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OZET

Testis kanseri geng erkekler arasinda en sik rastlanan kanserdir. Cogu
hasta tedavi edilebilmesine ragmen, hastalik olduk¢a kotu bir prognoz
gOstermektedir. Bleomisin testis, 6zafagus, serviks, bas ve boyun kanserleri,
hodgkin’s ve non-hodgkin’s lenfomalarda kullanilan antitimoér  bir
antibiyotiktir. Apo-2 ligand olarak da bilinen tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand (TRAIL) kanser hucrelerinde apoptozisi
indUkleyebilen proapoptotik bir sitokindir. Yapilan ¢alismalarda doksorubisin,
5-fluorouracil, etoposid, irinotekan (CPT-11), sisplatin and kamptotesin gibi
kemoterapdétiklerin TRAIL ile kombinasyonunun gesitli timor hicrelerinde
TRAIL aracili apoptozisi arttirdigi gosterilmistir. Kemoterapatikler tarafindan
timor hicrelerinin TRAIL’'e hassaslastiriimasinin molekiler temeli TRAIL-
R1/DR4 ve TRAIL-R2/DRS%’in artmasi, antiapoptotik molekuller olan Bcl-2,
Bcl-xL ve c-FLIP’in azalmasi ya da proapoptotik molekuller olan kaspazlar ve
FADD’in artmasi gibi nedenlere dayandiriimaktadir. Bu calismada testis
kanser hucre dizilerinde bleomisin ve TRAIL kombinasyonunun apoptozis
uzerine etkisi ve bleomisin’in TRAIL reseptorleri Uzerine etkisi incelendi.
TRAIL ve bleomisin kombinasyonunun apoptozis Uzerine etkisini
degerlendirmek igin kaspaz-3 dlgumu yapildi. Bleomisin’in TRAIL reseptorleri
uzerine etkisi akis sitometri kullanilarak belirlendi.

Anahtar kelimeler: Testis kanseri, bleomisin, apoptozis, TRAIL
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ABSTRACT

Testicular cancer is the most common solid tumor in young men.
Although most patients are highly curable, a subset of patients have a grim
prognosis. Bleomycin is an antitumor antibiotic that is used for the treatment
of several malignancies, including testicular, esophagus, cervix carcinomas,
Hodgkin’s and non-Hodgkin’s lymphomas, and squamous cell carcinomas of
the head and neck. Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL), also known as Apo-2 ligand, is a proapoptotic cytokine that is
capable of inducing apoptosis in a wide variety of cancer cells. Studies
showed that, the combination of TRAIL with chemotherapeutics such as
doxorubicin, 5-fluorouracil, etoposide, irinotecan (CPT-11), cisplatin and
camptothecin had significantly enhanced TRAIL-mediated apoptosis in a
variety of human tumour cell lines. The molecular basis for sensitization of
tumour cells to TRAIL by chemotherapeutics may involve upregulation of
TRAIL-R1/DR4 and TRAIL-R2/DR5, downregulation of the antiapoptotic
molecules Bcl-2, Bcl-xL or c-FLIP or upregulation of proapoptotic molecules
including Bak, caspases or FADD. In this study, we investigated the effect of
bleomycin and TRAIL combination on apoptosis and also the effect of
bleomycin on TRAIL receptors in testis cancer cell line. We used caspase-3
assay to assess the effect of TRAIL and bleomycin combination on
apoptosis. The effect of bleomycin on TRAIL receptors in testis cancer cell
lines was investigated using flow cytometry.

Key words: Testis cancer, bleomycin, apoptosis, TRAIL
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GiRiS

Testis kanseri 15-35 yaglari arasindaki erkeklerde en sik gorulen
kanserdir [1-3]. Testis kanseri erkeklerde gorilen timorlerin %1’ini
olusturmaktadir [2, 4-6].

Bleomisin baslica testis, lenfoma, servikal ve bas ve boyun
kanserlerinde kullaniimaktadir [7]. Bleomisin, DNA’ya direkt baglanarak tek
ve ¢ift zincir kirlmalarina yol agarak, buyuyen hicrelerde apoptozisi tetikler.
Bu aktivite oksijen ve bagli ferr6z iyonuna baghdir. Bleomisin, ayni zamanda
superoksid, hidrojen peroksid gibi reaktif oksijen turlerini dretir. Olusan bu
reaktif oksijen tdrlerinin  DNA'ya atak yaparak zincirleri koparmasi,
bleomisin’in toksisitesinde rol oynamaktadir [8]. Bleomisin’i inaktive eden
enzim olan, bleomisin hidrolazin eksikliginden dolaylr bleomisin indukli
toksisite, baglica akciger ve deride meydana gelir [9].

Apoptozis iki ana yolla meydana gelir. Birincisi ekstirinsik ya da
sitoplazmik yolak olarak bilinir ve reseptérler yoluyla meydana gelir. ikincisi
intrinsik ya da mitokondriyal yolak olarak da bilinen gesitli stimulasyonlarla
mitokondriden sitokrom ¢ salinimiyla 6lim sinyalinin aktive oldugu yolaktir
[10].

TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL) ayni zamanda Apo
2L olarak da bilinir [11]. TRAIL, TNF ailesine ait bir tip 2 transmembran
proteinidir [12]. TRAIL fonksiyonunu hicre yuzeyindeki reseptorlere
baglanarak yapmaktadir. Diger TNF ailesi Uyeleri gibi TRAIL de bir
homotrimer olusturur. Hedef hlcresi Uzerindeki 3 reseptér molekille capraz
bag yapar. Simdiye kadar TRAIL i¢in 4 spesifik reseptor saptanmistir. Bunlar;
TRAIL-R1/DR4, TRAIL-R2/DR5, TRAIL-R3/DcR1, TRAIL-R4/DcR2’dir [13].
TRAIL, proapoptotik reseptorler olan TRAIL-R1/DR4 ve TRAIL-R2/DRS
reseptorlerine baglanarak apoptozise yol acgar. Ancak TRAIL'in hucre
O0lumune vyol acmayan, fonksiyonel olmayan, Olim birimi tasimayan
¢ozllebilir reseptor osteoprotegerin (OPG) ya da yalanci reseptorlere TRAIL-
R3/DcR1, TRAIL-R4/DcR2 baglanmasi apoptozise yol agmaz [13, 14].

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin tedavi etkinliginin arttirilmasi ve
seciciliklerinin  yUkseltilerek yan etkilerinin azaltiimasi hedeflenen bir
stratejidir.  TRAIL'in normal hulcrelere zarar vermeksizin kanser hucre
dizilerinde apoptozisi indiklemesi son yillarda en ¢ok dikkat c¢eken
konulardandir. Yapilan galigmalarda TRAIL’in kemoterapdtiklerin etkinligini
arttirdigi hatta toksik olmayan dozdaki kemoterapétiklerle bile apoptozisi
sinerjistik olarak indukledigi gosterilmigtir. Bu bulgunun molekuler temeli
uygulanan kemoterapdtigin hicre icindeki proapoptotik molekdilleri arttirmasi,



antiapoptotik molekilleri azaltmasi ya da TRAIL’in 6lum reseptdrlerinin
ekspresyonlarini yukseltmesi olabilir. Bu kapsamda, calismamizda testis
kanseri hlcre dizilerinde TRAIL ve bleomisin’in tek basina ya da birlikte
apoptozis ve TRAIL reseptorleri Uzerine etkisini incelemeyi amagcladik. Bu
amag¢ dogrultusunda galismamizda kullaniimak Uzere testis kanser hicreleri
olan NTERA ve NCCIT hucrelerini sectik. p53 durumlari agisindan farkli olan
bu iki hiicreyi segmemizin nedeni, elde ettigimiz sonuglarin p53 ile iliskili olup
olmadigina dair bir fikir verebilecegini dugsinmemizdi. Her iki hucrede de
daha 6nce TRAIL reseptdr kompozisyonlarinin gdsterildigi bir calismaya
rastlanilmamigtir. Bunun yaninda, klinik olarak testis kanserinin tedavisinde
kullanilan bir ilag olan bleomisin ile bu hlcrelerde yapilmis bir ¢galismaya da
rastlanmamistir. Bu amagla, ilk olarak testis kanser hucrelerinin reseptor
kompozisyonunu ve bleomisin, TRAIL ve bleomisin ve TRAIL’in birlikte
kullaniminin bu reseptor kompozisyonu uzerine etkilerini gozlemledik. Bunun
yaninda, bleomisin, TRAIL ve bunlarin birlikte kullaniminin apoptozis Gzerine
etkilerini kaspaz-3 deneyi yaparak tesbit ettik.



GENEL BiLGILER

2.1. Testis Kanseri

Testis kanseri, 15-35 yaslari arasindaki erkeklerde en sik gorulen
kanserdir [1-3]. Testis kanseri erkeklerde gorulen tumorlerin %1’ini
olusturmaktadir [2, 4-6]. Testis kanserinin tedavisi bati tip biliminin blyUk
basari hikayelerinden biridir [15]. Ge¢miste testis kanseri 6lume neden olan
bir hastalik olarak bilinirdi [4]. GUnumUzde ise testis kanser hastalarinin
%80’'inden fazlasi tedavi edilebilmektedir. Erken evredeki hastalarda ise
tedavi orani %100’e ulasmaktadir.

Testis kanserinin tedavisindeki bagslica avantajlar hassas ve spesifik
serum tumor belirteglerinin bulunmasi, yuksek aktif kombinasyon kemoterapi
rejimlerinin uygulanmasi ve cerrahi tedavilerdeki gelismelerdir [2].

2.1.1. Epidemiyoloji

Testis kanserinin insidansinda cografi gesitlilik vardir ve bu insidans
giderek artmaktadir [3, 16]. Testis kanseri insidansindaki c¢esitlilik
iskandinavya, Isvicre ve Almanya'da en yiiksek diizeyde, Amerika Birlesik
Devletleri ve Ingiltere’de orta diizeyde, Afrika ve Asya'da ise en az
duzeydedir [3]. Testisin germ hicre tumoérleri daha ¢ok beyaz irkta, nadir
olarak da Afrika orijinli Amerikallarda gorulmektedir. Yapilan caligmalarda
beyaz irkda Afrika orijinli Amerikalilardan 5 kat daha fazla testis kanseri
goruldaga bildirilmistir [16].

Son yillarda testis tumorunde mortalite azalmasina ragmen, insidans
bir cok populasyonda durmadan artmaktadir [17]. insidanstaki bu artigin
nedeni acgiklanamamaktadir ancak mortalitenin azalmasinin nedenleri
ilerlemis evredeki hastalarda tedavi edici kemoterapinin bulunmus olmasi,
erken evrede hastaligin yakalanmasindaki artis ve nonseminomlara gore
seminomlarin daha fazla géralmesidir [18].

2.1.2. Risk Faktorleri

Germ hdcreli timorlerin (GCT) nedenleri bilinmemektedir [17]. GCT
olusumu igin onemli risk faktorleri icerisinde kriptorsidizim, ailede GCT
Oykusu, Klinefelter Sendromu, spermatik ve testikller dizgenezi yer
almaktadir [19, 20].

Daha o6nce testis kanseri tanisi konmus bir hastanin diger testisinde
ikinci bir kanser gelisme riski %2-3’dur [1]. Hastalarin yaklasik %2’si testis



kanseri olan bir aile Uyesine sahiptir. Literatlrde bildirilen ailelerin ¢gogunun
testis kanseri olan iki Uyesi vardir. Nadiren bazi ailelerde 3 ya da daha fazla
uye testis kanseridir. Bu da c¢ekinik ya da disuk baskinlikta bir kalitim
olabilecegini onermektedir [21].

Diger risk faktorleri testikuler atrofi, kasik fitigi ve hidroseldir [22]. Kisir
ya da c¢ocuk sahibi olma olasiigi normale gore az olan erkeklerde testis
kanseri riski artmaktadir [1].

2.1.3. Patoloji

Testis kanserinin %95’ini germ hucreli timorler (GCT) olusturmaktadir
[4, 5, 23]. Testisin GCT’si seminoma ve nonseminoma olmak Uzere baslica
iki alt gruba ayrilmaktadir. Seminoma germ hucre tumorlerinin %50’sini
olusturmaktadir ve siklikla 40’li yaslarda goértulmektedir. Germ hicre
tumorlerinin kalanini nonsemimatoz histoloji (embriyonal karsinom, yolk sac
tumoru, koryokarsinom, ve teratoma) olusturmaktadir ve siklikla 30’lu
yaslarda gorulmektedir [3, 4, 16].

Seminomanin klasik (%85), anaplastik (%5-10) ve spermatositik(%4-6)
olmak Uzere 3 histolojik c¢esiti vardir [24]. Klasik seminoma tum
seminomalarin %85'’ini olusturur ve daha ¢ok 40 yaslarinda gorulmektedir
Anaplastik seminoma, seminomalarin %10’'unu olusturmaktadir ve yuksek
mitotik hiza sahiptir. Hayatta kalma orani seminomadan daha dusuktar [2].
Spermatositik seminoma nadir olarak goérulen bir seminomadir ve genellikle
daha yasli erkeklerde gorulur [3]. Bu tumorler genelde sadece orgiektomi ile
tedavi olabilmesine ragmen birgok hasta koruyucu olarak radyasyon tedavisi
de almaktadir [15]. Metastatik potansiyeli en disuk dizeydedir [3].

Nonseminoma tumorleri embriyonal karsinoma, yolk sac tumoérd,
koryokarsinoma ve teratomadan olugsmaktadir [3, 4, 16]. Embriyonal
karsinoma testis tumarlerinin %20’sini olusturmaktadir [25]. Kemoterapi ile bu
tumorler tedavi edilebilmesine ragmen ¢ok agresif ve seminomalardan daha
oldartcl tumdrlerdir [24]. Koryokarsinom nadir olarak goérulur [4]. Erken
donemde kan ve lenfatik yolla yayilmasindan dolayi germ hucreli tUmorlerin
en agresif olanidir [25]. Yolk sac tumdrd embriyonik yolk sac histolojisini taklit
eder. Yenidogan ve 3 yasa kadar olan bebeklerde en sik gorulen timordur ve
iyi prognoz gosterir [4]. Terotamalar en az 2 ya da 3 germinal tabaka iceren
tumorlerdir. Diger germ hucreli tumorlere gore metastatik potansiyeli en az
olan timoérlerdir [1].

2.1.4. Evreleme

Testis kanserinin WHO (Diinya Saglik Orgitii) kriterlerine gdre
histolojik klasifikasyonu genel olarak standart 6zellik gostermektedir [26].
Testis kanserinin 3 evresi vardir: 1. Evre: Testis, spermatik kord ve
skrotumda sinirlidir. 2. Evre: Retroperitonal alana veya pelvik lenf nodlarina
yayllim vardir. Serum tumor belirtecleri normaldir ya da orta derecede



artmistir. 3. Evre: Farkh organlara ya da retroperitoneal alan digindaki lenf
nodlarina metastaz vardir. Serum tumor belirtegleri orta veya yuksek
dizeyde artmistir. Ayrica orsiektomi sonrasinda tumor belirteglerinin normale
donmedigi tum olgular da radyografik bulgulara bakilmaksizin 3. evre olarak
degerlendirilirler [1, 6, 18]. Metastatik testis kanserli hastalar tanimlanmig
prognostik kriterlere gore iyi risk, orta risk veya zayif risk olarak
siniflandirilabilirler [27]. Testis kanserinin evrelendiriimesi Tablo 2.1.de
verilmigtir.

2.1.5. Tani

Testis tumorleri, genellikle bir testis igcinde agrisiz, palpe edilebilen bir
kitle olarak tesbit edilirler. Skrotumda agri ya da rahatsizlik hissi olgularin
sadece %20’sinde ortaya g¢ikan bulgulardir [28]. Hastalarin %10’'u boyun
nodlari, akciger metastazi ya da karin nodal metastazlan gibi uzak
metastazlarla ile iligkili bulgular gosterirler [26]. Retroperitonal adenopatiden
dolay! sirt agrisi baslica bulgulardandir. Nadiren hastalarda sirtta bir kitle
bulunabilir ve solunum ve sindirim sistemi ile ilgili sikayetler olabilir [2].

Hastalar testislerinde bir agirlik ya da aci hissedebilirler, ya da hidrosel
gelisebilir. Agri, nadir bir bulgudur [29]. Tum olgularin %5’'inde serum
gonodotropin (hCG)'nin yuksek duzeylerinden dolayi memede buyume
gelisebilir [2, 28]. Travma, testis kanserinin sebebi degildir ancak skrotum
travmalari, hastalarin tesadufen testisteki bir kitleyi farketmelerine neden
olabilir [28].

Eger testikuler rahatsizlik 2-4 haftada normale donmezse, ultrason
cekilmesi gerekmektedir [3]. Testis kanseri tanisinda karisikliga neden
olabilen en Onemli durum, testis ve komsu dokulardaki enfeksiyon ve
enflamasyondur. Epididimo-orsit ya da epididimit olarak bilinen bu
rahatsizliklar, seksuel olarak aktif olan gen¢ erkeklerde siklikla izlenebilir ve
testis kanserli olgularin %10’'unda tanisal karigikliga neden olabilirler. Ayrica
hidrosel olarak bilinen skrotumda sivi toplanmasi durumu da, birgok
rahatsizlik sonucu olugabilecedi gibi testis kanserlerinde de olusabilir ve
testis kanserinin tanisinda karisikliklara yol agabilir [28].

Ultrason, testis igindeki bir kitlenin varligini onaylayabilir ve karigikliga
neden olabilecek epididimit, orsit, hidrosel ya da herni gibi tanilari diglayabilir
[26]. Ultrasonun testis kanseri tani yontemleri igerisinde ¢ok onemli bir yeri
vardir. Guvenilir, hizli, ucuz ve non-invaziv bir ydntemdir. Ultrason ile
tumoran lokalizasyonu tespit edilebilir ve diger testiste tutulum olup olmadigi
kontrol edilebilir [28].

Hastalarin ¢ogunda primer tumoér vardir. Germ hucreli kanserin
tanisindaki gecikme, ya hastanin semptomlari 6nemsememesinden, ya da
doktorun dogru teshis koyamamasindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle bu
tip semptomlara sahip gen¢ erkeklerde, testis kanseri konusunda supheci
davraniimalidir. Olgularin ¢ok daha kuglk bir bdlimuinde, primer tiumor



gonad disinda yerlesim gdsterebilir. Tani, a-fetoprotein (AFP) ya da B-insan
gonadotropin (B-HCG)'nin serum duzeylerindeki artis ile desteklenebilir.
Tumor belirteglerinin normal dizeyde oldugu supheli testis kitlesine sahip
olgularda kesin tani igin mutlaka biyopsi yapiimaldir [30].

Tablo 2.1. Testis kanserinin evrelenmesi. American Joint Committee’nin” ve “International
Union Against Cancer’in Testikiler Kanser Evreleme Sistemi: timdr-lenf nodu-
metastaz evrelemesi [16].

Evre Tanim

Primer Tumor (T)

PTX Primer timér saptanamamis  (Radikal  orsiektomi
yapilmamissa TX kullanilir).

PTO Primer timdr igin kanit yok (Testiste histolojik skar v.s).

