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OZET

Kanser hucrelerinde oksidatif stresin, hicre peodisyonunun stimulasyonu,
mutasyonlarin ve genetik instabilitenin girtiantikanser ilaclarina kar hiicresel
duyarliligin desismesi gibi belirgin sonuclari olabilir. Buna kérolarak, oksidatif
stresin artl, kanser hucrelerini 6ldirmek icin bir firsat daaglayabilir.
Calismamizda kullanggmiz Bleomisin, stiperoksid ve hidrojen peroksidi gdaktif
oksijen turlerini dretir (1 Bleomisin testis kanserinin tedavisinde yaygiarak
kullantlan bir ilactir ve bu ilacin yiksek dizeyd®OS olgumuna yol acfi
gosterilmitir (2). Olusan bu ROS sonucunda htcrenin hayatta kalmasghaysan
yap! tglarl hasara gramaktadir. Lipidlerden ve proteinlerden @un zarlar ROS
hasarina kar hassastirlar. Ayrica ROS seviyelerinin yuksgkin hicrede
apoptozisi induklegi bilinmektedir. Antineoplastik ajanlarin, oksidanl
indukleyerek kanser hucrelerini apoptozis yoluylaliédigini bildiren birgok
calisma vardir (3-18

Calsmamizda Bleomisin'in  tedavi sirasinda antioksiddala birlikte
kullaniimasinin tedavi sdrecini olumsuz yonde etgbilecgini disindik. N-
asetilsistein (NAC) antioksidan olarak in vivo va vitro yaygin bir sekilde
kullaniimaktadir. NAC canli organizmalarda Uretite@ sulfir iceren dgal amino
asit tirevi gucli antioksidan 6zgilioldugu bilinen bir bilgiktir (14). Bu nedenle
Bleomisin’in testis kanseri hiicre kultirinde sudusu sitotoksik etki Uzerinde, bir
antioksidan olarak tedaviye etkisi tanhali olan NAC’in etkisi incelenngtir. NAC
detoksifikasyonda rol oynagligibi, oksidatif strese karhtcreyi ve komponentlerini
korur. Bu oOzellginden dolayr catmamizda NAC'In Bleomisin’in olgturdusu
oksidatif stres Uzerindeki etkileri incelergtm. Oksidatif stresin etkileri Protein
Karbonil kiti ile 6lgUImustar.

Calismamizda testis kanseri hicre kultirlerinde Bleomirsi sitotoksik dozu
belirledik. Kontrol, Bleomisin, NAC ve Bleomisindlbirlikte NAC olmak tzere dort
deney grubu okiurduk. Bu deney gruplarinda 24, 48 ve 72 saatikiibasyonlar
sonucunda sitotoksisite MTT testi ile belirlendi. ks®lanlarin, apoptozisi
indukleyerek hacreleri oldurgiina ileri siren cagmalarin bir kismi kantitatif
degildir, bircok calsmada apoptozis ve nekrozla dlen hicrelerin ylzdaioayin
edilmemitir (6). Bizim Kaspaz-3 ve Anneksin V kitleri kularak yap@imiz
calisma apoptozis ve nekrozla 6len hicrelerin ylzdeald@lirleme acisindan tam
anlamiyla kantitatif bir cagma olmytur. Tum deney gruplarinda inkiilbasyondan 6
saat sonra erken apoptozisi gosteren Anneksin W fdew Sitometri cihazi
kullanilarak uygulandi. Bleomisin grubunda apopgoriylzdesinin en fazla oldu
ve NAC+Bleomisin grubunda ise apoptozisin istats#l olarak anlamli bigekilde
azaldgl belirlendi. 24 saatlik inkilbasyondan sonra yapildaspaz-3 deneyi
sonuglari da Anneksin V testini desteklemektedir.

Yaptigimiz tim deney sonuclarina goére testis kanseri blstalara yapilacak
olan kemoterapstik tedavinin hasfah prognozu acisindan o6nemli ofgunu
disinmekteyiz. Bu ¢cagmamizin sonuclari ROS Ureterek testis kanseri kerane
olduren Bleomisinin, tedavisi sirasinda antioksidda birlikte kullaniimasinin
tedavi surecini olumsuz yonde etkileygcgorisiini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler :Apoptozis, testis kanseri, hicre kultiri, oksidagifres,
antioksidan



ABSTRACT

In cancer cells, oxidative stress, stimulation elf proliferation, mutations and
genetic instability increase,such as cellular gefitsi change to anticancer drugs
may be significant consequences. In contrast, asereoxidative stress, it can also
provide an opportunity to kill cancer cells. Usedaur study bleomycin generates
reactive oxygen species such as superoxide anod¢gdmperoxide (1 Bleomycin is
a drug commonly used to treat of testicular carared It's shown to lead to the
formation of ROS high levels of this drug)(2\ result of ROS formed building
blocks to ensure the survival of the cell are daedadylembranes composed of lipids
and proteins sensitive to damage ROS. In addition height of the levels of ROS
are known to induce cell apoptosis. Antineoplaatients inducing oxidants cancer
cells killed by apoptosis many studies have repof3el3.

In our study, we thought during therapy the usblebmycin with antioxidants
can adversely affect the process of trediedcetylcysteine (NAC) as an antioxidant
widely used in vivo and in vitro. NAC produced lwihg organisms and the natural
sulfur-containing amino acid derivative is a compduknown to have powerful
antioxidant properties (14). Therefore, on cytotogffects in testicular cancer cell
culture formed by Bleomycin, which is controversaalan antioxidant effect of NAC
treatment were investigated. Like NAC play a raledetoxification protects a cell
and the components of the cell against oxidativesst Due to the property, in our
study examined the effects of NAC on oxidative strereated by Bleomycin. The
effects of oxidative stress was measured by pratibony! Kit.

In our study, we identified the cytotoxic dose ¢édimycin in testicular cancer
cell lines. Control, bleomycin, NAC and bleomycinthtwNAC were created four
experimental groups. This experimental groups484and 72-hour incubations with
the cytotoxicity was determined by MTT test. Oxitiarcells killed by apoptosis,
which suggests some of the studies are not quawveitgpercentage of dead cells of
apoptosis and necrosis have not been determimadmy studies (6). In our study we
made using the Caspase-3 and Annexin V kits indefmetermining the percentage
of cells died of apoptosis and necrosis has beekimga fully quantitativeAfter 6
hours of incubation in all experimental groups,itating early apoptosis Annexin V
test was performed using Flow Cytomet&leomycin group has the highest
percentage of apoptosis and apoptosis were statigtsignificantly decreased in the
NAC + bleomycin groupAfter 24-hour incubation Caspase-3 experiment tssul
support Annexin V also testing.

We think it is important for prognosis of the diseaof the chemotherapeutic
treatment of patients with testicular cancer ak #xperimentresults. During
treatment Bleomycin kills testicular cancer cellg dpenerated ROS. Because of
antioxidants prevent ROS, we believe that the dsenboxidants during treatment
with Bleomycin negatively affect the treatment @ss.

Key words: Apoptosis, testicular cancer, cell culture, oxiastress, antioxidant
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GIRIS

Kanser insidansi; tur, ya cinsiyet ve cgrafi bdlgelere goére farkliliklar
gostermekle birlikte, toplumda 100.000 de 100 B® Riside gorulen bir hastaliktir.
Cinsiyete bl olarak kanser tiurlerinde farkhliklar gozlenmekbirlikte, her iki
cinsiyet icin en sik gorilen 6lum nedenleri sirad@amda ikinci siradadir (15
Testikuler karsinom, gelnis Ulkelerdeki geng¢ erkeklerde en sik gorilen kanserd
Insidansi 6zellikle 20. Yuzyilin ikinci yarisindatiar gostermitir (16). Genel
populasyonda gorilme orani 1/100000 olan testisik@amunun inmergi testis
olgulari icinde gortulme orani 1/2550’ dir ve bu ahr 40 kata kadar artgriski
gostermektedir ()7

Testis kanseri gec¢sie 6lume neden olan bir hastalik olarak bilinirken,
hastalarinin %80’i, kemoterapi ve cerrahi ile tedadilmektedir. Fakat kalan
%20’lik dilimdeki hastalar hala ginimuzde tedavieademektedir (18 Bleomisin,
etoposit, cis-platinum’un beraber kullaniimasineregn tedavilerdeki galneler,
tedavi yuzdesini tedavi edilebilen hastalarda, %98 cekmgtir. Erken evredeki
hastalarda ise tedavi orani %100’esmlaktadir (19 Tedavi edilen testis kanserli
hastalarin, tedavi sonrasi beklenegligl yasam sureleri, olduk¢a uzundur (20

Kanser tedavisi sirasinda kullanilan bazi kemotaiderin ve radyasyon
terapisinin reaktif oksijen tdrleri ojturdusu bilinmektedir. Serbest radikaller,
Ozellikle reaktif oksijen turleri (ROS) apoptozisyaygin mediatorleri olarak 6ne
suralmdtar. Son cakmalar, hicresel 6luim tipinin, oksidatif hasarindiyetine ve
dizeyine bgh oldugunu gosternstir.

Bleomisin’in, Bleomisin ile birlikte N-asetilsistei testis kanseri hicre
dizilerindeki  sitotoksik etkisi, MTT [3-(4,5-dimdtiyazol-2-yl)-2,5-difenil
tetrasodyum bromid] deneyi ile Dbelirlenecektir. @&i@sin'in desisen
konsantrasyonlari ile hiicreler 24, 48 ve 72 sddibe edilerek, sitotoksisite testi ile
hiicrelerin %50’sini 6ldiren konsantrasyonusg@ezeri) saptanacaktir. Yapilan 24
saatlik inkiibasyonlar sonucunda belirli dozlardailee ajanlarin hiicre Uzerindeki
etkilerini gorebilmek icin mkroskopla hticrelerintdgraflari ¢ekilecektir.

Testis kanserinin tedavisinde yaygin olarak kulimiBleomisin’in, yuksek
dizeyde ROS olurdugu gosterilmgtir (2). Bu etki sayesinde huicrenin hayatta
kalmasini sglayan yapi tglarini hasara gratmaktadir. Oksidatif stres parametresi
olarak protein oksidasyonu duzeyleri ol¢ulecektir.

Calismalarimizda N-asetilsistein, Bleomisin, Bleomisinhtasetilsistein ile
birlikte uygulamalarinin, testis kanser hicreledefindeki apoptotik etkilerini
arastirmak icin, htcre icerisinde apoptozis mekanizmatarekete gectikten sonra
hiicre dsina verilen ilk sinyallerden olan fosfotidilserimlgmamizda apoptozis ilk
belirteci olarak tespit edilecektir. Bu 6lcim AnsakV antikoru ile yapilacaktir. Bir
diger apoptozis belirteci bir protein olan Kaspaz-8'tBu protein fosfotidilserinin
aksine apoptozisi belirlemede son belirte¢ olaraksmamizda kullanilacaktir.
Intrinsik ve ekstrinsik yolaklardaki klatici kaspazlar (kaspaz-8, -9, -10) tarafindan
aktive edilen Kaspaz-3, en 6nemli uygulama kaspazttm aktif kaspaz-8, hem de
kaspaz-9, kaspaz-3'U aktive ederler ve apoptoasagarlar. Kaspaz-3, apoptozisde



meydana gelen endonikleaz aktivasyonuna, kromatidénsasyonuna ve membran
cepciklerinin olgumuna aracilik eder.

