitokondri membran proteinlerinin sitozole
salinimini uyarilir. Mitokondriyal porlardan salinan sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotik
proteaz aktive eden faktdr) ve ATP’nin katilmasiyla sitozolde apoptozom denen bir
kompleks olusturur (Sekil 1.5) (Desagherve ark. 1999 Griffiths ve ark. 1999; Strasser ve
ark. 2000).

intrinsik Yolak Ekstrinsik Yolak

intraselliiler Stres

140 Oliim Ligandlar

1]
i
Procaspase 8 [TM] DISC

Kaspaz8 \)‘)U T—

%
. l
Procaspase 9 ¢
S \) — Prokaspaz 3

S |
€ = WS L w arormus

Kaspaz-9 Kaspaz-3

Apoptozom

Sekil 1.5. intrinsik (i¢sel) yolak ve Ekstrinsik (Digsal) yolak (Favaloro ve ark. 2012).
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Apoptozom, baslatict kaspaz olan kaspaz 9’u aktive eder. Aktif kaspaz 9, ilerletici
kazpaz olan kaspaz-3’i aktive ederek kaspaz kaskadina aracilik eder. Aktif kaspaz-3 de
ICAD (inaktif kaspaz aktive edici DNaz)’1 inaktiflestirerek CAD (Kaspaz aktive edici
DNaz)’1 serbestlestirir. CAD ise bu da apoptozisin karakteristik bulgularindan biri olan
kromatin kondensasyonuna ve oligoniikleozomal DNA fragmentasyonuna neden olur
(Sekil 1.6) (Adams ve Cory 2001; Palmer ve ark. 2000; Riedl ve ark. 2007; Duprez ve
ark. 2009).

Apaf-1 f"“’ °
o — QNN

Apoptotik Uyaran

o
o [
Sitokrom C Mitokondri

dATP/ATP
dADP/ADP

Prokaspaz-3

66

Prokaspaz-9

Apoptozom
Key @ Sitokrom C onree  ATP 09 wow
ORP ADP &= NOD @ CARD

Sekil 1.6. Apoptozom (Ledgerwood ve Morison 2009)

Bu apoptotik yolaklara ek olarak kaspazlardan bagimsiz olarak apoptozise neden oldugu
diistiniilen kaspaz aktivasyonunun gerceklesmedigi mekanizma da bulunmaktadir
(Vermeulen ve ark. 2005). Bu mekanizmada mitokondriden salinan AIF (apoptozis
indiikleyici faktor) niikleusa gecer ve niikleazlar1 aktiflestirerek DNA hasarina yol agar.
AITF, steroidler, granzim B ve endoniikleaz G kaspazlardan bagimsiz olarak apoptozise
neden olmaktadir (Ulukaya 2003).

1.2.3. Apoptotik Hiicrede Goriilen Morfolojik Degisiklikler

Apoptotik hiicrelerde morfolojik olarak ilk gézlenen degisiklik, hiicrelerin mikrovillus
gibi 0zel ylizey farklilagma yapilarini kaybetmeleri, hiicre yiizeyinin yuvarlaklasmasi ve
diger hiicrelerle temas yiizeylerini kaybetmeleridir (Wyllie 1980). Apoptotik hiicreler,
hiicre biiziismesi, niiklear fragmentasyon, kromatin kondansasyonu, membran
bleblenmesi ve apoptotik cisimciklerin olusumu gibi morfolojik degisimler ile
tamimlanir (Curtin ve Cotter 2003; Carmody ve Cotter 2001). Apoptotik hiicre
Oliimiiniin son asamasinda hiicre, organelleri igeren kiiciik parcalara bolliniir ve

apoptotik cisimcikler ortaya g¢ikar (Cohen 1993a; Ulukaya 2003). Apoptotik oliim
14



sonucunda hiicrenin membran biitlinligiiniin korundugundan hiicre igerigi ortama
dokiilmemekte ve dolayisiyla inflamatuvar yanit olusmamaktadir (Sekil 1.7) (Cohen
1993b; Hotchkiss 2009).

Nekroz, bir hiicre 6liim seklidir. Rastgele gelisen, genler tarafindan kontrol edilemeyen
diizensiz bir stiregtir. Patolojik hiicre 6liimii olan nekrozun en yaygin nedeni oksijen
yetersizligi anlamina gelen hipoksidir. Toksik maddeler ve agir metaller nekroza neden
olur (Schwartzman ve Cidlowski 1993). Nekroz sirasinda mitokondriyal ROS {iretimi
artar, nonapoptotik proteazlar aktive olur, ATP iiretimi azalir ve Ca™" kanallar1 agilir
(Golstein ve Kroemer 2007; Nicotera 2004). Sonug olarak hiicre igerisine osmozla su
girmesiyle hiicre patlar, hiicre membran biitiinliigii kaybolur ve inflamatuvar yanit
olusur. DNA rastgele-diizensiz olarak parcalanir ve hiicrenin mitokondrisi siser

(Chandra ve ark. 2000).

Apoptozintrinsik v — ’
veya ekstrinsik yolak Huc.re biiziilmesi
tarafindan indiiklenir Kromatin kondensasyonu
Normal Hiicre \
Apopros's j Niikleer parcalanma
Apoptotik cisimciklerin
parcalanmast v Apoptotik cisimciklerin
olusumu

Sekil 1.7. Apoptosis’in morfolojik degisiklikleri (Yau 2004)

1.2.4.Apoptozis ve Nekroz Arasindaki Farklar
Apoptozis ve Nekroz arasindaki farklar Sekil 1.8’de gosterilmisir.

1- Nekroz bilesik hiicre gruplarini etkilerken, apoptozisde tek tek hiicreler etkilenir
(Holdenrieder ve Stieber 2004).

2- Nekroz fizyolojik olmayan uyaranlarla baslar, apoptozis hem fizyolojik hem de
fizyolojik olmayan uyaranlarla baslayabilir (Lu ve ark. 2000; Wyllie 1980).

3- Nekroza ugrayan hiicre, ¢cevreye yaydigi kemotaktik maddeler araciligi ile ¢agrilan

makrofajlar tarafindan fagosite edilir. apoptozise ugrayan hiicre ise ¢evreye kemotaktik
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madde yaymaz; yaninda bulunan epitel hiicreleri veya makrofajlar araciligi ile

fagositoza ugrar (Lu ve ark. 2000; Wyllie 1980).

4- Nekrozla 6len bir hiicrede kromatin yapist hemen hemen normal hiicredeki goriintiiye
benzerdir, ama apoptozisle 6len hiicrenin kromatini niikleus membraninin ¢evresinde

toplanir ve yogunlasma (kromatin kondensasyonu) sekillenir (Ulukaya 2010).

5- Nekrozda zar biitiinliigli bozulur, apoptozisde ise hiicre apoptotik cisimciklere ayrilir
fakat asla zar biitiinliigli bozulmaz. Dolayisiyla Nekrozda inflamatuar cevap vardir,

apoptozisde ise yoktur (Yilmaz 2005; Cummings ve ark. 1997; Spencer ve ark. 1996).

6- Nekrozda hiicre i¢ine asirt sivi girmesi sonucu sitoplazma ve mitokondride sisme
goriilirken (cell swelling) , apoptozisde ise tam tersine biiziilme ve g¢ekirdek

yogunlagmasi goriiliir (cell shrinkage) (Ulukaya 2003).

7- Hiicre i¢i ATP seviyesine gore hiicrenin apoptozis veya nekroz ile oliir. Eger hiicre
ciddi olarak zarar gormiigse apoptozis i¢n gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve

nekroz ile 6lecektir. (Chandra ve ark. 2000).

8- Nekroz sirasinda DNA'nin rastgele sindirimi mevcuttur. Oysa apoptozisde DNA’nin,
intraniikleozomal bolgelerinden 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA
parcalar1 olusturacak sekilde parcalanma mevcuttur. Bu da agaroz jel elektroforezde
apoptozis icin karakteristik “ladder pattern” denen merdiven seklinde kirilmalar

meydana getirir (Ulukaya 2003; Wyllie 1980).

9- Nekrozdan farkli olarak apoptotik hiicrede normalde plazma membraninin i¢ yiiziinde
bulunan fosfatidilserin’in  membranin dig yliziine dogru transloke olmasidir.
Membrandaki bu, apoptotik hiicrenin komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan

taninmasini ve fagosite edilmesini saglar (Ulukaya 2003).
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Sekil 1.8. Apoptozis ve nekroz arasindaki farklar (Goodlett ve Horn 2001)

1.3.5. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yoéntemler

Apoptozis, ilk kez 1972 yilinda, hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore belirlenmistir,
80’li yillarin sonuna dogru DNA kiriklarinin saptanmasina yonelik yontemlerle
belirlenmeye baglandi. 90’larin  ortalarinda ise apoptotik hiicrelerde kaspaz
aktivasyonlarinin belirlenmesine yonelik metodlar kullanilmaya baslanmistir, 90’larin
sonuna dogru da fosfatidilserin translokasyonunu belirleyen yontemlerle de saptanmaya
baslandi. Bu metodlarin tamamini, 2000’11 yillarin baslarinda, sadece apoptotik epitelyal
hiicrelerde kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein olan keratin 18’in kirildikdan sonraki
0zgiin formunu saptayan antikorlarin kullanilarak daha spesifik olarak saptanmasi takip

etti.

Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler morfolojik goriintiileme yontemleri,
immunohistokimyasal yontemler, biyokimyasal yontemler, immunolojik yoOntemler,

molekiiler biyoloji yontemleri olarak siralanabilir (Ulukaya 2003).

1.3.5.1.Morfolojik Goriintilleme Yontemleri

Isik Mikroskopu Kullanima:

a. Hematoksilen-eozin boyama: Hematoksilen-cozin (HE) ile boyanan preparatlar 151k
mikroskobu ile incelenir. HE boyamada, hematoksilen boyasi kromatini boyadigindan
apoptotik hiicreler nukleus morfolojisine gore degerlendirilir. Apoptozis 06zgi

degisiklikler iyi bir boyama yapilmissa kolayca gozlenebilir. Fakat yine de deneyim
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gerektirmektedir. Ciinkii bazi durumlarda mitotik hiicreler ile apoptotik hiicreler
karistirllabilir. Gozlenebilen degisiklikler sunlardir: hiicre kiiglilmesi veya sitoplazmik
kiiciilme, kromatinin kondanse olmasi ve nukleus zarinin periferinde toplanmasi,

nukleusun kii¢lilmesi veya parcalara boliinmesi (Mountz ve Zhou 2001; Ulukaya 2003)

b. Giemsa boyama: Giemsa ile boyamada hematoksilenle boyamada da oldugu gibi
nukleus morfolojisi esas alinarak apoptotik hiicreler taninir. Sitoplazma sinirlar
hematoksilen boyamaya goére daha iyi segilebilmekle birlikte hematoksilen boyamaya

belirgin bir istiinligl yoktur(Ulukaya 2003).

Floresan Mikroskopu / Lazerli Konfokal Mikroskop Kullanim

Hoechst boyasi, DAPI, propidium iyodiir gibi floresan maddelerin kullanilmasiyla
yapilan bir boyama seklidir. Bu floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden
hiicrenin kromatini dolayisiyla da niikleusu goriiniir hale gelebilir. Bu yontem, hiicre
kiiltiirii caligmalarinda, canli hiicre ile yasayan hiicrenin ayirimina olanak taniyan bir
yontemdir. Canli ve 6lii hiicre ayrimini yapabilmek i¢in, Hoechst boyasi1 gibi canli veya
6lu tiim hiicreleri boyayabilen bir boya ile propidium iyodiir gibi sadece 6lii hiicreleri
boyayabilen bir baska boya beraber kullanilir. Bu boyama yontemindeki prensip,
canliligin belirleyicisi, hiicre zarinin intakt olup olmadigidir. Zar1 intakt olan yani canli
hiicreler propidium iyodiir gibi sadece membran biitiinliigii bozulmus (6lii) hiicreleri
boyayan bir boya ile boyanmazlarken, Hoechst boyasi gibi 6lii veya canli tim hiicrelere
girebilen boyalar ise ortamdaki tiim hiicreleri boyayarak 6lii veya canli hiicre ayrimina
olanak saglarlar. Bu sekilde boyanan hiicreler bir floresan mikroskopu ile taninabilirler.
Bu yontemle hiicrelerin 6lii ya da canli oldugu anlasilabilir ama o6li hiicrelerin
apoptozisle veya nekrozisle 6liip 6lmediklerinin ayrimi1 nukleus morfolojisine bakilarak
yapilir. Hicrelerin apoptozisle veya nekrozla oliip Olmediginin ayrimi asagidaki

kriterlere gore yapilir:

-Nekrozla élen hiicreler: Olii olduklar: belirlenen yani hem propidium iyodiir hem de
Hoechst boyasi ile boyanan hiicrelerin nukleuslarinda apoptotik degisiklikler gériilmez.
Nukleus paterninde biiyiik degisiklik yoktur. Nukleusun baglangigda daha kiiciik oldugu
gozlenebilir ama ileri evrelerde normale gore biraz daha biiylimiis goriilebilir. Boya
yogunlugu baslangicda daha fazla olabilir ama ileri evrelerde yogunluk apoptotik

hiicrelere gore daha az bulunabilir.
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- Apoptozisle élen hiicreler: Apoptotik hiicrelerde hiicre zar1 eger sekonder nekrozis
gelismemigse intakt oldugundan propidium iyodiir ile boyanmaz ama Hoechst boyasi ile
boyanir. Yani propidium iyodiir negatif ve Hoechst boyasi pozitif boyanirlar. Fakat
apoptozise o6zgii nukleus morfolojisi bu hiicrelerde tan1 koydurucudur. Niikleus

fragmentasyonu en 6nemli bulgudur.

- Normal (canly) hiicreler: Propidium iyodiir ile boyanmazken, Hoechst boyasi ile

boyanirlar ve nukleus normaldir (Ulukaya 2003).

Elektron Mikroskobu Kullanilarak Yapilan Yontemler

Elektron mikroskopu ile degerlendirme apoptozisde en degerli yontem olarak
diisiiniilmektedir. Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak gézlendigi yontemdir.
Ustelik mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da niikleus membraninimn biitiinliigiiniin

bozulup bozulmadig: gibi subselliiler detaylar da incelenebilir (Ulukaya 2003).

Faz Kontrast Mikroskobu Kullanilarak Yapilan Yontemler

Bu tiir mikroskop sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda hiicreyi veya hiicre toplulugunu
incelemek amaciyla kullanilir. Olen hiicreler yapistiklar1 substratumdan ayrilacaklar:
icin besiyer i¢inde yiizmeye baglarlar. Bu hiicreler faz kontrast mikroskopu ile
gozlenebilirler. Mitozise giden hiicreler de faz kontrast mikroskopuyla gozlenebilirler
fakat bu hiicreler ayn1 zamanda apoptotik hiicrelerin erken evredeki goriintiileri ile
karisabilirler. O ylizden ayrimlari hemen hemen imkansizdir. Gerek mitozisde gerekse
apoptozisin erken evresinde hiicreler iizerine yapistiklart substratuma yayilmis halde

degil, tam tersine yuvarlaklasmis ve kii¢iilmiis olarak goriiliirler (Ulukaya 2003).

1.3.5.2. Histokimyasal Yontemler
Anneksin V Y éntemi

Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde fosfatidilserin (PS)
bulunmaktadir. Apoptotik siirecte normalde zarin i¢ yiiziinde yerlesmis olan PS
molekiilleri hiicre zarmin dis yiiziine transloke olurlar. Dis yiize transloke olan PS’ler,
FITC gibi floresan bir madde ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir hale

getirilirler. Boylece apoptotik hiicreler saptanmis olur (Ulukaya 2003).