Ptis intratiibiler germ hiicre neoplazisi (Karsinoma in situ).

PT1 Testis ve epididime sinirli timor var ancak vaskler veya
lenfatik invazyon yok.

PT2 Testis ve epididime sinirli timor ve beraberinde vaskiler
ve lenfatik invazyon var veya tunika albuginea invazyonu
var.

PT3 Spermatik kord invazyonu.

PT4 Vaskiler/lenfatik invazyonun beraberinde oldugu ya da

Bolgesel Lenf Nodlari (N)
Klinik olarak

olmadigi skrotum invazyonu.

Nx Bdlgesel lenf nodlari saptanamamis.

NO Bdlgesel lenf nodu metastazi yok.

N1 Boyutu <2 cm olan tek lenf nodu metastazi ya da 2 cm den
biylk olmayan ¢oklu lenf nodu metastazi.

N2 Boyutlari 2 cm’den blyik fakat 5 cm’den kiiglk tek ya da
¢oklu lenf nodu metastazi.

N3 5 cm’den bliylk lenf nodu metastazi.

Patolojik olarak

PNO Lenf nodunda timér metastazina ait herhangi bir bulgu yok

PN1 5 adetten az, 2 cm’den kiiglk lenf nodu metastazi

PN2 2-5 cm arasi lenf nodu metastazi veya 5 cm’den
kigik 5 lenf nodundan daha fazla metastaz veya
ekstranodal yayilim bulgusu.

PN3 5'cm den bliylk lenf nodu metastazi.

Uzak Metastaz (M)

MO Uzak metastazi gosteren herhangi bir bulgu yok.

M1 Bolgesel olmayan nodlara veya akcigere uzak
metastaz var.

M2 Akciger digsindaki uzak organ metastazlari var.




Tablo 2.2. Serum Tumor Belirtegleri [16].

Evre LDH HCG AFP

S0 <N(Normal <N(Normal <N(Normal
sinirlarda) sinirlarda) sinirlarda)

S1 <1.5xN <5000 <1000

S2 1.5-10x N 5000-50000 1000-10000

S3 >10x N >50000 >10000

LDH, laktat dehidrogenaz; HCG, insan koryonik gonadotropin; AFP, a-fetoprotein; N, normal

Tablo 2.3. Evre Gruplandirmasi [16].

Evre T N M S

0 pTis NO MO SO

la T NO MO SO

Ib >2T2 NO MO SO

IS Herhangi Bir T NO MO Herhangi Bir S
lla Herhangi Bir T N1 MO S0, S1
lib Herhangi Bir T N2 MO S0, S1
lic Herhangi Bir T N3 MO S0, S1
llla Herhangi Bir T Herhangi Bir N M1 S0, S1
lilb Herhangi Bir T Herhangi Bir N MO, M1 S2
llic Herhangi Bir T Herhangi Bir N MO, M1 S3

T, timor; N, lenf nodu; M, metastaz; S, serum timoér belirtegi.

Tani bazen 6 aya kadar konulamamaktadir. Bu gecikme hasta ya da
doktor kaynakli olabilir ve prognozu kotu etkiler. Hasta egitiminin ilerlemesi
ve kendi kendine testis muayenesi gibi halk saghgr tekniklerinin
yayginlasmasi erken tani konulmasi i¢in olanak yaratmistir [2]. Testis kanseri
tanisi  konulduktan sonra, dikkatli bir gsekilde hastaligin evrelemesi
yapiimahdir. Bu iglem icin tercih edilen yontem bilgisayarli tomografi
taramasidir. Abdomen, pelvis, gdégus ve hatta bazen beyin, vertebra ve kemik
tomografileri de testis kanser evrelemesi igin gerekli olabilmektedir [28].

Tamor belirtegleri, kiguk ya da tesbit edilemeyen malign hlcrelerin ve
timor tipinin  belirlenmesi igin bilgi saglamaktadir. Testis kanserinde
kullanilan 3 tUmor belirtegi vardir. Bunlar fetis serumunda buyuk miktarlarda
bulunan ve bir glikoprotein olan a-feto protein (AFP), hamile kadinlarin
plesantasi tarafindan Uretilen ve erkeklerde normalde bulunmayan bir
hormon olan B-hCG ve normalde kas, karaciger, bébrek ve beyinde bulunan
ve hlcresel bir enzim olan laktat dehidrogenazdir [4].

a-feto protein (AFP), ozellikle yolk sac tumoru igin olmak Uzere
nonseminoma igin bir belirtectir. pB-insan gonadotropin (B-HCG), hem
seminoma hem de nonseminomada duretilir. Ancak seminomada duguk
dizeylerdedir [31]. B-insan gonadotropin (B-HCG) ve a-feto proteinin serolojik
Olcumu, testis kanseri tanisinda ve tedavisinin izlenmesinde kullanilir. a-feto
protein, saf seminomada veya koryokarsinomda Uretilmez. Ek olarak laktat
dehidrogenaz enziminin olgumleri tumorun buyudklagunian bir igaretidir [29].



2.1.6. Tedavi

Kanser tanisi konduktan sonra klinik evreleme yapilmalidir. Testis
kanseri tedavisini, histopatoloji, serolojik belirtecler, hastaligin evresi, hasta
ve doktorun tercihlerini igeren g¢esitli faktorler belirler. Tedavi cerrahi,
radyoterapi, kemoterapinin timunu ya da bir kismini icerebilir [29].

Testis kanseri, ylksek oranda tedavi edilebilir olmasina ragmen, bu
kanserin tum asamalarda uygun tedavinin uygulanmasi Onemini
korumaktadir. Yerinde olmayan uygulamalar tedavi yukund, hastalik ve 6lim
oranini arttirmaktadir [16]. Kanserli testisler, her zaman cerrahi ile vicuttan
alinirlar. Radyoterapi ile kanser hicrelerinin hasar gérmesi ve buylimesinin
durdurulmasi saglanmaktadir. Anti-kanser ilaglar, genellikle hastaligin
vicudun bagka kisimlarina metastaz yapmasi durumlarinda tercih edilirler.
Bu ilaglar bazen tumoérun cerrahi girisim Oncesine kadar kugulmesini
saglamak amaciyla da kullanilabilirler [28]. Bleomisin, etoposid, ve sisplatin
(BEP) kombinasyonu, metastatik non-seminomatoz tumorlerde tercih edilen
en etkili tedavi kdraddr. Bu kuar, 1. evre testis tUmord igin uygulanan
orsiektomi sonrasinda tumor dokusunda saptanan vaskuiler invazyonun
yaratabilecegi yuksek nuks ihtimali icin de kullanilabilmektedir [7]. Tedavi
edilen testis kanserli hastalarin, tedavi sonrasi beklenen saglkli yasam
sureleri, oldukga uzundur [32].

2.2. Bleomisin

2.2.1. Bleomisin’in Kimyasal Yapisi

Bleomisin (BLM) 1699 da Umezewa tarafindan antitimor ozelligi
kesfedilmis glikopeptid yapisinda bir antibiyotiktir. Bleomisin orijinal olarak
mantar Streptomyces verticillus’dan izole edilmigtir [9, 17]. Bleomisin grubu
ilaglar 200’Un Gzerinde yakin iligkili bilesik icerirken bleomisin’in uygulanan
formu olan Blenoxane, baslica A, ve B, formlarini icermektedir [33].
Bleomisin ailesi terminal amin kisminin bir digerinden farkli olmasi ile ayrilir
[34].

Demir bakir ve kobalt gibi bir gok metalin, bleomisin indiklt DNA
kirllmasini destekledigi gosterilmistir. Fakat demirin in vivo olarak etki
gOsteren baglica metal olduguna inanilmaktadir [35].

Bleomisin’in yapisinin 4 ana bolgeden olustugu tespit edilmistir.

1- N-terminal birim. Bu birim metal baglamadan, oksijen
aktivasyonundan, selektif DNA kirilmasindan sorumludur.

2- Metilvalerat-treonin grubu.

3- C terminal birim. DNA baglama affinitesini saglayan bir bitiyazol
fonksiyonel grubu icerir.



4- Glukoz ve mannoz sekerleri igeren bir disakkarit grubu. Disakkarit
grubunun metal iyon baglama, hicre ylzey tanima ve bazi
hicrelerde bleomisin’in selektif birikimi Uzerinde etkisi olabilecegdi
dusundlmektedir [33].

Bleomisin’ler, katyonik molekullerdir ve hucre membranindan
bleomisin baglayici protein ile zayifca baglanarak hicre igine alinirlar. Alinan
bleomisin ya nukleusa transloke olur ya da bleomisin hidrolaz tarafindan
parcalanir. Bleomisin hidrolaz normal ve malign hucrelerde bulunan bir
sistein proteazdir. Fakat akciger ve deride ¢ok az bulunmaktadir [36].

Metal Baglayici Birim

B-Aminoalanin
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Sekil 2.1. Bleomisin’in kimyasal yapisi [33, 35].

2.2.2. Bleomisin’in Etki Mekanizmasi

Bleomisin, DNA'ya direkt baglanarak tek ve ¢ift zincir kirlmalarina yol
acgarak, blyuyen hucrelerde apoptozisi tetikler. Bu aktivite oksijen ve bagli
ferr6z iyonuna baghdir [8].

Bleomisin’in antineoplastik etkisinin mekanizmasi bleomisin-demir
kompleksinin, molekuler oksijeni, superoksid ve hidroksil radikaline
rediklemesi esasina dayanmaktadir. Olusan bu radikaller DNA’'ya atak
yaparak zincir kirilmalarina yol agmaktadir Oksijen serbest radikallerinin rold,
superoksid dismutazin, bleomisin induklid DNA hasarini 6nledigini gosteren
calismalarla desteklenmistir [37]. Bleomisin ayni zamanda hucre siklusunu



etkileyen spesifik bir ilagtir ve hicre siklusunun G2 fazinda hucrelerin
birikimine neden olur [38].

DNA kirilmasi igin, DNA ile bleomisin’in metal baglayici birimi ve
bitiyazol kisminin etkilesimini gerektiren bir mekanizma onerilmistir. Labil Fe
(I1)-BLM-O, kompleksinin, aktive edilmig bleomisin’e donisimu, DNA'yi
hasara ugratir. Bunun yaninda son c¢alismalar, bleomisin’in RNA’nin
alisiimamig 3 boyutlu yapisini yiktigini gostermistir [34].

Deneysel calismalar, bleomisin hassasiyetinin birgok nedeni
olabilecegini gostermistir. DNA tamir mekanizmasindaki bozukluklar, cift
zincir kirllmalarinin tamirinde gerekli olan genlerdeki mutasyonlarla iligkilidir.
Bu mutasyonlar asin hassasiyete yol acarlar. Cift zincir tamirine katkida
bulunan bir gen olan RAD21’in inhibisyonu, hucrelerin bleomisin’e
hassasiyetinin artmasina yol acar. Yapilan ¢aligmalarda, bleomisin direncinin
bircok nedeni ortaya c¢ikarilmistir. Bu nedenler, bleomisin hidrolaz
aktivitesindeki artig, tasiyici yetersizliginden dolayr ilacin hlcreye
alinmasindaki azalma, artmig DNA tamir kapasitesi ya da serbest radikallerin
artmis detoksifikasyonudur [18].

2.2.3. Bleomisin’in Tedavide Kullanimi

Bleomisin’ler (BLM), germ hucreli timorler, lenfomalar, kaposi
sarkoma, servikal kanserler ve bas ve boyun kanserlerinin kombinasyon
tedavisinde kullanilan dogal bir ilagtir [39].

Bu ilacin bir avantaji da derialtina, kasa veya kana verilebilmesidir.
Kas icine enjeksiyondan sonra pik kan degerleri 30-60 dakika iginde
gorulmektedir. Benzer dozajlarin kana enjeksiyonu en yuksek pik
konsantrasyonlarini vermektedir ve yari omri yaklasik 2,5 saattir [38].
Bleomisin'in  eliminasyonu baglica bobreklerde olur.  Bleomisin’in
alinmasindan 24 saat sonra ilacin yaklasik %60’1 degistiriimemis olarak atilir.
Bleomisin, bleomisin hidrolaz adi verilen bir enzimle deaktive edilir. Bu enzim
baglica karaciger, dalak, kemik iligi ve bagirsakta bulunur. Bleomisin’in
uygulanmasi bazen olumcul yan etkiler meydana getirebilmektedir.
Bleomisin’i inaktive eden enzim olan bleomisin hidrolazin eksikliginden dolayi
bleomisin toksisitesi, baglica akciger ve deride meydana gelir. Bleomisin'in
direkt olarak alimindan sonra ates ve bazen hipotansiyon gériimektedir [9].

Pulmoner toksisite, bleomisin igin doz sinirlayici bir yan etkidir ve bu
yan etki genellikle kendini fizik muayenede Oksuruk, dispne, kuru inspiratuvar
raller ve rontgende toraks infiltrasyonlari olarak gdsterir. 400 Uniteden daha
fazla doz alanlarda ve bleomisin tedavisi 6ncesi mediastinal ya da gogus
bdlgesine radyoterapi uygulanmis olanlarda, pulmoner yan etkilerin insidansi
daha yuksektir. Nadir de olsa bazi olgularda pulmoner toksisite oldurucu
olabilmektedir [38].
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Bleomisin, akcigerde pulmoner fibrozisi olumsuz etkiler, ¢unku
bleomisin’i inaktive eden hidrolaz akcigerde yok denecek kadar azdir. Bu
yuzden farelerde bleomisin indUkli pulmonar fibrozis modeli, 6zellikle oksijen
serbest radikalleri induklu fibroz mekanizmasini incelemek igin yardimci bir
aractir [37]

2.3. Apoptozis

2.3.1. Hiicre Oliimiiniin iki Sekli : Apoptozis ve Nekroz

Yasam olumuU gerektirir [40]. Hucre olumu, nekroz ve apoptozis adi
verilen iki farkh yolla meydana gelir [10]. Nekroz, hucrelerde meydana gelen
cevresel etkenler tarafindan geri déntisimsiz hasar sonucu olusturulan ve
hdcrenin dlumdne yol agan pasif bir olaydir [41]. Apoptozis ise aktif, enerji
badimli, hicresel bir surectir [42, 43]. Apoptozis hayvanlarin ¢ogunun
hayatlarini surdirmesi ve gelisimi igin 6nemli bir rol oynayan, morfolojik ve
biyokimyasal olarak farkli, yaslanmig, hasarli ya da gereksiz hucrelerin
organizmadan uzaklastirimasina olanak saglayan ve genetik olarak kontrol
edilen programli hlcre olumudur [44, 45]. Nekroz patolojik bir olaydir;
apoptozis ise fizyolojik veya patolojik uyaranlarla olusabilir [46].

Apoptotik sure¢ hem eksternal hem de internal faktorler tarafindan
baslatilir [47, 48]. internal faktdrler siklikla reseptér aracilidir ve FAS
reseptori, TNF ailesi reseptorleri veya purinerjik reseptor Pz olabilir.
Blyume faktorlerinin eksikliginin ve hormon konsantrasyonlarinin degisiminin
lenfosit, memeli ve prostatik hucreler gibi hassas hucrelerde, apoptozisi
baglattigi gosterilmigtir. Apoptozisi indukleyen eksternal tetikleyiciler DNA
hasarini, oksijen veya besin eksikligini ve viral enfeksiyonlari icermektedir.
Apoptozis ayni zamanda iyonize ya da UV radyasyonun, kemoterapotik
ilacglarin ve 1s1 hasarinin sebep oldugu onarilamayan DNA hasarindan sonra
baglayabilir.

DNA'ya hasar veren uyaranlara maruz kalindiginda, bir hicrenin
apoptozis ya da nekrozis tarafindan éldurilecegi DNA hasarinin tipi yanisira
maruziyetin suresine ve konsantrasyonuna bagldir. Ayrica apoptozis
kurtarict molekullerinin varligina ve tetikleyici molekullerin fonksiyonuna da
baghdir [48]. ATP’nin hicre ig¢i konsantrasyonu, hicre oOlum seklinin
secilmesinde dnemlidir. ATP’nin ylUksek konsantrasyonda olmasi apoptozisin
baskin olmasina sebep olurken ATP’nin duguk konsantrasyonda olmasi
hicrenin nekroza dogru kaymasina sebep olur [49].

2.3.2. Apoptozisin Kesfi

Apoptosis terimi ilk kez Kerr ve arkadaslari tarafindan programli hicre
olumuandn bir gekli olarak tanimlanmistir [50, 51]. Apoptozis ‘apo’ =ayrl,
‘ptosis’ =dusmek kelimelerinin birlesmesiyle olusmustur [52]. Apoptozis
Yunanca’dan gelmektedir ve bir agagtan dusen vyapraklar anlamina
gelmektedir [49, 51]. Apoptozis kelimesi Homeros tarafindan sonbaharda
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yaprak dokumuand tanimlamak icgin kullanilmig bir sézcuktur ve klasik Yunan
tarihgisi olan James Cormack’in onerisiyle "apoptoz" olarak adlandiriimigtir
[53].

Apoptozis yolagr evrim boyunca korunmustur [54]. Nematod
Caenorhabditis elegans, hucre o6lum makinasinin c¢ekirdek bilegenlerini
g¢alismak icin iyi bir organizma modelidir [55]. Bu nematoddaki apoptozis
surecinin tanimlanmasi, buyuk 6lgude H. Robert Horvitz ‘in laboratuvarinda
yapilmistir ve apoptozis igin gerekli genler belirlenmistir. Bu slrecin
merkezinde ced-3, ced 4 ve ced 9 vardir [56]. Ced -3 ve ced-4, hicre olumu
icin gerekliyken ced-9 bunlarin fonksiyonlari antagonize eder ve hicre
Olumunua onler. Ced-9 proteini, memelilerde hicre 6lumund 6nleyen Bcl-2 ile
sekans benzerligi gosterir [57]. Ced 3, proteinleri spesifik aspartik asit
rezidulerinden sonra kiran, sistein proteaz olan kaspazlardandir. Bu kaspaz
zimojen olarak olarak bulunur ve kendi kendine kirilarak aktiflesir. Ced-4,
ced-3’e baglanir ve ced-3 aktivasyonunu ilerletir. Ced-9 ise ced-4’ e
baglanarak ced-3’Un aktivasyonunu &nler. Normal olarak, ced-9, ced-4 ve
ced-3 ile kompleks olusturur. Ced-3 inaktiftir. Apoptotik uyaranlar, ced-9'un
kompleksden ayrilmasina neden olur ve ced-3’Un aktivasyonu meydana gelir.
Memeli kaspazlari, ced-3’e benzerdir [55]. Bu genlerin Ugunun de
memelilerdeki homologlari tanimlanmistir. Solucanlardaki apoptotik hcre
olumundeki ced-3, memeli kaspazlari ile akrabadir. Ced-4 ise, memelilerdeki
Apaf-1 ile homologtur. Hicre dlimuntn kontrolind saglayan anti-apoptotik
faktor ced-9, memeli bcl-2 proteininin benzeridir [58].