Yapilan literatir taramasi sonucunda Bleomisin’nastis kanseri hucreleri
uzerindeki sitotoksik etkisinin NAC tarafindan ibkiedilebilecgine dair bir cama
mevcut dgildir. Bu calsma da bir antioksidan olan NAC’in Bleomisin kullami
sonucu testis kanser hucreleri tUzerindesarusitotoksik etkinin azaltilabilegmi
disinmekteyiz. Bu da tedavi sdrecini ve hagtali prognozunun nasil
seyredecg@nin kestirilmesi agisindan bize molekdler bir rehblacaktir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Testis Kanseri

Kanser insidansi; tir, ya cinsiyet ve cgrafi bolgelere goére farkliliklar
gostermekle birlikte, toplumda 100.000 de 100 B® Riside gorulen bir hastaliktir.
Cinsiyete bal olarak kanser turlerinde farkhliklar goézlenmekbirlikte, her iki
cinsiyet icin en sik gorulen 6lim nedenleri sirad@mda ikinci siradadir (1.5

Testis kanseri 15-35 yarasi genc erkeklerde en yaygin goérilen kansglirtip
(19, 21). Son 50 yilda testis kanserinin insidansi gidertfnaktadir (22, 23 Testis
kanser hastalarinin %80'i, kemoterapi ve cerrafi tédavi edilmektedir. Erken
evredeki hastalarda ise tedavi orani %100'gmé&ktadir. Fakat 6zellikle gecstas
edilen %20 lik dilimdeki hastalar, giinimizde haldatvi edilememektedir (1.8

Testikuler karsinom, geilnis Ulkelerdeki genc erkeklerde en sik gorilen
kanserdir.insidansi ozellikle 20. Yuzyilin ikinci yarisindatigrgostermgtir (16).
Genel populasyonda gorilme orani 1/100000 olanstéstrsinomunun inmemi
testis olgulan icinde gorilme orani 1/2550° dir e durum 40 kata kadar argmi
riski gostermektedir (1)7 Testis kanserinin etiyolojisi tam olarak aydinahamakla
birlikte cok etmene kg oldugu bilinmektedir. Genetik faktorler, kimyasal
karsinojenlere maruziyet, travma,sibrve inmems testis bilinen risk faktorleridir
(24).

2.1.1. Epidemiyoloji

Testis kanserinin insidansindagecafi ¢esitlilik vardir ve bu insidans giderek
artmaktadir (25 Testis kanser insidandskandinavya/svicre ve Almanya’da en
yiksek duzeyde, Amerika Bigik Devletleri velngiltere’de orta diizeyde, Afrika ve
Asya’da ise en az dizeydedir. Testisin germ hignedtleri daha ¢ok beyaz irkta,
nadir olarak da Afrika orijinli Amerikalilarda gdimektedir. Yapilan cagmalarda
beyaz irkda Afrika orijinli Amerikalilardan 5 katta fazla testis kanseri gorigilii
bildirilmi stir (25).

Son yillarda testis timdriinde mortalite azalmasagmnen, insidans bir ¢ok
populasyonda artmaktadinsidanstaki bu agin nedeni aciklanamamaktadir, ancak
mortalitenin azalmasinin nedenleri ilerlemevredeki hastalarda tedavi edici
kemoterapinin bulunmuolmasi, erken evrede hasgah yakalanmasindaki agtve
nonseminomlara gbére seminomlarin daha fazla gositing26).

2.1.2. Risk Faktorleri

Germ hucreli timorlerin (GCT) nedenleri tam olabdinmemektedir (25 GCT
olusumu icin en 6nemli risk faktérleri icerisinde kripgidizim, ailede GCT 6ykus,
Klinefelter Sendromu, spermatik ve testikiler dizge yer almaktadir (37 Daha
once testis kanseri tanisi kongnhir hastanin gier testisinde ikinci bir kanser
gelisme riski, %2-3'dur (19 Hastalarin yakkak %2’si testis kanseri olan bir aile
dyesine sahiptirLiteratiirde bildirilen ailelerin ggunun testis kanseri olan iki tyesi
vardir. Nadiren bazi ailelerde 3 ya da daha fag&atéstis kanseridir. Bu da c¢ekinik
ya da dguk baskinlikta bir kalitim olabilegei 6nermektedir (28



Diger risk faktorleri, testiktler atrofi, kasik ftive hidroseldir (22 Kisir ya da
cocuk sahibi olma olasgh normale gore az olan erkeklerde, testis kansski r
artmaktadir (19

2.1.3. Tedavi

Testis kanseri tedavisini, histopatoloji, serolopklirtecler, hastaiin evresi,
hasta ve doktorun tercihlerini iceren sitke faktorler belirler. Tedavi, cerrahi,
radyoterapi, ve kemoterapinin tumunu ya da bir knsngerebilir. Testis kanseri,
yuksek oranda tedavi edilebilir olmasingimeen, bu kanserin timsamalarinda
uygun tedavinin secilmesi ve uygulanmasi dnemimukwktadir. Yerinde olmayan
uygulamalar morbiditeyi, mortaliteyi ve tedavi yikuarttirmaktadir (26 Kanserli
testisler, her zaman cerrahi yontemle vicuttan lagaklirlar. Radyoterapi ile
kanser hucrelerinin hasar gérmesi ve buylimesinirdudulmasi sganmaktadir.
Anti-kanser ilaglar, genellikle hastgin vicudun bgka kisimlarina metastaz
yapmasi durumlarinda tercih edilirler. Bu ilaclaazbn tUmérin cerrahi ggnm
oncesine kadar kiculmesiniggamak amaciyla da kullanilabilirler (BOBleomisin,
etoposid, ve sisplatin (BEP) kombinasyonu, met&stabn-seminomatdz testis
tumorlerinde tercih edilen en etkili tedavi kirudBu kir, 1. evre testis timoru igin
uygulanan asidektomi sonrasinda timoér dokusunda saptanan vaskilazyonun
yaratabilecgi yiuksek niks ihtimali icin de kullanilabilmekted{d). Bleomisin,
etoposit ve cis-platinum’un beraberce kullaniimasijesme yilzdesini tedavi
edilebilen hastalarda, %90’lara cektri Tedavi edilen testis kanserli hastalarin,
tedavi sonrasi beklenengb&ll yasam stireleri, olduk¢a uzundur (20

2.2. Bleomisin
2.2.1. Bleomisin’in Kimyasal Yapisi

Bleomisin (BLM), 1699 da Umezewa tarafindansfedilmis streptomyces
verticullus mantar tirtinden izole edilmantitimoral etkili bir antibiyotiktir (26, 31
Bleomisin skuamdz hucre, testikiler ve lenfomaténderlerin tedavisinde efektif
bir ajandir (32. Bleomisin grubu ilaglar 200’Gn Uzerinde yakingklli bilesik
icerirken, Bleomisin’in uygulanan formu olan Blerame balica A; ve B, formlarini
icermektedir (33 Bleomisin ailesi terminal amin kisminin birbiremd farkli olmasi
ile ayrihr (34.

Demir bakir ve kobalt gibi birgok metalin, Bleonmsindikli DNA kirilmasini
destekledii gosterilmitir. Fakat demirin vivo olarak etki gosterenshea metal
olduguna inanilmaktadir (35

Bleomisinin kimyasal yapiSekil 2.1’de gdsterilmektedir (33, 35Bleomisin’in
yapisinin 4 ana bdlgeden gtiugu tespit edilmstir.

N-terminal birim. Bu birim metal @danmasindan, oksijen aktivasyonundan ve
alan selektif DNA kirilmasindan sorumiudur.

Metilvalerat-treonin grubu.

C-terminal birim. DNA’'ya bglanma afinitesini g#dayan fonksiyonel bir
bitiyazol grubu igerir.



Glukoz ve mannozekerlerini iceren bir disakkarit grubu icerir. Digarit
grubunun metal iyon Eanmasi, hicre yuzeyinin taninmasi ve bazi hideler
Bleomisin’in selektif birikimi Gizerinde etkisininl@bilecesi dusintlmektedir (3R

Bleomisin’ler, katyonik molekullerdir ve hicre merabindan Bleomisin
baglayici protein ile zayifca @anarak hicre icine alinirlar. Alinan Bleomisin ya
nukleusa transloke olur, ya da Bleomisin hidrolamfindan pargalanir. Bleomisin
hidrolaz ise normal ve malign hicrelerde bulunan distein proteazdir. Fakat
akciger ve deride ¢ok az bulunmaktadir.

Metal Baglayici Birim
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Sekil 2.1.Bleomisin’in kimyasal yapisi (36
2.2.2. Bleomisin’in Etki Mekanizmasi

Bleomisin, DNA'ya direkt balanarak ve tek ve c¢ift zincir kirllmalarina yol
acarak, buyuyen hicrelerde apoptozisi tetikler aBtivite oksijen ve ferrdz iyonuna

baglidir (37).

Bleomisin'in  anti-neoplastik  etkisinin  mekanizmasi,Bleomisin-demir
kompleksinin, molekuler oksijeni, superoksid ve rbksil radikaline rediklemesi
esasina dayanmaktadir. @n bu radikaller DNA'ya atak yaparak zincir
kirimalarina yol agmaktadir ve bu da DNA-RNA-piiatsentezinde (trankripsiyon
ve translasyon basamaklari) hasara sebep olarakenplastik etki gosterir (38
Oksijen serbest radikallerinin rolt, superoksidmi$saz’in, Bleomisin indukli DNA
hasarini dnledini gosteren cagmalarla desteklenrmtir. Bleomisin’in olwturdusu
desisimler sonucu ortama g6¢ eden inflamatuar hicreterthed cok oksijen
metabolitinin salindy ve DNA kiriklar dahil bir ¢cok yapi fonksiyonlamn ortaya
ciktigl da son zamanlarda Bleomisin’in toksisitesi halrimildirilen gelsmelerdir.
Batiin bu cakmalara rgmen hasarin tam mekanizmasi tam olarak aciklangbilm



degildir (39). Bleomisin, ayni zamanda hucre siklusunu etkilegpesifik bir ilagtir
ve hicrelerin hiicre siklusunun G2 fazinda birikienireden olur (40

DNA kirilmasi icin, DNA ile Bleomisin’in metal @ayici birimi ve bitiyazol
kisminin etkilgimini gerektiren bir mekanizma onerilgtir. Labil Fe (I11)-BLM-O;
kompleksinin, aktive edilngiBleomisin’e dongimu, DNA'y1 hasara gratir. Bunun
yaninda son caimalarda, Bleomisin'in RNA’nin ailmamsg 3 boyutlu yapisini
yiktigini gosterilmgtir (34).

Deneysel cajmalar, Bleomisin hassasiyetinin bircok nedeni d&dggini
gostermgtir. DNA tamir mekanizmasindaki bozukluklar, cifinzir kirilmalarinin
tamirinde gerekli olan genlerdeki mutasyonlarlgkilidir. Bu mutasyonlar gri
hassasiyete yol acarlar. Cift zincir tamirine kd&bulunan bir gen olan RAD21'in
inhibisyonu, htcrelerin Bleomisin’e hassasiyetimantmasina yol acar. Yapilan
calismalarda, Bleomisin direncinin birgok nedeni ortaykariimstir. Bu nedenler,
Bleomisin hidrolaz aktivitesindeki agfi tasiyici yetersiziginden dolayi ilacin
hiicreye alinmasindaki azalma, agmbDNA tamir kapasitesi ya da serbest
radikallerin artmy detoksifikasyonu olabilir (41

2.2.3. Bleomisin'in Tedavide Kullanimi

Bleomisin (BLM), germ hicreli timorler, lenfomalar, kaposrigama, servikal
kanserler, bave boyun squamous hicreli kanserlerinin tedavesikglanilan dgal
bir ilactir (42.