19



TUNEL Yontemi

DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglayan bir yontemdir. Parafin kesitleri,
terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) ve nonizotopik isaretli niikleotidler (siklikla
biyotinli dUTP) kullanilarak yapilan isaretleme ardindan floresan veya enzimatik

goriintlileme ile apoptotik hiicreler digerlerinden ayrilir (Giiles ve Eren 2008).

M30 Yontemi

M30 yonteminde apoptotik hiicreler sitokeratin 18’in kaspazlarin etkisiyle kirilmasi
sonucu ortaya ¢ikan yeni antijenik bdlgenin immunohistokimyasal yontemle boyanmast
prensibine gore belirlenir. Sadece sitokeratin 18’1 eksprese eden dokularda kullanilmasi

miimkiindiir. Bu dokular epitelyal kaynakli dokulardir (Ulukaya 2003).

Kaspaz-3 Yontemi

Kaspaz-3 yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3
immunohistokimyasal boyama metoduyla belirlenebilir. Bunun i¢in, dokunun kaspaz-3
eksprese ettiginin bilinmesi ya da ¢alisilan dokuda apoptozise yol agan ajanin kaspaz-
3’1 kirp kirmadiginin bilinmesi gerekir. Ancak, bunun bilindigi durumlarda apoptotik

hiicreler bu metodla tespit edilebilirler (Ulukaya 2003).

1.3.5.3. Biyokimyasal Yontemler
Agaroz Jel Elektroforezi

DNA kiriklarinin gésterilebildigi bir yontemdir. Apoptozisde DNA, 180 baz ¢ifti ve
bunun katlarina karsilik gelen noktalardan yani internukleozomal bolgelerden kirildig:
icin ip merdiven goriintiisii “ladder pattern” olusur. Bu apoptozisin karakteristik
ozelligidir ve diger 6lim sekillerinde goriilmez. O yilizden apoptozisi belirlemede

faydali yontemlerden biridir (Ulukaya 2003).

Western Blotting

Bcl-2, kaspaz-3 gibi apoptozise 6zgii bazi proteinlerin eksprese olup olmadiklarinin ya
da kirilip kirilmadiklarinin saptanmasini, sitokrom-C’nin sitozole ¢ikip ¢ikmadiginin
belirlenmesini saglayan bir metodtur. Yanliz, sitokrom-c tespitinde Once alt-
fraksiyonlama yapilarak hiicrelerin mitokondriyal ve sitoplazmik fraksiyonlar1 ayrilir.
Normalde sitokrom-c sitoplazmik fraksiyonda bulunmaz. Ancak sitokrom-c’nin bu

fraksiyonda tespit edildiginde hiicrelerin apoptozise gittikleri anlasilir (Ulukaya 2003).
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Akim sitometri

Akim sitometride farkli molekiiller, hiicreler ve parcaciklar, diisiik ve dik agili 151k
yayilimi kullanilarak biiytlikliik ve sekil olarak ayrilabilir. Bu hiicreler, molekiiller veya
pargaciklar 13- phycoerithrin, FITC ve rhodamine-GG gibi farkli 6zel floresan
isaretleyicilerle veya boya isaretli antikorlarla isaretlenebilir. Akim sitometri
yardimiyla, floresan bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak apoptozisde
eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre yiizey proteininin saptanmasi mimkiindiir.

Boylece apoptotik hiicreler belirlenebilir;
a. Floresan bir madde olan propidium iyodiir kullanilarak,
b. FITC gibi floresan bir madde ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak (Aral 1996).

1.3.5.4. immunolojik Yéntemler
Elisa Yontemi

ELISA yonteminde, antijen-antikor kompleksine bir enzimle isaretli antiglobulinin ilave
edilmesi ve sonra substratin eklenmesi ile eger antijen veya antikor var ise renk
olusumunun gozlenmesi esasina dayanmaktadir. Duyarli spesifik ve ¢abuk sonug veren
bir testtir. apoptozisde goriilen ilk olay, sitoplazma i¢ine niikleozomlarin salinmasini
takip eden DNA fragmentasyonudur. ELISA ile gerek Kkiiltliri yapilmis hiicre
populasyonlarinda, gerekse insan plazmasinda DNA fragmentasyonunu tespit etmek
miimkiindiir. Ayni sekilde M30 diizeylerinin 6l¢iimii de miimkiindiir (Overbeeke ve ark.
1998; Salgame ve ark. 1997; Ulukaya 2003).

Fluorimetrik Yontem

Kiiltiirii yapilmis hiicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesinde kullanilan bir
yontemdir. Bu yontemde ilgili kaspazin antikorunun bulundugu hiicre kiiltiir kaplarina
hiicre lizatlarinin konulmasi ile kaspaz molekiilleri tutulur ve sonra ortama kaspazlarin
parcaladigi ve kendisine floresan bir maddenin tutundugu bir substrat ilave edilir.
Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantili olarak ortaya ¢ikan floresanin siddeti fluorimetre

ile dlgiilerek kaspaz aktivitesi saptanir (Ulukaya 2003).

1.4. Kurkumin

Zingiberaceae ailesinin bir iiyesi olan Curcuma longa ¢ok yillik bir bitki olup ana vatani

Giliney Asya’dir (Ammon ve Wahl 1991). Cogunlukla Hindistan’da yetistirilmekle
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beraber Banglades, Cin, Endonezya, Karayip adalar1 ve Giiney Amerika’nin birkag
iilkesinde de yetistirilir (Thomas-Eapen 2009). Kurkumin, Curcuma longa
rizomlarindan ekstrakte edilen, yemeklerde aromasi ve sar1 rengi sebebiyle kullanilan
baharatin (kori) tiretiminde kullanilir (Goel ve ark. 2008). Kurkumin, gida endiistrisinde
renklendirici, koruyucu ve aroma olarak kullanilir. Ayrica Japonya’nin ¢esitli
bolgelerinde cay olarak da tiiketilmektedir (Sharma ve ark. 2005). Zerdecal bitkisinin
yaklasik 6000 yildir agr1 kesici, iltithap kurutucu, yara iyilestirici, iilser, kire¢clenme ve
cilt hastaliklarindaki tedaviye yardimci 6zelliklernden dolay1 tibbi amagla kullanildigi
Ayurveda’da (Hint T1p Sistemi) belgelenmistir (Aggarwal ve ark. 2003). Ulkemizde ise
Hint safrani, zerdecal, zerde¢Op, safran kokii olarak adlandirilan kurkumin daha ¢ok
baharat olarak kullanilmaktadir. Safranbolu yoresinde yetisen zerdegal lilkemizde de
soguk alginliginda, hazimsizhigi gidermede ve gaz soOktiirlicii olarak kullanilir

(Demircioglu ve ark. 2007).

Zerdegal Dbitkisinin  Ozlerinde 3 farkli  kurkuminoid mevcuttur; kurkumin,
demetoksikurkumin, ve bis-demetoksikurkumin (Sekil 1.9). Kurkumin zerdecalin en
aktif bilesenidir ve zerdegal baharatinin yaklasik %2-5’ini olusturur (Lin ve Lin-Shiau
2001). Kurkumin molekiiliiniin kimyasal formiilii Cz1H200s, molekiiler agirigi
368,37g/mol, erime noktasi da 183 °C°dir ve suda coziinmeyen fakat aseton, DMSO ve
etanolde kolaylikla ¢6ziinebilen bir molekiildiir (Sharma ve ark. 2005).

CHEMICAL STRUCTURES OF CURCUMINOIDS

CH3;0 OCH3;
HO-OCH%HCOCHZCOCHQHO—OH
CURCUMIN Diferuloyl methane
OCHj3

Ho—©>cn=cucocnzcocu=cu~©70rl

DEMETHOXY CURCUMIN p-Hydroxy-cinnamoyl-feruloyl-methane

Ho—©—cﬂ=cncocnzcocn=cu—©—ou

BISDEMETHOXY CURCUMIN pp’-Dihydroxy-dicinnamoyl-methane

Sekil 1.9. Kurkumunoidlerin kimyasal yapist (Maheshwari ve ark. 2006)

Kurkumin, Hint tibbinda bir tonik ve kan temizleyicisi olarak kullanima girmis olup,
deri hastaliklarinin tedavisindeki rolii ve deriyi yumusatici etkisinden dolayi, krem ve

banyo sabunu yapimi gibi kozmetik alaninda da kullanilmaktadir. Bunun yaninda, halk
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arasinda kesik, yara ve yaniklarin tedavisinde de ev ilaci olarak da yaygin bir kullanim
alanina sahiptir (Limtrakul ve ark. 1997; Priyadarsini 1997; Piper ve ark. 1998). Bu
kulanim alanlarimin disinda, baharat, gida katki maddesi ve tekstil sanayinde kumas

boyasi olarak da kullanilmaktadir (Aggarwal ve ark. 2007).

Son yillarda kurkuminin biyolojik aktiviteleri ve farmakolojik etkilerini belirlemek i¢in
¢ok sayida c¢alisma yapilmistir ve bu g¢alismalarda kurkuminin; antiinflamatuvar,
antioksidan, antikarsinojenik, antimutajenik, antikoagiilan, antidiyabetik, antibakteriyel,
antifungal, antiprotozoal, antiviral, antiiilser aktiviteleri icine alan genis bir biyolojik
etkinlige sahip oldugunu gostermistir (Aggarwal ve ark. 2007; Kunnumakkara ve ark.
2008).

Bu ozelliklerinin yanisira diger bir belirgin 6zelligi de Asya iilkelerinde yiizyillardan
beri kullanilmasina karsin kurkuminin herhangi bir toksik etkisinin tespit edilmemis

olmasidir (Ammon ve Wahl 1991).

1.4.1. Kurkuminin Anti-kanser Etkisi

Kurkuminin 16semi-lenfoma, gastrointestinal sistem kanserleri, genitoiiriner sistem
kanserleri, meme kanseri, ovaryum Kkanseri, bas-boyun kanseri, akciger kanseri,
melanom, noérolojik kanserler ve sarkoma olmak iizere cok cesitli kanserlerde etkili

oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya ¢ikarilmistir (Sekil 1.10) (Anand ve ark. 2008).

Sekil 1.10. Kurkuminin etkili oldugu kanser tiirleri (Anand ve ark. 2008)
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Hiicre biliylimesi veya apoptozis gibi kanser gelisim siirecinde rol oynayan bir¢ok
kemoterapotik faktérden farkli olarak kurkumin, onkogenlerin aktivasyonu (Singh ve
Singh 2009), kanser hiicrelerinin proliferasyonu (Simon ve ark. 1998), apoptozisten
kacma (Han ve ark. 1999) ve metastaz gibi kanser gelisiminin ¢esitli asamasinda

etkilidir (Sekil1.11).

S

Sekil 1. 11. Kurkuminin antikanser 6zellikleri

Kanser, ¢ogu tiimor tipinde tanimlanan ras (Rajalingam ve ark. 2007) ve bir¢ok genin
ekspresyonunda rol alan c-myc gibi protoonkogenlerin mutasyona ugramasiyla
iligkilendirilir. Protoonkogenler mutasyona ugrayarak onkogenlere doniislir ve kansere
neden olurlar. ilging bir sekilde, kurkuminin onkogenlerin aktivasyonunu inhibe ettigi
rapor edilmisitir (Singh ve Singh 2009). Ayrica kurkumin apoptozisin indiiklenmesi ve
hiicre proliferasyonnun inhibe edilmesi gibi antikanser Ozelliklere de sahiptir.
Kurkuminin antiproliferatif etkisi konsantrasyonuna, tedavi siiresine ve hiicre tipine
baghdir. Diisiik dozlarda Hiicre siklus hasarina neden olurken yiliksek dozlarda
apoptozisi indiikler. Hiicre proliferasyonu, basta tiimorijenezle iliskilendirilen siklin
ailesi ve siklin bagimli kinazlar olmak {izere ¢esitli hiicre siklus proteinleri tarafindan
kontrol edilir(Kastan ve Bartek 2004; Diehl 2002). Kurkumin bas ve boyun skuaméz
karsinoma hiicrelerinde siklin D1 downregiilasyonu yoluyla hiicre siklusunu ve G1

fazindan S fazina gecisi inhibe eder (Aggarwal ve ark. 2004) Bunun yaninda p21
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upregiilasyonu ve Siklin A’nin downregiilasyonu yoluyla mesane kanser hiicrelerinde

proliferasyonu inhibe eder (Park ve ark. 2006).

2004 yilinda akciger hiicre soylart A549 ve HI1299 ile yapilan bir calismada,
kurkuminle yapilan tedavinin bu hiicre soylarinda apoptozisi indiikledigi ve hiicre
biiyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir (Pillai ve ark. 2004). Benzer sekilde 2013 yilinda
yine A549 hiicreleriyle yapilan bagka bir ¢alismada kurkuminin Bcl-2/Bax ve sitokrom
C yoluyla hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini ve apoptozisi mitokondriyal yolak
tizerinde indiikledigi gosterilmistir (Li ve ark. 2013).

2009 yilindaki bir ¢alismanin sonucuna gore; kurkuminin kanser tizerindeki etkisini
hiicrenin sinyal yolaklarini etkileyerek gergeklestirdigini ileri siirmektedir. Bu yolaklar
arasinda hiicre proliferasyon yolag: (siklin D1, c-myc), hiicre yasam yolag: (Bcl-2, Bcl-
xL), kaspaz aktivasyon yolagi (kaspaz-8, 3, 9), timér siipressor yolagi (p53, p21) 6lim
reseptor yolagi (DR4, DRS), mitokondrial yolak ve protein kinaz yolagi yer alir
(Ravindran ve ark. 2009).

2012’de aypilan bir ¢alismada ise kurkuminin Sisplatin direngli A549 hiicre soyunda
HIF-1la ve kaspaz-3 mekanizmalart yoluyla apoptozisi indiikledigi dolayisiyla ilag

direncini tersine ¢cevirmede de etkili oldugu gosterilmistir (Ye ve ark., 2012).

Bunlarin disinda kurkuminin, kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan radyasyon
veya kemoterapotik ajanlarin etkinligini artirmada ve tedaviden kaynaklanan normal
doku hasarim1 6nlemede de etkili oldugunu gosteren pek cok calisma yaymlanmistir

(Hatcher ve ark. 2009).

1.5. Yeni Sentez Edilen Palladyum(II) Bilesigi

1.5.1. Palladyum(II) Bilesiginin Biyolojik Etki Mekanizmalari

Pd metali ilk olarak 1803 yilinda William Hyde Wollaston tarafindan kesfedilmistir.
Atom numarasi 46 ve atom agirhigr 106,42g/mol’diir. Yapisal ve kimyasal 6zellikleri
acisindan Platin (Pt) metaline benzerdir. Pt ve Pd kompleksleri arasindaki benzerlik, Pd

tiirevlerinin de potansiyel anti-kanser ilaglar olarak arastirilmasini saglamaktadir (Zhang

ve ark. 2011).

Cisplatin gibi metal bazli ilaglarin metal merkezleri pozitif yiiklidir ve DNA gibi
negatif yikli biyomolekiillere baglanma yetenegine sahiptirler. Pt(I) ve Pd(ll)
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komplekslerinin her ikisinin de DNA’y1 iki farkli mekanizma iizerinden etkiledikleri

anlagilmistir.

Birinci mekanizma, Pt(Il) veya Pd(Il) iyonlarinin DNA sarmalindaki amino uglarina
baglanmasina ve bir koordinasyon molekiilii olusturmasina dayanmaktadir. Kiiclik
hacimli Pt(Il) veya Pd(Il) kompleksleri DNA'y1 olusturan piirin bazlar1 guanin ve adenin
ile etkilesir ve bu uglardan DNA sarmalina baglanirlar. Pt(Il) veya Pd(Il) iyonlarinin
DNA’ya baglanmasi sonucunda, hiicre boliinmesi sirasinda DNA sentezi imkansiz hale

gelir ve DNA' sini1 tamir edemeyen hiicre 6liir (Petrovic ve ark. 2007).