2.3.3. Apoptozisin Agamalari

Apoptozis 3 asamaya ayrilabilir. ilk asamada, hiicre apoptotik bir sinyal
alir. Hucreye, hem icten hem de digtan gelen cesitli uyaranlar apoptotik
yolaklari aktive edebilir. Bunlara 6rnek olarak, hlcre ylzey reseptorlerinin
baglanma ile uyarilmasi, esansiyel buyume faktorlerinin  ortamdan
uzaklastiriimasi ya da hucrelerin gesitli kimyasal ajanlara maruz birakiimasi
verilebilir. Ek olarak, hucrelerin UV ya da iyonize radyasyona, isiya, ve
osmolarite degisikliklerine maruz kalmalari, apoptozisi uyarabilir.

Apoptozisin ikinci asamasinda hucreler tim bu gesitli sinyalleri toplar
ve apoptozisi devam ettiir ya da ettirmez. Bu olaylar aktivasyon-
inaktivasyon, serin/treonin ve tirozin kinaz ve fosfataz, seramidleri de igeren
lipid ikincil mesajcilarin sentezi, degismis gen ekspresyonlari ve kaspaz
olarak bilinen 6zel proteazlarin aktivasyonu gibi birgok sinyal yolaklarini
icerir.

Apoptozisin devami igin son karar, apoptotik ve hayati faktorlerin (Bcl-2
grubu proteinleri icerir) goreceli dizeyleri, hlcrelerin metabolik durumlari ve
hicre siklus durumu gibi birgok faktore baglidir. Son g¢alismalar birgok
apoptotik uyaranin  mitokondri tarafindan alinip  degerlendirildigini
gostermigtir. Apoptozisin son asamasinda genel yikici bir sinyal yolagi aktive
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olur ve apoptozis ile ilgili karakteristik morfolojik degisiklikler tetiklenir [47,
51].

2.3.4. Apoptozisin Onemi

Apoptozis, yasamin gerekli bir parcasidir. Bagisiklik sisteminde,
gelisme ve hlcresel homeostazis gibi birgok biyolojik surecgte ve istenmeyen
ya da fazla Uretilmis hucrelerin yok edilmesi i¢in, apoptozis gereklidir [40, 49,
54, 59, 60]. Apoptozisin regulasyonunun bozulmasi, kanser, otoimmdunite,
norodejenaratif hastaliklar, hemopoietik bozukluklar ve infertilite gibi klinik
bozukluklarla iliskilidir [49, 54, 60, 61]. Belirli beyin néronlarindaki kontrolsiz
apoptozis, Alzheimer ve Parkinson gibi hastaliklarin  olusumunu
destekleyebilir, tam tersine DNA hasarina maruz kalmis hicrelerin apoptozis
ile yok edilememesi ise kanser olusumuna neden olabilir [55].

Fizyolojik hdcre oOlumd, insan vicudunun buyumesinde ve surekli
yenilenmesinde énemli bir rol oynar. Sinir sistemi gelisiminde, uygun baglanti
olusturamayan ndronlar bu yolla olur. Fizyolojik hucre olumu, enfekte
hicrelerin sitotoksik T lenfositler tarafindan ortadan kaldiriimalarinda, oto-
reaktif immun hucrelerin yok edilmelerinde, sindirim sisteminin, kikirdak ve
kemik gelisimlerinde de 6nemli rol oynar. Normalde gerceklesmesi gereken
fizyolojik hiucre olumu inhibe olursa, uygunsuz fizyolojik hucre o6lumu
gerceklesebilir ve bu da bircok hastaigin temelini olusturur. Ornegin,
Alzheimer ve Parkinson gibi dejeneratif noral hastaliklarda, bazi grup
néronlarda prematir hicre o6lumu izlenir. AIDS hastaligindaki T lenfosit
dliml de bir gesit fizyolojik hiicre 8limi formudur. immiin sistemde hiicre
0lumu inhibisyonu, oto-reaktif B ve T lenfositlerin varligini devam ettirmesine
ve buna bagli olarak da oto-immun hastaliklara neden olur [62].

2.3.5. Apoptozisde Meydana Gelen Biyokimyasal ve Morfolojik

Degisimler

Apoptozis ya da programli hicre o6lumu hiucre buzusmesi, kromatin
kondansasyonu, niklear fragmentasyon, membran cepcikleri ve apoptotik
cisim olugsumu gibi morfolojik degisimler ile tanimlanir [50, 63-65].
Biyokimyasal olarak apoptotik hiacreler, mitokondriyal transmembran
potansiyelin azalmasi, hucre i¢i asidifikasyon, reaktif oksijen turlerinin tretimi,
fosfotidilserinin membranin i¢ yuzinden dig tarafina ¢ikmasi gibi olaylarla
karakterize edilir [65, 66].

Apoptozisin baslangicinda ¢ok hafif degigiklikler meydana gelirken
hicre membran butinligu korunmaktadir. Daha sonra hucre, profesyonel
fagositler (makrofaj ve dendritik hucreler) tarafindan in vivo olarak alinan,
membranla c¢evrili fragmentlere (apoptotik cisim) pargalanir. Hucre
kultarlerinde apoptotik cisimler apoptozisin ge¢ doneminde plazma membran
batinligund kaybeder ve bu olay sekonder nekroz olarak tanimlanir [67].
Transglutaminazlarin ekspresyonu ve aktivasyonu ile meydana gelen yogun
protein gapraz baglanmalari, apoptotik hiicrelerin bir baska 6zelligidir.
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Kalsiyum ve magnezyum bagli endonukleazlar tarafindan DNA’nin
kirilmasi, 180-200 baz c¢iftik DNA parcgalarinin olusumu ile sonuglanir. Bu
kiriklar, UV 15101 altinda etidyum bromid boyasiyla agaroz jel elektroforezinde
“‘DNA merdiveni” olarak tanimlanan karakteristik merdiven gérantisuna verir
[68]. Sitozolik serbest kalsiyum ve magnezyumun artmasi ve sitozolik pH'in
ve potasyumun azalmasi apoptozise katkida bulunmaktadir [7]. Fosfotidil
serinin plazma membraninin dig tarafina ¢ikmasi apoptozise ugrayan
hicrelerde evrensel bir olaydir. Fosfotidilserinin dis tarafta bulunmasi, buyuk
olaslilikla, nekrozda olusan inflamasyondan farkli olarak bir inflamasyona
neden olmadan apoptotik hulcrelerin ortamdan uzaklastiriimasi igindir.
Fosfotidilserin, membranin dis tarafindan i¢ tarafina aminofosfolipid
translokazlar  tarafindan  gegcirilir  ve bu mekanizma tamamen
anlagilamamigtir.  Apoptozis sirasinda membranin  dis  tarafinda
fosfotidilserinin gdrulmesinin, hem aminofosfolipid translokaz aktivitesinin
kaybindan, hem de fosfolipidlerin spesifik olmayan membran boyunca
hareketinden kaynaklandidi ileri strtlmuastur [69].

Notral ya da asidik sfingomiyelinazlarin aktivasyonu, apoptozisin pek
¢ok modelinde meydana gelmektedir. Bu olay sfingomiyelinden seramidin
uretimine yol acar. Seramid, proapoptotik sinyal kaskadini aktive eder.
Transglutaminazlar tarafindan proteinlerin gapraz baglanmasi, hucrenin
parcalanmasi esnasinda, apoptotik cisimlerin olusmasinda etkilidir [7].

Apoptozis ayni zamanda mitokondriyal fonksiyonun kaybi ile de
karakterizedir. Apoptozisle Olen hucreler, plazma membran butiunligunu
korurlar. Ancak apoptotik hucrelerin plazma membranlarindaki degisim,
fagositik huacreler tarafindan alinmalari i¢in sinyal verir ve bdylece
degradasyon sureci tamamlanir. Hucreler, apoptotik cisimlere parcalanarak
fagositik hucreler tarafindan fagosite edilirler. Apoptozisin énemli bir 6zelligi
Olen hacrelerin inflamasyona yol agmadan ortadan kaldiriimasidir. Buna
karsin nekrotik hicreler, erken membran butunliklerini kaybederler. Bu da
sitoplazmik iceriklerinin dig ortama sizmasi ve o bodlgede inflamasyon
gelismesi ile sonuglanir [70].

2.3.6. Ekstirinsik ve intrinsik Yolak

Apoptozis iki ana yolla meydana gelir (Sekil 2.1). Birincisi ekstirinsik ya
da sitoplazmik yolak olarak bilinir ve ligand bagli tumor nekrozis faktor (TNF),
Fas ya da TRAIL reseptérleri yoluyla meydana gelir. ikincisi, intrinsik ya da
mitokondriyal yolak olarak da bilinen, gesitli stimulasyonlarla mitokondriden
sitokrom ¢ salinimiyla 6lim sinyalinin aktive oldugu yolaktir [10].

Bu apoptotik yolaklara ek olarak endoplazmik retikulum-indUklG
apoptozis ve kaspaz bagimsiz apoptozis olmak Uzere iki yolak daha vardir
[67]. Ayrica T hulcre aracili sitotoksisite ve perforin granzim bagimh hicre
O0lumu de vardir. Perforin/granzim yolagi, apoptozisi, ya granzim A ya da
granzim B yoluyla aktive eder. Ekstrinsik, intrinsik ve granzim B yolaklari ayni
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ucta birlesmektedir. Bu yolak, kaspaz-3'un kirilmasi ile baglar ve DNA
fragmentasyonu, hucre iskeleti ve nuklear proteinlerin degradasyonu,
apoptotik cisimlerin  olusumu, fagositik reseptorler igin ligandlarin
ekspresyonu ve sonug olarak fagositik hucreler tarafindan alimi ile sonuglanir
[68].
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Sekil 2.2. Apoptozisde ekstrinsik ve intrinsik yolak [44].

Mitokondriyal apoptozis yolagi (intrinsik yolak) radyasyon, DNA‘ya
hasar veren ilaglar, hormon ve blyime faktori eksikligi gibi stres sinyalleri
tarafindan induklenir [71]. Mitokondri apoptozis sinyal yolaginda, dnemli bir
dizenleyici organeldir. Cogu 6lum sinyali, mitokondrinin geri donlisumsiz
olarak fonksiyonunun bozulmasina yol agar. Boylece mitokondri membranlari
arasinda bulunan sitokrom c¢, apoptozis inhibe edici faktor (AIF),
Smac/DIABLO, Endo G ve Omi/HtrA2 gibi proteinler apoptotik hicre
olimunde aktivasyonlarini gdsterecekleri sitozole ya da nukleusa geger [72].

intrinsik yolak Bcl-2 ailesinin kontrolii altindadir ve mitokondri
membranlari arasindan sitokrom c¢ ve Smac/DIABLO’nun salinmasi ile
baslar. Sitokrom c, kaspaz-9'u aktive etmek icin Apaf-1 ile etkilesir. Apaf-1,
kaspaz-9 ve sitokrom c, apoptozom olarak adlandirilir. Apoptozom, efektor
kaspazlar olan kaspaz-3, -6 ve -7’yi aktive eder. Smac/DIABLO apoptozis
protein inhibitorlerine baglanarak fonksiyon gosterir. Bu yuzden, apoptozis
protein inhibitorlerinin, kaspaz-3, -7, -9'nin aktivitelerini durdurmasi engellenir
[73, 74].
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Ekstrinsik yolakda rol oynayan 6lim reseptorleri timor nekrozis faktor
(TNF) reseptor super ailesinin uyeleridir. Bu ailenin Uyeleri hem sisteinden
zengin hucre digi birimlere hem de 6lim birimi olarak bilinen htcre iginde
sitoplazmik kisimlari olan birimlere sahiptir. En iyi bilinen reseptorler
CD95/Fas/Apo1, TNFR1, TNFR2, DR3/Wsl-1/Tramp, DR4/TRAIL-R1, DRS5/
TRAIL-R2/TRICK2/Killer, ve DR6dir. Oliim reseptorlerinin kendi ligandlari ya
da agonistik antikorlan tarafindan tetiklenmesi, reseptorin trimerize olmasi
ve adaptor proteinlerin ise karigmasi ile sonuglanir [69].

Fas reseptoru icin adaptor protein, Fas iligkili 6lum birimi (FADD);
TNFR1 reseptord icin TNFR iligkili 6lum birimi (TRADD)dir [64]. Ligand
baglanmasi Uzerine reseptorler adaptor protein ile sitozolik bir kompleks
olusturur ve prokaspaz-8 ve -10 ile etkileserek bu kaspazlarin aktivasyonunu
saglar [68, 74]. Kaspaz-8 dogrudan kaspaz-3’U aktive ederek apoptozise yol
acar (tip 1 hacre olumu) [75].

Ekstrinsik ve intrinsik yolak farkli dizeylerde birbirleriyle etkilegirler
[76]. Kaspaz-8 ve kaspaz-10 aktivasyonu, ayni zamanda intrinsik yolagi da
hicre tipine bagh olarak aktive eder [74]. Kaspaz-8, Bid'in kirllmasina (tBid)
yol acar. tBid ve Bak'in heterodimerizasyonu sitokrom c’nin mitokondriden
salinimi ile sonuglanir. Sitokrom c¢’nin salinimi da, sonug olarak kaspaz-3’lUn
aktivasyonuna yol agar. Hangi yolagin daha baskin oldugu hdcre tipine
baghdir [75].

2.3.7. Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 ailesi Uyeleri apoptozisde anahtar rol oynar. Bcl-2 protein ailesi
hem antiapoptotik (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, A1, NR-13, BHRF1, LMW5-
HL, ORF16, KS-Bcl-2, E1B-19K, ve CED-9) hem de proapoptotik (Bax, Bak,
Bok, Bik, Blk, Hrk, BNIP3, BimL, Bad, Bid, ve EGL-1) fonksiyona sahip
proteinleri icermektedir (Sekil 2.2) [77].
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Sekil 2.3. Bcl-2 protein ailesi [78].

Bcl-2 geni ilk olarak, kromozom 14 ile 18 arasindaki translokasyon
alaninda bulunan konumu sonucu kesfedilmistir ve c¢ogu folikuler
lenfomalarda bulunur. Baslangi¢ta onkogen olarak kabul edilen Bcl-2'nin
hicre siklisunun ilerlemesi ya da hicre ¢odalmasi Gzerinde arttirici etkisinin
etkisinin neredeyse hi¢ olmadigi saptanmistir. Cesitli uyaranlar sonucunda
Bcl-2’nin asirn ekspresyonunun hicrelerde apoptozisin  baslamasini
engelledigi belirlenmistir [70]. Bcl-2 g¢ekirdek, endoplazmik retikulum ve
mitokondri dis membraninda bulunur. Benzer sekilde, Bcl-XL‘nin de
mitokondri dis membraninda lokalize oldugu gosterilmigtir [79].

Bcl-2 proteinleri 4 sekans alani icermektedirler. Bunlar Bcl-2 homologu
(BH) olarak adlandirilir [43, 72]. Bcl-2 ailesi BH ye goére 3 farkli grupta
siniflandinlabilirler. Bcl-2 ve Bcl-xL gibi antiapoptotik tyeler BH1'den BH4’e
kadar tum birimleri igerebilirler. Pro-apoptotik Gyeler 2 gruba ayrilabilirler: 1.
grupta Bax ve Bak gibi BH1, BH2 ve BH3 birimleri igerenler, 2. grupta ise
Bad ve Bim gibi sadece BH3 birimi icerenler yer alir. Bu kategorilere istisna
olusturan Bcl-xS, Bcl-xL'nin diziliminin bir kismindan ibaret olan bir pro-
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apoptotik proteindir ve BH3 ve BH4 birimleri icerir. Bu sekanslarin
fonksiyonel ve yapisal onemleri vardir. Pro-apopitotik aile uyelerinin BH3
birimi, anti-apoptotik proteinlerin BH1, BH2 ve BH3 birimleri tarafindan
olusturulan hidrofobik yarik ile etkilesime gecebilir ve bu etkilesim énemli bir
dizenleyici mekanizma olabilir [64, 72, 80, 81].

Proapoptotik proteinlerdeki BH3 birimi, Bcl-2 proteinleri ailesinin
oldartcu etkisi igin gereklidir. Bu proteinlerin aktivitesi, homo ve
heterokompleks olusumu ile duzenlenmektedir. Bu modelde, proapoptotik
proteinlerle anti-apoptotik proteinler arasinda kompleks olusumu, aktivitelerini
inhibe eder ve apoptozisi engeller. Boylece protein konformasyonundaki post
translasyonel modifikasyonlar ve degisimler, c¢esitli proteinler arasindaki
afiniteyi degistirir ve kompleks olusumunu duzenler [43].

Birden c¢ok birim iceren pro-apoptotik proteinler, mitokondri
membranindaki  kanallari indukleyebilmeleri sayesinde, mitokondrinin
batinligund degistirme yetenegine sahiptir. Anti-apoptotik ve birden ¢ok
birim iceren pro-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyeleri arasindaki oran, hicrenin 6lum
uyaranina hassasiyetini belirlemekte yardimcidir [81].

Ortaya cikan kanitlar, Bid’in mitokondrinin fonksiyonunun bozulmasini
ve kaspaz aktivasyonunu saglayarak, cesitli apoptozis yolaklarinda énemli rol
oynadigini gostermistir. Fas gibi 6lum reseptorleri, Bid’'i kiran kaspazlari
aktive eder. Kirilmig Bid'in C terminal kisminin (tBid) daha sonra
mitokondriye go¢ ettigi ve mitokondride sitokrom c ve diger proteinlerin
salinmasini indukledigi one surulmastur [82]. Bak eksikliginde, kiriimis Bid
tarafindan sitokrom c’nin saliniminin gergeklesmemesi, kiriimig Bid ile Bak’in
etkilesiminin, en azindan in vitro olarak énemli bir olay oldugunu gostermistir
[83]. Bcl-2, Bax ve Bcl-XL, C terminal uglarinda, bir membran ¢apasi olarak
gOrev yaptigina inanilan hidrofobik bir kisim igerirler [79].

Mitokondri apoptozisde dnemli bir rol oynar. Ozellikle bu organelden
apoptozis indukleyici faktor ve sitokrom c salinir. Daha sonra Apaf-1-kaspaz-
9 kompleks olusumu ile kaspaz-9 aktivasyonu tetiklenir. Bcl-2 ailesi Uyeleri
sitokrom ¢ saliniminin dizenlenmesinde rol oynar. Bcl-2 ve Bcl-XL, sitokrom
¢ salimini baskilarken, Bax bu olayi stimule eder [77]. Bax pro-apoptotik bir
Bcl-2 ailesi uyesidir, sitozolde bulunur ve apoptozis esnasinda mitokondriye
transloke olur [84]. Bax Bcl-2'nin apoptozisi bloke etme yetenegini baskilar
[85]. Son zamanlarda Bax'in, sitokrom c salinimini ve kaspaz aktivasyonunu
indUkledigi in vitro ve in vivo olarak gdsterilmistir. Bu salinimin mitokondriyal
permeabilite gecisinin induksiyonuna bagh oldugu rapor edilmistir [84]. Bax
saghkh hucrelerde daha c¢ok sitozolde bulunur ve apoptotik bir uyaran
oldugunda mitokondriye transloke olur [72, 84].