Bu ilacin bir dger avantaji derialtina, kasa veya kana verilebiidieKas icine
enjeksiyondan sonra, pik kan gdgleri 30-60 dakika icinde gorulmektedir. Benzer
dozajlarin kana enjeksiyonu ile en yiksek pik kotrgsyonlar elde edilmektedir ve
ilacin yari 6émru yaklak 2,5 saattir (48 Bleomisin’in eliminasyonu bk#ca
bobreklerle olur. Bleomisin’in alinmasindan 24 saatra, ilacin yakkak %60’
degistirilmemis olarak atilir. Bleomisin, Bleomisin hidrolaz adir enzimle deaktive
edilir. Bu enzim bglica karacger, dalak, kemik ilii ve bairsakta bulunur.
Bleomisin uygulanmasi bazen olumcil yan etkiler dasa getirebilmektedir.
Bleomisin'i inaktive eden enzim olan Bleomisin tothzin eksikiginden dolayi
Bleomisin toksisitesi, lyica akcger ve deride meydana gelir. Bleomisin’in
alimindan sonra aiere bazen de hipotansiyon gortlebilmektedin) (31

Pulmoner toksisite, Bleomisin i¢in doz sinirlaylbin yan etkidir ve bu yan etki
genellikle kendini fizik muayenede Oksurtk, dispiheiru inspiratuvar raller ve
rontgende toraks infiltrasyonlari olarak gostedi00 Uniteden daha fazla doz
alanlarda ve Bleomisin tedavisi 6ncesi mediastaatia g@is boélgesine radyoterapi
uygulanmg olanlarda, pulmoner yan etkilerin gérilme insidadaha yuksektir.
Nadir de olsa bazi olgularda pulmoner toksisitaidldi olabilmektedir. Bleomisin,
akcigerde pulmoner fibrozisi olumsuz etkiler, ¢unki Btesin’i inaktive eden
hidrolaz akcterde yok denecek kadar azdir. Bu yizden fareletdenisin indukIU
pulmonar fibrozis modeli, 6zellikle oksijen serbeadikallerinin indukledii fibroz
olusum mekanizmasinin incelenmesi i¢in yardimci bicarg40).

Orta dereceli atg lokalize g@us a@risi ve gastrointestinal sistegikayetleri gibi
yan etkilere yol acan bleomisin, plevra shugunda sinirli emilimi nedeniyle
hastalarda az oranda sistemik toksisiteye yol @ggr



2.3. Apoptozis

Apoptozis ‘apo’ =ayrl, ‘ptosis’ =diinek kelimelerinin birlgmesiyle olgmustur
(45). Apoptozis kelimesi ilk kez Homeros tarafindan lsamarda yaprak dokimun
tanimlamak icin kullanilngi bir sézcuktir (46, 47 Apoptoss terimi Kerr ve
arkadalar tarafindan programh htcre 6lumuna tanimlangak kullaniimtir (47,
48).

Apoptozis, geymis organizmalarda hicreler arasishkilerin geresi olarak
gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlari bozulan kienn cevreye zarar vermeden
programli  élumaddr. Apoptozis, embriyo dénemindeliim@& kadar pek c¢ok
fizyolojik veya patolojik olayda izlenir. Apoptoziizyolojik olarak doku gekimi,
hiicre 6lumu ve yerine yeni hicre yapimi (remodg)limormal hicre sirkiilasyonu
(turnover) ve immuin cevap regulasyonu gibi sirelgderrol alarak doku
homeostazisinin devamigini sa&lar. insanlarda normal apoptotik hiicre 6limu ve
yerine yeni hiicre yapiminin giinde vyakka 1x10" hicreyi buldgu
hesaplanmaktadir (49, b0

2.3.1. Hucre Oluimiininiki Sekli: Apoptozis ve Nekrozis

Apoptozis ve nekrozis, farkkartlarda induklenen, morfolojik ve biyokimyasal
Ozellikleri farkh olan, hicre o6luminun iki dsik seklidir (6). Nekrozis, geri
donlsimsiz hasar sonucu ¢an ve hicrenin 6liumine yol acan pasif bir olaydir.
Nekrozis, airn stres keullari veya toksik ajanlarin neden ofilu akut hicresel
disfonksiyonun bir sonucudur ve hizli ATP tiketilkendisine gik eder (5J.
Nekrozisle Olen hicrelegiserek lizize @rar. Agga cikan hicre igerikleri, kogo
hiicreleri etkileyerek ve proinflamatuar hiicrel&zyon alanina cekerek, daha ileri
doku hasarina sebep olur ve inflamatuar bir yaogtorur (5, 5).

Apoptozis, morfolojik ve biyokimyasal olarak farklyaslanms, hasarl ya da
gereksiz hicrelerin organizmadan uzgktdmasina olanak gtayan ve genetik
olarak kontrol edilen programli hiicre 6lumudur. Aparis, hicre désimi, doku
yenilenmesi ve hasarli hiicrelerin uzgkilalmasi icin yaygin bir mekanizmadir (51,
52). Nekrozis patolojik bir olaydir; apoptozis iseyiojik veya patolojik uyaranlarla
olusabilir. Apoptosizin nekrozise gore bircok avante@rdir. Apoptotik hicreler,
fagositler tarafindan temizlenip, intraseliler alaparcalanirlar. Boylece inflamatuar
yanitin indiksiyonu 6nlenerek ¢evre dokular hasaidaunur (5. Apoptozis, hicre
bizulmesi, kromatin kondansasyonu, membran kaldarmkn olsumu (blebbing),
oligonukleozomal DNA fragmantasyonu, keumhUcreler veya fagositler tarafindan
fagosite edilen apoptotik cisimlerin glumu ile karakterize edilen, iyi dizenlerymi
kompleks bir olaydir (5, 51, 53-h6

Apoptotik surec¢, hem eksternal hem de internaldiddt tarafindan bdatilabilir
(57, 59. Internal faktorler siklikla reseptor aracilidir vAS-reseptorii, TNF ailesi
reseptorleri ve purinerjik reseptornAapoptozisle ilgilidir. Blyume faktorlerinin
eksikliginin ve hormon konsantrasyonlarinin gdgminin lenfosit, memeli ve
prostatik hucreler gibi hassas hicrelerde, apogitobslattigi gosterilmitir.
Apoptozisi indikleyen eksternal tetikleyiciler, DNAasarini, oksijen veya besin
eksikligini ve viral enfeksiyonlari icermektedir. Oksidasfres, iyonize ya da UV
radyasyon, kemoterapotik ajanlar, yuksek isi, big/daktorleri, hormon azalmasi,
glukokortikoidler, sitokinler gibi bircok uyaran venarilamayan DNA hasari
apoptozisi bglatabilir (52, 56.



DNA’ya hasar veren uyaranlara maruz kalgnmdda, bir hiicrenin apoptozis ya
da nekrozis tarafindan o6ldurilgceDNA hasarinin tipine, maruziyetin stresine ve
konsantrasyonuna pladir. Ayrica apoptozis kurtarici molekillerinin rtugina ve
tetikleyici molekdllerin fonksiyonuna da Padir (58). ATP’nin hicre ici
konsantrasyonu, hicre olurgeklinin secilmesinde 6nemlidir. ATP’nin yiksek
konsantrasyonda olmasi apoptozisin baskin olmashap olurken, ATP’nin gk
konsantrasyonda olmasi hicrenin nekroziggud&aymasina sebep olur (46

2.3.2. Apoptozisin Aamalari

Apoptozis 3 gamaya ayrilabilir.ilk asamada, hiicre apoptotik bir sinyal alir.
Hucreye, hem icten hem dest@din gelen cgtli uyaranlar, apoptotik yolaklari aktive
edebilir. Bunlara 6rnek olarak, hiicre ylizey resatiin bgslanma ile uyariimasi,
esansiyel buyime faktorlerinin ortamdan uzgiktdmasi ya da hicrelerin g#i
kimyasal ajanlara maruz birakilmasi verilebilir.rBara ek olarak, hicrelerin UV ya
da ionize radyasyona, Istya ve osmolaritegigldiklerine maruz kalmalari,
apoptozisi uyarabilir.

Apoptozisin ikinci @amasinda hicreler tim bu stk sinyalleri toplar ve
apoptozisi devam ettirir ya da ettirmez. Bu olaylaktivasyon-inaktivasyon,
serin/treonin ve tirozin kinaz, fosfataz ve serdemndde iceren lipid ikincil
mesajcilarin sentezi, giamis gen ekspresyonlarl ve kaspaz olarak bilinen 6zel
proteazlarin aktivasyonu gibi birgok sinyal yolakta icerir.

Apoptozisin devami icin son karar, apoptotik ve dtajaktorlerin (Bcl-2 grubu
proteinleri icerir) goreceli diizeyleri, hiicrelemmetabolik durumlari ve hicre siklus
durumu gibi bircok faktore kEhdir. Son cakmalar bircok apoptotik uyaranin
mitokondri tarafindan alinip derlendirildigini gostermgtir. Apoptozisin son
asamasinda genel yikici bir sinyal ypilaaktive olur ve apoptozis ile ilgili
karakteristik morfolojik dgisiklikler tetiklenir (47, 57

2.3.3. Apoptozisin Onemi

Apoptozis, ygamin gerekli bir parcasidir. Baiklik sisteminde, gejme ve
hiicresel homeostazis gibi birgok biyolojik suregs¢genmeyen ya da fazla Gretikni
hicrelerin yok edilmesi icin, apoptozis gereklidipoptozisin regilasyonunun
bozulmasi, kanser, otoimmunite, norodejenaratif tdidk$ar, hemopoietik
bozukluklar ve infertilite gibi klinik bozukluklaal iliskilidir (46, 59). Belirli beyin
noronlarindaki kontrolstiz apoptozis, Alzheimer varkihson gibi hastaliklarin
olusumunu destekleyebilir, tam tersine DNA hasarina unakalms htcrelerin
apoptozis ile yok edilememesi ise kansegotnuna neden olabilir (§0

Fizyolojik hicre o6lumi, insan vidcudunun biyumesindee strekli
yenilenmesinde 6nemli bir rol oynar. Sinir sistegelisiminde, uygun bgant
olusturamayan néronlar bu yolla 6lur. Fizyolojik hics&imi, enfekte hicrelerin
sitotoksik T lenfositler tarafindan ortadan kaldnalarinda, oto-reaktif immun
hiicrelerin yok edilmelerinde, sindirim sisteminiakirdak ve kemik gefimlerinde
de 6nemli rol oynar. Normalde gercekieesi gereken fizyolojik hiicre 6limu inhibe
olursa, uygunsuz fizyolojik hiicre 6lumu gercekleilir ve bu da birgok hastgin
temelini oluyturur. Orngin, Alzheimer ve Parkinson gibi dejeneratif noral
hastaliklarda, bazi grup noronlarda prematir huaél@ma izlenir. AIDS
hastalgindaki T lenfosit 6lumU de bir gi fizyolojik hiicre lum formudurimmin



sistemde hiicre 6lumu inhibisyonu, oto-reaktif Bvéenfositlerin varlgini devam
ettirmesine ve buna ph olarak da oto-immun hastaliklara neden olun (61

2.3.4. Apoptozisde Meydana Gelen Biyokimyasal ve Mwlojik De gisimler

Apoptozis ya da programli hicre olimi hicre Biomsi, kromatin
kondansasyonu, niklear fragmentasyon, membran kiepcive apoptotik cisim
olusumu gibi morfolojik dgisimler ile tanimlanir. Biyokimyasal olarak apoptotik
hiicreler, mitokondriyal transmembran potansiyefialanasi, hicre ici asidifikasyon,
reaktif oksijen turlerinin Uretimi, fosfotidilsefim membranin i¢ ylzinden g
tarafina ¢ikmasi gibi olaylarla karakterize ed¢i8, 62, 63

Apoptozisin balangicinda c¢ok hafif dgsiklikler meydana gelirken hicre
membran batinkli korunmaktadir. Daha sonra hicre, profesyonel sidgo
(makrofaj ve dendritik hiicreler) tarafindan in vigtarak alinan, membranla cevrili
fragmentlere (apoptotik cisim) parcalanir. Apopsozige¢ doneminde, apoptotik
cisimlerin plazma membrani, buttglini kaybeder ve bu olay sekonder nekroz
olarak tanimlanir (64 Apoptotik htcrelerin bir b&a 6zellgi, transglutaminazlarin
ekspresyonu ve aktivasyonu ile meydana gelenguiyo protein capraz
baglanmalandir.