Ikinci mekanizmada ise, biiyiik hacimli ligandlarin bagl oldugu Pt(I) veya Pd(II)
kompleksleri DNA ¢ift sarmalinda araya girer (interkalasyon) ve DNA’ya hidrojen
baglariyla baglanarak hiicre boliinmesini durdurur (Howe-Grant ve ark. 1976; Petrovic
ve ark. 2007).

Cisplatin gibi platin bazli antikanser ilaglarinin DNA hasarina yol acarak etki
gosterdikleri diigiiniilmektedir. Platin bazli ajanlar hiicre duvarmi aktif veya pasif
difiizyonla gectikten sonra DNA, RNA ve proteinlere baglanirlar. DNA’ya baglanma ile
transkripsiyon ve replikasyon mekanizmalarinin engellenir ve sonugta kanser hiicresi
Olur. Platinli ajanlar DNA’da tek ya da c¢ift zincir kiriklarina neden olmakta ve

apoptozisi arttirmaktadirlar (Takahara ve ark. 1999).

Oksaliplatin, diger bir platin bazli ilag olan cisplatin ile ¢esitli mekanik 6zellikleri
bakimindan benzerdir. Cisplatin gibi oksaliplatin de esas olarak interstrand (zincirler
arasi, DNA’nin karsilikli zincirlerinde) capraz baglarin ve ayni zamanda hiicresel
DNA'da intrastrand (zincir i¢i, tek DNA zincirinde) ¢apraz baglarin ve DNA-protein
carpraz baglarin olusumunu indiikler. Tim bu oksaliplatinin indiikledigi DNA
lezyonlariin hiicre biiyiimesi inhibisyonunda rol oynamasi muhtemeldir. Baglantilarin

tipi, ilacin sitotoksisitesiyle ilgilidir (Faivre ve ark. 2003).

Cisplatin DNA’ya baglandiginda baslangigta, ¢ift sarmalin genel yapisinda bozulma
olmamasina ragmen, baglanti bolgesinde 35-40"1lik bir biikiilme, platinin DNA’ ya
baglandig1 bolgede seker-fosfat omurgasinda ve daha sonra da genel yapida
konformasyonel degisikliklere neden olmaktadir. Replikasyon, DNA c¢ift sarmal
yapisinin kromatinden ¢6ziilmesi, ¢ift sarmal yapilarinin ayrilmasi ve orijinal zincirlerin

kalip olarak kullanilip yeni DNA sentezlenmesini igerir. Pt’nin DNA’ya baglanmasi
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DNA’nin yapisal diizenini degistirir, dolayistyla DNA sentezi i¢in énemli bir enzim
olan DNA polimerazin baglanma bolgesi de degisiklige ugramis olur (Takahara ve ark.,
1999). Sonug olarak Cisplatin-DNA baglantisinin olusumu DNA transkripsiyonu ve
replikasyonunu bloke etmektedir (Keter ve ark. 2008).

Palladyum kompleksi DNA'y1 esit olmayan iki parcaya ayirir ve hafif DNA pargasi
yerine agir parcaya giiglii bir sekilde baglanir (Mansouri-Torshizi ve ark. 2008). Yapilan
calismalar Pt(1l) kompleksleri gibi DNA‘da yiiksek diizeyde hasar olusturdugunu ve
apoptozisi indiikledigini gostermistir (Miklasova ve ark. 2009; Keter ve ark. 2008).
Ulukaya ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise Pd(II) kompleksinin apoptozisi DR4 ve
DRS5 isimli apoptozis 6liim genleri tizerinden indiikledigi bulunmustur (Ulukaya ve ark.
2011b).

1.5.2. Palladyum(II) Bilesiginin Kanser Tedavisindeki Yeri

Kanser tedavisi i¢in kullanima giren ilag sayisindaki hizli artisa ragmen tedavide etkin
bir basar1 saglanamaktadir. Bu nedenle, anti-tiimor etkisi yiliksek yeni metal

komplekslerin sentezlenmesine gereksinim duyulmaktadir.

Metal bazli bilesikler kanser tedavisinde yaygin sekilde kullanilmaktadir. Kanser
tedavisinde kullanilmak amaciyla ilk olarak 1978 yilinda Cisplatin sentezlenmistir.
Cisplatin, tedavi edilen hastalarda bircok olumsuz yan etkileri olmasina ragmen birgok
kansertiiriiniin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir; 1985 yilinda ikinci platinum
bazli ilag olarak, antitiimdr aktiviteyi gelistiren ve cisplatinin dezavantajlarini azaltan
karboplatin ve {iglincli platinum bazli ilag olarak da 1996 yilinda oksaliplatin

kullanilmaya baslanmistir (Starha ve ark. 2009).

Platinum ilaglar1 metal bazli anti-kanser ajanlar olarak kanser tedavisinde énemli role
sahiptir. Ozellikle cisplatin, karboplatin ve oksaliplatini iceren Pt kompleksleri uzun
yillardan beri; yumurtalik, testis, rahim, bas, boyun, kii¢iik hiicreli akciger, kolorektal,
serviks ve lenfomayr da igeren bircok kanser tiiriiniin tedavisinde klinik olarak
kullanilmaktadir (Mansuri-Torshizi ve ark. 1992; Rabik ve Dolan 2007; Divsalar ve ark.
2007).

Cisplatin, cis-diamminedichloroplatinum(ll)(cis-DDP), anti-timor ilag olarak tim
diinyda ¢ok yaygin kullanimina ragmen; nefrotoksisite, ndrotoksisite ve emetojeniteyi
de iceren ciddi toksik yan etkilerinin olmasi klinikte kullanilan dozu sinirlamaktadir.
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Bununla birlikte birgok kanser tiiriinde ciplatine karst direng gelisebilmektedir

(Mansouri-Torshizi ve ark. 2011; Zhang ve ark. 2011).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, baz1 Pd(IT) komplekslerinin standart platin bazli ilaglar
(cisplatin, karboplatin ve oksaliplatin) ile karsilastirildiginda farkedilir diizeyde in vitro
sitotoksik etki gosterdigini kanitlamaktadir (Rau ve van Eldik, 1996; Miklasova ve ark.
2009; Giliney ve ark. 2011a). Ayrica baz1 Pd komplekslerinin cisplatin ilacina oranla
daha yiiksek anti-tiimdr aktiviteye ve daha az yan etkiye neden olduklar1 gosterilmistir

(Divsalar ve ark. 2007; Ulukaya ve ark. 2011b).

2010 yilinda Gao ve ekibi tarafindan yapilan calismada; insan serviks epiteloid
karsinom hiicreleri (HeLa), insan hepatoseliiler karsinom hiicreleri (Hep-G2), insan oral
epitelyal kanser hiicreleri (KB) ve insan akciger kanseri hiicrelerinde (AGZY-83a),
Pd(IT) kompleksi ve cisplatinin sitotoksik etkileri arastirilmistir. Pd(IT) kompleksi HeLa
ve Hep-G2 hiicrelerine kars1 cisplatin ile benzer sekilde sitotoksik etki gdsterdigi buna
karsin KB ve AGZY-83a hiicrelerine kars1 cisplatininin Pd(ll) kompleksinden daha
fazla etki gosterdigi bulunmustur (Gao ve ark. 2010).

Ulukaya ve arkadaglar1 Pd(IT) kompleksinin, insan meme kanseri hiicre soylar1 olan
MDA-MB-231 ve MCF-7 {izerinde doz ve zamana bagli olarak biiyiimeyi in vitro
olarak baskiladigini gostermistir ve Pd(11) kompleksinin bu etkisini, Balb/c farelerde in
vivo olarak da dogrulamislardir. Ayrica Pd(II) kompleksinin apoptozisi DR4 ve DR5
isimli apoptozis hiicre Olim genleri araciligi ile indiikledigi de ayni galigmada

gosterilmistir (Ulukaya ve ark. 2011b).

Ayni1 yil i¢inde yine Ulukaya ve ark. Pt(IT) ve Pd(II) bilesiklerinin biiylime inhibe edici
etkilerini ti¢ farkli akciger kanseri hiicre soyunda (A549, H1299, PC-3) arastirilmustir.
Sonug olarak, Pd(I) kompleksinin mitoz boliinmeyi inhibe ederek ve nekrotik hiicre
Olimiinii uyararak biitlin hiicre soylarinda biiylimeyi baskilayic1 etkisinin oldugu

gosterilmistir (Ulukaya ve ark. 2011a).

Giiney ve arkadaglari, bis(2-piridil metil) amin (bpma) ve sakkarinat (sac) i¢eren Pd(l1)
ve Pt(Il) bilesiklerinin A549 (akciger kanseri), C6 (sican beyin gliom hiicresi) ve CHO
(¢in hamsteri yumurtalik hiicresi) hiicre soylar1 iizerindeki sitotoksik etkileri
arastirmiglardir. Bu kompleslerin sitotoksik etkileri standart kemoterapdtik ilag olan

cisplatin ile karsilastirildiginda Pt(Il) komplekslerinin biitiin hiicre soylarindaki etkisi az
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olmasina ragmen, Pd(Il) komplekslerinin duyarli hiicre soylari {izerinde 6nemli bir

sitotoksisite gosterdigi belirlenmistir (Giiney ve ark. 2011b).

Kontek ve ark. (2011) tarafindan, normal lenfositlerde, insan kiigiik hiicreli dis1 akciger
(A549) ve insan kolorektal adenokarsinom (HT29) hiicrelerinde ligand olarak dietil
(piridin-2-il-metil) fosfatlar1 igeren trans-palladyum(ll) kompleksinin apoptozisi ve
nekrozu indiikledigi bulunmustur. Elde edilen sonuglar bu trans-palladyum(ll)
kompleksinin in vitro kosullarda A549 ve HT29 timor hiicrelerinde, normal hiicrelere

kiyasla daha fazla sitotoksik oldugu ve hiicre biiyiimesini inhibe ettigini géstermistir.

2014 yilinda A ve arkadaglar tarafindan yapilan bir calismada da Pd(II) kompleksinin
meme kanseri hiicre soylar1 MCF-7 ve MDA-MB-231’e kars1 giiglii anti-proliferatif
aktivitesinin oldugu, apoptozisi indiikledigi ve in vivo olarak tiimor hiicrelerinin

biiyiimesini dnemli derecede inhibe ettigi gosterilmistir (Ar1 ve ark. 2014).

2015 yilinda yapilan bir ¢alismada dort farkli Pd(IT) kompleksinin insan meme kanseri
MDA-MB-231, insan akciger kanseri A549 ve insan kronik lenfotik 16semi CLL hiicre
soylar1 iizerinde anti-timor etkisi in vitro olarak arastirilmistir ve tiim bilesiklerin

kanser hiicrelerinde canliligi doza bagh olarak inhibe ettigi gosterilmistir (Stojkovi¢ ve

ark. 2015).
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2.MATERYAL VE YONTEM

2.1.Materyal
2.1.1.Kimyasal Maddeler

-Pd (1), Uludag Universitesi Kimya Béliimii, Anorganik Kimya Anabilimdali
-Kurkumin, Burg Apotheke,

-SRB, Santa Cruz

-Fetal sigir serumu (FBS), Gibco

-Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml penisilin,10mg/ml streptomisin), Gibco
-Fosfat tuz tamponu (PBS), Lonza

-Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Lonza

-0,05% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco

-Dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma

-Tripanmavisi(%0,5), Biological Industries,

- L-glutamin, Gibco

2.1.2.Sarf Malzemeler

-25¢cm? ve 75¢cm?’lik flask, Thermo Scientific

-6 kuyulu hiicre kiiltir kabi, Orange Scientific

-96 kuyulu flat hiicre kiiltiir kab1, Costar

-5ml ve 10ml hacimlerinde enjektdrler, Ayset

- 2-20ul’1ik pipet uglari, Axygen

-200ul’lik pipet uglari, Axygen

-1000pI’lik pipet uglari, Labosel

-Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), TPP
-Steril santrifiij tlipleri (15ml), SPL

-Steril santrifijj tlipleri (50ml), SPL

-Thoma lami, Bright —Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA
-Kriyovial, Corning

- Scraper, Corning

2.1.3.Cihazlar

-Spektrofotometre (FLASHScan S12, Analytik Jena, Almanya)
-Hassas terazi, SHIMADZU AUW220D

-Luminometre (FLx800 Mikroplate Floresans Okuyucu)
-Muse® Cell Analyzer, Millipore, Almanya

-CO;, inkiibatorii, Sanyo, Japonya
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-Mikroplate inkiibator ve ¢alkalayici, Heidolph, Almanya
-Buharli sterilizator (Otoklav), Niive OT4060, Tiirkiye
-Steril kabin, ESCO, Singapur

-Multipipet cihazi, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya
-Inverted mikroskop, Olympus CKX41, Japonya
-Aspirator, Rocker 300, Tayvan

-Kuru hava sterilizatorii, Elektro-mag M 420, Tiirkiye
-Santrifiij, Rotina 35R, Almanya

-1-10ul, Orange Scientific

-1-1000ul’lik pipet seti, Orange Scientific

-0,5-5ml pipet, Eppendorf

-10ml pipet, Eppendorf

-Pipet boy, Biohit

-20-200ul Transferpipet, Orange Scientific

2.2.Yontem

2.2.1. Kurkumin ve Palladyum’un Hazirlanmasi

Kurkumin bilesiginin stok c¢ozeltisi 15mg/ml olarak temin edildi; Pd(II)
[[Pd(bpma)(barb)]CI.H,O] ise 50mM olacak sekilde DMSO ile ¢o6ziilmesi saglandi.
Kurkumin oda sicakliginda, ¢oziinmiis Pd(I) ise 0,5ml’lik tiiplere; 25°er ul olacak
sekilde alikotlandiktan sonra -20°C’de sakland. Calismalar i¢in gerekli seyreltmeler ise

besiyeri ile yapildi.

2.2.2.Hiicre Kiiltiirii

Pamukkale Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda gérev yapan
Prof. Dr. Hakan Akg¢a’dan temin edilen A549 (p53, dogal) ve H1299 (p53, yoksun)
insan akciger kanseri hiicre soylar1 kriyovial denen kaplar icerisinde -80°C dolaplarda

sakland1. Kullanilan hiicre soylarinin 6zellikleri agagida belirtilen sekildedir:

2.2.2.1.Hiicre Soylarinin Stoktan Cikartilmasi

Hiicreleri cogaltmak amaciyla kriyovialler -80°C den alinarak sicak su banyosunda hizli
bir sekilde ¢oziildi. Hiicre siispansiyonu; %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-
glutamin igeren Sml RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium) besiyeri igerisine
alindi. Falkon tiip 800rpm’de 5dk santriflij edildikten sonra siipernatant kisim aspire

edildi ve hiicre peleti iizerine 1ml besiyeri ilave edilerek hiicrelerin siispansiyon hale

31



gelmesi saglandi ve hiicre siispansiyonu icerisinde 5ml besiyeri bulunan 25cm?®lik

flasklara almarak 37°C’de, %5 CO, igeren ortamda inkiibe edildi.

2.2.2.2.Hiicre Soylarinin Pasajlanmasi

Deneylerde kullanilan hiicre soylari, flask yiizeyini tamamen kapladiklarinda (konfluent
olduklarinda) flask icerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicrelerin serumdan arindirilmasi
i¢in 25cm?’lik flask icerisine 2ml 1X PBS ilave edildi ve hiicrelerin ylizeylerinin hafifge
yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra flask
yiizeyine yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalart i¢in 0.5ml %0,05 Tripsin-EDTA
sollisyonu kullanildi ve hiicreler 37°C’de, %5 COy’li ortamda 5dk inkiibe edildi.
Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden ayrildig1 kabul edilen hiicrelere, tripsinin
inhibe edilmesi i¢in en az iki kat1 kadar besiyeri ilave edildi. Bdylece tripsinin hiicreleri
yiizeyden ayirdiktan sonra hiicre membranlarina zarar vermeye baslamasi engellenmis

oldu.

Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu, igerisinde besiyeri bulunan (falkondaki toplam
hacim tripsinin 10 kati1 olmali) 15ml’lik falkon tiip igerisine alindi. 800rpm’de 5dk
santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve elde edilen hiicre peleti
Iml hiicre besiyerinde ¢oziindiikten sonra 9ml besiyeri ilave edildi ve 10ml’lik hiicre
slispansiyonu 75cm®lik flasklara alinarak 37°C’de, %5 CO, igeren ortamda
inkiibasyona birakildi. Bu sekilde hiicreler istenilen sayiya gelene kadar ¢ogalmalar

saglandi.

2.2.2.3.Hiicre Soylarmin Stoklanmasi

Hiicreler flask yiizeyini tamamen kapladiklarinda flask icerisindeki besiyeri aspire
edilerek ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler 1X PBS ile hafifce yikandiktan sonra PBS
aspire edilerek uzaklastirildi ve hiicrelerin flask ylizeyinden kalkmalarin1 saglamak igin
%0.05 Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi. Hiicreler 37°C’de, %5 CO,’li ortamda 5dk
inkiibasyona birakildi. Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden ayrildigi kabul edilen
hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in en az iki kat1 kadar besiyeri ilave edildi. Flask
icerisindeki hiicre siispansiyonu igerisinde besiyeri bulunan 15ml’lik falkon tiip
icerisine alindi. 800rpm’de S5dk santrifiijyapildiktan sonra siipernatant kisim aspire
edildi ve pelet iizerine her bir kriyovial i¢in 1,5ml dondurucu medium (5ml DMSO +
5ml FBS + 40ml DMEM) karanlik ortamda ilave edildi. Hiicre siispansiyonu

kriyovialler igerisine dagitilarak -80°C yekaldirilds.
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2.2.2.4.Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

A549 ve H1299 hiicre soylar1 igin kullanilan besiyeri ortami i¢in %10 FBS, %1
Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml penisilin, 10mg/ml streptomisin), %1 L-

glutamin igeren RPMI 1640 besiyeri kullanildi.

2.2.2.5.Hemositometre ile Hiicrelerin Sayimi

Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre
stispansiyonundan 20ul 0,5ml’lik tiipe alind1 ve tlizerine esit miktarda %0,5 tripan
mavisi konarak iyice karigmasi saglandi. Hematositometre distile su ile iyice temizlendi.
Bu karigimdan 12pl alinarak thoma lamina koyuldu ve mikroskopta bu lam {izerinde bes
alanda hiicre sayimi yapildi. Bulunan say1 sulandirma katsayisi ile carpilarak I1ml

besiyerinde ne kadar hiicre oldugu hesaplanda.

2.2.3. SRB (Sulforhodamine B) Testi

Bir bilesigin neden oldugu total hiicresel proteindeki azalig hiicre canliligini belirlemede
bir parametre olarak kullanilabilir (Sumantran 2011). Sulforhodamine B (SRB) testi,
hiicrelerin total protein igerigini in Vitro olarak olgiilmesine dayanan kolorimetrik bir
yontemdir. Bu yontem, Skehan ve oOgrencileri tarafindan 1985 yilinda hiicre
proliferasyonu ve sitotoksisitenin 6l¢iilmesi amaciyla gelistirilmistir (Skehan ve ark.
1990). SRB, elektrostatik ve pH bagimli olarak proteinlere baglanan, pembe renkli, kati
ve suda ¢ozilinebilir bir boyadir (Papazisis ve ark. 1997; Vichai ve ark. 2006). SRB

molekiiliiniin agik yapis1 Sekil 2.1°de gosterilmektedir.

Sekil 2.1. SRB'nin molekiiler yapisi (Anonim 2012d)

SRB Testi, hiicresel proteinlerdeki bazik amino asitlere baglanan Siilforodamin B
(SRB) molekiiliiniin ~ gosterdigi  spektrofotometrik  degisikligin  dlcililmesine
dayanmaktadir. Boya, zayif asidik sartlar altinda hiicrelere baglanirken; bazik sartlar
altinda hiicrelerden ayrilabilmektedir (Mathen ve Hardikar 2010). Renk olusumu, hizli

ve stabildir. Fikse olan boya, ¢6ziindiirme asamasindan sonra 560-580nm arasinda
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spektrofotometrik olarak dl¢iilebilmektedir. Yapilan kolorimetrik degerlendirme, Olgiim
degerleri total protein miktarni dolayisiyla da canli hiicrelerin oranini géstermektedir.

(Papazisis ve ark. 1997)

SRB yontemi; tetrazolyum tabanli sitotoksisite testlerine gore daha duyarl, basit,
giivenilir ve diisiik maliyetli olmasi, hiicre sayis1 ile daha iyi bir dogrusallik géstermesi
ve zamana duyarli 6l¢iim gerektirmeyen stabil bir son noktaya sahip olmasi gibi
iistlinliikleri nedeniyle son yillarda ¢aligmalarda tercih edilmektedir (Rubinstein ve ark.
1990, Keepers ve ark. 1991, Monks ve ark. 1991, Perez ve ark. 1993).

Testin avantajlar1 soyle siralanabilir:

Hiicre sayisi ile daha iyi dogrusalliga ve daha yiiksek duyarlilia sahiptir. Dogru, basit,
giivenilir ve tekrarlanabilirdir. Diisiik maliyetlidir ve hizlidir. Zaman duyarhilik 6lgiimii
gerektirmeyen stabil bir son noktaya sahiptir. ila¢ kaynakli sitotoksisiteyi dlgmek igin
uygundur. Klonojenitenin miktarin1 belirlemek igin de yararlidir. SRB testi, bu
listiinliiklerin yaninda birkag dezavantaja da sahiptir. Ozellikle, hiicre fiksasyonu igin
TCA (trikloroasetik asit)'in ilave edildigi asama oldukca kritiktir. TCA hiicrelerin
tizerine nazik bir sekilde eklenmediginde hiicreler fikse edilmeden zarar gorebilmekte

ve bu durum sonuglar etkileyebilecek olasi hatalara yol agabilmektedir.

SRB testi i¢in, Pd(II) bilesiginin 50 uM ve kurkuminin 100 uM konsantrasyonlari ve bu
bilesiklerin kombinasyonlar1 3 tekrarli ve 100ul olacak sekilde 96 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarina uygulandi ve seri diliisyon yapildi. H1299 ve A549 hiicreleri sayilarak 100ul
besiyeri igerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde her bir kuyuya ilave edildi. Hiicrelerde,
Olimiin negatif kontrolii (maksimum canlilik, MO) olarak sadece besiyeri ortami
icerisinde ekilen hiicreler kullanildi. Kor i¢in ayrilan kuyular icerisine ise 200pul besiyeri

ilave edildi. Ardindan hiicreler, 48 saat 370C, %5 CO3’li ortamda inkiibasyona birakildi.

Tedavi siiresi sonunda hiicresel proteinleri fikse etmek i¢in, her kuyuya %50’luk
TCA’dan 50 pl eklenir ve +4°C’de en az 1 saat fikse edilir. Fiksasyon siiresi sonunda
TCA hiicre kiiltiir kabindan uzaklastirilir (hiicre kiltiir kabi ters ¢evrilerek dokiiliir).
TCA’y1 uzaklastirmak icin kuyular 5 kez, deiyonize su ile yikanir. Her yikamanin
sonunda hiicre kiiltiir kabi ters g¢evrilerek dokiiliir (Deiyonize su dogrudan siseden
kuyularin {izerine dokiilerek yikama islemi gergeklestirilir). Yikama sonunda SRB
sollisyonundan her kuyuya 50 pl eklenir ve 30 dk. Oda sicakliginda, karanlikta inkiibe
edilir. Inkiibasyon siiresi sonunda SRB hiicre kiiltiir kabindan dékiilerek uzaklastirilir.
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Baglanmamis boyay1 uzaklastirmak i¢in kuyular, 5 kez %1°lik asetik asit ile yikanir.
Her yikamanin sonunda hiicre kiiltiir kabi ters ¢evrilerek dokiiliir (Asetik asit dogrudan
siseden kuyularin tizerine dokiilerek yikama islemi gergeklestirilir). Yikama sonunda
hiicre kiiltiir kab1 kuyular igerisinde hi¢ damla kalmayacak sekilde havada kurutulur.
Proteinlere baglanan boyanin ¢dziinebilmesi i¢in, 10 mM tris bazi (200ul/kuyu) eklenir.
Boya soliisyonunu homojenize hale getirmek igin, hiicre kiiltiir kab1 en az 10 dk.

calkayicida inkiibe edilir (600 rpm). Optik dansite ELISA reader’da 564 nm’de okunur.

% Canlilik hesabi:

flag uygulanmamis kontrol hiicre (MO) canliligi %100 olarak kabul edilerek, ilag
uygulanan hiicrelerin canlilik oranlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi. Deney

icerisinde her bir konsantrasyon birbirinden bagimsiz ii¢ farkli kuyuda tekrarlandi.

%Canlilik=[100%(Bilesik 1ile muamele edilen hiicre absorbans1 ortalamasi-kor

ortalama)/(Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi-kor ortalama)] olarak hesaplandi.

2.2.4.Hoechst 33342, Propidiyum Iyodiir (PI) ile ikili Boyama Yontemi

Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla
niikleusu goriiniir hale gelebilmektedir. Hoechst 33342, DNA'ya baglanabilen ve intakt
membrandan gegebilen bir boyadir ayrica canli veya Olii (apoptotik / nekrotik)
hiicrelerin ¢ekirdeklerini boyamak i¢in kullanilmaktadir. Propidium iyodiir (PI), sadece
hasarli hiicre membranlarindan gegebilen, ge¢ apoptotik / sekonder nekrotik veya

primer nekrotik olan tiim 6lii hiicreleri boyayabilen floresan niikleik asit boyasidir.

Primer nekrozis (hiicre hacminin artmasi fakat fragmente ya da piknotik nukleuslarin
gbzlenmemesi) toksik kosullar (hipoksi, iskemi, hipertermi, vb) altinda gerceklesen

klasik 6ltim seklidir.
Sekonder nekrozis ise, piknotik nukleus ile karakterize olup, apoptozisin geg¢ safhasidir.

Hiicre kiiltiirii ortaminda apoptozise giden hiicrelerin membranlar1 intakt (erken
apoptoziste) olmasina ragmen daha ileri donemlerde ge¢ apoptozis/sekonder nekrozun
gelismesi ile hiicrelerin membran biitiinliikleri bozulmaktadir. Sekonder nekroz
asamasina kadar olan siire ig¢inde hiicreler non-vital boyalar denilen (Pl) boyalar ile
boyanacak olurlarsa apoptozis baslamis olmasina ragmen membran intakt olmasindan

dolay1 bu boyalarla boyanamazlar. Yani PI negatif ve Hoechst boyasi pozitif

35



boyanmaktadirlar. Sekonder nekroz gelistikten sonraki asamalarda hiicreler membran
biitiinliiklerinin bozulmasi ile non-vital boyalar ile boyanmaya baslarlar. Dolayisiyla PI

pozitif ve Hoechst pozitif boyanmaktadirlar (Ulukaya ve ark. 2011c).

Ikili boyama yontemi kullanilarak bilesiklere maruz kalmis hiicrelerin 6liim sekilleri,
niikleus morfolojisine bakilarak yapilabilir. Apoptotik hiicrelerde; c¢ekirdegin normal
hiicrelere gore daha kiiciik olma 6zelligi aranirken, nekrotik hiicrelerde ise ¢ekirdegin
normal hiicrelerden biraz daha biiyiikk olmasi ve daha az boya almasi ozelligi
aranmaktadir. Bu amagcla, bilesiklerin hiicre soylar1 tlizerindeki etkilerinin morfolojik

olarak floresan mikroskopta goriintiilenebilmesi i¢in ikili boyama yontemi kullanildi.

Ikili boyama ydntemi icin, H1299 hiicreleri sayilarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma
100ul igerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 16 saat 370C, %5 CO,’li
ortamda inkiibasyonu takiben 12,5 uM Kurkumin ile 6,25 pM Pd(II) bilesigi kombine
edilerek 100ul igerisinde olacak sekilde kuyulara ilave edildi. Negatif kontrol
kuyularia 100ul taze besiyeri ilave edildi. Ardindan hiicreler, 12 ve 24 saat 37°C, %5
CO>’li ortamda inkiibasyona birakildi. ila¢ uygulamasini takiben, kuyulardan besiyeri
uzaklagtirildt ve hiicrelerin tizerine PBS icerisinde konsantrasyonlar1 Img/ml PI,
Smg/ml Hoechst 33342 olacak sekilde hazirlanan ikili boyama ¢ozeltisinden 200ul
pipetlendi ve karanlikta 20 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Siire sonunda bilesiklerin

hiicrelerde sebep oldugu 6liim sekli floresan mikroskop altinda degerlendirildi.

2.2.5.Akim Sitometri Analizleri

Akim sitometri ile bir siispansiyon halindeki hiicre ya da partikiiller lazer 15181 ile
aydinlatilmakta olan bir bdlmeden gecirilir; hiicrelerin 1518in  6niinden gecerken
verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Ol¢iim sirasinda hiicreler sivi igerisinde tek
tek askida olmali ve hiicreleri igeren siispansiyon siirekli bir akisla lazer 1511 icinden
gecmelidir. Akim sitometri cihazinda bir saniyede binlerce hiicre, lazer 1sm1 ile
karsilastiklar1 flow cell ad1 verilen boliimden geger ve hiicreler lazer 15181 ile uyarilirlar.
Her bir hiicre lazer 15181inin bir kismini saptirir ve ayn1 zamanda lazer 15181 tarafindan
uyarildiklarindan yani ekstra enerji yliklenmis oldugundan, floresan 15181 yayarlar.
Olusan sinyallerin kaynagi, hiicrenin biiyiikliik, graniilarite gibi fiziksel o6zellikleri
olabildigi gibi; hiicreye baglanan cesitli florokromlar (floresan 6zellikte boyalar) da
olabilir. Hiicreler yiizeylerindeki veya hiicre i¢indeki proteinlere 6zgilin antikorlarla

inkiibe edilerek antijenlere baglanmalar1 saglanir. Her spesifik antikor FITC, PE, PerCP,
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7-AAD gibi floresan boyalarla isaretlenmistir. Boylece belirli antijene sahip hiicrelerin
laser 15111 ile karsilastiginda verdigi floresan sinyalleri degerlendirerek o hiicrenin hangi

spesifik antijeni tasidig1 belirlenebilir (Macey 2007; Karaboz ve ark. 2008).

Akim sitometri ile floresan bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak apoptoziste
eksprese oldugu bilinen herhangi bir yiizey proteini saptanabilmektedir. Kolay
uygulanabilir olmasi, uzun zaman almamasi ve kantitatif sonuglar vermesi agisindan

klinikte apoptozisin saptanmasinda oldukg¢a kullanish bir yontemdir (Ulukaya 2003).