2.3.8. Kaspazlar

Kaspaz aktivasyonu apoptozisde anahtar bir basamaktir ve bir¢cok
uyaran kaspazlari aktive eder [86]. Kaspazlar apoptozisde 6nemli rol
oynayan sistein proteaz ailesidir [87]. Kaspazlar, tek bir polipeptid zinciri ve
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inaktif bir zimojen olarak sentezlenirler [47, 88]. Sekans analizleri ve x-ray
kristallografisi tum kaspazlarin ortak bir yapisi oldugunu gdstermistir. Her
zimojen bir N-terminal prodomain, korunmus bir QACXG motif iginde aktif
bdlgesinde sistein bulunan buyulk alt birim ve C terminalinde kuguk alt birim
icermektedir. Aspartat kirilma bdlgeleri, blyuk alt Unite ile prodomain
arasinda ve buyuk ve kuguk alt Gnite arasinda bulunur. [89]. Kaspazlar aktive
oldugunda DNA kondensasyonu, fragmentasyonu ve membran cepciklerinin
olusumu gibi olaylara neden olan protein kiriimalarinin olusumuna yol agar
[59].

Kaspazlar, sekans benzerliklerine goére gruplandinlir. Sekans
kimliklendirmesine gobre kaspazlar 3 gruba ayrilir ve bu gruplandirma
fizyolojik fonksiyonlari ile uyumludur. Grup 1, inflamatuar kaspazlar (kaspaz-
1, -4, -5); Grup 2, uygulama kaspazlarn (kaspaz-3, -6, -7), Grup 3, baslatici
kaspazlar (kaspaz-2, -8, -9, -10) (Sekil 2.4.) [68, 90].

Kaspaz-3, -6, -7 gibi uygulama kaspazlari, apoptozis ile iligkili
karakteristik degisikliklerin meydana gelmesine yol agan substrat kiriimalarini
olusturan kaspazlardir. Kaspaz-8 ve -9 gibi baslatici kaspazlar ise uygulama
kaspazlarini aktive eder [86, 91]

Aktivasyon sirasinda her polipeptid zinciri 20 kDa’luk bir buyuk (p20)
ve 10 kDa’luk bir de kuguk alt Uniteye (p10) ayrilir ve daha sonra dimerize
olur. Enzimatik aktivitenin tam olmasi i¢in 2 kuguk 2 buyuk alt Gnite gereklidir
(Sekil 2.5) [47]. Cogu prokaspazda buyuk ve kuguk alt Unite arasinda
yaklagik 10 aminoasitlik kuguk baglayici bir dizi vardir [90, 92]. Kaspazlar,
spesifik aspartik asit rezidulerinden kirilarak hizli bir sekilde aktive edilir [67,
93].

Bazi kaspazlar diger proteinlerle etkileserek aktive olurlar. Ornegin
kaspaz-8, Fas iligkili 6lum birimi (FADD) ile, kaspaz-9 ise sitokrom c, dATP
(veya ATP) ve apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1)'in etkilesimi ile
aktive olur. Bir bagka aktivasyon mekanizmasi da kaspazlarin diger
kaspazlarla aktivasyonudur. Ornegin hem aktif kaspaz-8 hem de kaspaz-9
kirllarak kaspaz-3’'u aktive ederler [47, 93].

Kaspazlar kataliz i¢in sistein kullanmalari ve sadece aspartat
rezidllerinden sonra kirmalari yonleriyle diger proteazlardan farklidir. Bu
alisiimadik aspartat substrat spesifitesi, sadece bir proteaz olan granzim B’de
de bulunur [47]. Memelilerde kaspazlar olarak bilinen 12 sistein proteaz
tanimlanmistir. Bunlar kaspaz 1-10, kaspaz-12 ve kaspaz-14 ‘dur. Kaspaz-
13’Un daha sonradan si§ir kaspaz-4'u ile, kaspaz-11’in ise fare kaspaz-4 ve -
5'i ile homolog oldugu bulunmustur [90].
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Sekil 2.4. Memeli kaspaz ailesi ve C. Elegans kaspaz CED-3 [92].

Kaspaz-3 en oOnemli uygulama kaspazidir ve basglatici kaspazlar
(kaspaz-8, -9, -10) tarafindan aktive edilir. Kaspaz-3, spesifik bir endonlkleaz
olan, kaspaz ile aktive edilen DNAaz (CAD)'1 aktive eder. Cogalan hucrelerde
CAD inhibitdéri olan, kaspaz ile aktive edilen DNAaz inhibitor (ICAD) ile
birlikte bulunmaktadir. Apoptotik hlcrelerde aktive edilmis kaspaz-3 ICAD’|
kirarak CAD’1I serbest birakir. Daha sonra CAD, cekirdekte kromozomal
DNA'y1 yikar ve kromatin kondensasyonuna neden olur [68]. Ek olarak asinus
ve helikardin kirllmasi, kromatin kondensasyonuna neden olur. ROCK-1 ve
PAK-2 gibi kinazlarin yani sira gelsolinin gibi birgok substratin kirilmasi
apoptozisin karakteristik bir 6zelligi olan membran tomurcuklanmasina neden
olur. Kaspazlar bir ara flament olan sitokeratin 18 ve vimentin gibi hucre
iskeleti icin gerekli olan bir ¢ok proteini de kirarlar. Bu kirilmalar, hicre
seklindeki apoptotik degisimlere yol acgarlar [94].

Kaspaz-3, ayni zamanda hucre iskeletinin tekrar organize olmasini ve
hicrenin apoptotik cisimlere parcalanmasini indukler. Bir aktin baglayici
protein olan gelsolin, aktive kaspaz-3’Un anahtar substratlarindan biridir.
Gelsolin, karakteristik olarak aktin polimerizasyonu i¢in énemli bir rol oynar.
Kaspaz-3 gelsolini pargalar ve gelsolinin kirilmasi kalsiyumdan bagimsiz bir
sekilde aktin flamentlerini kirar. Bu olay hulcre iskeletinin, hicre igi
tasinmanin ve sinyal iletiminin bozulmasi ile sonuglanir [68, 95].
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Sekil 2.5. Prokaspazin temel yapisi ve kaspaz aktivasyonu [96].

Her prokaspaz gesitli uzunluklarda bir prodomain, blyuk ve kuglk alt
unite igerir. Efektor kaspazlarda 30’dan daha az aminoasid bulunurken,
baslatici kaspazlar ve inflamatuvar kaspazlarda 100 aminoasidin Uzerinde
pro-domain bulunmaktadir. Uzun pro-domain oOzellikle olum efektor birimi
(DED) ve kaspaz toplama birimi (CARD) gibi farkh motifler icermektedir.
Olim indikleyici birim (DID) adi verilen yeni bir motif tanimlanmistir. CARD
birimi kaspaz-1, -2, -4, -5 ve -9'da bulunurken, prokaspaz-8 ve -10 DED’in, iki
cift kopyasini icermektedir. Bu birimler, prokaspazlar ve onlarin adaptorleri
arasindaki homofilik etkilesimde aracidir. Buna karsin uygulama
kaspazlarinin kisa prodomaini protein-protein etkilesimlerinde araci degildir
[92].

2.3.9. TRAIL

Tamor nekrozis faktor (TNF) reseptdr superailesi proliferasyon,
differansiasyon ve apoptozisde gerekli proteinler icermektedir. Bu
reseptorlerin bir alt grubu toplu olarak 6lum reseptorleri olarak adlandirilir.
Bunlar TNF reseptort, Fas(Apo 1, CD95) o6lum reseptort 3 (DR3, Apo3,
WSL-1, TRAMP, LARD), 6lum reseptori 4 (DR4, TRAIL-R1) ve 6lim
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reseptori 5 (Apo-2, TRAIL-R2, TRICK2, KILLER)'dir. Bu reseptorlerin ¢ogu
hdcre tipinde oldugu bildirilmistir [97].

Tumor nekrozis faktor (TNF)-iligkili apoptozis indukleyici ligand
(TRAIL), ayni zamanda Apo 2L olarak da bilinir [11]. TRAIL, TNF ailesine ait
bir tip 2 transmembran proteinidir [12]. Tumor nekrozis faktor (TNF)-iligkili
apoptozis indukleyici ligand (TRAIL, TNF10,Apo-2L) TNF ailesine ait bir
sitokindir [98]. TRAIL, 1990’larin ortalarinda TNF ailesinin bir Uyesi olarak
tanimlanmistir. Bu ligand insanlarda hemen hemen tim organlarda bol
miktarda eksprese edilmektedir. Ancak beyin, karaciger ve testisde eksprese
edilmemektedir [45]. TRAIL, kanser hucrelerinde apoptozisi indikleme
yeteneginde olan proapoptotik bir sitokindir [11].

TRAIL fonksiyonunu, hucre yluzeyindeki reseptorlere baglanarak
yapmaktadir. Diger TNF ailesi tyeleri gibi TRAIL de, bir homotrimer olusturur.
Hedef hlcre Uzerindeki 3 reseptor molekulle capraz bag yapar Simdiye kadar
TRAIL icin 4 spesifik reseptdr saptanmistir. Bunlar; DR4 (TR-1), DR5 (TR-2),
DcR1 (TR-3), DcR2 (TR-4)'dir. TR-1 ve TR-2’nin sitoplazmik bolgeleri, Fas ve
TNF-R1’e homolog bir 6lum domaini icermektedir. Son ¢alismalarda TR-2'in
(bu TR-1 icin daha az agliktir) Fas ‘a benzer bir yolla apoptozise yol agtigini
bildirmislerdir [13].

TRAIL proapoptotik reseptorler olan TR-1 ve TR-2 reseptorlerine
baglanarak apoptozise yol agar. Ancak bunun hicre 6liumune yol agmayan,
fonksiyonel olmayan, 06lim domaini tasimayan solubl reseptor
osteoprotegerin (OPG) ya da yalanci reseptorlere (TR-3, TR-4) baglanmasi
apoptozise yol agmaz [13, 14]. TR-1 ve TR-2 reseptorleri hiucre igindeki 6lum
birimleri ile TRAIL apoptotik sinyalini iletirler. TR-3 ve TR-4 fonksiyonel bir
O0lum biriminden yoksundurlar ve TR-1 ve TR-2 ile yarigma olasiligindan
dolayl da yalanci reseptorler adini alirlar. TR-3 tamamen 6lUm biriminden
yoksunken, TR-4 apoptotik sinyali iletme yetenegini kaybetmig kesik bir birim
icermektedir. Yapilan pek ¢ok calismada akciger, meme, kolon ve prostat gibi
cesitli timor huacre dizilerinde apoptozisi indukledigi gosterilmigtir. TRAIL
hayvan ksenograftlarinda in vivo olarak da test edilmistir. Fare ve insan
olmayan primatlarda ksenograflar TRAIL ile tedavi edildiklerinde tumor
bdylmesi inhibe olmus ve normal hicrelerde herhangi bir yikici etki
gOstermeksizin malignant hucrelerde apoptozis induklenerek tumorin
gerilemesi ile sonuglanmistir [45, 99, 100].

TRAIL, TR-1 vel/veya TR-2 reseptorlerinin aktivasyonu ile apoptozisi
indukler. TR-1 ve/veya TR-2, ekstrinsik apoptozis yolagini indukler. TRAIL'in
TR-1 ve TR-2‘ye baglanmasi, 6lim birimi igeren adaptor molekul Fas iligkili
O0lium domaini yoluyla apoptozisi baslatici olan kaspaz-8 ve 10’u aktive eder.
Kaspaz-8 ve -10, sirasiyla efektoér kaspazlan (-3, -6, -7 gibi) aktive eder. Bazi
kanser hucrelerinde kaspaz-3’Un, TRAIL induklu aktivasyonu daha ¢ok
intrinsik apoptozis yolagi ile arttirihr. Bu durumda kaspaz-8 ve -10, Bcl-2
ailesi Uyesi pro-apoptotik Bid'i bolerek aktive eder. Bid, mitokondriden
Smac/Diablo ve sitokrom c¢ salinimini indiklemek igin Bax ve Bak gibi
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proapoptotik aile Uyeleri ile etkilesir. Sitokrom c, Apaf-1 ile birlikte baglatic
kaspaz-9'u aktive eder. Bu da kaspaz-3, -6 ve -7'nin daha fazla
aktivasyonuna katkida bulunur [101].

TRAIL mRNA’sI gesitli normal dokularda eksprese edilirken, TRAIL
proteinin fonksiyonel ekspresyonu daha ¢ok immun hucrelerde (T hucreleri,
natural killer hicreleri gibi) gézlenmektedir. TRAIL'in fizyolojik roli tam olarak
anlasilamamasina ragmen TRAIL’den yoksun fareler, otoimmun hastaliklara
hassasiyet disinda buyuk bir anormallik gdstermemiglerdir. Bu TRAIL’in
baglica immun sistemde rolunin oldugunu onermektedir [13].
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MATERYAL ve METOD

3.1. Hiicre Kilturu

3.1.1. Hiicre Dizileri ve ilaglar

Testis kanser hiicreleri olan NCCIT ve NTERA hiicreleri ingiltere’deki
Sheffield Universitesinden Dr. Peter Andrews tarafindan temin edildi.
Bleomisin 15 mg/ml olacak sekilde steril distile su iginde ¢bzulerek kisimlara
ayrildi ve —80°C de saklandi.

3.1.2. Hiicre Kiiltiirii ve Hiicrelerin Deneylere Hazirlanmasi igin Gerekli
Cozeltiler

A) RPMI (Roswell Park Memorial Institute): ATCC’den alindi.
Kullanilacagi zaman 50 ml steril, inaktive edilmis FBS (Fetaol Sigir Serumu)
ve 5 ml steril penisilin-streptomisin ¢ozeltisi eklendi. RPMI +4 C’de saklandi.

B) DMEM (Dulbecco's modified eagle's medium): ATCC’den alindi.
Kullanilacagr zaman 50 ml steril, inaktive edilmis FBS (Fetaol Sigir Serumu)
ve 5 ml steril penisilin-streptomisin ¢ozeltisi eklendi. RPMI +4 C’de saklandi.

C) FBS (Fetal Sigir Serumu):OSigma’dan inaktive edilmis olarak temin edildi.
10 ml'lik tuplere bolinerek —20 C’de saklandi.

D) Penisiljn-Streptomisin: Biological Industries’den alindi. Kullaniimadigi
surece -20 C'de saklandi.

E) DMSO (Dimetil Siilfoksit): Sigma’dan alindi. Oda 1sisinda saklandi.

F) Hiicre Dondurma Cozeltisi: %5 DMSO igceren medyum steril bir tipte
hazirlandi ve hucre pelleti Gzerine 1 ml eklendi. Bu solusyon hucreler
dondurulacagl zaman taze olarak hazirlandi.

G) Tripan Mavisi Cozeltisi (%0.5’lik): Biological Industries’den hazir olarak
alindi. Oda isisinda saklandi.

H) Tripsin-EDTA: Bioological Industries’den hazir olarak alindi. Cézllerek
kisimlara ayrildi ve -20 C’de saklandi.

3.1.3. Hiicrelerin Cogaltilimasi

Hucreler %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ¢ozeltisi igeren steril
RPMI besiyerinde, 37°C'de, %5 CO, ve %95 nemlendiriimis hava iceren
karbondioksit inkUbatorinde kultlr edilerek gogaltildi.
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Hucreler ¢ok yogunlastiklari zaman yapistiklari flasktan kaldirilarak
yeni flasklara pasajlandi. Bunun igin htcre tipine gore iki farkli hucre
pasajlanmasi uygulandi. Birinci tip pasajlama isleminde tripsin, ikinci tip
pasajlama isleminde ise kaziyici (scraper) denilen bir malzeme kullanildi.

NTERA hucrelerinin pasajlanmasi kaziyici (scraper) kullanilarak
yapildi. Yeterli yogunluga ulagsmis flasklardan hucreler kazinarak pasajlandi.
ik olarak medyum flaskdan uzaklastirildi ve atildi. Taze medyum (DMEM)
eklendi ve hucreler kaziyici yardimiyla flasktan kazinarak kaldirildi. Hucreler
yeni flasklara dagitildi. Hucreler, 37°C’'de, %5 CO; ve %95 nemlendiriimis
hava igeren karbondioksit inkibatérinde, uygun medyum iginde inklbe
edilerek uretildi.

NCCIT hiicrelerinin pasajlanmasi tripsin kullanilarak yapildi. ilk olarak
medyum flaskdan uzaklastirildi ve atildi. 25 cm?lik flasklara 1 ml tripsin-
EDTA eklendi ve hicreler kalkana kadar inverted mikroskop altinda gozlendi.
Flaska 6-8 ml medyum (RPMI) eklenerek santriflj tlplne aktarildi ve
150xg’de 5-7 dakika santrifij edilerek pellet elde edildi. Bu pellet medyum ile
tekrar slispanse edilerek yeni flasklara dagitildi. Hicreler, 37°C’de, %5 CO;
ve %95 nemlendirilmis hava igeren karbondioksit inkUbatorinde uygun
medyum iginde inkube edilerek uretildi. Haftada iki ya da U¢ kez konfluent
olmadan ya da ylzeyden kalkmadan alt kultirleme yapildi.

3.1.4. Hucrelerin Dondurulmasi

Daha sonraki calismalarda kullanilmak uUzere hucrelerin bir kismi
stoklandi. Bunun icin hucreler uygun sekilde donduruldu. Hucreler, hucre
tipine gore flasktan uygun sekilde kaldirildi ve medyum eklenerek 150 x g’de
5-7 dakika santrifuj edildi. Supernatan atildi ve kalan pellet, %95 tam hucre
medyumu ve %5 (v/v) dimetil sulfoksid (DMSO)den olusan dondurma
medyumu igerisinde tekrar suspanse edildi. Hlcre suspansiyonlari, cryo
tuplere dagitildi ve kademeli dondurma yapmak igin izopropil alkol igceren
dondurma kabi (freezing container) icinde 4 saat —80°C’de tutuldu. Daha
sonra cryo tupler sivi nitrojen tankina transfer edildi.

3.1.5. Hiicrelerin GCozulmesi

Dondurulan bu hucreler deneylerde kullanilmak Gzere hucreye ihtiyag
oldugunda c¢o6zuldl. Bu islem asagidaki sekilde gercgeklestirildi. Hulcreleri
iceren vial 37°C su banyosunda hafif¢ce sallanarak ¢ézlldd. Kontaminasyon
olasiligini azaltmak igin suyun yuzeyinde tutuldu. Cozdurme islemi hizli bir
sekilde (yaklasik 2 dakika) yapildi. icerigi ¢ozilir ¢dzilmez vial su
banyosundan uzaklastirildi ve alkollendi. Bu asamadan sonraki iglemler siki
aseptik kosullar altinda yapildi. Vial igerigi tipe bosaltiip Uzerine damla
damla medyum eklendi. 150xg’de 7 dakika santriflj edildi ve supernatan
atildi. Hilcre iceren pellet uygun medyumla tekrar suspanse edildi ve kultir
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flasklarina dagitildi. Hucreler, 37°C’de ve %5 CO; ve %95 nemlendirilmis
hava iceren karbondioksit inkibatértiinde Uretildi.