Kalsiyum ve magnezyuma $la endonikleazlar tarafindan DNA’nin kiriimasi,
180-200 baz ciftlik DNA parcalarinin glumu ile sonuglanir. Bu kiriklar, U\4IgI
altinda etidyum bromid boyasiyla agaroz jel eldkimrezinde “DNA merdiveni”
olarak tanimlanan karakteristik merdiven gorintiisinerir (65. Sitozolik serbest
kalsiyum ve m@nezyumun artmasi ve sitozolik pH'In ve potasyumualm@aasi
apoptozise katkida bulunmaktadir).(Fosfotidil serinin plazma membraninins di
tarafina ¢cikmasi apoptozisgrayan hiicrelerde evrensel bir olaydir. Fosfotidiise
membranin d tarafinda bulunmasi, buydk olasilikla, nekrozdausan
inflamasyondan farkh olarak, inflamasyona nedemaman apoptotik hicrelerin
ortamdan uzakkurilmasi icindir. Fosfotidilserin, membranin sdtarafindan i¢
tarafina aminofosfolipid translokazlar tarafindaexiglir. Bu mekanizma tamamen
anlaggilamamstir. Apoptozis sirasinda membranins diarafinda fosfotidilserinin
gorulmesinin, hem aminofosfolipid translokaz ak#eeginin kaybindan, hem de
fosfolipidlerin spesifik olmayan membran boyuncadkatinden kaynaklangi ileri
suralmitor (66).

Notral ya da asidik sfingomiyelinazlarin aktivasypnapoptozisin pek c¢ok
modelinde meydana gelmektedir. Bu olay sfingomnadin seramidin Uretimine yol
acar. Seramid, proapoptotik sinyal kaskadini akteder. Transglutaminazlar
tarafindan proteinlerin capraz ganmasi, hicrenin parcalanmasi esnasinda,
apoptotik cisimlerin olgmasinda etkilidir (1L
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Sekil 2.2. Apoptozisde Meydana Gelen Morfolojik Bigimler

Apoptozis ayni zamanda mitokondriyal fonksiyonumytkale de karakterizedir.
Apoptozisle 6len hicreler, plazma membran butginii korurlar. Ancak apoptotik
hicrelerin  plazma membranlarindaki gdem, fagositik hicreler tarafindan
alinmalari icin sinyal verir ve bdylece degradasygimeci tamamlanir. Hicreler,
apoptotik cisimlere parcalanarak fagositik hicrelarafindan fagosite edilirler.
Apoptozisin énemli bir 6zelli 6len hicrelerin inflamasyona yol agmadan ortadan
kaldiriimasidir. Buna kam nekrotik hicreler, erken membran batunliklerini
kaybederler. Bu da sitoplazmik icerikleriningsdortama sizmasi ve o bdlgede
inflamasyon gefimesi ile sonuclanir (§7

2.3.5. Apoptozis Yolaklari

Apoptozisi indukleyen iki ana yolak vardir. Bunlardbiri, hiicre yluzeyindeki
olum reseptorlerine ligand planmasi ile bglar (ekstrinsik yolak). Ekstrinsik ya da
sitoplazmik yolak olarak bilinen bu yolak, Tumor Wezis Faktor (TNF), Fas veya
Tumor Nekrozis Faktor (TNF) ile gkili Apoptozis indukleyici Ligand (TRAIL)
reseptorleri ile meydana geliikincisi, intrinsik ya da mitokondriyal yolak olarak
adlandirlir ve cgtli stimtlasyonlarla mitokondriden sitokrom ¢ samiyla, 6lim
sinyalinin aktive oldgu yolaktir (6. Apoptozisde ekstrinsik ve intrinsik yolaklar
Sekil 2.3'de gdsterilmektedir (§9

Bu apoptotik yolaklara ek olarak endoplazmik refika-indikli apoptozis ve
kaspaz bgimsiz apoptozis olmak Uzere iki yolak daha var@#).(Ayrica T hicre
aracili sitotoksisite ve perforin granzim goali hicre 6limU yolgy da vardir.
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Perforin/granzim yol@, apoptozisi, ya granzim A ya da granzim B yla aktive
eder (51, 7R Perforn ve granzim B, timor hicrelerinde ve intraseliplatojenlerle
enfekte olmy hicrelerde, apoptozisi beraberce indikler. Perfhiicreleri gecirge
yaparak granzimin sitozole geitii sgilar ve granzim de kasp-3'U aktive eder.
Ekstrinsik, intrinsik vegranzim B yolaklari ayni ucta bigmektedir. Bu yolak
kaspaz3'in kirilmasi ile bglar ve DNA fragmentasyonu, hiicre iskeleti ve nuk
proteinlerin degradasyonu, apoptotik cisimlerinsalau, fagositik reseptérler ici
ligandlarin ekspresyonu ve sonularak fagositik htcreler tarafindan alimi
sonugclanir (6p
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Sekil 2.3. Apoptozisde ekstrinsik ve intrinsik yolaklar.

Ekstrinsik yolakderol oynayan 6lum reseptorleri, tumoér nekrozis fakfoNF)
reseptor siper ailesinin Gyeleridir. Bu ailenin léyehem sisteinden zengin hiic
disi birimlere, hem de 6lim birimi olarak bilinen h&adsinda bulunan sitoplazm
kisimlari olan birimlere saptir. En iyi bilinen reseptdrler CD95/Fas/Apol, TRE,
TNFR2, DR3/Wsli/Tramp, DR4/TRAI-R1 (TNF-iliskili apoptozi-indikleyici
ligand reseptoft), DR5/ TRAIL-R2/TRICKZ2/Killer, ve DR6'dir. Ekstrinsik yolakt
apoptozis, hucre yizeyindeki 6lim reseptore ba&lanan, olim ligandlari il
indiiklenen kaspazlar tarafindan kontrol edi(51, 71-7F. Olum reseptorleri
ekstraselller olim sinyallerininin vatini algilarlar ve saatler icinde hicre
apoptozise yol acacak kaspazlari aktive ede(60, 79. Olum reseptorlerinir
sitoplazmada bulunan homolog sekans iceren 6limadorhicrelerde apogzisi
baslatir (79. Ligand b&lanmasi Ulzerine reseptotrler, adaptor protein tezeslik bir
kompleks olgturur ve prokasp~8 ve 40 ile etkilgerek bu kaspazlari
aktivasyonunu gdar (65, 80. Kaspaz-8 dgrudan kaspa®'i aktive ederel
apoptozise yol aca(81). Kaspaz8 aktivasyonuna onculik eden olaylar, 6l
reseptdrlerinden birinin ligasyonu ilegbar, bunu reseptor trimerizasyonu ve adal
molekllin reseptérin sitoplazmik domainineglbamasi takipeder (68, 8p
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Multimerik bir protein olan, adaptor molekil, molg&r bir yapi iskelesi (scaffold)
olarak davranir ve boylece bircok prokaspaz-8 mdlaki yanyana getirir. Bu da
aktif kaspaz 8'in serbestimesine yol acar. Aktif kaspaz-8, prokaspaz-7 vei -3’
yikarak aktifletirir. Aktif kaspaz-3 de prokaspaz-6’y1 yikar (683). Sitoplazmada
kaspaz-3 tarafindan inhibitériinden ayrilan, kaspazmh endontkleaz, nikleusa
girer ve DNA'y1 oligonikleozomal fragmanlara (18Qbparcalar (51, 84 Bircok
olum reseptorleri igin farkl ligand ve adaptor mikllleri olmasina @nen, aktive
olan yolaklar benzerdir (68, 2

Intrinsik yolakta, mitokondriden sitokrom ¢ saliniapoptozisi indiikler ve bu
yolak hiicre yizey reseptorleri ileshili degildir (51). Mitokondri apoptozis sinyal
yolaginda, 6nemli bir dizenleyici organeldir. g00lim sinyali, mitokondrinin geri
donlgimsiz olarak fonksiyonunun bozulmasina yol acaryl®@ mitokondri
membranlari arasinda bulunan sitokrom c, apoptozmsbe edici faktor (AlF),
Smac/DIABLO, Endo G ve Omi/HtrA2 gibi proteinler ggotik hiicre oliminde
aktivasyonlarini gésterecekleri sitozole ya da etikh gecer (85

Intrinsik yolak, Bcl-2 ailesinin kontrolii altindadve mitokondri membranlari
arasindan sitokrom ¢ ve Smac/DIABLO’nun salinméeibiglar. Smac/DIABLO
apoptozis protein inhibitérlerine planarak fonksiyon gosterir. Bu ytzden, apoptozis
protein inhibitorlerinin, kaspaz-3, -7, -9'nin aktelerini durdurmasi engellenir (80
Mitokondri ds membraninda lokalize antiapoptotik Bcl-2 ailesi el@yinin
konformasyon ve/veya aktivasyonundakgdliklerin bir sonucu olarak, sitokrom
¢, mitokondri’deki membranlar arasi ghaktan sitoplazmaya salinir ve sitoplazmada,
apoptotik proteaz aktive edici faktor-1'e (Apafddgslanir (68, 86, 8y. Bcl-2 ailesi,
hicre canhignin ve apoptozisin gerekli aracilandir. Bcl-2 eaihin  hem
antiapoptotik (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bfl-1/A1, BcW, Bcl-G), hem de pro-apoptotik
(Bax, Bak, Bok, Bad, Bid, Bik, Bim, Bcl-XS, Krk, Mt Nip3, Noxa, Bcl-B) Uyeleri
tanimlanmgtir. Proapoptotik ve apoptotik Bcl-2 ailesi Gyeten oranini, buyime
faktoriinden yoksunluk, hipoksi, radyasyon, antikaingaclar, oksidanlar vesail
kalsiyum gibi ceitli apoptotik etkenlere direng, ya da hassasiyetielirler. Bcl-2
ailesi proteinlerinin dimerizasyonu ve ekspresyasitpkrom ¢ salinimini dizenler.
Bcl-2 proteinleri ayni zamanda sitokrom c’dengimasiz olarak da kaspazlarla
etkilesebilir. Antiapoptotik protein Bcl-XL, kaspaz adaptoApaf-1'e b&lanir ve
onu inaktive eder. Apaf-1, sitokrom c ve Datp ib@Elanma yerleri icerir ve der
Apaf molekulleri ile oligomerize olur. Apaf-1, keap9 ve sitokrom c, apoptozom
olarak adlandirilir. Olgan kompleks, ATP veya dATP’ye gianli konformasyonel
desisikliklere ugrayarak, Apaf-1'in, prokaspaz-9’a glanmasini sgar (51). Bu
etkilesim, zimojen formundaki prokaspaz-9'da konformasyodegisikliklere yol
acarak, proteolitik aktivitesini artirir. Qlan kaspaz-9, multimerik kompleksten
ayrilir ve daha uzaktaki kaspaz-3, -7 ve -6’y \ak&der (68, 88

Iki kaspaz aktivasyon yata arasindaki etkigm oldugu ve bunun cevaplari
amplifiye ettgi bildirilmi stir (68, 89. Anti-neoplastik ilaglara direnci 6nlemek igin,
antikanser ilaglarin hangi apoptotik ypgilaaktive ettgini bilmek ¢cok onemlidir.
Degisik neoplastik hiicrelerde yapilan gahalar, bircok antikanser ilacinin, Fas’a
baglanan FasL sentezini indukleyererek ve olim regeptdagini aktive ederek
apoptozisi bglattigini gostermytir (68, 90, 9). Doksorubisin, etopozid, tenipozid,
metotreksat, sitarabin, sisplatin, ve BleomisinsIFenRNA’sInI arttirdgl gosterilen
kanser ilaglari arasindadir (68, 90,).90lim reseptér yofnin kemoterapinin

12



indukledigi apoptoziste 6nemli bir rol oynagna dair olan ilk dglinceler,
mitokondriyel yolgin bulunmasindan sonra oldukc¢agenistir. Yapilan ¢algmalar,
antikanser ilaclarinin @gunlugunun sitokrom c/Apaf-1/kaspaz-9 yglale apoptozisi
baslattigini ortaya koymstur (68, 92.