2.2.5.1. Anneksin V ve Olii Hiicre Boyama

Apoptozis veya programli hiicre 6liimii hiicre biiyiimesi ve proliferasyon yolaklarinin
diizenlenmesinde aktif ve Onemlidir. Hiicrelerde apoptozis siirecinde karakteristik
fizyolojik degisiklikler gozlemlenir. Bu degisimler arasinda, normalde hiicre
membraninin i¢ yiiziinde bulunan ve bir membran fosfolipidi olan fosfatidilserinin
membranin dis yiliziine transloke olmasi, spesifik hiicresel proteinlerin degredasyonu
veya kirilmasi, kromatin kondensasyonu ve apoptozisin ge¢ evresinde membran
biitiinliginde bozulma sayilabilir. Fosfatidilserinin translokasyonu hiicre membran
biitiinltigliniin bozulmadig1 apoptotik hiicre 6liimiiniin erken dénemlerinde meydana

gelir (Sekil 2.2).
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Saghkh Apoptotik Geg apoptotik
hiicre hiicre hiicre
Fosfatidilserin hiicre membraninin dis yiizeyine transloke olur
ve Anneksin Vi baglar

Sekil 2.2. Fosfotidilserinin translokasyonu ve Anneksin V’i baglamasi (Anonim 2013a)

Anneksin-V, fosfatidilserin i¢in yiiksek affinite ile Ca*? baglayici bir proteindir ve FITC
gibi floresan bir madde ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilir.
Fosfatidilserin molekiillerinin Ca*? iyonu varhginda Anneksin-V-FITC komplesi ile

baglanmas1 sonucu apoptotik hiicre 6liim yiizdesi belirlenmektedir.

7-Aminoaktinomisin D (7-AAD), DNA i¢in giiclii affiniteye sahip floresans 6zellikte

bir kimyasal bilesiktir. Intakt hiicre zarindan kolayca gegemez, bu nedenle zar
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biitiinligi bozulmus hiicrelerde ¢ift zincirli DNA ‘nin GC bakimindan zengin

bolgelerine baglanir (Liu ve ark. 1991).

- Non-apoptotik hiicreler: Anneksin V (-) ve 7- AAD (-)
- Erken apoptotik hiicreler: Anneksin V (+) ve 7- AAD (-)
- Geg apoptotik hiicreler ve 6lii hiicreler: Anneksin V (+) ve 7- AAD (+)

Her tiipe 100 pL

Anmexin V & i Her tilpe hilcre

siispansiyonundan

cell snlus_y'nnu 100 L eklenir 20 dakils od=
ekdenir sacakiginds inkiibe
Hiicreder kidtiir kaplanna Grnekler Muse™ Annexin V -!' - l j { H'ﬁf:ajmk"wm“ "

eldlir, tedavi uygulanir, »  &Dead cell soliisyonuyla - . e
apoptozun indikdendigi sire inkiibasyon igin hanrianr,
boyunca inkubasyona Ornekler en az ¥1 BSA, W1

barakdir FB5 igerecek sekilde '
hazrlanmabdir ' -
—

Sekil 2.3. Anneksin V ve Olii Hiicre Boyama Protokolii(Anonim 2013a)

Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit (Merck Millipore, Almanya) oda sicakligmna
getirildi. H1299 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarima 1ml igerisinde
2,5><105 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 16 saat 370C, %5 CO,’li ortamda
inkiibasyonu takiben 12,5uM Kurkumin ile 6,25uM Pd(II) bilesigi kombine edilerek
Iml igerisinde olacak sekilde kuyulara ilave edildi. Negatif kontrol kuyularina 1ml taze
besiyeri ilave edildi. 12 ve 24 saat 37°C, %5 CO,’li ortamda inkiibasyon sonunda ilag
uygulanan kuyularin siipernatantlari, 15ml’lik falkonlara toplandi ve negatif kontrol
kuyulariin siipernatanti uzaklastirildi. Hiicreler tripsin ile kaldirildi ve ilgili falkonlara
topland1 ve 1000g 5dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi falkonlarin siipernatantlari
uzaklastirildt ve 100ul % 1 FBS iceren besiyeri eklendi ve 1,5ml tiipe 100ul hiicre
siispansiyonu alindi. Bu ependorflara 100ul Muse™ Annexin V & Dead Cell soliisyonu
eklendi. Orta hizda yaklasik 5 saniye vorteks yapildi. Karanlik ortamda 20 dk oda
1s1sinda inkiibasyon sonunda Muse™ Cell Analyzer cihazi ile 6lgtim yapildi (Sekil 2.3).

2.2.5.2. Kazpaz 3/7 Testi

Kaspazlar, programli hiicre 6liimii olan apoptosis siirecinde 6nemli bir rol oynayan
sistein proteazlardir (Riedl ve ark. 2004). Baz1 kaspazlar oncelikli olarak intraseliiler
kaskadin baslamasinda rol oynarken, efektdr kaspaz olarak adlandirilan kaspazlar ise

apoptotik siirecin ileri asamalarinda rol alirlar. Efektor kaspazlar olan kaspaz 3/7
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aktivasyonu apoptozisin ayirt edici 6zelliklerinden biridir. Bu efektor kaspazlar, kaspaz-
3 ve kaspaz-7 gibi yapisal proteinlerin kirilmasi yoluyla hiicresel yikimda rol oynarlar
(Portera ve ark. 1999).

Hiicrelere apoptozun indiklendigi

slre boyunca tedavi uygulamr 50yl hicre solisyonu dzerine
J‘ Muse™ Kaspaz-3/7 caigma 150 uL 7-8AD Muse™ cihazinda
solisyonundan 5 pl eklenir soliisyonu eklenir dlcimyapilr
Omekler Kaspaz 3/7 caligma solisyonunda f_1. ’{ .
inkibasyon icin hazrlanir, = qode0dk e

J, inkiibe edilir

Muse™ calisma solisyonu hazrland

1% deneytamponu BAicinde 7-8AD '

soldsyonu hazirland

Sekil 2.4. Kaspaz 3/7 Testi Protokolii (Anonim 2013b).

Kaspaz 3/7 testi igin Muse™ Caspase-3/7 Kit (Merck Millipore, Almanya) kullanildi.
Bu test icin H1299 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma 1ml igerisinde
2,5><105 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 16 saat 370C, %5 CO,’li ortamda
inkiibasyonu takiben 12,5uM Kurkumin ile 6,25uM Pd(II) bilesigi kombine edilerek
Iml icerisinde olacak sekilde kuyulara ilave edildi. Negatif kontrol kuyularina 1ml taze
besiyeri ilave edildi. 12 ve 24 saat 37°C, %5 CO,’li ortamda inkiibasyon sonunda
oncelikle kitin bilesenlerinin oda sicakligina gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplar1 igerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri serumdan uzaklastirmak amaciyla
kuyular 2ml 1X PBS ilave edilerek hiicre ylizeyinin yikanmasi saglandi. PBS ortamdan
aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra yilizeye yapisan hiicrelerin yiizeyden tripsin ile
ayrilmalar saglandi ve yiizeyden ayrilan hiicreler ilgili falkonlara topland: ve 1000g
5dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi falkonlarin siipernatantlar1 uzaklastirildi ve elde
edilen pelet sulandirilarak tedavi gruplarmi igeren etiketli ependorflara hiicre
stispansiyonundan 50 pl eklendi. Daha sonra kaspaz 3/7 ¢alisma soliisyonundan her bir
tedavi grubunu igeren ependorflara 5 pl konuldu. Kisa bir pipetaj isleminin ardindan
ependorflar kapaklar1 acik bir seklide 37°C’de, %5 CO;’li ortamda 30dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda ependorf igerisinde hiicre siispansiyonlarina 150 pl DNA’ya
baglanabilen 7-AAD eklenerek kisa bir pipetaj gerceklestirildi. Daha sonra oda
sicakligindan karanlikda 5dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra Muse™ Cell Analyzer
cihazinda kaspaz 3/7 aktivitesi degerlendirildi (Sekil 2.4).

39



2.2.5.2. Gamma-H2A.X Testi

Niikleozom yapisi, DNA zinciri ve bu zincirin etrafinda sarildigi dort g¢ekirdek
histonundan her birinin iki kopyasindan olusur. Niikleozomu olusturan dort gekirdek
histon ailesi H2A, H2B, H3 ve H4’tiir. Bu histon proteinlerinden H2A ailesinin de
H2A1, H2A2, H2AX ve H2AZ gibi varyantlar1 vardir. Onemli bir H2A tipi olan H2AX
proteini, DNA hasar tamiri slirecinde anahtar bir rol oynar, dolayisiyla hiicre béliinmesi
ve biiylimesi, immiino-reseptorlerin diizenlenmesi gibi pek ¢ok hiicresel olay, genomik
kararsizlik ve DNA hasar tamiri ile ilgili sendromlarla yakindan iliskilidir (Kuo ve

Yang 2008; Kinner ve ark. 2008; Rakiman ve ark. 2008).

H2AX proteini, DNA hasar yolaginda gorev alan en 6nemli proteinlerden birisidir.
DNA ¢ift zincirinde kirik olustugunda H2AX, korunmus olan C-terminal kuyruk
bolgesindeki serin 139 pozisyonundan, PI-3 (Phosphoinositol-3) kinaz ailesi iyeleri
olan ATM, ATR ve DNA-PK’ler tarafindan hizla fosforillenir. ATM ve DNA-PK’ler
genellikle iyonize radyasyon sonrast H2AX’in fosforilasyonunda rol alirken, ATR
replikasyon catalim1 yavaglatir ya da duraklatir. H2AX proteini, fosforlandiktan sonra
gamma H2AX (yH2AX) adimi alir (Yuan ve ark. 2010; Podhorecka ve ark. 2010;
Avondoglio ve ark. 2009; An ve ark. 2010). Birgok ¢alisma, DNA zincir kiriklarinin
sayist ile iligkili olarak YH2AX seviyesinin akim sitometri yontemi ile kantitatif olarak

belirlenebildigini gostermistir (Muslimovic ve ark. 2008).

Hiicreler kiiltir kaplarnna ekilir
tedavi uygulanir

s 90pL deneytamponuve 10 pl antibadi
1% PBS ile birkez yilkama yapilir kangimi eklendive 30dk oda

200 plL 1x deney tamponuyla
ve 300 g 5dk santrifdj yapilir isisinda(karanhk)inkiibe ekild eslispans ve Gmekier analz edid u
Fiksasyontamponuile 5dk buzdafikse edilir —T i {
l =1
[ —_— R
5dk buzda permeabilizasyon tamponu | {S \ﬂ |
ile permebilize edilir ' '
T ——
Hertest tiipiine 2 5x 10° hiicre eklendi Hicreler 300g Sdk santrifilj edildi

ve 1% PBSileyikand

Sekil 2.5. Gamma-H2AX Testi Protokoli (Anonim 2012¢)

Gamma-H2AX Testi i¢cin Muse™ H2A.X Activation Dual Detection Kit (Merck
Millipore, Almanya) kullanildi. H1299 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarina 1ml igerisinde 2,5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 16 saat 37°C, %5
COy’li ortamda inkiibasyonu takiben 12,5uM Kurkumin ile 6,25pM Pd(II) bilesigi
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kombine edilerek Iml igerisinde olacak sekilde kuyulara ilave edildi. Negatif kontrol
kuyularma Iml taze besiyeri ilave edildi. 12 ve 24 saat 370C, %5 COy’li ortamda
inkiibasyon sonunda sonunda tedavi uygulanan kuyularin siipernatantlari, 15ml’lik
falkonlara toplandi ve negatif kontrol kuyularmin siipernatanti uzaklastirildi. Hiicreler
tripsin ile kaldirildi, ilgili falkonlara toplandi ve 300g S5dk santrifiij edildi.
Stipernatantlar uzaklastirildiktan sonra her 100,000 hiicre siispansiyonu i¢in 50uL 1X
deney tamponu ile hiicreler resiispanse edildi. Uzerine 50uL fiksasyon tamponu eklendi
ve buzda 5dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 300g S5dk santrifiij yapildi ve
stipernatantlar uzaklastirildi. 250pL soguk permeabilizasyon tamponu ile resiispanse
edildi ve 300g 5dk santrifiij yapildi, siipernatantlar uzaklastirildi. Her test tiipii deney
tamponu ile resiispanse edildi. Tiiplere boyama igin 5uL anti-Histone H2A.X/PECy5
antibadi eklendi. Sinyali ¢ogaltmak igin antifosfo-Histon H2A.X ve anti-Histone
H2A.X,PECy5’1 igeren antibadi ¢alisma soliisyonundan 10uL her test tiipline ekledi.
30dk oda sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda 100uL
1x deney tamponu eklendi ve 300g 5dk santrifiij yapildi, siipernatant uzaklastirildi.
200uL 1x deney tamponu ile tekrar siispanse edildi. Orneklerle Muse™ Cell Analyzer
cihazinda dl¢tim yapildi (Sekil 2.5).

2.2.6.Apoptotik Gen Ekspresyonlarininin incelenmesi
2.2.6.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu yontem, niikleik asitlerin, uygun in vitro kosullar altinda c¢ogaltilmasina

dayanmaktadir.

2.2.6.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Isleminin Uygulama Asamalar1 ve
Prensipleri

PCR reaksiyonu; DNA’nin iki zincirinin yiiksek sicaklikla birbirinden ayrilmasini
(denatiirasyon), sonra sirastyla sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasini
(hibridizasyon), zincirin uzamasini (polimerizasyon, cift iplik¢ikli DNA’larin sentezi),
ve tim bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasini kapsamaktadir (Sekil 2.6). PCR
tekniginin otomasyonu, her bir siklus esnasindaki 1sitma ve sogutma iglemlerini yazilim
programlar1 dogrultusunda gerceklestiren “thermocycler” adi verilen PCR cihazlari
yardimiyla saglanmaktadir. Bu cihazlarda sicaklik +4°C ile 100°C’ler arasinda
programlanabilmekte ve reaksiyon islemlerinin sona ermesiyle +4°C’ye ayarlanarak

tiipler uzun siire bu sicaklikta tutulabilmektedir (Arda 1980; Erol ve ark. 1990).
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Sekil 2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Siklusunun Basamaklari (Vierstrate 1999)

2.2.6.2.1.DNA’nin Denatiirasyonu Asamasi

Bu asamada c¢ift zincirli hedef DNA’ nin birbirinden ayrilmasi saglanmaktadir.
Denatiirasyon asamasinda, sicaklik yaklasik 93-96 °C’ye kadar ¢ikarilir, bu sayede ¢ift
sarmalli DNA, hidrojen baglarmin kopmasiyla iki es zincir birbirinden ayrilir. Bu
sicakliklarin uygulanmasiyla DNA’nin denatiirasyonu “Thermocycler” cihazlarinda
gerceklestirilmektedir. Bunun yanisira denatiirasyon sicakliginin ¢ok yiiksek veya
siiresinin uzun olmasi enzim aktivitesinin olumsuz etkilenmesine neden olmaktadir

(Erlich ve ark. 1991).

2.2.6.2.2.Primerlerin Baglanmasi (Hibridizasyon, Annealing) Asamasi

PCR islemlerinin bu asamasinda, primer olarak adlandirilan ve g¢ogaltilmasi istenen
DNA icin spesifik olan oligoniikleotidler, denatiirasyon asamasinda elde edilen DNA
tek sarmali iizerinde kendisine komplementer olan diziye baglanmaktadir. DNA
zincirlerinin ~ eslesmesi  veya yeniden baglanmast daha diisilk sicakliklarda
gerceklesmektedir (37-65 °C). Primerlerden birinin kendine ait olan 5’ ucu, hedef
DNA’lardan birinin 3’ ucuyla, diger primer de ikinci tek iplikgik DNA’nin anti paralel
olan diger ucunda bulunan 3’ ucuna DNA polimerazin ¢alisma yoniine (5’ —3’) uygun

olarak baglanirlar (Erol ve ark. 1990; Aldemir ve ark. 2001).

2.2.6.2.3.Primerlerin Uzatilmasi (Polimerizasyon, Extention, Elongation) Asamasi

Primerlerin baglanmasi asamasi tamamlandiktan sonra, primerlerin hibritlestigi tek
sarmallarin karsiligit DNA polimeraz (genellikle Taq polimeraz) tarafindan sentezlenir.

Taq Polimerazin optimum c¢alisma sicakligi 72°C’dir. Taq polimeraz enzimi 5'—3’
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yoniinde aktivite gostererek, primerlerin 3’ uglarindan baslamak iizere ortamdaki
niikleotidleri kullanarak hedef DNA dizisinin birebir kopyasini yapmaktadir (Caner ve
ark. 2001; Birben 2006).