3.2. Sitotoksisite Olgiimleri

Bleomisin’in  1Csp degeri ve TRAIL hassasiyeti, MTT (3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bromid) testi ile belirlendi ve ICsg
degeri bulundu. MTT, canli hucreler tarafindan parcalanarak koyu mavi
renkte formazan urinU veren acgik sari renkli bir maddedir. Olusan mavi
rengin yogunlugu htcre canlhihginin bir élgutadar.

Kullanilan MTT kiti asagidaki 3 maddeyi icermektedir.

Reaktif A : MTT, (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bromid),
50 mg/vial.

Soliisyon B : PBS pH 7.4, 15 ml
Solusyon C : 0.04 N HCl i¢ceren izopropanol, 100 ml

Sitotoksisite deneyleri 5 gun surmektedir. Deneyin birinci gunu
hicreler flasklara ekildi. Bunun icin hucreler, hucre tiplerine badli olarak
tripsin ya da kaziyici ile kaldirildi. Uygun medyum eklenerek 150xg'de 7
dakika santriftj edildi. Pellet 1 ml medyum ile tekrar suspanse edildi. Hucre
suspansiyonundan 10 ul ahlnarak hucreler inverted mikroskop altinda
hemasitometrede sayildi. 50 000 hucre / kuyu olacak sekilde ayarlanarak
hicreler kuyulara 100 ul (50 000 hucre) ekildi. Yapismalar igin 24 saat
beklendi. Hucrelerin kuyulara ekilmesinden 24 saat sonra medyum atilarak,
belirlenen dozlardaki bleomisin ve TRAIL iceren medyum kuyulara uygulandi.
Hicreler, belirlenen dozlardaki bleomisin ile 72 saat siiresince 37°C'de, %5
CO; ve %95 nemlendirilmis hava iceren karbondioksit inkiibatorinde inkibe
edildi. Daha sonra bu hicrelerde bleomisin hassasiyeti, MTT sitotoksisite kiti
calisilarak belirlendi.

Calisilacak her kuyucuga 100 pl medyum ve 10 pl A+B solisyonundan
(MTT+PBS) eklendi. 4 saat 37°C'de %5 CO; ve %95 nemlendiriimis hava
iceren karbondioksit inkiibatdriinde inkiibe edildi. inkiibasyon sirecinin
sonunda, canh hucre iceren kuyularda MTT'den olusan MTT formazan,
kuyunun dibinde siyah, ince kristaller olarak gériundd. 0.1 mL soltisyon C’den
her kuyuya eklendi ve pipetaj yapilarak karistinildi. Solusyon C’deki
izopropanol, formazani ¢dzerek absorbans 6l¢imu i¢in uygun homojen mavi
bir solisyon meydana gelmesini sagladi. Solisyon C eklendikten sonra en
fazla 1 saat iginde, 570 nm’de ELISA plak okuyucusunda plagin okumasi
yapildi.

Sadece hucre (kontrol) veya ilag uygulanmis kuyularin absorbans

degerlerinden, hiicre icermeyen kuyularin absorbans degerleri ¢ikartildi.
Yasayan hucre ylUzdesi; kontrol grubunun absorbans degerlerinin ilaglarla
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inkiibe edilen hucrelerin absorbans degerleri ile karsilastirimasiyla
hesaplandi. Sonuglar % canhlik olarak ifade edildi. Deneyler alti kere
tekrarlandi.

3.3. Akis Sitometrisi

Hucrelerin ylzeyinde sentez edilen TRAIL reseptdr oranlarini
belirleyebilmek igin, TR-1, TR-2, TR-3, ve TR-4 reseptorlerine karsi,
isaretlenmemis monoklonal antikorlar iceren akis sitometrisi seti kullanildi.
izotip kontrol olarak, saflastirimis fare IgG1 (MOPC 31C) antikoru kullanildi.
Bunun igin hdcreler 50 000 hicre/kuyu olacak sekilde ayarlanarak hicreler
kuyulara 100 pL (50 000 hucre) ekildi. Yapismalari i¢in 24 saat beklendi. 24
saat 37°C de yapilan inkiibasyon sonrasi, mikroplak’da kullanilan medyumlar
atilarak yenilendi. Kontrol, bleomisin, TRAIL ve bleomisin’nin TRAIL ile
birlikte uygulandidi gruplara belirlenen dozlarda inkubasyonlar yapilarak
deneye alindi. Bu gruplarda, her bir reseptor icin bir reaksiyon tlpu ve
bunlarin yaninda boyanmamis bir kontrol ve bir izotip kontrol tipu kullanildi.
Boyanmamig kontrol tUpune herhangi bir antikor uygulamasi yapilmadi.
Primer antikorlarla 30 dakika buzda inkiibasyon yapildi. inkiibasyon sonrasi
hicreler akis sitometri tamponu ile yikandi ve ardindan 2000 rpm’de 8 dakika
santrifuj edildi. Bu islemin hemen sonrasinda, primer antikor ile muamele
edilmis olan hucreler, FITC ile isaretli sekonder antikor ile karanlkta 30
dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra hiicreler yine akis sitometrisi
tamponu ile yikandi ve ardindan 2000 rom’de 8 dakika santriftij edildi. Her bir
tup Uzerine tampon eklenerek akis sitometrisi cihazinda ol¢gumleri yapildi.

3.4. Hiicre Lizatlarinda Kaspaz-3 Aktivitesinin Olgiimii
Kaspaz-3 aktivitesi olgumleri ticari bir kit (Katalog no: KHZ0022.
BioSource International, Inc.) ile yapildi.

Prensip: Kaspaz-3, DEVD (asp-glu-val-asp) aminoasit sekansini tanir.
DEVD-pNA (Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilide) substratinin kaspaz-3 tarafindan
kirllmasi sonucu agiga ¢ikan serbest pNA 405 nm’de absorbans artigina
neden olur.

Reaktifler :

1) Hucre Lizis Tamponu (25 ml ya da 100 ml): Tris tamponlu serum fizyolojik
iceren deterjan.

2) 2x Reaksiyon Tamponu (2 ml ya da 16 ml): Tamponlanmis salin, gliserol
ve deterjan.

3) Substrat (125 ul ya da 1000 pl): DMSO igerisinde 4 mM pNA kromoforuna
konjuge sentetik peptid (sekans: DEVD).

4) Dilusyon Tamponu (25 ml ya da 200 ml): HEPES, Tris ve NaCl igeren
tampon solusyonu.

5) DTT (100 pl ya da 800 ul): 1 M ditiyotreitol.
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islemler: Hiicrelerde apoptozis uyarildiktan sonra hiicreler sayilarak her
ornek peletinde 4 x 10° ya da 1 x 10° hiicre olacak sekilde ayarlandi. Kontrol
hicrelerinde apoptozis uyarimi yapilmadi. Hicreler 20 yL sogutulmus lizis
tamponu ile resuspanse edilerek 10 dakika buz Uzerinde inklube edildi.
Ardindan 10,000 x g'de 1 dakika santriflj edildi. Sitozolik ekstrakt olan
supernatan yeni tupe aktarilarak buz tzerine alindi. Protein konsantrasyonu
Bradford yontemi ile belirlendi. Her bir sitozolik ekstrakt her 50 pL lizis
tamponunda ,0,2-1 mg/ml konsantrasyonunda protein olacak sekilde dilie
edildi. Olgiilen érneklerin sayisi belirlenerek her érmege 10 mM DTT iceren
50 pL 2x reaksiyon tamponu konuldu. 4 mM DEVD-pNA substratindan 5 L
eklenerek 37°C de ve karanlikta 2 saat inkibasyona birakildi. 405 nm’de
mikroplak okuyucuda okuma yapildi.

Kaspaz-3 Aktivitesinin Hesaplanmasi: Kaspaz-3 aktivite seviyesindeki
artis apoptozis uyariminin yapilmadigi kontrol htcrelerinin kaspaz-3 aktive
seviyesi ile kargilastirilarak belirlendi.

3.5. istatistiksel Analiz

Sitotoksisite testinden elde edilen verilerin istatistiksel analizi Sigma
Stat 2.03 programiyla yapildi. Tek yonlU varyans analizini takiben gruplar
arasindaki istatistiksel anlamlilik Tukey testi ile degerlendirildi.

Kaspaz-3 deneylerinde gruplarin anlamlihgi kruskal wallis testi ile

yapildi. ikili karsilastirmalar ise Man Whitney U testi ile yapildi. istatiksel
analiz icin SPSS 17 programi kullanildi.

3.6. Kullanilan Cihaz , Geregler ve Kimyasal Maddeler

3.6.1. Cihaz ve Geregler

Laminer flow : Esco

CO; inkUbatori : Heraeus

inverted mikroskop : Leica

Santrifuj : Eppendorf
Otomatik pipetor : Gilson

pH metre : Inolab

Hassas terazi : Shimadzu
Magnetik karistirici : Heidolph

Derin dondurucu : Sanyo

Su banyosu : Memmert
Buzdolabi : Arcelik No-frost
Otomatik pipet : 5-50, 20-200, 100-1000 pl'lik Gilson
Cam pipet :1,2,5ve 10 ml'lik

25 cm?lik, 75 cm?lik steril hiicre doku kdiltirii flasklari
Cam balon jojeler, beherler, erlen mayerler, huniler, mezlrler
Santrifuj tapleri, deney tupleri ve ependorf tupler
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3.6.2. Kimyasal Malzemeler
Tim kimyasal maddeler “ATCC”, “Sigma” ve “Biological Industries”
den temin edildi.
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BULGULAR

4.1. NTERA Hiicrelerinde Bleomisin’in ICsy Degeri

Bleomisin’in testis kanseri hlicre dizilerindeki sitotoksik etkisi MTT (3-
(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bromid) deneyi ile belirlendi
ve hucrelerin %50’sine sitotoksik olan konsantrasyonu (ICso degerini)
bulundu. Bleomisin’in degisen konsantrasyonlari ile hicreler inkube edildi ve
sitotoksisite testi ile hicrelerin %50’sini dlduren ICso degeri saptandi.

NTERA hucrelerinde bagimsiz 6 deney yapildi ve yapilan tim
deneylerin ortalamasi alindi. NTERA hucrelerinde bleomisin’in 0.2, 0.3, 0.4,
0.5, 0.6 ug/ml dozlari denendi. 0.2 ug/ml bleomisin dozu 0.3, 0.4, 0.5 ve 0.6
ug/ml dozlarindan; 0.3 ug/ml bleomisin dozu 0.2, 0.4, 0.5 ve 0.6 pg/mi
dozlarindan anlamli olarak farkl bulundu (Sekil 4.1). Elde edilen degerlerle
cizilen grafikden ICsy degeri hesaplandi. NTERA hucreleri i¢in bleomisin’in
ICs50 dozu 0.25 pg/ml olarak bulundu.

BLEOMISIN'iIN NTERA HUCRELERINDE

SITOTOKSISITESI
801 ¥
60 | {\\
= AN
% ‘\\ *%
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(1]
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2 oS
> 20 S~
5\5‘\~‘
0 . . : . : : !:-\__:__".
0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Bleomisin (ug/ml)

n=6 degerler ort + SEM
*=p<0.001vs.0.3,04,05,0.6
**=p<0.001vs.0.2,04,05,0.6

Sekil 4.1. Farkh dozlardaki bleomisin’in NTERA hucrelerinde % canlilik Gzerine etkisi.
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4.2. NCCIT hucrelerinde Bleomisin’in ICso Degeri

NCCIT hucrelerinde bagimsiz 6 deney vyapildi ve yapilan tim
deneylerin ortalamasi alindi. NCCIT hucrelerinde bleomisin’in 0.05, 0.1, 0.2,
0.4, 0.5, 0.6 ug/ml dozlari denendi. 0.2 ug/ml bleomisin dozu 0.05 ve 0.1
ug/ml dozlarindan; 0.4 pg/ml bleomisin dozu 0.05, 0.1 ve 0.2 pg/mi
dozlarindan; 0.5 bleomisin dozu 0.05, 0.1 ve 0.2 pug/ml dozlarindan, 0.6
bleomisin dozu 0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4 pg/ml dozlarindan anlaml olarak farkli
bulundu (Sekil 4.2). Elde edilen degerlerle gizilen grafikden ICso degeri
hesaplandi. NCCIT hucreleri i¢in bleomisin’in ICsy dozu 0,37 pg/ml olarak
bulundu.

BLEOMISIN’IN NCCIT HUCRELERINDE
SITOTOKSISITESI
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n=6 degerler ort £ SD
*=p<0.001vs.0.05,0.1,0.2,0.4.
**=p<0.001vs.0.05,0.1,0.2.
| = p<0.01vs.0.05,0.1,0.2.
+=p<0.05vs.0.05,0.1.

-
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% Canlilik
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ekil 4.2. Farklh dozlardaki bleomisin’in NCCIT hucrelerinde % canlilik Gzerine etkisi.
S
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4.3. NTERA Hicrelerinin TRAIL Hassasiyeti

NTERA hucrelerinde TRAIL'in 1, 2, 3, 4, 5 ug/ml dozlari denendi.
Yaptigimiz 6 deneyde NTERA hucrelerinde, TRAIL 2 pg/ml dozundan sonra
hicreleri dldurmeye basladi. NTERA hucrelerinin %50’sini 6ldiren TRAIL
dozu yaklasik 5 pg/ml olarak bulundu. istatistikleri yapilan veriler grafik
seklinde sunulmustur (Sekil 4.3). 5 ng/ml TRAIL dozu 2 ve 3 pg/ml TRAIL
dozlarindan anlamli (p<0.001 ve p=0.002) olarak farklidir.

TRAIL’IN NTERA HUCRELERINDE
SITOTOKSISITESI

120 +
100 %_“
= ol | 7 §\~\\
E 60 1 ‘§\\\\\\ * ,**
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20 +
0 I : : : : : : : .
2 3 4 5
TRAIL (pg/ml)

n=6 degerler ort + SD
*;p<0.001 vs. 2 ug/mi
** . p =0.002 vs. 3 ug/ml

Sekil 4.3. Farkl dozlardaki TRAIL'in 72. saatte NTERA hucrelerinde % canlilik Gzerine
etkisi.
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4.4. NCCIT Hucrelerinin TRAIL Hassasiyeti

NCCIT hucrelerinde TRAIL’in 1, 2, 3, 4, 5 ug/ml dozlari denendi.
NCCIT hucrelerinde yaptigimiz 6 deneyde 1 ug/ml dozundan sonra TRAIL
hacreleri dldurmeye basladi. NCCIT hdcrelerinin %50’sini 6lduren TRAIL
dozunu 4 pg/ml olarak bulundu. istatistikleri yapilan veriler grafik seklinde
sunulmustur (Sekil 4.4). 1 ug/ml TRAIL dozu 2, 3, 4 ve 5 ug/ml TRAIL
dozlarindan; 2 pg/ml TRAIL dozu 1, 4 ve 5 ug/ml TRAIL dozlarindan; 3 ug/ml
TRAIL dozu 5 pg/ml TRAIL dozundan anlamh (p<0.01) olarak farklidir.

TRAIL’IN NCCIT HUCRELERINDE
SITOTOKSISITESI

%*
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TRAIL (pg/ml)
n=6 degerler ort £ SEM
*p<0.01vs. 2,3 ,4,5 ug/ml
**.p<0.01vs.1,4,5 pg/ml

*kk.

;p<0.01vs. 5 pg/ml

Sekil 4.4. Farkli dozlardaki TRAIL'in 72. saatte NCCIT hucrelerinde % canlilik Gzerine etkisi.
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4.5. NCCIT Hucrelerinin Bazal Reseptor Seviyeleri

Deney sonuglarina gore, bu hicrelerde TRAIL 6lUm reseptéri TR-2 ve
yalanci reseptor TR-4 belirgin oranda sentezlenmektedir Diger olum
reseptord olan TR-1 ve yalanci reseptér TR-3 ekspresyonu ise yok denecek
kadar azdir (Sekil 4.5 ve 4.6). Ekspresyonu en yuksek olan reseptor, TR-2
olim reseptorudir. Bunu takiben, TR-4 vyalanci reseptdr ekpresyonu
gelmektedir.

i

boyanmamis kontrql

10°
FITC-4

Sekil 4.5. NCCIT hicrelerinin bazal TR-1 ve TR-2 reseptor seviyeleri

1 boyanmamis kontrol

izotip:

Sekil 4.6. NCCIT hicrelerinin bazal TR-3 ve TR-4 reseptor seviyeleri
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4.6. NCCIT Hiucrelerinde Bleomisin’in TR-1, TR-2, TR-3 ve TR-4

Reseptoér Seviyeleri Uzerine Etkisi

NCCIT hicrelerinde bleomisin uygulanmasindan 24, 48 ve 72 saat
sonra TRAIL  reseptor = kompozisyonu incelenmisgtir. Bleomisin
uygulanmasindan 24 saat sonra 6lum reseptoru olan TR-1 reseptoru bazal
seviyeye gore anlaml gekilde artmigtir (Sekil 4.7). 48. ve 72. saatlerde ise bu
artis gézlenmemistir. TR-2, TR-3 ve TR-4 reseptorleri ise 24, 48 ve 72.
saatlerde kontrol hucreleri ile ayni duzeyde bulunmugtur (Sekil 4.7 ve 4.8).

boyanmamis kontr

izotip konjr

107
FITC-A

Sekil 4.7. NCCIT hdcrelerinde bleomisin’in 24. saatte TR-1 ve TR-2 reseptorleri lizerine
etkisi

boyanmamis kontr

Sekil 4.8. NCCIT hicrelerinde bleomisin’in 24. saatte TR-3 ve TR-4 reseptorleri lzerine
etkisi
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4.7. NCCIT Hicrelerinde Bleomisin ve TRAIL’in TR-1, TR-2, TR-3 ve
TR-4 Reseptor Seviyeleri Uzerine Etkisi
NCCIT hucrelerinde 24, 48 ve 72 saat sonra bleomisin ve TRAIL'in
birlikte uygulanmasi ile TR-1, TR-2, TR-3 ve TR-4 reseptorleri kontrol
hicreleri ile ayni dizeyde bulunmustur (Sekil 4.9 ve 4.10).

Sekil 4.9. NCCIT hicrelerinde bleomisin ve TRAIL'in 24. saatte TR-1 ve TR-2
reseptorleri Uzerine etkisi.

Sekil 4.10. NCCIT hucrelerinde bleomisin ve TRAIL’in 24. saatte TR-3 ve TR-4
reseptorleri Uzerine etkisi.
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4.8. NCCIT Hicrelerinde TRAIL’in TR-1, TR-2, TR-3 ve TR-4 Reseptor
Seviyeleri Uzerine Etkisi
NCCIT hucrelerinde TRAIL uygulanmasindan 24, 48 ve 72 saat sonra
TR-1, TR-2, TR-3 ve TR-4 reseptorleri kontrol hucreleri ile ayni duzeyde
bulunmustur (Sekiller gosteriimemistir).
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4.9. NTERA Hiicrelerinde TR-1, TR-2, TR-3 ve TR-4’iin Bazal Reseptor
Seviyeleri
NTERA hucrelerinde TRAIL 6lim reseptdrd TR-2 ve yalanci reseptor
TR-4 sentezlenmektedir Diger 6lum reseptoru olan TR-1 ve yalanci reseptor
TR-3 ekspresyonu ise yok denecek kadar azdir (Sekil 4.11 ve 4.12).
Ekspresyonu en yuksek olan reseptor, TR-4 reseptorudur. Bunu takiben, TR-
2 reseptor ekpresyonu gelmektedir.