2.3.6. Kaspazlar ve Kazpaz-3

Kaspazlar, apoptozis’de 6nemli rol oynayan sisigémen, aspartik asit-spesifik,
sistein-proteaz ailesidir (93Kaspaz aktivasyonu, apoptozisde anahtar bir balsiam
ve bir¢cok uyaran kaspazlari aktive eder)(4&8poptozise, kaspazlar denen spesifik
proteazlarin aktivasyonu ve fosfotidilserin gika yola agan membran fosfolipid
asimetrisinin kaybi g#ik eder (5. Kaspazlar, aspartat substrat spesifiteleri ile
birlikte, sistein aktif bolgeleri ile karakterizediéirler (94). Kaspazlar, kataliz icin
sistein kullanmalari ve sadece aspartat rezididennsonra kirmalari yonleriyle
diger proteazlardan farklidir. Bu sllmadik aspartat substrat spesifitesi, sadece bir
proteaz olan granzim B’de de bulunur Y5Kaspazlar, tum hicrelerin niukleer
matriksinde, mitokondri'de membranlar arasislokta ve sitoplazmada zimojen
olarak bulunurlar (51, 53

Kaspazlar, tek bir polipeptid zinciri ve inaktifrtzimojen olarak sentezlenirler
(57). Sekans analizleri ve x-ray kristallografisi, ttkaspazlarin ortak bir yapisi
oldugunu gosternstir. Her zimojen, bir N-terminal prodomain, korungnupir
QACXG motif icinde aktif bdlgesinde sistein bulundruyik alt birim ve C
terminalinde kucuk bir alt birim icermektedir. Astat kirilma bolgeleri, buyuk alt
Unite ile prodomain arasinda ve buyuk ve kiucukuaite arasinda bulunur (85
Aktivasyon sirasinda her polipeptid zinciri, 20 KDk bir buyik (p20) ve 10
kDa’luk bir de kicuk alt Gniteye (p10) ayrilir vatth sonra dimerize olur. Enzimatik
aktivitenin tam olmasi icin, 2 kicuk 2 buydk altitén gereklidir (57. Cogu
prokaspazda, buyuk ve kiuguk alt tnite arasindalay&k10 aminoasitlik kuguk
baglayici bir dizi vardir (9% Kaspazlar, spesifik aspartik asit rezidulerinéeriarak
hizli bir sekilde aktive edilir (64, 97

Kaspazlar, sekans benzerliklerine gore gruplamdiBekans kimliklendirmesine
gore kaspazlar 3 gruba ayrilir ve bu gruplandirnzyofojik fonksiyonlari ile
uyumludur. Grup 1: inflamatuar kaspazlar (kaspaz4, -5); Grup 2: Efektdr,
uygulama kaspazlar (effector, downstream) (kaspa®£3-7); Grup 3: bdatici
kaspazlar (inititator, upstream) (kaspaz-2, -8;19) (65, 96.

Kaspaz-3, -6, -7 gibi uygulama kaspazlari, apoptala iliskili karakteristik
degisikliklerin  meydana gelmesine yol acgan substrat Ikalarini olgturan
kaspazlardir. Kaspaz-8 ve -9 gibsladici kaspazlar ise uygulama kaspazlarini aktive
eder (989. Bazi kaspazlar ger proteinlerle etkilgerek aktive olurlar. Orrgn
kaspaz-8, Fas #kili 6lum birimi (FADD) ile, kaspaz-9 ise sitokrom, dATP (veya
ATP) ve apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 @&d)'in etkilesimi ile aktive olur.

Bir baska aktivasyon mekanizmasi da kaspazlargerdkaspazlarla aktivasyonudur.
Ornesin hem aktif kaspaz-8 hem de kaspaz-9, kaspazi3iiueaederler (5Y.

Kaspaz ailesinin birgok uyesi, primer yapilan veb&rat ozgullikleri
(spesifiteleri) farkll olmasina gaen, ayni 6zellikleri paykar (68, 83. insan kaspaz
ailesinin 12 dyesi mevcuttur ve bunlardan 6 tarkesspaz-3, -6, -7, -8, -9, ve -10)
apoptoziste rol alr (68 Baslatici (inititator, upstream) (kaspaz-8, -9, ve )-10
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kaspazlar, proapoptotik sinyallere cevaben prdikokaskadi bgatirlar. Memeli
kaspaz ailesi ve C. Elegans kaspaz -3 Sekil 2.4’de gdsterilmekted(99).
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Sekil 2.4. Memeli kaspaz ailesi ve C. Elegans kaspaz -3.

Efektor (effector, downstream(kaspaz-3, -6, ve -7kaspazlar ise, aktiv
olduktan sonra ¢#li hiicresel proteinleriparcalarlar. Efektor kaspazlar, etkiler
cesitli stratejiler kullanarak gosterirler: a) Apopisin inhibitorlerini inaktive ederel
b) Hlcre yapisini bozarak, ¢) Enzimin katalitikrkigle dizenleyici bdlgesini ayiri
enzim aktivitesini bozarak. Kasf -8 ve 9, balica balatici kaspazlardir. Aktiv
olduktan sonra kaspe-8 ve 9, efektor kaspazlari yikma ve aktive etme yete
kazanir. Kaspaz-3;6, ve 7, en onemli efektér kaspazlardir ve aktive olduk
zaman, apoptotik hiicrelerdeki polipeptidn ¢cgsunu proteolize gratirlar (68, 83.

Kaspaz3, spesifik bir endonikleaz olan, kaspaz ile aktedilen DNAaz
(CAD)'1 aktive eder.Interniikleozomal DNA yikilimina, kasf-3 tarafindan aktive
edilen CAD (Caspa-activated Dnase) déen bir endontkleazin salinimi yol ac
(68, 100. Cazalan hucrelerde CAD, inhibitdrt olan, kaspaz iléakedilen DNAaz
inhibitor (ICAD) ile birlikte bulunmaktadir. Apoptotik hicrelerde tiade edilmi
kaspaz3, ICAD’I kirarak CAD’I serbest birakir. Daha son@AD, cekirdekte
kromozomal DNA'yl yikar ve kromatin kondensasyonum&den olur (65).
Apoptotik kromatin kondensasyonu, apoptozis indygaefaktor, topoizomeraz Il v
iki proteaz aktive edici faktor, CAD ve asinus denkromatin kondensasyc
faktoruntn etkileri sonucu odur (68, 10). Ek olarak asinus ve helikardin kirllme
kromatin kondensasyonuna neden olur. Normalde ngkie yapisal butlingiini
sgilayan laminlerin ve nukleer/mitotik aparat proteini kirillmasi nikleus
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fragmentasyonuna yol acar. Apoptotik hiicrelerdekedproteolitik kirilmalar, DNA
onarimini bozar ve hicre gamini inaktive eder (68, 83

Kaspaz-3, ayni zamanda hticre iskeletinin tekraammg olmasini ve hicrenin
apoptotik cisimlere parcalanmasini indtkler. Bitimkazlayici protein olan gelsolin,
aktive kaspaz-3'Un anahtar substratlarindan biri@elsolin, karakteristik olarak
aktin polimerizasyonu igin 6nemli bir rol oynar. $fmz-3 gelsolini parcalar ve
gelsolinin kirlmasi kalsiyumdan pemsiz bir sekilde aktin flamentlerini kirar. Bu
olay hicre iskeletinin, htcre ic¢i gamanin ve sinyal iletiminin bozulmasi ile
sonugclanir (6p

2.4. Oksidatif Stres

Kanser tedasi sirasinda kullanilan bazi kemoterapoétiklerin naglyasyon
terapisinin reaktif oksijen tdrleri ojturdusu bilinmektedir. Serbest radikaller,
Ozellikle reaktif oksijen turleri (ROS) apoptozisyaygin mediatorleri olarak 6ne
suralmitar. Son cakmalar, hicresel 6luim tipinin, oksidatif hasarindiyetine ve
dizeyine bgh oldugunu gosternstir.

2.4.1. Kanser Hiicrelerindekiintrinsik Oksidatif Stres

Oksidatif stresin biyolojik fonksiyonlari, kansemelgimi ve ilerlemesindeki
potansiyel rolt, uzun zamandir girtemaktadir. Kanserin kendisi de oksidatif stresi
induklemektedir. Kanser hucreleri kontrolsiiz hiagelisimi ve farklilasmasini
devam ettirebilmek igin, yuksek diizeyde ATP’yeyhg duyarlar. Bu yuksek enerji
ihtiyaci mitokondrial solunum zincirinin, ROS glumunu arttirmasina sebep olur

(102).

Malnutrisyona bgli enerji metabolizmasinin  demesi, pro-inflamatuar
sitokinlerin airi Uretimi, anti-neoplastik ilaclarin kullanimi kgi bircok diger
mekanizma, kanser hastalarinda oksidatif stresagan (103

Kanser hucrelerinde oksidatif stresin, hiicre peodifyonunun stimilasyonu,
mutasyonlarin ve genetik instabilitenin gistiantikanser ilaglarina kar hiicresel
duyarliligin dezsismesi gibi belirgin sonuclari olabilir. Buna kar, oksidatif stresin
artisl, kanser hucrelerini 6ldirmek igin bir firsagkeyabilir.

2.4.2. Kanser Terapisiile indiiklenen Oksidatif Stres

Bazi kemoterapdtik ajanlarin ve radyasyon terapidianser tedavisi sirasinda
reaktif oksijen tdrlerini (ROS) oklturdusu iyi bilinmektedir (104-10Y.
Calismamizda kullanggmiz Bleomisin, stiperoksid ve hidrojen peroksidi géaktif
oksijen turlerini Uretir. Bleomisin, mitokondrileri elektron transport sisteminde
(ETS), elektron transportu sirasinda yiksek diuzeR@S ve superoksit radikali
olusturur (104. Olusan bu reaktif oksijen trlerinin, DNA’ya atak yapd&rzincirleri
koparmasi, Bleomisin’in kanser hiicrelerine tokssitde rol oynamaktadir.