2.2.6.3.Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Niikleik asit c¢ogalmasiyla eszamanli olarak artis gosteren floresans sinyalin
Olclilmesiyle, kisa siirede kantitatif sonug verebilen bir PCR yontemidir. Ticari olarak
gelistirilmis ii¢ tipi bulunmaktadir. Bunlar; LightCyler (Roche), TagMan (PE
Biosystem) ve iCycler (BIO-RAD)’dur.

LightCycler sisteminin uygulanmasinda; yalnizca ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda
floresans veren boyalar (Syber green 1) kullanilarak, ¢cogalmaya bagli DNA artisi,
ortaya c¢ikan floresansin miktartyla Ol¢lilmektedir. Primerin baglanmasini takiben
gerceklestirilen uzama asamasinda, hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya
baglanan Syber green 1 miktar1 artmakta ve buna bagli olarak yayilan floresans
miktarinda artis gézlenmektedir (Heid ve ark. 1996; Grove 1999; Kubista ve ark. 2006).
Bu uygulamada, floresans artist her zaman spesifik amplifikasyonu gostermeyebilir.
Ciinkii ¢ift sarmal DNA’ya entegre olan Syber green 1 ortamda hedef molekiiller
olmadiginda primerlerin kendi aralarinda gerceklesecek olan baglanmalar (primer
dimer) sonucunda da yapiya katilarak floresans olusumuna sebep olabilmektedir. Bu
olumsuz faktorii gidermek icin amplifikasyon {irtinlerinin melting curve (erime egrisi)
analizi yapilmaktadir. Her ¢ift sarmal DNA, kendine 6zgii melting temperature (Tm, ¢ift
sarmal DNA’nin %50’sinin tek sarmal hale gelmesi i¢in gerekli sicaklik) degerine
sahiptir. PCR ¢ogalmasinin ardindan sicaklik yavas yavas yiikseltilerek, belirli
araliklarla tiipteki floresans miktar1 kaydedilir. Cift sarmal DNA zincirleri birbirinden
ayrilmaya bagslaymmca Syber green 1 boya serbest kalmakta ve floresans miktar
azalmaktadir. Denatiirasyon oldugunda floresans sinyal aniden diismektedir. Erime
egrisinden yararlanilarak amplikonun Tm derecesi saptanabilmektedir. Incelenen 6rnege
ait Tm derecesi, aym1 kosullarda isleme alinan pozitif kontroliin Tm derecesiyle

karsilagtirilarak, PCR sonucunun dogru veya hatali olduguna karar verilmektedir.

LightCycler’in diger bir uygulama sekli, hedefe 6zgiil problar kullanmaktir. Burada
problarla testin 6zgiilliigl arttirllmistir. Problardan biri 3’ ucundan floresans boyayla
isaretli (dondr boya), digeri 5’ ucundan alict boyayla (acceptor dye) isaretlenmistir.

Problar, hedef amplikonlar iizerinde birbirine yakin (1-5 niikleotid uzaklikta) yere
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baglanmakta ve isaretli uclar yan yana gelmektedir. Iki boyanin yan yana gelmesiyle
aci8a cikan enerji, ikinci prob lizerindeki alici boyayi etkileyerek floresans olusumuna
yol agmaktadir. FRET (Fluoresance resonance energy transfer) olarak adlandirilan bu
enerji transferi sonucunda olusan floresans miktari, ortamdaki hibridizasyonun
derecesine, diger bir ifadeyle PCR siklusu siiresince olusan amplikonlarin miktarina

bagli olarak artmaktadir (Holland ve ark. 1991; Livak ve ark. 1995).

Es zamanli PCR, kisa siirede kantitatif sonu¢ verebilmektedir. Tiipler agilmadan tantya
gidildigi i¢cin kontaminasyon riski diisiiktiir. Elektroforeze gerek kalmadan c¢ogalma
esnasinda sonu¢ alinabilmektedir. Ayrica floresan veren problar kullanilarak hedef

niikleik asitteki mutasyonlar saptanabilmektedir (Morris ve ark. 1996).

H1299 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 1ml igerisinde 2x 10 hiicre
olacak sekilde ekim yapildi. 16 saat 370C, %5 COy’li ortamda inkiibasyonu takiben
12,5uM Kurkumin ile 6,25uM Pd(II) bilesigi kombine edilerek 1ml icerisinde olacak
sekilde kuyulara ilave edildi. Negatif kontrol kuyularina 1ml taze besiyeri ilave edildi.
18 saat 37°C, %5 CO,’li ortamda inkiibasyon sonunda, total RNA izolasyonu yapild1.

2.2.6.4. Hiicrelerden Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu Total RNA Purification Kit (Jena Bioscience) kullanilarak
yapildi. Bu asamada ila¢ uygulanan kuyularin siipernatantlari, buz iizerinde tutulan
15ml’lik falkonlara toplandi ve negatif kontrol kuyularinin siipernatanti uzaklastirildi.
Kuyulara 2ml soguk PBS ilave edilip hiicreler %0,05 Tripsin-EDTA ile kaldirildi ve
ilgili falkonlara aktarildi. Siispansiyon +4°C’de 1000g’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 falkonlarin siipernatantlari uzaklastirildi ve pelet iizerine 250ul lizis
tamponu eklenerek 10sn vortex yapildi. Vortex yapildiktan sonra falkonda bulunan
hacmin 0,6 kati1 kadar (yaklasik 180ul) izopropanol eklendi. Kitin igerisinde yer alan
filtre tiipler, koleksiyon tiipler ile birlestiridi ve filtre tiiplerin i¢ine 100ul aktivasyon
buffer pipetlendi. Daha sonra birlestirilen filtre tiipler ve koleksiyon tiipler 10000g’de
30 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonunda koleksiyon tiiplerde biriken sivi
uzaklastirildi. Orneklerin bulundugu falkonlardan tiim hacim filtre tiiplere aktarildi ve
10.000g’de 30saniye santifiij edilip alta gecen sivi uzaklastirildi. Filtre tiiplere 500ul
primer yikama soliisyonu pipetlendi ve 10000g’de 30saniye santrifiij edildi, santrifiij

sonunda koleksiyon tiiplerde biriken siv1 uzaklastirildi. Daha sonra filtre tliplere 500pl
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sekonder yikama soliisyonu pipetlendi ve 10.000g’de 30saniye santrifiij edildi. Son
olarak tiipler 10.000g’de 2 dakika santrifiij edildi. Daha sonra filtreli tiipler kapakli
tiiplere yerlestirildi ve membranin tam tistiine 50ul eliisyon buffer eklenerek 1 dakika
oda 1s1sinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 10.000g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda tlipte bulunan RNA ¢ozeltilerinin konsantrasyonlari 6l¢tildi.

2.2.6.5.izole Edilen RNA’larin Kontrolii
Izolasyonu gerceklestirilen RNA’larin kalitesi ve miktarlari Nanodrop™ cihaz ile
Olciildi. RNA orneklerinden 2ul alindi ve suya karsi kor alinan cihaz ile 6l¢iimler

yapildi. RNA miktarlar1 50ng/pl ile 600ng/pl arasinda bulundu.

2.2.6.6. cDNA Sentezinin Yapilmasi
Elde edilen total RNA ornekleri, SCRITPT cDNA Sentez Kiti (Jena Bioscience) ile

cDNA'ya ¢evrildi. Cevrim i¢in, kullanilacak RNA 6rnek sayisindan 1 6rnek fazla olacak
sekilde
karisim (cDNA Sentez karisimi) hazirlandi (Tablo 1).

“1 ¢evrim” siitunundaki hacimler (RNA hari¢) bu say1 ile carpilarak bir

Tablo 1. cDNA Sentez Karisim1 Hazirlanisi

Bilesen Stok Final 1 ¢cevrim (20 pL)
Konsantrasyonu Konsantrasyon

RNaz-free su - - 20 ul’ye tamamla
RNA - Total RNA:

10 pg- 5pg

x ul

Ya da mRNA:

10 pg-500 ng
Primer 100 uM Oligo-dT: 0,1-0,2 pl

500 pmol (300 ng) | 0,5 ul

Hexamer: 0,5 ul

50 pmol (300 ng)
SCRIPT RT | 5x 1x 4 ul
Tampon
dNTP Karisimi 10 mM (her biri) 500 uM (her biri) 1 ul
DTT Stok Cozeltisi | 100 mM 5mM 1 ul
RNaz inhibitor 40 tinite/pl 40 {inite 1 pl
SCRIPT  Reverse | 200 tinite/pl 100 iinite 0,5 ul
Transktriptaz

Bu karisim buz iizerinde Etiketli PCR tiiplerine esit sekilde dagitildi ve son olarak da
RNA konsantrasyonlar esit olacak sekilde pipetlendi. Reaksiyonun ger¢eklesmesi icin
tiipler, 42°C’de 10 dakika sicaklik dongii cihazinda inkiibe edildi. Reverse transkriptaz
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enzimini inaktive etmek igin tiip, 50°C’de 60 dakika sicaklik ddngii cihazinda inkiibe
edildi. inkiibasyon sonunda, reaksiyonu durdurmak icin tiipler hizli bir sekilde buz

{izerine alind1 ve es zamanli PCR analizi i¢in kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.

2.2.6.7. Es Zamanh Es Zamanlh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizinin Yapilmasi
Literatiir arastirmalari sonucunda apoptozis (FAS, TNFRSF10B), nekroptozis (PARP1,
RIPK1) ve otofaji (ATG3, ATGS, BECN) ile iliskili sinyal yolaklarinda etkili olan 6nemli
genler belirlendi. Bu genlerin primerleri kullanilarak qPCR master karigimi hazirlandi
(Tablo 2).

Tablo 2. g°PCR Master Karisim1’in Hazirlanigi

180 pl mix icin (8 gen icin +1 | Final

Bilesen 20 pl mix i¢in fazla 6rnek; 9 6rnek) konsantrasyon
PCR  Green-Master

3vith UNG 10 ul 90 pl 1x

Primer (Forward) 0,6 pl 5,4 ul 300 nM

Primer (Reverse) 0,6 pl 5,4 ul 300 nM

PCR-Grade Su 7,3 ul 65,7 ul -

Toplam Mix 18,5 pl 166,5 pl

Hazirlanan bu karisimdan 18,5ul PCR platelerinin  6rnek kuyucuklarlna dagitildi.
Uzerlerine ¢cDNA’lardan 1,5ul pipetlendi. Plate LightCycler 480 (Roche) cihazina
yerlestirildi. Asagida verilen program ayarlanarak PCR tamamlandi. Sonuglar 2747

metodu kullanilarak LightCycler Software 4.0 ile degerlendirildi.

1 siklus 50°C’'de 2 dakika

45 siklus 95°C’de 15 saniye
52°C’de 20 saniye
72°C’de 30 saniye

1 siklus 95°C’de 1 dakika

(Melting Curve)  55°C’de 30 saniye
95°C’de 30 saniye

1 siklus (Cooling)  40°C’de 2 dakika

2.2.7. Western Blot Analizi

1975 yilinda, jel elektroforezi ile ayrilmis spesifik DNA fragmentlerini nitroseliiloz
membran filtreleri kullanarak southern blotlama yontemi tanimladi. Bundan kisa bir
sire sonra, RNA molekiilinin filtre matrikslerde immobilize edilerek analizini
saglayacak yeni bir teknik gelistirildi. Bu teknik de Northern blotlama ismini aldi. 1979
yilinda ise bulunan yeni teknige protein blotlama ya da bir¢ogumuzun bildigi yaygin

ismi ile Western blotlama ismi verildi (Karaaslan 2008).
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Western Blot analizi hiicrelerden elde edilen bir protein karigiminda, aranan (hedef)
proteinin varligin1 gostermek ve molekiil agirligini belirlemek amaciyla kullanilan 6zel
bir protein-protein hibridizasyon teknigidir. immiinoblotlama olarak da adlandirilan
teknigin uygulanabilmesi i¢in Oncelikle hedef proteini taniyarak ona baglanabilen bir

antikor mevcut olmalidir. Western blotlama temel olarak ii¢ asamada gerceklestirilir:

i. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yoOntemiyle

ornek karigimda bulunan proteinlerin jel iizerinde birbirlerinden ayrilmalar1 saglanir.

ii. Jelde biiyiikliiklerine gore ayrilarak bantlar olusturan protein molekiilleri,

elektrotransfer teknigi ile nitroseliiloz membrana aktarilirlar.

iii. Membranin sirasiyla, hedef proteine 6zgli antikor, bu antikoru tanityan ve yapisina
enzim ilave edilmis ikincil bir antikor ve son olarak s6z konusu enzimin substrati ile
muamelesi sonucunda meydana gelen 11k araciligi ile hedef proteinin membran

tizerinde gorilintiilenmesi saglanir.

Proteinlerin safliginin kontrolii ve molekiiler agirliklarinin saptanmasit amaciyla
kullanilan SDS-PAGE yontemi western blot analizinin ilk asamasini olusturur. Elektrik
akimi etkisiyle proteinlerin biiyiikliiklerine gore ayrilmasini saglayan ortam akrilamid
ve N-N’-metilen bis-akrilamid monomerlerinin polimerlesmesiyle olusan jel matriksidir.
Poliakrilamid jel matriksi farkli biiyiikliikte kanallar (porlar) igerdiginden denatiire
protein karisimi jele yiiklenip elektroforez uygulandiginda, proteinlerin bu kanallardan
gecis hizi tamamen biytkliiklerine baghdir. Kiiclik proteinler jelde hizli, biiyiik
proteinler ise yavas ilerler. SDS-PAGE yontemi ile ayrilmak istenilen proteinlerin
sadece biiytikliiklerine gore ayrimini saglamak i¢in Once 1s1 ile denatiire edilmeleri ve
sonra Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ile muamele edilmeleri gereklidir. Anyonik bir
deterjan olan SDS, proteinlere baglanip negatif yiiklii hale getirerek lineer forma
donitigsmelerini saglar. SDS sayesinde negatif yiik ile yiiklenen proteinler elektroforez
sirasinda anoda go¢ ederler. Elektroforez islemi tamamlandiginda farkli biiytikliikteki
proteinler jel boyunca ilerlerken ayrisarak farkli protein bantlar1 halinde odaklanirlar.
SDS-PAGE isleminden sonra jeldeki protein bantlarinin goriintiilenmesi igin
kemiluminesans prensibinden yararlanilir. Akrilamid ve bisakrilamid orani jelin
ayristirma kapasitesini belirler. Boyutlar1 ayarlanabilen gbézenekli yapilari nedeniyle

proteinleri molekiil agirliklart veya kiitleleri ile orantili olarak molekiillerin gégiinii
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yavaglatan bir molekiiler elek olarak davranir. Bu nedenle ayrim hem molekiiler eleme
hem de elektroforetik mobilite temeline dayanmaktadir. Diisiik derisimde hazirlanan
jellerin gozenekleri daha biiylik olup, biiyiik molekiil agirlikli biyomolekiillerin
ayriminda kullanilirlar (Coskun-Ar1 2003).

H1299 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 4x10° hiicre olacak sekilde
ekim yapildi. 16 saat 37°C, %5 CO?li ortamda inkiibasyonu takiben 12,5uM Kurkumin
ile 6,25uM Pd(Il) bilesigi kombine edilerek kuyulara ilave edildi. Negatif kontrol
kuyularma Iml taze besiyeri ilave edildi. 6, 12 ve 24 saat 370C, %5 CO,’li ortamda

inkiibasyon sonunda protein izolasyonu asamasina gecildi.

2.2.7.1. Protein izolasyonu
2.2.7.1.1. Cozeltiler

Lizis tamponu: 3ml lizis tamponu (RIPA lysis buffer, Santa Cruz, ABD) i¢in 30ul
200mM PMSF (Santa Cruz, ABD), 30ul 100mM sodyum ortovanadat (Santa Cruz,
ABD), 45l proteaz inhibitor kokteyl (Santa Cruz, ABD ) eklendi. Soliisyon karanlikta

hazirlandi.