=)
=

Sekil 4.11. NTERA hucrelerinin bazal TR-1 ve TR-2 reseptdr seviyeleri

Sekil 4.12. NTERA hiicrelerinin bazal TR-3 ve TR-4 reseptor seviyeleri
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4.10. NTERA Hiicrelerinde Bleomisin’in TR-1, TR-2, TR-3 ve TR-4

Reseptoér Seviyeleri Uzerine Etkisi

NTERA hucrelerinde bleomisin uygulanmasindan 24, 48 ve 72 saat
sonra TRAIL reseptor kompozisyonu incelenmistir. Bulgularimiza gore,
NTERA htcrelerinde bleomisin uygulanmasindan 72 saat sonra TRAIL 6lim
reseptoru olan TR-2 reseptoru bazal seviyeye gore anlamh gekilde artmigtir
(Sekil 4.13). TR-2, TR-3 ve TR-4 reseptorleri ise kontrol hlcreleri ile ayni
dizeyde bulunmustur (Sekil 4.13 ve 4.14).

izotip kontro

107
FTCA

Sekil 4.13. NTERA hiicrelerinde bleomisin’in 72. saatte TR-1 ve TR-2 reseptorleri Gizerine
etkisi.

izotip kontr

Sekil 4.14. NTERA hicrelerinde bleomisin’in 72. saatte TR-3 ve TR-4 reseptdrleri Uzerine
etkisi.
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4.11. NTERA Hiicrelerinde Bleomisin ve TRAIL’in TR-1, TR-2, TR-3 ve
TR-4 Reseptor Seviyeleri Uzerine Etkisi
NTERA hcrelerinde 72 saat sonra bleomisin ve TRAIL'in birlikte
uygulanmasi ile bleomisin’in tek basina uygulanmasi TR-2 reseptoru
Uzerinde ayni dizeyde etki gostermektedir. TRAIL 6lim reseptord TR-1, TR-
2, TR-3 ve TR-4 reseptorleri kontrol hucreleri ile ayni duzeyde bulunmustur
(Sekil 4.15 ve 4.16).

Sekil 4.15. NTERA hiicrelerinde bleomisin ve TRAIL'in 72. saatte TR-1 ve TR-2 reseptorleri
Uzerine etkisi.

45
I

Sekil 4.16. NTERA hicrelerinde bleomisin ve TRAIL’in 72. saatte TR-3 ve TR-4 reseptorleri
Uzerine etkisi.
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4.12. NTERA Hucrelerinde TRAIL’in TR-1, TR-2, TR-3 ve TR-4 Reseptor
Seviyeleri Uzerine Etkisi
NTERA hucrelerinde TRAIL uygulanmasindan 24, 48 ve 72 saat sonra
TR-1, TR-2, TR-3 ve TR-4 reseptorleri kontrol hlcreleri ile ayni dizeyde
bulunmustur (Sekiller gosterilmemigtir).

4.13. NTERA ve NCCIT Hiicrelerinde Kaspaz 3 Duzeyleri

NCCIT hucrelerinde  bleomisin  uygulanan grubun kaspaz-3
dizeylerinin kontrol grubuna goére artigini bulduk. TRAIL ya da bleomisin ile
TRAIL grubunda bir artig gdzlenmedik. NTERA hucrelerinde ise kontrole gore
bleomisin uygulanan grupta artis godzlenirken TRAIL uygulanan grupta
kontrole gore buyuk bir artis gozlenmemektedir. Ancak TRAIL ve bleomisin’in
birlikte uygulanmasi kaspaz-3 seviyelerinde belirgin bir artisa yol agcmistir.

NCCIT VE NTERA HUCRELERINDE
KASPAZ-3 AKTIVITESI

3,5
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KONTROL BLEOMISIN TRAIL BLEOMISIN +
TRAIL

Sekil 4.17. NCCIT ve NTERA hicrelerinde kaspaz-3 diizeyleri
n=6 degerler ort + SEM
* p<0.01 kontrol ile karsilastirildiginda
** p<0.05 bleomisin grubu ile karsilastirildiginda
*** p<0.01 TRAIL grubu ile kargilastiriidiginda
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TARTISMA

Testis kanseri 15-35 yaslari arasindaki erkeklerde en sik gorllen
kanserdir ve erkeklerde gorulen tumorlerin %1’ini olusturmaktadir [1, 3].
Testis kanseri gecmiste 6lime neden olan bir hastalik olarak bilinirken,
gunumuzde testis kanser hastalarinin  %80’'inden fazlasi tedavi
edilebilmektedir. Erken evredeki hastalarda ise tedavi orani %100’e
ulasmaktadir [2, 3]. Tedavi edilen testis kanserli hastalarin, tedavi sonrasi
beklenen saglikli yasam sureleri, oldukga uzundur [32].

Bleomisin, etoposid, ve sisplatin (BEP) kombinasyonu, metastatik
non-seminomatoz tumorlerde tercih edilen en etkili tedavi kirudur [7]. Testis
kanserinde, anti-kanser ilaglar, genellikle hastaligin vicudun baska
kisimlarina metastaz yapmasi durumlarinda tercih edilirler. Bu ilaglar bazen
tumorin cerrahi girisim 6ncesine kadar kigllmesini saglamak amaciyla ve
1.evre testis tUmoru i¢in uygulanan orsiektomi sonrasinda tumor dokusunda
saptanan vaskuler invazyonun yaratabilecegi yuksek niks ihtimali icin de
kullanilabilmektedir [7, 28]. Bleomisin gibi kanser tedavisinde kullanilan
ilaglarin bircok yan etkisi vardir. Bleomisin’in uygulanmasi bazen dlimcul yan
etkiler meydana getirebilmektedir. Bleomisin'i inaktive eden bir enzim olan
bleomisin hidrolazin eksikliginden dolayi ortaya c¢ikan bleomisin indUklU
toksisite, baglica akciger ve deride olugur [9].

Diger kanser turlerinde oldugu gibi, testis kanserinin tedavisinde de,
mevcut yontemlerin segiciliginin arttirilmasi ve terapotik etkinink mamkin
oldugunca en yuksek dizeye getiriimesi hedeflenmektedir. Bu amaca uygun
olarak kullanimi guindemde olan en 6nemli molekullerden biri TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL)dir. TRAIL, 1990’larin ortalarinda TNF
ailesinin bir Uyesi olarak tanimlanmigtir [45]. FasL ve TNF-a’dan farkli olarak,
TRAILIn normal hucrelere etki etmeksizin kanser hucrelerini apoptozise
ugratmasi yeni tedaviler icin umut vericidir. TRAIL gibi sadece kanser
hlcrelerine zarar veren bir ajanin kemoterapoétik ilaglarla birlikte kullaniimasi
tedavinin etkinligini arttirarak, bu ilaglarin dozunun azaltilmasi agisindan yeni
bir tedavi stratejisi olabilir. Kullanilan kemoterapétik ilaglarin hastada
olusturdugu yan etkilerden dolayi en azindan bu ilaglarin dozunun azaltiimasi
hastanin yasam kalitesini yUkseltebilir. Literatlrde tedavi etkinligini arttirmak
ve kanser hucrelerinin TRAIL’e direncini kirmak amaciyla kemoterapétiklerle
TRAIL’in birlikte kullaniminin hem in vitro hem de in vivo olarak apoptozisi
arttirdigi bildirilmistir. Yapilan g¢alismalarda in vitro ve in vivo olarak bir ¢ok
kanserde cgesitli kanser ilaglarinin TRAIL ile birlikte apoptozisi tetikledigi,
tumor bayumesini durdurdugu, hatta gerilettigi gosterilmistir [102, 103]. Testis
kanseri hucrelerinde, daha énce TRAIL ya da reseptérleri ile yapiimis bir
calismaya rastlanmamistir. NTERA ve NCCIT hucrelerinde testis kanserinin
tedavisinde kullanilan bleomisin’in, TRAIL ile birlikte kullaniminin apoptozisi
arttinp arttirmadigini  bildiren in vitro ya da in vivo bir calisma
bulunmamaktadir. Bu kapsamda, c¢alismamizda testis kanseri hucre
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dizilerinde TRAIL ve bleomisin’in tek basina ya da birlikte apoptozis ve TRAIL
reseptorleri Uzerine etkisini incelemeyi amacladik.

Calismamizin yarutalmesi icin NTERA ve NCCIT hucre dizilerini
sectik. Her iki hdcre hatti da, malign non-seminomatéz germ hucre
timaérlerinden koken alir. iki hiicre hattinda da, TRAIL ve bleomisin’in toksik
etkileri Uzerine ¢alisma bulunmamaktadir. Bunun yani sira, NCCIT hucreleri
p53 mutant iken, NTERA hucreleri fonksiyonel p53 bulunduran hucrelerdir
[104]. Hucrelerin bu 06zelliklerinin, yapmis oldugumuz deneylerde
gOzleyecegimiz olasi degisimlerin p53 ile iligkili olup olmadigi konusunda fikir
vermesi agisindan dnemli olacagini disunduk.

TRAIL’in sadece kanser hucrelerinde etkili olan, normal hucrelerde
etkili olmayan segici apoptotik etkisi bilinmektedir. Ancak, yapilan
calismalarda, bazi kanser hucrelerinin de TRAIL'a direngli olabildigi
gorulmustur. Testis kanserinde daha once TRAIL ile iligkili ¢alisma
yapillmadigindan, testis kanser hucrelerinin TRAIL’e duyarli olup olmadig,
duyarli iseler hangi dozlarda hassasiyet gOsterecekleri bilinmiyordu.
Literatlirde prostat, meme kanser hucre dizileri gibi farkli hicre dizilerinde
yapilan galismalarda kullanilan dozlara benzer olarak, ¢alismalarimizda 1
ng/ml, 10 ng/ml, ve 100 ng/ml TRAIL dozlarini denedik. Ancak belirlenen
dozlardaki TRAIL, NCCIT ve NTERA hucre dizilerinde sitotoksik etki
gOstermedi. Bu nedenle daha ylksek dozlarin denenmesine karar vererek 1
ug/ml, 2 pg/ml, 3 pg/ml, 4 pg/ml, ve 5 pg/ml dozlarini segtik. TRAIL
sitotoksisitesini  MTT  (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil  tetrasodyum
bromid) testi ile belirledik. NTERA hucrelerinin %50’sini dldiren TRAIL
dozunu 5 pg/ml, NCCIT hucrelerinin %50’sini olduren TRAIL dozunu ise 4
ug/ml olarak bulduk. Yaklasik %70 canlilik dozunu ise NCCIT igin 3 pg/ml,
NTERA hacreleri iginse 4 pg/ml olarak belirledik. Bu dozlar, literatirde
bildirilen yaklasik 100 ng/ml’lik dozdan ¢ok daha yuksektir [12, 105, 106].
Ayrica kullanilan 100 ng/ml dozu literatirde 6, 24 ya da 48 saat igin
kullaniimistir. 72 saatte yapilan bir galismada ise TRAIL dozu 50 ng/ml olarak
kullaniimistir [107]. Calismalarda, kullanilan hicrelerde 24 saatte 100 ng/ml
dozlarinda TRAIL kullanildiginda hdcre canhliginda azalma olmuyorsa bu
hicreler TRAIL’a direncgli olarak ifade edilmistir [108]. Calismamizda
buldugumuz NCCIT hacreleri icin 3 ug/ml, NTERA hucreleri igcinse 4 pg/ml
dozlarinin, literatirde TRAIL’a duyarhiligin gbézlendigi dozlardan ¢ok yuksek
olmasi, NCCIT ve NTERA hucrelerinin TRAIL'a ¢ok direngli hicre dizileri
oldugunu gdstermisgtir.

TRAIL molekulintn, apoptotik etkisini proapoptotik reseptdrler olan
TRAIL-R1/DR4 (TR-1) ve TRAIL-R2/DR5 (TR-2) reseptorlerine baglanarak
gosterdigi bilinmektedir. Ancak ayni molekulin hicre élimuane yol agmayan,
fonksiyonel olmayan, Olum birimi tasimayan c¢ozulebilir reseptor
osteoprotegerine (OPG) ya da yalanci reseptoérler olan TRAIL-R3/DcR1 ve
TRAIL-R4/DcR2’ye baglanmasinin apoptozise yol agmadigi gorulmuastur [13,
14]. Hucrelerde ifade edilen bazal TRAIL reseptdr oranlari hicre tipine gore
degisir. Reseptor ekspresyon oranlarinin, hicrelerde TRAIL duyarlih@ini
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etkileyebildigi bilinmektedir. Deney sonuglarimiza gére, NCCIT hdcrelerinde
TRAIL olum reseptort TR-2 ve yalanci reseptor TR-4 belirgin oranda
sentezlenmektedir. Diger 6lum reseptoru olan TR-1 ve yalanci reseptér TR-3
ekspresyonu ise yok denecek kadar azdir. Ekspresyonu en yuksek olan
reseptor, TR-2 06lim reseptorid olarak bulunurken, bunu TR-4 yalanci
reseptoru takip etmektedir. NTERA hucrelerinde de benzer bir sekilde, TR-2
ve TR-4 ekspresyonlarinin varhglr ¢calismamizda belirgin bir sekilde ortaya
konabilirken, TR-1 ve TR-3 reseptorlerinin ekspresyonu akis sitometrisi ile
yapilan deneylerde goézlenmemigtir.

Kanser hicrelerinin ve bunun yani sira normal hucrelerin de TRAIL’a
direncliliginin farkli sebepleri olabildigi bilinmektedir. Bu direnglilik, farkh
TRAIL reseptdor sentez oranlarina bagh olabilecedi gibi, hicre igi anti-
apoptotik molekullerin yuksek sentez oranlarina da bagli olabilir [109-112].
Ancak reseptdr oranlarinin bu direnglilikteki rolinin oldukga 6énemli oldugu
bilinmektedir, ¢inkl bu reseptorlerin kendileri de hucre ig¢i antiapoptotik
yollar tetikleyebilmektedir. Ayrica, hicre ylzeyinde Ozellikle TR-3 ve TR-4
gibi yalanci reseptdr sentezinin, direnglilikte Ozellikle 6nemli oldugu
gOsterilmigtir [113].

Kemoterapdtik ilaglar ya da radyasyonun hem in vitro hem de in vivo
olarak TRAIL indukla apoptozisi arttrdigi yapilan bir ¢ok c¢alismada
bildirilmistir [114-116]. Bleomisin, testis kanserin tedavisinde siklikla
kullanilan bir kemoterapoétikti. DNA'ya direk baglanarak tek ve cift zincir
kirllmalarina yol acar ve bulylyen hicrelerde apoptozisi tetikler [8].
Calismamizda bleomisin’in testis kanseri hucre dizilerindeki sitotoksik etkisini
MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bromid) deneyi ile
belirledik ve hlcrelerin %50’sine sitotoksik olan konsantrasyonunu (ICs
degeri) bulduk. NTERA hucrelerini 0.2-0.6 yg/ml, NCCIT hucrelerini ise 0.1-
0.7 pg/ml arasinda degisen bleomisin konsantrasyonlari ile inkiibe ederek
sitotoksisite testi ile hucrelerin %50’sini olduren [Cso degerini saptadik.
NTERA hucreleri i¢in bleomisin’in 1Csy dozunu 0.25 pg/ml, NCCIT hucreleri
icin bleomisin’in 1Csy dozunu 0.37 pg/ml olarak bulduk. NCCIT hdcrelerinin,
NTERA hicrelerine gore bleomisin’e daha direngli oldugunu go6zledik.
Deneylerde kullaniimak Uzere secilen dozu, TRAIL ve bleomisin birlikte
uygulandiginda hdcrelerin  tamamini  dldirmemesi igin yaklasik %70
sitotoksik etki gosteren doz olarak dusunduk. 0.2 pg/ml bleomisin dozunu
tum deneylerde her iki hucre dizisi igin de uyguladik. 2009 yilinda yapilan bir
calismada bleomisin ve TRAIL'In karaciger kanseri hicrelerinde reseptorler
Uzerine etkisi incelenmis ve bleomisin dozu 3 pg/ml kullaniimigtir [117]. Bizim
dozumuz bu dozun ¢ok altindadir. Bu farklilik ¢alistigimiz hicre dizilerinin
farkhligindan kaynaklaniyor olabilir. Bleomisin’in klinik dozu 1.5-3 pg/ml dir
[117, 118]. Bizim uygulamig oldugumuz doz, klinik dozun da altindadir.

Kemoterapotiklerin -~ timor  hadcrelerinin @ TRAIL’e  duyarlihgini
arttirmasinin, molekiler diuzeyde TR-1 velveya TR-2 reseptor
ekspresyonlarinda meydana gelen artisa bagli oldugu gosterilmigtir. Bu
reseptorler Bcl-2, Bel-XL veya FLIP gibi antiapoptotik molekullerin azalmasini

44



ya da Bak, kaspazlar veya FADD gibi proapoptotik molekillerin artmasini
saglar [119]. Multiple miyeloma hucre dizilerinde doksorubisin ile 06n
muamelenin TRAIL'in apoptotik etkisini arttirdigi, bu etkinin de TR-2
ekspresyonunda artis ile gergeklestigi gosterilmistir [120]. Prostat kanser
hicre dizilerinde paklitaksel, vinkristin, vinblastin, etoposid, doksorubisin ve
kamptotesinin, TR-1, TR-2, Bax ve Bak duzeylerini arttirarak ve kaspaz
aktivasyonunu tetikleyerek apoptozisi arttirdigi gosterilmistir. Mitokondriyal
yolagin da, bu ilaglar ve TRAIL arasindaki sinerjistik etkiyi arttirdigi
belirtilmistir. In vivo calismalarla da, multiple myeloma fare modellerinde ilag
ve TRAIL'in birlikte kullaniminin apoptozisi ve yasam suresini arttirdigi
bildirilmistir [121].

Kemoterapdtik ilaglarin TRAIL In apoptotik etkisini arttirici 6zelliginin
anlagilmasina yonelik bir bagka c¢alismada, glioma hucrelerinin TR-2
reseptorini eksprese ettigi ve topotekan uygulanmasi ile, bu reseptorin
ekspresyon seviyesinin onemli dl¢glide arttigr bulunmustur [122]. Dejosez et.
al. tarafindan da, TRAIL’e direncli renal kanser hucre dizilerinde topotekan’in
TR-2 duzeylerini yukselterek TRAIL indukll apoptozisi arttirdigi gosterilmigtir
[12]. Prostat kanser hucrelerinde (PC-3, DU-145, LNCap) paklitaksel ve
taksoterin TR-1 ve TR-2 duzeyini arttirarak TRAIL indukla apoptozisi
arttirdigi bildirilmistir. Paklitaksel ve TRAIL’in birlikte uygulanmasi sitozolik
sitokrom c, kaspaz-8 ve kaspaz-10 duzeylerini arttirmigtir [123].