Gunumuzde Bleomisin, g#li kanser tiplerinin (bglica testis kanseri, lenfoma
ve yassl hiicreli kanser) tedavisinde, yaygin oldmalaniimaktadir. Ozellikle testis
kanserinin tedavisinde, Bleomisin, kemoterapinimiiksiyonunda kullanilan en
onemli temel ilactir. Myelo-toksisitesinin az olmasemli bir avantajidir, pulmoner
toksisitesi de doza BKh olarak d&ismektedir. Bleomisin, DNA'ya direkt
baglanarak, tek ve cift zincir kirllmalarina yol aclréicrelerde apoptozisi tetikler.
Bu aktivite oksijen ve ferr6z iyonuna gedir.
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2.4.3. Kanser Hucrelerinde Oksidatif Strese Hiicred&Cevap

Artmis hicresel oksidatif stres, hicrenin redoks durumdegistirir ve bir¢ok
reaksiyonu tetikler (4 Oksidatif stres, gecici buyime durmasi, adaptasyen
transkripsiyonu, sinyal iletim yollarinin damasi ve hasarli DNA'nin onarilmasi
gibi, bircok deisik biyolojik cevabi indukleyebilir (56, 108 Bu olaylar, hiicrenin
nekroza mi, apoptozise mi gidgod, yoksa canli kalip prolifere mi olagei
belirler (5. Kanser hicrelerinin oksidatif strese hicreselbevhicrenin genetik
gecmiine, icerdgi ROS tipine, oksidatif stresin ganluguna ve slresine padir
(102, 109. Yuksek oksidatif stresin hiicreye zararli @dubildirilmistir, ancak
disUk oksidatif stres dizeyleri hiicresel proliferasyartirabilir. Bu da hucresel
cevabin ROS’un dozuna gaoldugunu gostermektedir 4

Lipid membranlar, ROS hasarina fanassastirlar. ROS’un hlcrede apoptozisi
indukledigi bilinmektedir. Mitokondrial membranda ROS tarafam olygturulan
hasar, sitokrom c’nin salinimina sebep olur ve &mdpyolu aktive eder (48, 102
Hucrelerde ygun ROS duzeyleri, hiicrenin apoptozis yerine nekmazyol acar
(102, 110. ROS’un bu iki hicresel 6lumu birden tetiklemesi dlasidir ve ayni
dokuda ayni anda, hem apoptozis hem de nekrozidegehbilir (102, 111, 11p

2.5. Kanser Tedavisi Sirasinda Olgan ROS’un indiikledigi Apoptozis

Pek cok in vitro c¢adma, antikanser ajanlarin @enun malign htcrelerde
apoptozisi induklegiini gostermgtir (3, 10, 11, 13, 68 Balangi¢ta olgan stres,
hicreleri hemen 6ldirmez, ancak apoptotik hiicrendlie yol acan sinyal olaylarini
baslatir (56). Hicre viabilitesi, olgan stresin tipine I@ghdir. Serbest radikaller,
Ozellikle serbest oksijen turleri (ROS), apoptazisgaygin mediatorleridir. Géli
ilaclarin indukledgi apoptoziste, akut ROS alumu veya gegici ROS patlamasi
sik¢a gozlenir (48 Kanser hucrelerinin, ROS gluran antikanser ajanlarina maruz
kalmasi, hiicresel antioksidan kapasiteyi yok edeROS dlzeyini apoptozise yol
acacak seviyenin Uzerine getirir (309 Hicrelerin  eksojen oksidanlarla
inkiibasyonunun, apoptozise yol &ctigosterilmgtir (52, 113, 113 Apoptozisi
indukleyen birgok ajan ya oksidatif maddedir, yasd&iler oksidatif metabolizmanin
stimulatoradur. Zit olarak, apoptozisin bircok ibibdriniin antioksidan aktivitesi
vardir ve seliller antioksidatif savunmay!i artini(d2). Antioksidan savunma yeterli
olmadginda, oksidatif stres, apoptozisten sorumlu gemle(stres-responsive
transcription factors) aktivasyonuna yol acar. R@i8’artsa, redoks d&sikliklerine
hassas JNK/SAPK sinyal y@enin aktivasyonu, apoptozis ile skili genlerin
transkripsiyonel aktivasyonu ve apoptozis icin géneroteinlerin post-translasyonel
modifikasyonu glik eder (53. Oksidan sinyaller, hiicre yam ve dlimundn énemli
dizenleyecileridir. Apoptozisi indikleyen tedavitecogu oksidatif stres okiurur.
Orta seviyede oksidatif uyari apoptozisilaairken, ciddi oksidatif stres nekroza yol
acar.

Literatiirde antineoplastik ajanlarin, oksidanladiikleyerek kanser htcrelerini
apoptozis yoluyla oldurdiiind bildiren birgok cajma vardir (3-13 Ancak,
literattrde cekkili raporlarin varlgi, bu gérgin genellemesini engellemektedir (6,
8, 9. Bircok calsma apoptozis icin ROS’larin gerekli olglunu bildirirken, bazi
calismalar ise apoptozisin, ROS eiumunun inhibe edildi hipoksik kaullar altinda
da induklenebildiini ileri surmektedirler (11p Oksidanlarin, apoptozisi
indukleyerek hicreleri oldurgiina ileri siren cagmalarin bir kismi kantitatif
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degildir, bircok calsmada apoptozis ve nekrozla dlen hicrelerin ylzedaiaayin
edilmemitir (6).

Antikanser ilaglarinin hemen timu, DNA sentezi imben etki gosterir. Bu
ilaglar, hicreler bolinmedikleri surece, dinlenmedirideki hicreleri 6ldirmezler.
Kemoterapide kullanilan antikanser ilaclarinin elilinde kisitlayici faktor, aktif
olarak boltiinen hicre fraksiyonudur ()18ntikanser ilaclar, hiicreler hizla prolifere
olduklarinda etkin olduklari icin, hicre buyumesyavaglatan ya da durduran
oksidatif stres, kemoterapinin etkigilie engel olabilir. Bu da yayalerleyen kanser
turlerinin, kemoterapiye neden cevap vermigdiaciklamaktadir (11)7

2.5.1. Reaktif Oksijen Uriinleri Ve Antioksidasyon Mekanizma

Reaktif oksijen partikilleri ¢ggu hastaliklarin primer sebebi olmasalar da
patogenezlerinde rol oynayabilir ve doku hasarntirabilirler. Belirli bir dizeye
kadar olabilen oksidan molekil grtyine viicutta daima belirli bir dizeyde bulunan
dogal antioksidan molekdiller tarafindan etkisiz haddirgmektedir. Yani sglikh bir
organizmada oksidan diizeyi ve antioksidanlarin dunétkisizlgtirme guct bir
denge icindedir. Oksidanlar belirli diizeyin Gzergkar veya antioksidanlar yetersiz
olursa yani denge bozulursa sdzkonusu oksidan rnlbdekorganizmanin yapi
elemanlari olan protein, lipid, karbohidrat, ntklasitler ve yararli enzimlerini
bozarak zararli etkilere yol acgarlar (318

Oksijen molekulinin giyéringesinde gesmems iki elektron bulunmasi
oksijen serbest radikallerinin glumuna neden olur. Tablo 2.1.’de de goriidigibi
superoksit, hidroksil, peroksil, alkoksil ve hideypksil reaktif oksijen drtnleridir.
Ayrica, NO ve NQ@ iki nitrojen serbest radikalidir. Oksijen ve niga serbest
radikalleri, hidrojen peroksit (#0,), hipoklordz asit, hipobromdz asit ve peroksinitri
gibi radikal olmayan reaktif tlrevlere cevrilebiliReaktif oksijen ve nitrojen
turevleri insan ve hayvanlarda fizyolojik ve pajiokosullarda olygturur (119.
Reaktif oksijen turleri (ROS) serbest radikal smafait yiksek duzeyde oksitlenen
reaktif bilesiklerdir. Karacger ve testis gibi ggtli organlarda ROS Uretimi normal
fizyolojik bir olaydir. Bununla birlikte bunlarin esntezindeki argiar hicrelerde
oksidasyona ve DNA hasarina yol agmaktadir Y120

Tablo 2.1.Reaktif oksijen bilgikleri (121)

Radikaller Radikal olmayanlar
Hidroksil ('OH) Hidrojen peroksit (H202)
Alkoksil (RO") Singlet oksijen (102)
Peroksil (ROQO") Ozon (O3)

SUperoksit (O27) Hipokloréz asit (HOCI)
Nitrik oksit (NO") Lipid hidroperoksit(LOOH)
Azot dioksit (NO3) Peroksinitrit (ONOO_)

Superoksit hicre icerisinde molekuler oksijeniniteddyonu ile olgan balica
serbest radikaldir (132

O+e — o
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Superoksit anyonu elektron fazlasini bighkea elektron alicisina vererek tekrar
molekuler oksijene (&) oksitlenebilir. Ya da bir elektron daha alarakrghesil
anyonunu (&) olusturur, bu da ortamdan iki proton alarak"{HH,0, olusumuna
neden olur (128

O +6 — » G
O +2H —— KO,

Indirgenm§ geci metallerinin otooksidasyonu,Omeydana getirebilir.
Fe?+ O, «— Fé+ Oy
CU+ O «— Ca+0O

Geck metalleri iyonlarinin  oksijenle reaksiyonlari  gerddoniumlu
reaksiyonlardir. Superoksit radikal anyonunun onai@ydana gelen ger reaktif ara
drdnlerin olgumunda merkezi rol oynagll gérinir. Mitokondrideki respiratuar
zincir 6ncelikle @~ ve Q" dismutasyonunun bir Grind olarak® ROS’un gicli
bir kaynaidir (124. Bu durum mitokondriyal elektrongana zincirinin spesifik bir
bblgesinde oksijenin £©‘e uygunsuz reduksiyonu ile sonucglanan olasesenems
elektron sizintisindan kaynaklanir (}2Bir diger 6nemli ROS kayr@a inflamatuar
(6zellikle kronik inflamasyon) reaksiyonlardir. Ak& olmus makrofajlar ve
notrofiller gibi inflamatuar hicreler ggli ROS’lari (H2O2, NO, Q") ve hipokKloriti
(HOCI) serbest birakirlar (126Notrofiller membrana ki ¢ok bilesenli NADPH
oksidaz olarak adlandirilan bir enzim kompleksirahigtirler. NADPH oksidaz
aktive edildginde buyik miktarda ROS uretir (I2'Bu sistem notrofil “respiratuar
patlama’dan (fagositozda artgraolunum) sorumiudur.

Superoksit anyonu, hiicre membranlarindan kolay rgedgi icin kendisi
dogrudan zarar vermemektedir (9)28Sdiperoksitin asil 6nemi, gecimetal
iyonlarinin indirgeyicisi ve bD, kaynai olmasidir. Hidrojen peroksit Uretimi Stper
Oksit Dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenesi @ismutasyonu ile olmaktadir.

20, +2H —3°© 5,  HO,+ 0O,

Hidrojen peroksit dgiik elektriksel yuki ve noniyonize oOzelliklerindeolaly
hiicre membranlarindan hizli biekilde gecer. Gegi grubu metal iyonlarinin
varhginda yuksek derecede reaktif serbest radikalleyuol(128, 129.
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Dis cevre de 1s1, UVsik, terapotik ilaclar vey- ve y- radyasyon gibi bircok
kaynaktan ROS dretebilir (130 Demir katalizli Haber-weiss reaksiyonu,, ©
askorbat, tiyoller ve dier rediiktanlar F&u Fe™ye, H,0,'i etkili bir oksidan olan
ve lipit oksidasyonuna neden olan @Hndirgerler (122.

[F&)

H,O, + O, = OH + OH + O, (Haber-weiss reaksiyonu)

Haber-Weiss reaksiyonu genellikle fizyolojik durarda yavstir. Fakat gegi
metalleri, metakelatorler veya hemoproteinlerin vaiimda bu reaksiyon hizl adur.
Bu durum Fenton reaksiyonu olarak tanimlanir. Bijiklsistemlerde demir benzeri
gecs metalleri, demir iceren maddeler (transferrin, tdddrrin, hemoglobin)
mevcuttur. Stiperoksit radikali ferrik (B¢ demiri, ferrdz (F&) demire indirger. Bu
sirada HO,, OH’a donisur (131).

0, + F€® —— Fé+ 0,
Fe? + H,0,——» F&+ OH +OH (Fenton reaksiyonu)

Mitokondriler membran lipitleri, proteinler ve mkondrial DNA’'nin oksidatif
hasarini ilerleten diik molekdler girlikli Fe** komplekslerinin birikimi icin ana
bolumddr.

Hidroksil radikali en reaktif oksijen turevidir. Badikal yuksek reaktivitesinden
dolay! olutugu yerde cevredeki hedef molekuller ile derhal reaksa girer.
Hidroksil radikali olytugu yerde tiyoller ve yaasitleri gibi c¢gitli molekillerden bir
proton kopararak tiyil radikalleri (R karbon merkezli organik radikaller {R
organik peroksitler (RCOD gibi yeni radikallerin olgmasina ve sonucta buyuk
hasara neden olur.