Bu asamada, ilag uygulanan flasklarin siipernatantlari, buz iizerinde tutulan 15ml’lik
falkonlara toplandi ve negatif kontrol flaskinin siipernatanti uzaklastirildi. Flasklara
10ml soguk PBS ilave edilip hiicreler“scraper” (Corning) ile kaldirildi ve ilgili
falkonlara aktarildi. Siispansiyon +4°C’de 1000g’de 5 dakika santrifiij (Hettich
Zentrifugen, Almanya) edildi. Santrifiij sonrasi falkonlarin siipernatantlar1 uzaklastirildi
ve pelet tlizerine 0,5ml lizis tamponu pipetlendi. Falkonlar, karanlikta 30 dakika buz
tizerinde bekletildi ve bu esnada 10 dakikada bir pipetaj yapilarak karistirildi. Siire
bitiminde soliisyonlar 1,5ml’lik tiiplereaktarildi ve +4°C’de 10,000g’de 10 dakika
santrifiij edildi (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). Siipernatantlar1 0,5ml’lik tiiplere

topland1 ve protein miktarlar 6l¢iildii.

2.2.7.2.Proteinlerin Bicinkoninik Asit Yontemi ile Konsantrasyonlarmin Olgiilmesi
2.2.7.2.1.Cozeltiler

Biginkoninik Asit Kit (Sigma-Aldrich)

Bovine Serum Albumin (BSA, Amresco) Standardi
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2.2.9.2.2.BSA Standartlarinin Hazirlanmasi

BCA ile protein miktarlarin1 dlgebilmek igin sigir serum albumin (BSA) proteininin
degisik konsantrasyonlart RIPA ile hazirlanarak bir standart egri grafigi c¢izildi.
ml’sinde 2, 1,8, 1,6, 1,4, 1,2, 1 mg BSA bulunan standartlar hazirlandi.

2.2.7.2.3. Biginkoninik Asit Ol¢iimiiniin Yapilmasi

Bicinkoninik asit (BCA) protein tayin yonteminde bakir siilfat, BCA soliisyonuna
eklendiginde olusan kompleks elma yesili bir renk alir. Bu soliisyon, protein
soliisyonuna ilave edildiginde, proteinin peptit baglar ile etkilesir ve Cu™" iyonlart Cu®
iyonlarina doniisiir. Neticesinde kompleksin rengini mora cevirir. Bu yontem hizli,
hassas ve kesindir ancak deterjan ve organik solventlerle etkilesimlerine dikkat etmek

gerekmektedir.

Olgiim i¢in Biginkoninik Asit Kit ve 96 kuyuluk hiicre kiiltiir kab1 kullanildi. Her bir
kuyuya 10pl standart ve 10ul konsantrasyonu bilinmeyen 6rnekler pipetlendi. Kuyularin
tizerine 190ul ¢alisma ayiract pipetlendi ve plate 30 dakika inkiibatérde inkiibasyona

birakildi. Siire sonunda olusan renk siddeti, spektrofotometde 570nm’de okundu.

2.2.9.3.Western Blot Yontemi ile Proteinlerin Nitroseliilloz Membrana Aktarilmasi
2.2.9.3.1.Cozeltiler

MES SDS Running Buffer (Nu-PAGE, 20X, Invitrogen): 30ml Running buffer, 570 ml

ultra saf H20 ile tamamlanda.

Nu-PAGE LDS Sample Buffer (4X,invitrogen)

Nu-PAGE Sample Reducing Agent (10X, invitrogen)

Nu-PAGE Antioksidant (Invitrogen)

Kaleidoscope Prestained Standarts (Biorad)

%4-12 gradient, NUPAGE Bis-Tris Mini Gels, Imm, 12 kuyucuk (Invitrogen)

10X pH:7,6 TBS-T (Tris-Buffer Saline-Tween20):Tris base 24,23g NaCl (Merck)
80,06g(Scharlau) ve Sml Tween20 (Dako) 1L ultrasaf H20O ile ¢6ziildii.

Western Breeze Chemiluminescent Immunodetection System, Rabbit (Invitrogen)

2.2.7.3.2.Proteinlerin Yiiklenmesi ve Jelde Yiiriitiilmesi

Ornekler istenen hacimlerde toplam protein miktar1 50ug (BCA ydntemiyle belirlenen)

ve sample buffer ve reducing agent 1X olacak sekilde 0,5ml’lik tiiplere pipetlendi.
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Ardindan tiipler su banyosunda bekletildi. Bu esnada jel, elektroforez tankina
yerlestirildikten sonra SDS running buffer, doluluk sinirma kadar eklendi. Hazir jelde
bulunan koruma sivisi pipet yardimiyla al-ver yapilarak uzaklastirildiktan sonra 500ul
antioksidan eklendi. Marker, yiiklenmeden oénce 40°C’de 1 dakika bekletildi. Daha
sonra marker (5ul) ve oOrnekler kuyulara pipet yardimiyla belirlenen miktarlarda

yiiklendi. Yiikleme islemi sonunda 60 dakika 150V yiiriitme yapildi.

2.2.7.3.3.Proteinlerin Transferi

Transfer islemi i¢in I-Blot jel transfer cihazina (Invitrogen) sirasiyla anot bakir (+), jel,
filtre kagid1 (ultra saf H20 ile 1slatilir), katot bakir (-) ve siinger yerlestirildi. Uretici

firmanin 6nerileri dogrultusunda 8 dakika transfer islemi gerceklestirildi.

2.2.9.3.4.GAPDH Proteinlerinin Belirlenmesi
2.2.7.3.4.1.Bloklama

GAPDH i¢in, TBS-T igerisinde %5’lik siit (Santa Cruz, CA, USA) ¢o6zeltisi hazirlandi
ve 60 dakika oda sicakliginda, ¢alkalayici lizerinde inkiibe edildi. Siire sonunda, 3 defa

5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.7.3.4.2.Birincil Antikor
Anti-GAPDH antikoru (Cell signalling, MA, USA), 1:1000 olacak sekilde %5’lik BSA

¢ozeltisi igerisinde hazirlandi ve 18 saat +4°C’de calkalayicida inkiibasyona birakildu.

Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapild.

2.2.7.3.4.3.ikincil Antikor
GAPDH i¢in, Anti-Rabbit (Cell Signaling, MA, USA) 1:2000 olacak sekilde %5°lik siit

cozeltisi icerisinde hazirlandi ve calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi. Siire

sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.7.3.4.4.Goriintiilleme

Gortintiileme i¢in; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz
reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanildi. Membranlar
hazirlanan soliisyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra agiga ¢ikan kemiluminesans

sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazi kullanilarak goriintiilendi.
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Bu sekilde nitroselilloz membran iizerine transfer edilmis olan proteinlere baglanan

antikorlar goriintiilendi.

2.2.7.3.5.PARP Proteinlerinin Belirlenmesi
2.2.7.3.5.1.Birincil ve Ikincil Antikorlarin Membrandan Uzaklastirilmasi

Birincil ve ikincil antikorlari membrandan uzaklastirmak (Stripping) i¢in Tretici
firmanin (Cell Signaling, MA, USA) Western blot yeniden isaretleme (reprobing)
protokolii kullanildi. Stripping soliisyonu hazirlamak i¢in; 100ml ultrasaf su igerisine
0,769 Tris-base (Scharlau, Barcelona, Spain), 2g SDS (Applichem, Darmstadt,
Germany) ve 700ul B-merkaptoetanol (Merck, Schuchard, Germany) eklendi (1X,
pH:6,8). Membran 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikandiktan sonra stripping soliisyonu
eklenerek 150-300rpm, 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda 2 kez 5 dakika TBS-T ile yitkama yapildi ve membranda sinyal olup olmadigini
kontrol etmek amaciyla goriintiileme yapildi. Goriintiileme sonunda membranlarda

sinyal yoksa 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapilarak bloklama asamasina gegildi.

2.2.7.3.5.2.Bloklama

PARP igin, TBS-T igerisinde %5’lik siit (Santa Cruz, CA, USA) ¢ozeltisi hazirland1 ve
60 dakika oda sicakliginda, calkalayici iizerinde inkiibe edildi. Siire sonunda, 3 defa 5
dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.7.3.5.3.Birincil Antikor

Anti-PARP antikoru (Cell Signalling, MA, USA), 1:1000 olacak sekilde %5’lik BSA
¢ozeltisi igerisinde hazirlandi ve 18 saat +4°C’de calkalayicida inkiibasyona birakildi.

Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.7.3.5.4.1kincil Antikor
PARP i¢in, Anti-Rabbit (Cell Signaling, MA, USA) 1:2000 olacak sekilde %5’lik siit

coOzeltisi icerisinde hazirland1 ve calkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi. Siire

sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

2.2.7.3.5.5.Goriintiilleme

Goriintiileme i¢in; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz
reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanildi. Membranlar
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hazirlanan soliisyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra agiga ¢ikan kemiluminesans
sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazi kullanilarak goriintiilendi.
Bu sekilde nitroseliiloz membran iizerine transfer edilmis olan proteinlere baglanan

antikorlar goriintiilendi.

2.2.8. istatistiksel Analiz

Tim istatistiksel analizler Microsoft Excel t-Test ile hazirlanmistir. 3 tekrarli yapilan
tiim analizlerin sonuglar1 ortalama ve standart sapma ile verildi. Istatistiksel olarak
anlamli veriler p<0,05 degerine gore belirlendi. IC50 degerleri Microsoft Excel ve CI
(combination index) degerleri, CalcuSyn Version 2.1 (Biosoft, Cambridge, U.K.)

yazilimi kullanilarak hesaplandi.
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3. BULGULAR
3.1.SRB Canhlik Testi Bulgulari

Kurkumin, Pd(Il) ve bu bilesiklerin kombinasyonlarin 1:2 diliie sekiz farkli
konsantrasyonunun (Kurkumin i¢in 0,78-100uM vePd(Il) i¢in 0,39-50uM) A549 ve
H1299 hiicre soylarinin canlilig1 iizerine olan etkisini belirleyebilmek i¢in SRB canlilik
testleri yapildi. Hiicre soylarina 48 saat siire ile sz konusu bilesikler uygulandiginda
ortaya cikan sonuglar Sekil 3.1°de gosterildi. Bilesiklerin uygulandigi hiicre soylarinda
konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin canlilik ylizdesinde, uygulanan konsantrasyonlarda,

istatistiksel olarak anlamli azalmalar gézlendi (p<0,05, p<0.01, p<0.001).
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Sekil 3.1. Kurkumin, Pd(IT) ve bu bilesiklerin kombinasyonlar1 ile muamele edilen A549 ve
H1299 hiicrelerinin canlilik ylizdelerinin grafigi. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz kuyunun ve
2 bagimsiz deneyin ortalamasini temsil etmektedir.

o Kurkuminin tek basina muamelesi ile kombinasyon karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlilig1 (p<0.05) ifade etmektedir.

oo Kurkuminin tek basina muamelesi ile kombinasyon karsilastirildiginda yiiksek diizeyde
istatistiksel anlamlilig1 (p<0.01) ifade etmektedir.

ooo Kurkuminin tek basina muamelesi ile kombinasyon karsilastirildiginda c¢ok yiiksek
diizeyde istatistiksel anlamlilig1 (p<0.001) ifade etmektedir.

* Pd(II)’nin tek basina muamelesi ile kombinasyon karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlilig1 (p<0.05) ifade etmektedir.

** Pd(I)’nin  tek basina muamelesi ile kombinasyon karsilastirildiginda yiliksek diizeyde
istatistiksel anlamlilig1 (p<0.01) ifade etmektedir.

*#% Pd(Il)’nin  tek basina muamelesi ile kombinasyon karsilastirildiginda c¢ok yliksek
diizeyde istatistiksel anlamlilig1 (p<0.001) ifade etmektedir.

Bilesiklerin sitotoksik aktivitesinin gosterilmesinde ©Onemli olan IC50 (kontrol
hiicrelerine kiyasla bilesikle muamele sonrasi hiicrelerin = %50’sini  dldiiren
konsantrasyon) degerleri her iki hiicre soyu i¢in de SRB testi sonuglarina gére CalcuSyn
yazilimi1 ile hesaplandi. Her iki hiicre soyunda uygulanan kurkumin ve Pd(II)
kombinasyonunun IC50 degerlerindeki CI (combination index) degerleri yine CalcuSyn
yazilimi kullanilarak belirlendi. CI degeri 1’den az hesaplanirsa (CI<1) sinerjistik,
1’den fazla hesaplanirsa (CI>1) antagonistik ve 1’e esit hesaplanirsa (CI=1) additif
etkiyi gostermektedir. IC50 degerlerindeki CI degerlerinden yola ¢ikarak, kombinasyon
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muamelesinin yalmizca H1299 hiicreleri igin giiclii sinerjistik etki gosterdigi
bulunmustur (A549 i¢in CI degeri 1,01 iken H1299 i¢in 0,83 bulundu). Her iki hiicre
soyu i¢in 1C50 dozu; Kurkumin i¢in 12,5uM, Pd(II) i¢in 6,25uM ve kombinasyon igin
12,5 + 6,25uM olarak bulundu.

3.2. Hoechst 33342, Propidium Iyodiir (PI) ile ikili Boyama Yontemi Bulgulari
H1299 hiicrelerine kurkuminin 12,5uM, Pd(II)’nin 6,25uM ve bunlarin kombine

konsantrasyonlar1 uygulandi. 12 ve 24 saat ila¢ uygulamasini takiben ikili boyama
yontemi uygulanarak floresan mikroskopta degerlendirme yapildi. Kurkumin ve Pd(II)
uygulanmas1 sonucunda, Hoechst 33342 boyasi ile H1299 hiicre soyunda gdzlenen
niikleer fragmentasyon varlig1 ve/veya piknozis, ayn1 bolgeler i¢in propidyum iyodiir ile
boyama sonucunda pozitif goriildiigiinden, hiicrelerin 6liim seklinin ge¢ apoptozis
(sekonder nekrozis) oldugu bulundu (Sekil 3.2). Kombinasyon ile muamele edilen
hiicrelerin 6liim seklinin ise, bilesiklerin yalniz basina uygulanmasiyla gézlenen 6lim
sekline benzer oldugu goriildii. Ayrica, sitotoksisite bulgularmma paralel olarak
kombinasyon muamelesinin, Kurkumin ve Pd(I)’nin tek baslarina muamelesine oranla,
sekonder nekrozun arttig1 bulundu.

Pddi) 1Zh

PdID&Kur12h_ -

55



PdD&Kur24h

Sekil 3.2. H1299 hiicrelerinin 12 ve 24 saatlik muamele sonrasindaki floresan mikroskop
gorilntiileri
A: Hoechst 33342 ile boyama (Mavi), B: Propidyum iyodiir ile boyama (Kirmiz1)

3.3. Akim Sitometri Bulgular:

3.3.1.Anneksin V & Olii Hiicre Boyama Bulgulari

Kurkumin ve Pd(II) ve bunlarin kombinasyonlarimin H1299 hiicreleri iizerindeki
apoptotik etkisine bakildiginda 12. ve 24. saatlerde kombinasyonda, kurkumin ve
Pd(Il)’ye oranla ge¢ apoptozis yiizdesinde belirgin bir artma oldugu gézlendi. Ayrica
zamana bagli olarak da kurkumin, Pd(II) ve kombinasyonda canlilik ylizdesinde azalma

goriiliirken apoptozis yiizdesinde artma gozlemlenmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Anneksin-V-FITC Boyama Bulgulari

3.3.2. Kaspaz 3/7 Aktivitesi Bulgular

Apoptotik hiicre 6liimii, kaspaz proteazlarin aktiflesmesi sayesinde gergeklesir. H1299
bakildiginda 12. 24.

kombinasyonda, kurkumin ve Pd(II)’ye oranla kaspaz 3/7 aktivitesinde belirgin bir

hiicreleri  lizerindeki apoptotik etkisine ve saatlerde
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artma oldugu gozlendi. Ayrica ilaglarn hem tek basma muamelesi hem de

kombinasyonlarinda zamana bagli olarak kaspaz 3/7 aktivitesinde 2 kattan fazla artig

gbzlemlenmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Kaspaz 3/7 Aktivitesi Bulgulari
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3.3.3. Gamma-H2A.X Testi Bulgulari

Kurkumin, Pd(II) ve bunlarin kombinasyonlarinin H1299 hiicre soyunda 12. ve 24.
saatlerde sebep oldugu DNA hasari yiizdesinin ilaglarin tek basina muamelelerine gore
kombinasyonda arttig1 goriilmiistiir. Ayrica bu etkinin zamana bagli olarak arttig1 da

Sekil 3.5’da gosterilmistir.