Kim et. al., TRAIL’e direngli ve duyarli hicre dizilerinde yapmig
olduklari galismalarda TRAIL’e direncin TR-2 veya FLIP duzeyleri ile iligkili
oldugunu bulmuslardir. Ayni arastirmacilar, doksorubisinin, TRAIL'e direngli
hacreleri TR-2 reseptor seviyelerini arttirarak TRAIL indUklU apoptozise
hassaslastirdigini géstermiglerdir. TRAIL’e duyarli hiicrelerde kaspaz-8, -9 ve
-3 aktivitesi gozlenmigtir. Doksorubisin ve TRAIL uygulanmis direncli
hicrelerde de kaspaz aktivasyonlari gézlenirken doksorubisin ve TRAIL tek
basina uygulandidinda kaspaz aktivasyonlari gozlenmemigtir [124]. Farkl
evrelerdeki over kanseri hastalarindan alinan dokularda gercgeklestirilen bir
calismada ise, sisplatin ya da karboplatin kullanilarak uygulanan
kemoterapinin O6ncesi ve sonrasinda TR-1, TR-3 ve TRAIL miktarlar
degismezken, TR-2 seviyelerinin kemoterapi sonrasinda yukseldigi
gOzlenmigtir [125].

Bir bagka calismada Gibson et. al. insan embriyonik bdbrek hicre
dizileri olan HEK 293 ve T47D’de ve meme kanseri hiucre dizisi olan MDA-
MD-468 hcrelerinde etoposid ve TRAIL'in birlikte kullaniminin apoptozisi
arttirdigini  bildirmistir.  TR-1 antikoru (TR-1:Fc) ile TR-1 ve TR-2in
engellenmesi ile etoposid indukli apoptozisin 6nune gegilebilmistir. Bu
durum, TRAIL duyarlihginda TR-1 ve TR-2’in 6nemini vurgulamaktadir [97].
Griffith et. al. yapmis olduklarn calismalarinda kemoterapdétik ilaglarin,
TRAIL’e direngli DU145 prostat kanser hucrelerinde apoptozisi arttirdigini
gostermiglerdir. TRAIL indUkli apoptozisteki artisin TR-1 ve TR-2
duzeylerindeki artiga ya da antiapoptotik bir protein olan survivin'in hucre
icinde azalmasina bagli olarak meydana geldigini géstermiglerdir [126].
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Bu calismalarin yaninda, TRAIL ligandinin kendisinin de olim
reseptorlerinin ekspresyonunu arttirici etkisi olabilecegini bildiren ¢alismalar
yayinlanmistir. Ornegin Shetty et. al. tarafindan 2002 yilinda, TRAIL aracili
NF-kB aktivasyonunun epitel kokenli hicrelerde TR-2 ekspresyonunu
arttirarak TRAIL'In apoptotik etkisini guc¢lendirdigi gosterilmistir. Calismada
insan embriyonik bobrek hicre dizisi HEK 293 ve meme hucre hatlari MCF-7
ile MDA-MB-231 kullaniimis ve NF-kB blokasyonunun, TRAIL'In indukledigi
TR-2 ekspresyon artisini inhibe ettigi belirtiimistir [127]. 2009 yilinda yapilan
bagka bir calismada bleomisin’in hem ekstrinsik hem de intrinsik yolakla
apoptozisi arttirdigini géstermislerdir. Kemoterapinin uygulanmasindan sonra
kaspaz-2, -3, -6, -8 ve -9 artmistir. Bleomisin uygulanmasi sonucu TRAIL
reseptorlerinin de arttigi ve bu reseptdrlerin antikor ile engellenmesinin
bleomisin indUklU apoptozisi azalttigi gosterilmistir [117].

Yukarida siralanan c¢alismalarin 1siginda biz de ¢alismamizda,
oncelikle bleomisin, TRAIL, veya bleomisin ile TRAILin birlikte
uygulanmasinin, NCCIT ve NTERA hucrelerinde belirlemis oldugumuz bazal
reseptor ekspresyon seviyelerinde bir degisiklik yapip yapmadigina baktik.
Akis sitometrisinde yapilan deneyler sonucunda, NCCIT hucrelerinde
bleomisin uygulamasi ile 24. saatte TR-1 reseptor seviyelerinde artis
oldugunu gozlemledik (Sekil 4.7). NTERA hucrelerinde ise, ayni etkiyi yine
bleomisin uygulamasinin 24. saatinden itibaren 48 ve 72. saatlerde TR-2
reseptor seviyelerinde gozledik (Sekil 4.13). En fazla etki 72.saatte gozlendi.
Bunun yaninda, TRAIL uygulamasinin bu hlcre dizilerinde 6lim reseptdr
ekspresyonlarini arttirici etki gostermedigini bulduk (sekil verilmemistir).
TRAIL ve bleomisin’in birlikte uygulamasinin énemli bir etkisinin olmadigini
gordik (Sekil 4.9 ve 4.15). Bu durumda bleomisin’in testisin germ hucre
kokenli kanserinde TRAIL olum reseptorlerinin ekspresyonunu arttiric
etkisinden bahsedebilirken, TRAIL ligandinin bu htcrelerde 6lim reseptor
ekspresyonlari Uzerine etkisi gorulmemektedir.

Bleomisin ile 2007 yilinda lenfoma hucre dizisi olan U937’de yapilmis
bir ¢alismada, bleomisin’in TR-1 ve TR-2 reseptorlerini kontrole gore
arttirmadigi gosterilmistir. Bleomisin’in TRAIL reseptorlerini bloke ettiklerinde
de apoptozise yol acmasi bleomisin indUkli apoptozisin TRAIL
reseptorlerinden bagimsiz olarak meydana geldigini gostermektedir [128].
Ayni arastirmacilarin 2008 ve 2009 yillarinda yapmis olduklar iki ¢galismada
bleomisin’in kaspazlar yoluyla apoptozise yol actigi ve meydana gelen
apoptozisin TRAIL reseptorlerinden bagimsiz olarak meydana geldigi
bulunmustur [129, 130].

Yapilan calismalardan bazilari, kemoterapdétiklerin® TRAIL indUkli
apoptozisi arttirici etkisinin reseptor aracili olmadigini savunmaktadir.
Doksorubisin ve sisplatin’in TRAIL'e direngli insan osteosarkoma U20S
hicrelerini TRAIL reseptorlerini etkilemeksizin TRAIL’e hassaslastirdigi ve
bunu X-linked inhibitor of apoptosis protein’i (X-IAP) azaltarak gerceklestirdigi
gosterilmigtir [131]. Sisplatin, taksol ya da aktinomisin D ve TRAIL’in
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kombinasyonu A549 huicre dizilerinde sinerjistik antitimaor bir etki yaratmistir.
Ancak bu etkinin, reseptor aracili olmadigi gosterilmistir [132]. Perego et.al.
yapmis olduklari ¢alismalarda prostat kanseri hicre dizileri olan PC3 ve
DU145 hucrelerinde kamptotesin turevleri olan gimetecan ve topotekan’in
TR-1 ve TR-2 reseptorlerini arttirdigini bulmuslardir. Prostat kanser hicre
hatlari olan DU 145 hucreleri de, PC3 hucrelerine gore TRAIL’e daha
hassastir. Bu goreceli direncin Akt aktivasyonu, FLIP ve Bcl-2'nin ylUksek
duzeyleri ve Baxin dusuk duzeyleri ile iligkili olabilecegi ileri suralmustur
[133]. Bu calismalardan goéruldigu gibi, TRAIL'In apoptotik etkisi ve bu
etkinin duzenlenmesi reseptor ekspresyonlarindaki farkhliklara
dayanmayabilir. Ancak biz c¢alismamizda reseptdr oranlarinin bu etkilerin
gerceklesmesindeki rolinu arastirdik.

Calismamizda ayrica, bleomisin, TRAIL ve bleomisin ile birlikte TRAIL
uygulamalarinin htcreler Uzerindeki apoptotik etkilerini arastirmak igin
hicrelerde aktif kaspaz-3 oranlarini belirledik. Kaspaz-3 en énemli uygulama
kaspazidir ve intrinsik ve ekstrinsik yolaklardaki baslatici kaspazlar (kaspaz-
8, -9, -10) tarafindan aktive edilir. Kaspaz-3, apoptozisde meydana gelen
endonukleaz aktivasyonuna, kromatin kondensasyonuna ve membran
cepciklerinin olusumuna aracilik eder [68, 94]. NCCIT hucrelerinde, kontrol
grubuna goére bleomisin uygulanan grubun kaspaz-3 duzeylerinin arttigini
bulduk. TRAIL tek basina uygulandiginda ya da bleomisin ile birlikte
uygulandiginda ise bu artisi gbézleyemedik. NTERA hcrelerinde kontrole
gore bleomisin uygulanan grupta artig gozlerken, TRAIL uygulanan grupta
kontrole gore buylk bir artis gdézlemedik. Ancak NTERA hucrelerinde kontrol
grubuna gore TRAIL ve bleomisin’in birlikte uygulandigi gruptaki kaspaz-3
seviyelerinin belirgin olarak arttigini bulduk.

Evdokiou et. al. yapmig olduklari ¢alismalarinda osteosarkoma hucre
dizilerinde ve normal insan kemik primer kulturinde TRAIL ve kanser
ilaglarinin etkisi arastirimigtir. Doksorubisin, sisplatin ve etoposid’in TRAIL
aracili apoptozisi arttirdig1 gosterilmistir. Bu hiicrelerde, apoptozisin kaspaz-8
ve kaspaz-3 araciligi ile oldugu bildirilmigtir. Bu enzimlerin inhibitorleri ortama
eklendiginde ilacin TRAIL indUkIi apoptozis Uzerine olumlu etkisi
gozlenmemigtir. Ayrica ilaglar ve TRAIL birlikte uygulandiginda olim
reseptorleri olan DR-4 ve DR-5 hem protein hem de mRNA dlzeyi artmistir
[108].

Ray et. al. yapmis olduklar bir galismada in vitro olarak C4-2 prostat
kanser hucreleri, in vivo olarak da 6 haftalik erkek fareler kullaniimis ve CPT-
11 (irinotekan)’in TRAIL ile birlikte apoptozis Uzerine etkisini gozlemiglerdir.
Bu calismada C4-2 prostat kanser hucrelerinde CPT-11’in TRAIL ile birlikte
apoptozisi indukledigini, kaspaz-3, -8 ve Bax aktivasyonunun arttigini ve
antiapoptotik Bcl-XL'nin azaldigini gostermislerdir. in vivo olarak yapilan
calismada farelerde TRAIL ve CPT-11'in birlikte kullanilmasinin tumor
bdylumesini gerilettigini ve farelerin timor kesitlerinde immunohistokimyasal
olarak kaspaz-3, -8, -7 ve -9, PARP’I ve Bak’i arttirdiklari da gostermiglerdir
[103]. Calismamizda NTERA hicre dizilerinde bleomisin ve TRAIL'in birlikte
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kullaniminin géstermis oldugu sinerjistik etki literatlrdeki benzer galismalarla
uyumludur. Ancak bleomisin ve TRAIL'in NCCIT hucrelerinde sinerjistik
etkisinin gdézlenememis olmasi bu ¢alismalarla uyumlu bulunmamisgtir.

Yapilan benzer bir cok galismada, gézlenen etkilerin p53 bagimli olup
olmadigi, p53 mutant hucrelerin yanisira fonksiyonel p53 proteini bulunduran
hicrelerin  kullaniimasiyla gdsterilmistir. Pek ¢ok kanser ilaci ile yapilan
caligsmalarda p53’an her iki 6lum reseptorint de (TR-1 ve TR-2) arttirdigi
bildirilmigtir [108]. Calismamizda, bleomisin uygulandiktan sonra p53
bulunduran hucreler olan NTERA hicrelerinde TR-2 seviyelerinin, p53
mutant olan NCCIT hucrelerinde ise TR-1 seviyelerinin arttigini bulduk. Bu
sonucumuz bleomisin aracili apoptozisin NTERA hucrelerinde TR-2, NCCIT
hicrelerinde ise TR-1 aracihigi ile olabilecegini 6nermektedir. Calismamizda
bleomisin’in her iki hicre dizisinde de apoptozisi arttirmasi meydana gelen
apoptozisin  p53 bagimh olmadigini gdstermektedir. Renal kanser
hicrelerinde yapilan bir calismada p53 mutasyonu olan ve olmayan
hicrelerde topotekan indUkli TR-2 reseptoru artisinin farkli olmadigi
gOzlenmigtir. [12]. Bagka bir galismada c¢esitli meme, kolon, akciger, over
kanseri hlcre dizilerinde TR-2 ekspresyonunun p53 badimli ya da bagimsiz
olarak duzenlendigi gozlenmistir [134].

Bir baska calismada ise osteosarkom hucre dizilerine uygulanan
kemoterapdétiklerle TRAIL indukli apoptozisin ayni sekilde artmis olmasi
kombine tedavinin p53 bagimh olmadigini gostermistir [108]. Bleomisin ve
TRAIL'in  NTERA hucrelerinde gbézlenen ve NCCIT hicrelerinde
gOzlenmeyen sinerjistik apoptotik etkisi ise p53 bagimli olabilir. NTERA
hdcrelerinde, bleomisin uygulanmis grupla, bleomisinle birlikte TRAIL
uygulanmis grubun reseptdr duzeylerinin ayni olmasi sinerjistik etkinin
reseptorlerden bagimsiz olarak ve p53 bagimh bagka mekanizmalar yoluyla
gerceklestigini dnerebilir.

Sonug olarak, testis kanserinin tedavisinde halen siklikla kullanilan bir
kemoterapotik olan bleomisin’in  yaninda, TRAIL apoptotik ligandinin
kullaniimasinin, birgok diger kanserde oldugu gibi bu kanserde de terapotik
etki potansiyelini arttirabilece@i gorulmustur. TRAIL'In bu kemoterapétik ile
birlikte kullanimi, daha ileri duzeyde yapilacak calismalar ve iyilestirmelerle,
yeni bir tedavi stratejisi olabilir ve kanser hastalarinin yasam kalitesini
yukseltebilir.
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SONUGLAR

Buldugumuz deneysel verilere gore sonuglarimizi su sekilde 6zetleyebiliriz:

1.

10.

11.

12.

Yapilan sitotoksisite ¢alismalarinda NTERA hucrelerinin
%50’sini 6lduren bleomisin dozunu 0.25 pg/ml olarak bulduk.

Yapilan sitotoksisite calismalarinda NCCIT hucrelerinin
%50’sini 6lduren bleomisin dozunu 0.37 pg/ml olarak bulduk.

Yapilan sitotoksisite ¢alismalarinda NTERA hucrelerinin
%50’sini 6ldiren TRAIL dozunu yaklagik 5 ug/ml olarak bulduk.

Yapilan sitotoksisite c¢alismalarinda NCCIT hucrelerinin
%50’sini 6ldiren TRAIL dozunu 4 ug/ml olarak bulduk.

NTERA ve NCCIT hucrelerinin TR-2 ve TR-4 reseptorlerini
sentezledigini; TR-1 ve TR-3 reseptor ekspresyonlarinin ise yok
denecek kadar az oldugunu bulduk.

NTERA hucrelerinde, bleomisin uygulanan grupta kontrole gore
TR-2 dlzeyinde artis gozledik. Diger reseptorler olan TR-1, TR-
3 ve TR-4 seviyelerinde farkhlik bulamadik.

NTERA hucrelerinde, TRAIL uygulanmasi ile TR-1, TR-2, TR-3
ve TR-4 reseptorleri duzeyini kontrol hucreleri ile ayni duzeyde
bulduk.

NTERA hucrelerinde, bleomisin ve TRAIL'in birlikte
uygulanmasi ile bleomisin’in tek basina uygulanmasinin TR-2
reseptoru Uzerinde ayni duzeyde etki gosterdigini bulduk.

NCCIT hucrelerinde, bleomisin uygulanan grupta kontrole gore
TR-1 dlzeyinde artis gozlerken; diger reseptoérler olan TR-2,
TR-3 ve TR-4 seviyelerinde farklihk bulamadik.

NCCIT hucrelerinde, TRAIL uygulanmasi sonrasinda TR-1, TR-
2, TR-3 ve TR-4 reseptorlerinin ekspresyon duzeyini kontrol
hucreleri ile ayni duzeyde bulduk.

NCCIT hucrelerinde, bleomisin ve TRAIL’in birlikte uygulanmasi
ile, TR-1 reseptorinde artis gdozlemedik.

NCCIT hucrelerinde yapilan kaspaz-3 dl¢gimlerinde, bleomisin
uygulanan grubun, kontrol grubuna gore kaspaz-3 seviyelerinde
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13.

artis sergiledigini goézledik. Ancak TRAIL ve bleomisin’in TRAIL
ile birlikte uygulandigi gruplarda ise kaspaz-3 seviyelerinde
herhangi bir artis gdzlemedik.

NTERA hucrelerinde ise kontrole gbre bleomisin uygulanan
grupta artis gozlerken, TRAIL uygulanan grupta kontrole gore
blyuk bir artis gézlemedik. Ancak TRAIL ve bleomisin’in birlikte
uygulanmasinin kaspaz-3 seviyelerinde belirgin bir artisa yol
actigini gézlemledik.
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Purpose. Topotecan, a semisynthetic water-soluble derivative of camptothecin exerts its cytotoxic
effect by inhibiting topoisomerase 1 and causes double-strand DNA breaks which inhibit DNA
function and ultimately lead to cell death. In previous studies it was shown that camptothecin
causes ROS formation. The aim of this study was to investigate if Topotecan like camptotecin
causes oxidative stress in MCF-7 human breast cancer cell line. Determining the oxidant effect of
Topotecan may elucidate a possible alternative mechanism for its cytotoxicity. Experimental de-
sign. MCF-7 cells were cultured and exposed to Topotecan for 24 h at 37°C. The viability of the
cells (% of control) was measured using the colorimetric 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT) assay. Lipid peroxidation (IBARS), protein oxidation (carbonyl con-
tent), sulfthydryl, glutathione (GSH) levels, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glu-
tathione peroxidase (GPx) activities were determined in MCEF-7 cells with and without Topotecan
incubation. Results. We found the IC;; concentration of Topotecan as 0.218 uM in MCEF-7 cells.
This concentration of Topotecan was used in the incubations of the cells. Our data indicated in-
creased oxidative status, as revealed by increased lipid peroxidation and protein oxidation, and
decreased GSH and sulfthydryl levels in MCE-7 cells exposed to Topotecan compared to control
cells. In contrast, there was a slight increase in SOD and a significant increase in GPx and catala-
se activity in MCF-7 cells incubated with Topotecan compared to the control. Conclusions. These
results support our hypothesis that Topotecan increases oxidative stress in MCE-7 cells.