R-SH + OH— > RS+ H,0
-CH, + OH ———> -CH + H,0

Peroksil radikalleri, poliansattre gaasitlerinden (PUFA) hidrojen atomunun
citkariimasi ile bglatilan lipit peroksidasyonu sirasinda meydanaritgiilir (132).
Peroksil radikalleri biyolojik sistemlerde 6nemlifitzyon kabiliyetine sahip ve
oldukca uzun 6murla tarevlerdir. Ayrica lipit pesitasyonunda ogan Grinler
aldehitlerdir (133 Lipit peroksidasyonu © ve HO; tarafindan bgatiimadginda
OH, alkoksi radikalleri (RQ ve ROOQ lipit peroksidasyonunun klamasina yol acar
(134). Lipit peroksil radikalleri dier lipitler, proteinler ve nikleik asitler ile
reaksiyona girer bdylece elektronlarin transferirmntmasina ve substratlarin
oksidasyonuna sebep olur. Hicre membranlari yamksabk oksidatif saldiriya
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oldukca hassas olan c¢cok miktarda PUFA'dansmiustur ve PUFA’da meydana
gelen 6nemli da&siklikler; degismis membran akkanligi, gecirgenlgi ve hiicresel
metabolik disfonksiyon ile sonuglanir (235

Dokularda, oksidatif hasara karenzimatik ve nonenzimatik antioksidan
mekanizmalar vardir. Antioksidan enzim sistemleiki slperoksit dismutaz
(CuznSOD ve MnSOD), katalaz (CAT) ve glutatyon paidaz (GPx) enzimleridir
(136. ROS birikmeye bhdadiginda, hucreler bu egli antioksidan enzimleri
kullanarak bir savunma mekanizmasisthmur. Bilinen bu biyolojik antioksidanlar
serbest radikallerin ortadan kaldiriimasi ve baskriasinda énemli bir role sahiptir
(120, 137, 138 Peroksitler icin asil detoksifiye sistemi CAT GSH dir. CAT bir
katalizor olarak demirin vaglinda ylksek derecede bir reakt®H (hidroksil
radikali) olusturarak BO,'i yok edebilen antioksidan bir enzimdir. Glutatymdoks
siklusuna katilarak GSH-Px ile birlikte GSH,,® ve lipit peroksitleri toksik
olmayan UrUnlere dontiirir (120, 139, 140 Bu yluzden ROS suptriucl etkiye sahip
maddelerin testis ve karger fonksiyonlarini dizeltmesi muhtemeldir (120, 137
138).

2.5.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkisi

Proteinlerin reaktif oksijen tirevleri veya oksidiatres drtnleri ile kovalent
modifikasyonu sonucu protein oksidasyonu meydara. gerastirmacilar protein
oksidasyonuna yol acan ana mekanizmalarin polipeptiurgasindaki géli amino
asitlerin a-karbon atomlarindan <OH radikalinin etkisiyle logm atomunun
citkariimasi sonucunda gadigini saptanglardir. Protein oksidasyonu esas olarak
*OH ile balar. Diger taraftan oksidasyon sirecindg & birlikte O, = ve onun
protonlanmg formu olan HQ «’in varligi da gereklidir. Adi gecen bu reaktif oksijen
bilesikleri amino asitlerin yan zincirlerinin oksidasyama, protein-protein capraz
baglarinin olgumuna ve protein omurgasinin oksidasyonu yolu itetgnin
parcalanmasina neden olur. Tablo 2.2 'de oksidasyatkin olan aminoasitler ve
oksidasyon urunleri gorilmektedir (141-343

Tablo 2.2.0ksidasyona yatkin olan amino asitler ve oksidasydnleri (143

Aminoasit Oksidasyon urunleri

Histidin Aspartat, asparagin, oxo-histidin

Prolin Hidroksipralin, ghitamat, y-glutamilsemialdehit
Arginin y Glutamilscmialdchit

Lizin Aminc-adipiksemialdehit

Treonin Amino-ketabutirat

Tirozin Tirozin-tirozin ¢apraz baglan(ditrozin)

Sistein Disulfitler, sisteik asit

Sekil 2.5’ da goruldgu gibi x ve gamasinlariyla suyun radyolizinden veya
H.O,' in metal katalizli yikimindan aga cikan (reaksiyon a ve b) «OH radikali
polipeptid omurgasindaki-karbon atomundaru-hidrojen atomunun c¢ikmasina
neden olur. Peptid zincirindeki-hidrojen atomunu kaybetgiolan amino asit
kalintisi karbon merkezli radikal haline d@iii

20



Gapraz Bajh Proten

A C R ?? Ilq
=NH-CHCO - 3 ﬁ =NH-C-CO - " =NH-C-CO—

* We GAMA Snin :
‘3/’ Fﬁ‘h OH’
— Fet" ”‘{2 - Fe e '
: 8
H':O: D? FEJ.-
% T
—NH'-{}CD'— Al —HH—Q—CG-— o =NH-C-CO -
e’ FettaH Fo®* sOH  Fat" H.

Peple Bagim Ay rilmas:
Sekil 2.5. Protein karbonil olsumuna yol acan primer modifikasyon reaksiyonla#2j1(147).

Olusan karbon merkezli radikal molekuler oksijen ilelhbir sekilde reaksiyona
girer (reaksiyon d) ve daha sonra alkilperoksidiezek olan alkilperoksil radikal ara
aranuna olgturur. Alkilperoksit, alkoksil radikali (reaksiyoh) Uzerinden hidroksi
protein tuirevini verir (reaksiyon j). Reaksiyon aamklarinin pek gaunda F& ve
Cu ™" varliginda HQ - ile etkilesim énem tair (reaksiyon e,g,i ). Bu metabolik yolda
olusan alkil, alkilperoksil, ve alkoksil radikal aratiieri ayni veya farkli protein
molekilindeki amino asitlerin R yan zincirleri i¢kileserek yeni karbon merkezli
radikallerin olgumuna yol acar. Okan bu yeni karbon merkezli radikaller ile
yukaridaki reaksiyonlar tekrarlanir ( reaksiyon@ksijen yoklgunda reaksiyon d
gerceklamez. Olgan karbon merkezli radikal gér bir karbon merkezli radikal ile
etkileserek protein-protein capraz @arinin olumuna yol acar (reaksiyon 2) (041

| | I
R'C, R'00, R'O'+R?CH — » R’C'+R'H, R'OOH, R'OH  (Reaksiyon1)

R'C+R’C —— R'C—CR? (Reaksiyon 2)

Alkoksil radikalinin olgsumu §ekil 2.5, reaksiyon h ve g) peptid gpain diamid
veyaa-amidasyon metabolik yollari ile ayrilmasina nedau.
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Sekil 2.6’de diamid ve a-amidasyon metabolik yollarinin ayrilmasi
gorulmektedir. Diamid metabolik yoluyla ayriima smeunda, diamid ve izosiyanat
yapisl, a-amidasyon metabolik yolunda ise amid veodketoacil yapisina sahip
peptid fragmentleri okur. Diamid ve a-amidasyon metabolik yollari gdnda
polipeptid zincirinin serbest radikal aracili agwdsi; prolil, glutamil ve aspartil
bakiyelerinin oksidasyonu ile de gerceddbilmektedir. Bununla birlikte Tablo 1’ de
goruldigl gibi, lizin, arginin ve prolin direkt oksidasydle karbonil tlrevlerini verir
(141, 142.

HO  § H
NH, ~G-CNHG + OsGaN-G-
HO 00 HO

Ry Rz Ry
S/
vRona i
NHy ~G-C-NH-C-C-NH-C-C

A \
o O
It

0
]
C—

o g N
NH, 'E-‘C-NHE + RE-E-'I:-NH-EI -
R, R;

Sekil 2.6. Peptid bginin diamid (a) ver-amidasyon (b) metabolik yollari ile ayriimasi (341

2.5.3. Glutatyon ve NAC

Non-enzimatik endojen antioksidanlarin en ©6nemiiden biri glutatyon
(GSH)'dur (144-14Y. Glutatyon, sistein igceren bir tripeptid olup glotat, sistein ve
glisinden sentezlenir. Glutatyon htcrelerde en bokunan protein g1 endojen
tiyoldir.  Oksidasyon-rediksiyon reaksiyonlarindsutiid ve sudlfidril gruplari
arasindaki karlikli dénistimler, hicresel hasara neden olmadan 6nce hicreden
H.O.'yi yok etmek icin kullanilir. Bu kanlikli donisuler, sulfr iceren bikgk
GSHyi redikte ve okside ederekgtanir. Doku GSH diizeyi sadece senteze katilan
enzimler tarafindan dizenlenmez, tiyol iceren amsiiterin yeterince olmasi da
oldukca 6nemlidir (43, 145, 147, 148

Tiyol(-SH) iceren aminoasitlerden biri olan sisiaintirevi olan N-
asetilsistein(NAC), sisteninin GSH'ye cevrilmesinbie ara kademe veya urtndur.
Endojen olarak yapilabilen ve besinlerde bulunan CNAserbest radikalleri
temizleyebilen sdlfidril gruplarina sahiptir. Ayagc hicresel redikte GSH
konsantrasyonunu arttirarakgd antioksidan savunmay! guclendirir (145, 148

NAC antioksidan olarak in vivo ve in vitro yaygitr Bekilde kullaniimaktadir.
Detoksifikasyonda rol oynadiklari gibi, oksidatiftrese kagi hlcreyi ve
komponentlerini korurlar. NAC canl organizmalardaetildiginden ve dgal sulfir
iceren amino asit turevi olgundan guclu bir antioksidan olarak kabul edilmekted
(14).

22



NAC nitrit ve peroksinitrit olgumunu azaltabilir. Bu etkisi, NAC tiyol grubu ve
NO'nun direkt reaksiyonuna p& olabilir. Bu olayda, nitrotiyol bilgiklerinin
olusumu, NO’nun biyolojik aktif formda kalarak birikimi saglayabilir. NAC,
peroksinitrit olgumunu azaltiindan sistemik skleroz tedavisinde yararl olabilir

(145.

NAC, detoksifikasyonda far metaller, asetaminofen igceren ilaglar, herlasjtl
CCl, ve urethane iceren cevresel temizleyiciler, aKsitm iceren organizmalar),
akciger hastaliklarinin tedavisinde mukolitik ve antioks 6zellginden dolayi,
kanser tedavisinde, AIDS tedavisinde ve kardiyoubsk alanda lipoprotein a
dizeyinin azaltiimasinda kullanilabilir (149

NAC wuyariims insan T hicrelerinde membran TNF alfa ve TNF-R
ekspresyonunu arttinr  NAC, TNF-alfa ve TNF-RIl pkssyonunu hem
transkripsiyon 6ncesi hem de transkripsiyon sonsasiyelerini ayarlar. NAC hem
in vivo hem de in vitro ortamda T hicrelerinin &imn6r aktivitesini arttirir. Bu
Ozelliklerinden dolayr NAC, TNF alfa duyarli kanskticrelerine uygulanmasiyla
antitiimar potansiyeline sahiptir (160

Yukarida bahsedilen tiyoller antimutajenik ve aatsinojenik 6zelliklere
oldugu icin kanseri 6nlemede gelecek vaadeden ilackrakl gorilmektedir (191
Bu tiyoller ayni zamanda metastazi ve invazyonsidalamaktadir (152

2.5.4. Kanser Tedavisinde Antioksidan Kullanimille ilgili Celiskili Gorii sler

ROS’un, kemoterapdétik ilaclarin induklgdi apoptoziste rolti oldtundan,
antioksidanlarin  ROS’'u  inhibe ederek kanser hidrele apoptozisi
ile ilgili gunimizde ygun tartsmalar ve cekkili yayinlar vardir. Bircok hasta
tamamlayici antioksidan tedavisine yonelirken, dkrgonkolog buna zit olarak
antioksidanlardan kag¢inmakta ve hastalarini katsgavisi sirasinda antioksidan
kullanmamalari igin uyarmaktadir (153, 358u tartsmanin temelinde, radyasyon
terapisinin ve bazi kemoterapotik ilaglarin ROSstltmasi ve antioksidanlarin
kanser hucrelerinin ROS tarafindan éldurtlmesireleri ihtimali yatmaktadir.
Bu sekilde diguinenler, kanser tedavisi sirasinda antioksidanlemiraniimamasini
onermektedir (156

Bu tartsma ginimuizde, sadece bilimsel ortamlardgldenedyada da devam
etmektedir (158 Antioksidanlarla kanser tedavisi arasindakkili arastirmak icin
gens bir literatlr taramasi yaparak yayinlganiz derlemede, sadece 3 antioksidanla
kanser ilaglari arasinda (tangeretin ile tamoxifdAC ile doksorubisin, ve beta-
karoten ile 5-florourasil), negatif etkfien belirledik (156. Bunun dgindaki tim
aragtirmalarda, antioksidanlarin kemoterapotik ajanlaetkisini artirdgl ve yan
etkilerini azalttg: bildirilmektedir (156, 15Y.