12h | NK
POPULATION PROFILE 100% EXPRESSION (%)
s Inactivated
= 97.50 %
[= N 75%
w
[7p]
L
£ 2 50%
>
w
>
S 8 25%-
A
2 0 Nun-mql;ressm : . 09 1.10 1.40
0 1 2 3 4 Inactivated Activated . ‘\_:_'_-
Inact PHOSPHORYLATION Act Expressing
POPULATION PROFILE EXPRESSION (%)
@ - - 100
k] Inactivated ctivated 92.10
= 9210 % 4.90 %
o 34 75%/]
(7]
7]
2
o 24 50%
>C
w
>
S 1 25%
T Iz
= g | . 4.50 3.00
Z Non ex?resssn{ ‘ 0%
0 1 2 3 4 Inactivated Activated ..'-'._.'.’:’-"
In2ct. PHOSPHORYLATION Act Srpressng
Kurkumin
POPULATION PROFILE EXPRESSION (%)
s 4 - 100% 93,80
2 Inactivated
> 94.80 %
O 34 75%
»
171
2
o 24 50%;
<
w
><
S 14 , 25%-
s
240.% J
g 5N~ i 2.80 =
2 9 Non e):eres:r.lr'l"1 - 0% 2.490
0 1 2 3 4 Inactivated Activated h '\_:-:
insct PHOSPHORYLATION Act s

59



Pd(I)+Kurkumin

POPULATION PROFILE

EXPRESSION (%)

Inact PHOSPHORYLATION Act

4 100%
s Inactivated ctivated 86.20
- 86.20 % 10.20 % -
oS 34 - 75%
w
w
o
a 24 50%
><
w
><
§ o U bt 25%-
= “ﬁ’o e@ / 10.20 3.60
2 0 Non-ex?ressn : . 0%- 3
0 1 2 3 4 Inactivated Activated . ‘;_3_':
inact PHOSPHORYLATION Act T
24h NK
POPULATION PROFILE EXPRESSION (%)
s # - = 100 o3 10
& Inactivated ctivated
-~ 94.10 % 4.50 %
S 34 75%-
o
o
o
o 24 50%-
<
w
>
S 14 . 25%
T %
2 g Non—ex;:_-ressin : i -~ 4,50 1.40
O 1 2 3 ,d Inactivated Activated Mon-
Iract PHOSPHORYLATION &ct expressing
4 POPULATION PROFILE 100 EXPRESSION (%)
2 Inactivated . fctivated
& = 87.60
= 87.60 % 930 %
(= ' T 5%
w
o
&
o 24 50%
3¢
w
> .
§ o 25%;
R X ETE J 9,80
2 5 Norr—exr.gressni . 0%
0 1 2 3 4 Inac ted ot ed
Inact PHOSPHORYLATION Act
Kurkumin
POPULATION PROFILE 100% EXPRESSION (%)
s Inactivated . Activated 91.60
— 9160 % ',.3'40%
9 34 - S 75%
»
»
4
o 24 509%
<
w
>
§ 1.5% 25%1
¢ o 5.00
2 0 ‘Non-expressin 3.40 .
0 1 2 3 4 J : -

60
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Sekil 3.5. Gamma-H2A.X Testi Bulgulari

3.4. Genlerin Ekspresyon Profilleri

Gen ekspresyonlarinda 2 kattan fazla artislar, anlamli artis olarak kabul edilmistir.
H1299 hiicre soyunda gozlenen hiicre 6liimiinii gen diizeyinde dogrulamak amaciyla, 18
saatlik  Kurkumin  (12,5uM), Pd(Il) (6,25uM) ve kombinasyon (12,5uM
Kurkumin+6,25uM Pd(Il)) muamelesinin, bazi hiicre 6liim genlerin (ATG3, ATGS,
BECN1, TNFRSF10A, TNFRSF10B, FAS, HRK, MLKL, RIPK, PARP1)
ekspresyonlar1 {izerine olan etkisine bakildi. TNFRSF10A (DR4 veya TRAIL-R1),
HRK (pro-apoptotik bir gen) ekspresyonunlarinda kurkuminle tek basina muamele
edildiginde anlamli bir artma veya azalma olmazken Pd(II) uygulandiginda kontrole
gore her iki genin ekspresyonunda da yaklasik 8 kat artis goriilmiistiir. Ayn1 genlerin
ekspresyonlart kombinasyonla muamelede sirasiyla yaklasik 40-kat ve 16-kat arttigi
bulunmustur. ATG3, FAS, ATGS ve RIPK ekspreyonlarinda ise sadece kombinasyon
ile muamelede anlamli azalma goriilmiistiir. Incelenen diger genlerin ekspresyonlarinda

ise azalma goriilmesine ragmen bu azalma anlamh degildir(Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. H1299 hiicre soyunda 18 saatlik kombinasyon (Kurkumin 12,5uM ve Pd(II)
6,25uM) muamelesinin, bazi apoptotik genlerin ekspresyonlar1 iizerine olan etkisinin

gosterimi. Her bir veri noktast 2 bagimsiz deneyin ortalamasini temsil etmektedir.

3.5. Western Blot Bulgular:

Western blot analizi, 10pg protein lizat1 ve kontrol olarak da anti-GAPDH antikorlari
kullanilarak  gerceklestirildi. Yapilan deney sonucunda; kurkumin, Pd(II) ve
kombinasyon muameleleriyle 12. saatte PARP kirilmasi goriilmezken 24. ve 6. saatlerde

PARP’1n kirildig1 bulunmustur (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Anti GAPDH ve anti PARP antikorlari ile yapilan western blot sonucu bant
profilleri
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TARTISMA VE SONUC

Curcuma longa Linn. bitkisinin antikanser o6zelliklerinin anlasilmasina yonelik
calismalar 1985 yilindan itibaren yapilmaya baslanmistir. Ozellikle son yillarda bu
konuyla ilgili ¢alismalar artis gostermistir. Bu bitkiden ekstrakte edilen kurkumin
komponentinin antikanser etkisi birgok kanser tipinde (deri, meme bezi, agiz, 6zafagus,
mide, bagirsak, kolon, akciger ve karaciger) in vivo ve in vitro olarak gosterilmistir
(Kuttan ve ark. 1985; Singh ve ark. 1995; Lin ve ark. 2001; Odot ve ark. 2004;
Aggarwal ve ark. 2006; Kunnumakkara ve ark 2008). Zhao ve arkadaslarinin 2007
yilinda HeLa hiicrelerinde yaptigi in vitro ve in vivo ¢alismalarda, kurkumin sitotoksik
ve apoptotik etkileri arastirilmis, kurkumin sitotoksisitesinin doz ve zamana bagli olarak
¢ogalmay1 inhibe ettigi ve bu etkinin apoptozis sonucunda oldugu gosterilmistir (Zhao
ve ark. 2007). 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada da kurkuminin kiigiik hiicreli disi
akciger kanseri hiicre soyu olan H460° da anti-apoptotik Bcl-2 proteininin
degredasyonu yoluyla apoptozise neden oldugu gosterilmistir (Chanvorachote ve ark.
2009).Yapilan bir baska ¢alismada kurkumin, miRNA mekanizmasi boyunca A549 ve
A549/DDP(cisplatin direngli A549) hiicrelerinde apoptozisi arttirdigi, az da olsa
adjuvan kemoterapatik ajanlara karsi olusan direnci giderebildigi ve akciger kanserinde
kemoterapatiklerin etkisini arttirdigi gosterilmistir (Ye ve ark. 2012). 2013 yilindaki
bagka bir calismada ise, kurkuminin A549 hiicre soyunda biiylimeyi baskiladig1 ve

apoptotuzu mitokondriyal yolak {izerinden indiikledigi gosterimistir (Li ve ark. 2013)

Son yillarda kanser tedavisinde Pd(IT) ve Pt(IT) bazli bilesikler sitotoksik ajanlar olarak
stkga kullanilmaktadir. Baz1 Pd(Il) kompleksleri, cisplatin, karboplatin ve oksaliplatin
gibi standart platin bazl ilaglar ile karsilastirildiginda dikkate degere diizeyde in vitro
sitotoksik etki gostermektedir (Keter ve ark. 2008; Giiney ve ark. 2011b; Ulukaya ve
ark. 201la; Miklasova ve ark. 2012). Bu nedenle Pd(IT) bilesikleri, siklikla
sentezlenmekte ve etkileri arastirilmaktadir. Yapilan caligmalar Pd(II) bilesiklerinin;
l6semi, sarkoma, deri, meme, karaciger, akciger, over, prostat, beyin, bobrek, kolon gibi
bircok kanser hiicre soyunda yiiksek oranda sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir (Abu-Surrah ve ark. 2002; Garoufis ve ark. 2009; Abu-Surrah ve ark. 2010;
Khan ve ark. 2011; Divsalar ve ark. 2007; Guney ve ark. 2011b). 2002 yilinda yapilan
bir calismada Pd(II) bilesiginin ((trans-bis{(R)-(+)-bornylamino} palladyum (I1)
dikloriir) K562, HelLa ve 1929 hiicre soylarina karsi sitotoksik etkisi arastirilmis ve
Pd(IT) bilesiginin aktivitesi, K562 (miyeloid 16semi) hiicrelerinde; cisplatin, karboplatin
63



ve oksaliplatine gore daha az etkili bulunmus, HelLa hiicrelerinde ise bu standart
kemoterapoétik ilaglarla benzer etki gosterdigi bulunmustur (Abu-Surrah ve ark. 2002).
Calismamizda, Kurkumin ve Pd(II) ile ilgili bu bilgilerden esinlenerek, Kurkumin ve
Uludag Universitesi Kimya Béliimii tarafindan sentezlenen Pd(I) bilesiginin hem tek
basina hem de kombinasyonlarinin, A549 ve HI1299 akciger kanseri hiicreleri
tizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri degerlendirilmistir. Yapilan bu ¢alisma
sonucunda, Kurkumin ve Pd(II) bilesiginin onceki kullanimlarina gére daha diisiik
konsantrasyonlarda yalniz baslarina kullanimlarina kiyasla kombinasyon muamelesinde
daha giiclii bir sitotoksik etki yarattigi gosterilmistir. Literatiirde bu bilesenlerin
kombine halde kullanilmas: ile iligkili bir ¢alisma bulunmadigindan, bu ¢alisma, s6z
konusu bilesenlerle yapilan kombinasyon muamelesinin daha iyi bir sitotoksik

aktiviteye yol agtigini gosteren ilk calismadir.

Bu calismada, SRB canlilik testi sonuglarmma goére, her iki hiicre soyunda da
konsantrasyon artisina bagli olarak canlilik yiizdesinde anlamli azalmalar bulunmustur.
Yine bu testin sonuglarina gore, Kurkumin’in ve Pd(II)’nin kombinasyonlarinin
muamelesinde A549 hiicre soyunda antagonistik bir etki gézlemlenirken, H1299 hiicre
soyunda giiclii sinerjistik etki gdzlemlendiginden deneylere H1299 hiicre soyu ile
devam edilmistir. Bu hiicre soyunda Pd(II), kurkumin ve bunlarin kombinasyon
muamelelerinin yol ac¢tig1 6liim seklini belirlemek igin ikili boyama yontemi yapilmistir
ve Hoechst pozitif bolgelere bakildiginda 12 ve 24. saatlerde kontrole kiyasla hiicre
yogunlugunun tek basina muamelelerine gére kombinasyon muamelesinde azaldig1 ve
piknotik niikleus varligi gozlemlenmistir. Piknotik niikleus varligi apoptozisi isaret
etmektedir. Ayrica hiicre yogunlugu zamana bagl olarak da azalma gostermistir. H1299
hiicrelerinde probidyum iyodiir pozitif bolgeler ise kombinasyon muamelesinde zamana
bagli olarak artmistir. Bu da hiicrelerde membran hasarina bagh olarak apoptozisin geg
evresinin  gelistigini gdstermistir. Pd(Il), kurkumin ve bunlarin kombinasyon
muamelelerinin H1299 hiicre soyu iizerindeki etkisi anneksin V-FITC ve kaspaz 3/7
aktivitesi ile akim sitometride degerlendirildiginde her iki yontemde de zamana bagh
olarak, kombinasyon muamelesinin, Pd(ll) ve kurkuminin tek baglarina muamelelerine
gore, hiicre canlilik yiizdesinde daha fazla azalmaya ve apoptotik hiicre oran yiizdesinde
daha fazla artisa neden oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde apoptotik siirecte
fosforlanan gamma-H2A.X proteininin aktiflesme yiizdesi, zamana bagli olarak
kombinasyon muamelesinde, Pd(Il) ve kurkuminin tek baslarina muamelelerine gore
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daha fazla artig gostermistir. Dolayisiyla bu hiicre soyunda ge¢ apoptozis kantitatif
olarak da ol¢iilmiis ve boyama sonuclarint destekledigi goriilmiistiir. Kurkumin ve
Pd(Il)’nin bu etkisini dogrulamak i¢in gen ekspresyonu calismasi yaptigimiz da
kombinasyon muamelesi sonucunda otofajik ve nekrotik genlerin (ATG3, ATGS5,
BECN ve MLKL, RIPK, PARP1) ekspresyonlari asagi regiile olurken, apoptotik genler
olan TNFRSFI0A ve HRK’nin ekspresyonlari sirasiyla yaklasik olarak 40 ve 16 kat
arttmistir. Bu gen ekspresyonlarindaki artista 6liim ¢esidinin apoptozis oldugunu
dogrulamistir. Pd(I), Kurkumin ve bunlarin kombinasyon muamelelerinin PARP
kirilmasi tizerine etkisi Western blot yontemiyle calisilmistir. Calisma sonucunda s6z
konusu hiicrelerde kontrole kiyasla hem kurkuminin ve Pd(II)’nin tek basina
muamelelerinde hem de kombinasyon muamelesinde PARP kirilmasi gézlemlenmistir.
Bu bilgi dogrultusunda, yapilan diger yontemlerin sonuglart gibi bu yontem sonucunda

da hiicrelerin apoptozisle 6ldiigii gosterilmistir.

Bu ¢alisma sonucunda; Pd(II), kurkumin kombinasyon muamelesinin insan kiigiik hiicre
dis1 akciger kanseri hiicre soylar1 (H1299) iizerinde giiclii sinerjistik etki yaratarak hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi ve apoptozisi indiikledigi gosterilmistir. Pd(I1), kurkumin
kombinasyonunun sitotoksik etkilerinin ilk defa bu g¢alisma sayesinde gosterilmesi ile
literatiir bilgisine katkida bulunulmustur. Sonu¢ olarak, bu in vitro ¢alismanin {imit
verici bulgularindan dolayr kombinasyon etkisi ile ilgili olarak hayvan c¢alismalarinin

yapilmasinin faydali olabilecegi diistiniilmiistiir.
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