Keywords: Topotecan, MCE-7 cells, breast cancer, oxidative stress, antioxidants

Breast cancer is the second most common
cancer among women in developed countries (Hul-
ka & Stark, 1995). Although many cytotoxic agents
are used in the treatment of this disease, their effi-
ciency is limited due to several factors. Novel thera-
peutic agents against breast cancer are needed. The
semisynthetic camptothecin analogue Topotecan [9-
(dimethylamino)methyl-10-hydroxy camptothecin]
is used to treat a variety of malignancies (Erlichman
et al., 2001). The mechanism of Topotecan cytotox-
icity involves inhibition of nuclear topoisomerase I
enzyme and causes irreversible double-strand DNA
breaks. These DNA breaks are thought to be the
lesions responsible for camptothecin-induced cell
death (Kaufmann et al.,, 1996). Sensitivity of cells to
topoisomerase I poisons is modulated by a variety
of factors, including topo I content, cell cycle dis-

tribution and DNA repair capability (Erlichman et
al., 2001).

Numerous investigations have documented
cellular changes resulting from oxidative stress
induced in cells following exposure to cytotoxic
drugs. Although cytotoxic agents such as doxoru-
bicin, daunorubicin, mitoxantrone, bleomycin and
cisplatin used in these studies were structurally
dissimilar and acted on different cellular targets,
they induced oxidative stress by generation of reac-
tive oxygen species (ROS) in tumour cells. Forma-
tion of ROS increased the cytotoxic activity of the
drugs in cancer cells via inducing apoptosis (Sin-
ha & Mimnaugh, 1990; Kinnula et al.,, 1998). H,0,
generation was found in the process of apoptosis
induced by physiological concentrations of camp-
tothecin (Simizu et al., 1998). There are some stud-

Abbreviations: CAT, catalase; GPx, glutathione peroxidase; GSH, glutathione; IC;, 50% inhibitory concentration; MTT, 3-
(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide); PCO, protein carbonyl; ROS, reactive oxygen species; SOD,
superoxide dismutase; TBARS, thiobarbituric acid reactive substances.
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ies supporting the hypothesis that oxidative stress
might modulate the cytotoxicity of camptothecin,
but experiments demonstrating the effect of Topo-
tecan on oxidative stress are very limited. Recently,
Muluk et al. (2005) revealed the efficacy of Topote-
can treatment on antioxidant enzymes and TBARS
levels in submandibular glands of rabbits. In our
recently published study, we found increased ROS
and nitrite levels as indicators of oxidative stress
in MCF-7 and MDA-MB-231 human breast cancer
cell lines following Topotecan incubation (Akbas et
al., 2005). In our present study, we expanded our
investigations to the effects of Topotecan on other
oxidative stress markers and antioxidants in MCF-
7 cells. For oxidative stress markers, we measured
thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) as
a marker for lipid peroxidation, and protein car-
bonyl content as an indicator of oxidative protein
damage. The best marker for intracellular oxida-
tive stress-dependent cellular damage is protein
carbonyl content. High ROS level leads to protein
oxidation which converts proteins to protein carbo-
nyl derivatives (Telci ef al., 2000). Oxidative protein
damage cannot be repaired and causes irreversible
modifications in proteins (Stadtman, 2002). The
unique advantage of carbonyl measurement as a
good marker for oxidative stress is the fact that it
covers a much wider range of oxidative damage
than other markers (Reznick & Packer, 1994; Evans
et al., 1999; Carrard et al., 2002; Cakatay et al., 2003).
Other markers for protein oxidation such as nitro-
tyrosine, hydroxylation of aromatic and hydropho-
bic amino acids are at a very low level in compari-
son to the carbonyl content. Since oxidative stress
has been defined as a loss of balance between free
radical or reactive oxygen species production and
the antioxidant systems, we measured antioxidants
such as sulthydryl, glutathione (GSH) and activi-
ties of antioxidant enzymes including superoxide
dismutase (S5OD), catalase (CAT), and glutathione
peroxidase (GPx). Protein sulfhydryl (thiol) groups
and the tripeptide glutathione (GSH) are particu-
larly important for antioxidative defense in cells.
Reduced glutathione (GSH) is the most abundant
cellular thiol compound and an important intracel-
lular antioxidant (Stadtman & Levine, 2000). Meas-
urement of protein sulfhydryl groups is useful as
well as protein carbonyl content to determine oxi-
dative protein damage.

No study has been carried out so far to
show the effects of Topotecan on these oxidative
stress markers and the antioxidant profile in human
breast cancer cell lines. In order to clarify if Topo-
tecan causes oxidative stress, we measured levels of
TBARS, protein carbonyl content, sulfhydryl, glutath-
ione and activities of antioxidant enzymes including
SOD, CAT, and GPx in MCEF-7 cells incubated with
and without Topotecan.

MATERIALS AND METHODS

Cell line. MCF-7 human breast cancer cell
line was kindly supplied by Dr. J. Lemontt and
H.F. Pross from Queen’s University in Canada. The
MCF-7 cell line (estrogen receptor positive) was de-
rived from primary breast tumor of a patient. Cells
were grown in monolayer culture in minimum es-
sential medium (MEM) supplemented with 10% (v/
v) fetal calf serum, 1 mM sodium pyruvate, 10 ug/
ml bovine insulin, and 1% (v/v) antibiotic—antimy-
cotic agent. Cells were grown to confluence at 37°C
in a humidified atmosphere containing 5% CO, in
air and were passaged weekly using 0.25% trypsin.

Chemicals and drugs. All chemicals were
purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). A
stock solution of 1 mg/ml Topotecan was prepared
by dissolving Topotecan hydrochloride (Hycamtin®,
SmithKline Beecham Pharmaceuticals, Philadelphia,
PA, USA) in sterile dimethyl sulfoxide (DMSO) and
stored at —80°C. The stock solution was diluted from
218 uM to 0.001 uM with MEM. The final vehicle
concentration did not exceed 0.5% (v/v) either in
control or in treated samples throughout the experi-
ments.

Viability assay. The number of viable cells
(% of control) was measured using the colorimetric
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl1)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide (MTT) assay (Mosmann, 1983; Sladowski et
al., 1993). The MTT method allows one to measure
the number of viable cells in a given sample as the
percentage of viable cells present in the control sam-
ple. The principle of this method is based on cellu-
lar reduction of MTT to a blue formazan product by
mitochondrial dehydrogenases of viable cells. The in-
tensity of the blue color formed by this procedure is
proportional to cell viability. Cells were trypsinized
and separated from the surface of the flask. Trypan
Blue (0.4%) dissolved in phosphate-buffered saline
(PBS) was used for cell counting. Trypsinized cell
suspension (0.2 ml) was put in a tube and mixed
with 0.3 ml medium and 0.5 ml 0.4% Trypan Blue.
After 5 min, cells were counted in a hemocytometer.
Cell suspension (0.1 ml) containing 1 x 10° MCF-7
cells was added into each well of a 96 well, flat-bot-
tomed tissue culture microplate and incubated for
24 h. Fresh culture medium was exchanged before
the addition of Topotecan. A sample of 10 ul Topo-
tecan from each dilution was added into three wells
containing cells. Cells were incubated with Topote-
can for 24 h at 37°C. Control cells treated with me-
dium only were applied to the same plate. At the
end of incubation, MTT (10 ul) at a concentration of
5 mg/ml in PBS was added into each well, the plates
were wrapped with aluminum foil and incubated
for 4 h at 37°C. Following incubation, 180 ul DMSO
was put into each well, mixed and the plates were
kept at dark overnight. A microplate reader (Sirios,
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Seac Radim Group, Italy) was used to measure the
absorbances at 570 nm (Mosmann, 1983; Sladowski
et al., 1993). The average absorbance values of the
cells incubated with Topotecan were compared with
the average absorbance values of the control cells
to calculate the percentage of viable cells (% of con-
trol). The results were given as the mean + S.D. of
eight independent experiments performed in tripli-
cate. The IC;, concentration of Topotecan which in-
hibits 50% of cell proliferation was found to be 0.218
uM. This concentration of Topotecan was applied in
the rest of the experiments.

Preparation of cell lysate. MCF-7 cells were
incubated with the IC; level of Topotecan whereas
control cells were incubated with vehicle only for 24
h. Following incubation, cells were collected using
trypsin, washed with PBS (pH 7.4) three times and
the pellet was transferred into extraction solution
which contained 20 mM potassium phosphate buffer
(pH 7) and a protease inhibitor cocktail. Cells were
sonicated using a Biosonic IV sonicator with 15-s
bursts for a total of 4 min on ice and centrifuged at
15000 x g for 45 min in a refrigerated centrifuge. The
supernatant obtained was used in the experiments.

Determination of antioxidants and oxida-
tive stress markers. TBARS in cells were determined
using the fluorometric method of Wasowicz et al
(1993) and the results were expressed as nmol/mg
protein. Carbonyl content in oxidatively modified
proteins was determined by the method of Levine
et al. (1990). Absorbance of the samples was meas-
ured at 360 nm and carbonyl results were given as
umol/g protein using e 22000 Mem™. Sulfhy-
dryl concentration was determined by the method
of Koster et al. (1986). The method of Fairbanks and
Klee (1986) was used to measure the concentration
of GSH in the cells.

The spectrophotometric indirect inhibition
method of Misra and Fridovich (1972) based on the
ability of superoxide dismutase to inhibit autooxi-
dation of adrenaline to adrenochrome at alkaline
pH was used in the assay of Cu,Zn-SOD activity.
Catalase activity was measured using the method of
Aebi (1987) with hydrogen peroxide as a substrate.
The method is based on decomposition of hydrogen
peroxide which is indicated by a decrease in ab-
sorbance at 240 nm. The coupled method of Paglia
and Valentine (1967) using t-butyl hydroperoxide as
a substrate was used to measure activity of GPx in
cells. Protein levels were measured by the method
of Lowry et al. (1951). The results were expressed as
U/g protein for SOD and GPx, and as k/g protein for
CAT, where k is the rate constant for CAT activity.

Statistical analysis. Statistical analysis was
performed using Mann-Whitney U test with the
SPSS program for Windows version 10.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). All the experiments were re-
peated eight times. Mean values and standard de-

viations (mean +5.D.) were calculated for every vari-
able in each cell group and were compared between
two cell groups treated with and without Topotecan.
P<0.05 was selected as statistically significant.

RESULTS
Cytotoxic activity of Topotecan

The experiments were repeated 8 times and
similar results obtained from these repetitions were
averaged. The cytotoxic effect of different concen-
trations of Topotecan on MCEF-7 cells is shown in
Fig. 1. The inhibitory concentration (IC;,) of Topo-
tecan for MCF-7 cells was found as to be 0.218 uM
using MTT assay. This concentration of Topotecan
was applied for incubation of the cells in subsequent
experiments.

Effects of Topotecan on antioxidants and oxidative
stress markers

The TBARS level in cells incubated with To-
potecan for 24 h showed a significant increase in
comparison to the level in control cells (Table 1). A
similar increase was observed in protein carbonyl
levels in MCEF-7 cells treated with Topotecan com-
pared to the level found in control cells not treated
with Topotecan (Table 1).

A significant decrease was observed in glu-
tathione levels of the cells treated with Topotecan
compared to the control groups (Table 1). Sulthydryl
levels of the cells treated with Topotecan were low-
er than the level measured in control cells (Table 1).

The superoxide dismutase activities of the
cells incubated with Topotecan showed a statistically
non-significant increase in comparison to the control
cells (Table 1), whereas the catalase and glutathione
peroxidase activities were found to be significantly
higher in the cells treated with Topotecan (Table 1).

120
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Figure 1. Cell viability of MCEF-7 cells against different
concentrations of Topotecan.

Cell viability experiments were done after 24 h of Topo-
tecan incubation as described in Methods. The mean val-
ue of eight experiments is shown. The S.D. of the means
were less than 10% and were omitted.
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Table 1. Oxidative stress markers and antioxidants in
control and Topotecan-treated MCF-7 cells

Control Topotecan
TBARS 0.44 +0.19 2.37 +£0.32%
(nmol/g protein)
Protein carbonyl 2.26 = 0.59 4.37 +0.98*
content
(nmol/g protein)
Glutathione 46.0 = 10.99 28.30 = 5.95*
(mg/g protein)
Sulfhydryl 5.60 = 1.07 3.88 + 0.55*

(nmol/g protein)
Cu,Zn-S0D
(U/g protein)

47765 = 15 637 69105 + 27497

Catalase 162.94 + 3048 223.86 + 30.73*
(k/g protein)
Glutathione peroxi- 7.26 = 0.87 11.59 + 1.80*
dase (GPx)

(U/g protein)

The results are expressed as mean =S.D. of eight experiments.
*P<0.05: significantly different compared to the controls.

DISCUSSION

It is known that some cytotoxic agents with
different structures and targets other than Topote-
can increase the levels of ROS. Chemotherapeutic
agents such as doxorubicin, daunorubicin, mitoxant-
rone, bleomycin, and cisplatin promote oxidative
stress by generating ROS (Russo et al., 1984; Novak
& Kharasch, 1985; Baliga et al., 1999; Mansat-de Mas
et al., 1999; Hagiwara et al., 2000; Minotti et al., 2001;
Baek et al., 2003). Doroshow (1986) and Sinha et al
(1987) proposed that oxygen free radicals generated
by adriamycin may be directly related to their cyto-
toxic effect in MCF-7 human tumour cells. These re-
searchers found that the cytotoxicity of these drugs
in MCF-7 cells was diminished by supplementation
with radical scavenger antioxidants. In their studies,
Gorman et al. (1997) showed increased ROS forma-
tion in a promyelotic leukemia HL-60 cell line after
treatment with camptothecin and SN-38 which is
an analogue of camptothecin. Exogenous catalase
supplementation decreased the cytotoxic effects of
these drugs in these cells. Wenzel et al. (2004) tes-
ted the effects of ascorbic acid on apoptosis which
was induced by two potent apoptosis inducers, the
classical anti-tumour drug camptothecin and a fla-
vonoid, flavone, in HT-29 human colon carcinoma
cells. They found that camptothecin and flavone
increased generation of mitochondrial superoxide
which preceded the downregulation of bcl-X;. As-
corbic acid at 1 mM concentration prevented genera-
tion of superoxide, thereby blocking drug-mediated
apoptosis (Wenzel et al., 2004). Somasundaram et al.
(2002) in their tissue culture studies revealed that
curcumin inhibited camptothecin-, mechlorethami-
ne-, and doxorubicin-induced apoptosis in MCF-7,
MDA-MB-231, and BT-474 human breast cancer cells

by up to 70%. They found that under these conditi-
ons, curcumin exhibited antioxidant properties and
inhibited chemotherapy-induced apoptosis through
inhibition of ROS generation and blockade of the c-
Jun NH,-terminal kinase (JNK) pathway. Although
it is proposed that camptothecin induces apoptosis
via superoxide formation, the mechanism of ROS
formation by camptothecin remains to be further
clarified. Simizu et al. (1998) demonstrated that inhi-
bition of NADPH oxidase by diphenyleneiodonium
chloride supressed both camptothecin-induced ap-
optosis and camptothecin-induced H,O, production
in both SCLC and leukemia cells. These results indi-
cate that NADPH oxidase increases H,O, generation
during camptothecin-induced apoptosis. Hiraoka et
al. (1998) investigated the role of phagocyte NADPH
oxidase in apoptosis in human leukemia and in neu-
trophilic-differentiated cells and found that genera-
tion of ROS by NADPH oxidase may be related di-
rectly or indirectly to camptothecin-induced apopto-
sis. Although it is known that camptothecin induces
ROS formation, no study so far has been carried
out to show the effects of Topotecan on the oxida-
tive stress markers and antioxidant profile in human
breast cancer cell lines (Hiraoka et al., 1998). There is
also no data or study about the interaction of Topo-
tecan with cellular enzymes involved in ROS forma-
tion.

Our data showed that lipid peroxidation ex-
pressed as TBARS increased in MCE-7 cells treated
with Topotecan. Similar results with different drugs
were reported by other researchers. Bustamante et al.
(1990) reported increased lipid peroxidation in MCF-
7 cell lines treated with adriamycin.

In our study, we found significantly higher
protein carbonyl (PCO) levels in Topotecan treated
cell lines compared to the control cells which con-
tained only vehicle. On the other hand, levels of
protein sulfhydryl groups and of GSH were signifi-
cantly lower in Topotecan treated cells in compari-
son to the control cells. The decrease in GSH and
protein sulfhydryl groups might be due to increased
oxidation of thiol groups to struggle with high ROS
levels in cells incubated with Topotecan. These data
support our hypothesis of increased oxidative stress
in MCE-7 cell lines incubated with Topotecan. Simi-
lar results were observed by other researchers. Geng
et al. (2003) treated SMMC-7721 human hepatoma
cell line with docetaxel for 24 h. They found that
levels of ROS significantly increased, while levels of
glutathione significantly decreased. Hug et al. (1997)
reported that the treatment of HEPG2 hepatoma cell
line with bleomycin caused GSH depletion and gen-
erated ROS. Mans et al. (1992) showed that GSH de-
pletion increased sensitivity to etoposide.

In our study, Cu,Zn-SOD activity in MCF-7
cell line treated with Topotecan showed a non-sig-
nificant increase (P>0.05). In contrast to Cu,Zn-SOD
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activity, the increases in catalase and glutathione
peroxidase activities were significant in comparison
to the control cells. These increased antioxidant en-
zyme activites might be considered as a response to
increased oxidative stress in cells treated with To-
potecan. The results of the study of Sarvazyan et al.
(1995) indicate that doxorubicin increases formation
of superoxide anion in isolated cardiac myocytes.
They propose that intracellular SOD activity protects
adult rat cardiomycytes from increased intracellular
oxidative stress.

Recent studies demonstrate that increased
non-enzymatic and enzymatic antioxidant levels are
responsible for enhanced resistance to some anti-
cancer drugs (Russo & Mitchell, 1985; Kahlos et al.,
2001; Chung-man et al, 2001; Ghazizadeh, 2003).
These studies suggest that oxygen radical forma-
tion caused by these drugs used for chemotherapy
might be an alternative mechanism for their cyto-
toxic effect on cells and antioxidant supplementation
should be avoided in cancer patients in order not to
prevent chemotherapy-induced apoptosis of cancer
cells (Doroshow, 1986; Sinha et al., 1987).

These findings support our hypothesis that
Topotecan increases the oxidative stress in MCF-7
cells. However, the mechanisms by which Topote-
can increases oxidative stress and if this can be an
alternative mechanism for Topotecan toxicity need
further investigations.

CONCLUSIONS

Further studies are needed to clarify why
increased oxidative stress was found in Topotecan-
treated MCEF-7 cells. More precisely, Topotecan might
induce oxidative stress in a manner independent of
its stabilization of the topoisomerase I cleavage com-
plex. Alternatively, increased oxidative stress might
be just a side effect caused by inhibition of tran-
scription and replication, induction of DNA dam-
age, necrosis, or apoptosis. In order to discriminate
between ROS induced by Topotecan and oxidative
stress as a cellular symptom of the lethal inhibition
of topoisomerase I, an experimental setup should be
designed using cell lines in which the topoisomerase
[-DNA cleavage complex is not stabilized by Topo-
tecan (Desai et al,, 2003). Thus, a comparison of the
amount of oxidative stress in such a cell line with its
parental wild type cells would directly resolve this
question. These studies may help in developing new
strategies for the treatment of cancer.
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