Kanser hastalarinda antioksidan aliniminin uygunadigi durumlar olabilir,
fakat bu konu olduk¢ga komplekstir. Birgok kemotéitlp ilag serbest radikal
olusturur, ancak bu ilaclarin, antikanser etkileri saserbest radikaller tGzerinden
degildir. Antioksidanlarin, kemoterapo6tik ajanlarirkisini artirdgina ve toksik yan
etkilerini azalttgina dair pek ¢ok yayin mevcuttur (153, 157-164

Antikanser ilaglar uygulanginda, olgan ROS'un tedavinin etkirgini
azaltabilecgi iddia edilmektedir (104, 157, 165, 16®ksidatif stres, antineoplastik
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ajanlarin, kanser hucreleri tzerinde optimal sketio etkilerini gostermesi icin
gerekli hiicresel prosesle etkigbilir. Orta diizeydeki oksidatif stresin, antikanse
ilaclarinin sitotoksik etkilerini azalgg1 gosterilmstir (104, 157.

Antineoplastik ajanlarin okiurdusu yan etkilerin, antioksidanlarca onlegidi
gosterilmitir. Antioksidan uygulamasi, kemoterapinin yan letki azaltabilir ve
terapiye cevabi giclendirebilir (1P4 Antioksidanlarin, kanser tedavisindeki
etkilerini argtiran klinik calsmalar sinirli olmasina ganen, bazi deneysel
calismalarda antioksidan vitaminlerin, sadece kanserdigiinde selektif olarak
apoptozisi induklegsi, anjiogenez ve metastatik yayilmayi dnlediklatdioilmi stir.
Bu bulgular, antioksidanlarin kanser terapisinderdyaci (adjuvant) rol
oynayabilecgini disiindirmektedir (116

Antioksidanlarin kanser tedavisindeki etk@nlikullanilan ilaca bglidir. Batin
tedavilerde, kemoterapotik ilaglarin etki mekanismaerbest radikallere gla
olmasa bile, antioksidanlar normal htcreleri korktadir. Antioksidanlar, kanser
hastalarinda serbest radikal giluran sitokinlerin toksik etkilerinden normal doéul
korurlar (116.

NAC, toksisiteyi azaltii icin birkac kemoterapi ajaniyla da uygulagtmi
(167). iki ayn in vitro calsmasinda, NAC cisplatinin sitotoksik aktivitesi ibki
etmistir (168, 169. Koétu huylu glioma insan hicrelerinde yapilan balismada
antioksidanlar Cisplatin’li hiicre kulturlerinde Has sitotoksik ve kolojenik hiicre
Olumund onlemtir (168).

Yapilan in vitro ¢cakmalarda antioksidan tedavisi ile BLM’ye #ia DNA ve
hiicre hasarinin inhibe olgu gdsterilmgtir (170, 17). Bleomisin toksisitesi,
otokatalitik bir mekanizma ile hicresel membramliahasarina yol acan lipid
peroksidasyonu ile #kilidir ve membran yikimi toksik, reaktif metabdditin
dretimi ve hicre o6lumine yol acabilir. Yapilan galalarda BLM’nin bir
antioksidan olan vitamin E ile farkh dokularda koime uygulamalarinin lipid
peroksidasyonu agini 6nemli oranda azalgh literatirde mevcuttur (132Bir diger
calismada ise BLM'nin neden olgu akcger hasarinda ROS ve nitrojen turlerinin
iliskisi bilindiginden beri ambroksol ve NAC gibi antioksidanlar Bidih
indukledigi akciger hasarini dnlemek icin kullanilgtr (40, 173, 174
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GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Testis Kanseri Hucre Kulttr Calsmalari

Akdeniz Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Biyokimy#nabilim Dali’nda
gerceklatirilen calsmamizda Prof. Dr. Tomris OZBEN Hiuicre Kiiltiirii Lattonaart,
Molekuler Biyokimya Laboratuvari ve Merkezi Atama Laboratuvari
kullaniimistir.

3.1.1. Hucre Dizileri vellaglar

Malign Pluripotent insan Testis Emriyonik Karsinoma hiicre dizisi olan
NTERA-2 cl.D1 hiicresingiltere’deki Sheffield Universitesinden Dr. Pefardrews
tarafindan temin edildi. Bu hiicre grubunun ismiyazimi sirasinda NTERA olarak
kisaltiimstir. Bleomisin 15 mg/ml olacalgekilde steril PBS icinde c¢ozulerek
kisimlara ayrildi ve —8C'de saklandi. Uygulanmasi gereken bleomisin dodar
stoktan hesaplanarak flasklara eklendi. N-asediesi 1 M konsantrasyonunda steril
PBS ile hazirlanacak ve tekrar steril edilecektM-asetil sistein besiyerine farkli
konsantrasyonlarda mM biriminde eklentiri

3.1.2. Hucre Kilturii ve Hiicrelerin Deneylere Hazirhnmasi icin Gerekli
Cozeltiler

a) RPMI (Roswell Park Memorial Institute): ATCC (American Type Culture
Collection)’den alindi. Kullanilaga zaman 50 ml steril, inaktive edilmiFBS (Fetal
Sigir Serumu) ve 5 ml steril penisilin-streptomisinzetiisi eklendi. +4C'de'de
saklandi.

b) DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle’s Medium): ATCC’den alindi.
Kullanilacal zaman 50 ml steril, inaktive edilmFBS (Fetal Siir Serumu) ve 5 mi
steril penisilin-streptomisin ¢ozeltisi eklendi. €de saklandi.

c) FBS (Fetal Sgir Serumu): Sigma’dan inaktive edilngiolarak temin edildi.
10 ml'lik tiiplere bolinerek —2@'de sakland.

d) Penisilin-Streptomisin: Biological Industries’den alindi. Kullaniimagl
stirece -2tC'de sakland.

e) DMSO (Dimetil Sulfoksit): Sigma’dan alindi. Oda isisinda saklandi.

f) Hicre Dondurma Cozeltisi: %5 DMSO iceren medyum steril bir tlpte
hazirlandi ve hicre pelleti Gzerine 1 ml eklendi. #®lusyon hticreler dondurul&eca
zaman taze olarak hazirland.

g) Tripan Mavisi Cozeltisi (%0.5’lik): Biological Industries’den hazir olarak
alindi. Oda 1sisinda saklandi.

h) Accutase: Millipore’den hazir olarak alindi. Cozulerek 13’likl kisimlara
ayrildi ve -20C’de saklandi.

1) Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Magnezyums ve kalsiyumsuz),
(PBS): Biological Industries’den hazir olarak alindi. B@'lik tiiplerde +4C'de
saklandi.
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i) Bleomisin Sulfat: Bleocin-s ticari adiyla eczanede satilan 15 mdfilige toz
icerenflakon Nippon Kayaku firmasindan alindi. Buzdolatan-4C'de saklandi.

j) N-Asetil L-Sistein: Sigma firmasindan alindi. Buzdolabinda ‘G'de
saklandi.

3.1.3. Hucrelerin Cagaltiimasi

Hucreler %10 FBS ve %1 penisilin-streptomisin ¢bgeliceren, kullanilan
hiicrelere uygun steril besiyerinde,’GTe, %5 CQ ve %95 nemlendirilngi hava
iceren karbondioksit inktibatdrtiinde kultir edilegekaltildi.

Hucreler cok y@unlastiklari zaman, yagtiklar flasktan kaldirilarak yeni
flasklara pasajlandi. Bunun icin hicre tipine gake farkli hicre pasajlanmasi
uygulandi. Birinci tip pasajlamasleminde accutase enzimi ile kaldirma yapildi,
enzimin kullaniimadii durumlarda kullanilan ikinci tip pasajlamgeimi ise kaziyici
(scraper) denilen bir malzeme kullanilarak hicrel8asktan kazinmasi ile kaldirma
yapildi.

NTERA hucrelerinin pasajlanmasi accutase kullaakaryapildi. Yeterli
yogunluga ulamis flasklardan hticreler kazinarak pasajlanitk. olarak DMEM
medyumu flaskdan uzalgarildi ve atildi. Accutase’in daha iyi etki gostbiimesi
icin birkag ml PBS eklendi. Hucre ici artiklarin BBrtamina gegebilmesi igin birkag
dakika inkiibatorde bekletildi. Bylemin ardindan atik PBS atildi ve 253k flask
yiizeyi icin 500 ul accutase eklendi. 75 “cigin ise 1500 pl accutase eklendi.
Accutase eklenmesi akabinde 3-4 dakika inkiibatbedeetildikten sonra hicrelerin
yapstiklar flasktan ayrildiklart gozlenir gb6zlenmez zéa medyum (DMEM)
eklenerek pipetaj yapildi ve hicreler yeni flaskldesitildi. Hicreler, 37C’de, %5
CO, ve %95 nemlendirilngi hava iceren karbondioksit inklUbatoriinde, uygun
medyum (DMEM) icinde inkube edilerek uretildi.

3.1.4. Hicrelerin Dondurulmasi

Daha sonraki cajmalarda kullanilmak Gzere hicrelerin bir kismi &iokKi.
Bunun i¢in hicreler uygunekilde donduruldu. Hucreler flasktan uyggekilde
kaldirildi ve medyum eklenerek 500xg’de 5 dakikatshij edildi. Stpernatan atildi
ve kalan pellet, %95 tam hiicre medyumu ve %5 (@iwetil stilfoksid (DMSO)’den
olusan dondurma medyumu icerisinde tekrar stispansei.edilicre siispansiyonlari,
cryo tuplere datildi ve kademeli dondurma yapmak icin izopropikadh iceren
dondurma kabi (freezing container) icinde 4 sa@&C&le tutuldu. Daha sonra cryo
tupler sivi nitrojen tankina transfer edildi.

3.1.5. Hucrelerin Cozulmesi

Dondurulan bu hicreler deneylerde kullanilmak (zdrécreye ihtiyag
oldugunda ¢ozuldl. Buslem gagidaki sekilde gercgeklgtirildi. Hucreleri iceren vial
37°C su banyosunda hafifce sallanarak ¢6zuldi. Komtagyion olasifgini azaltmak
icin suyun ytzeyinde tutuldu. Cozdurmgemi hizli bir sekilde (yaklaik 2 dakika)
yapildi. igerigi ¢ozllur ¢ozilmez vial su banyosundan uzgkiadl ve ds ylzeyi
alkolle temizlendi. Bu gamadan sonrakglemler siki aseptik kallar altinda yapildi.
Vial icerigi tipe baaltilip tzerine damla damla medyum eklendi. 500&d3ddakika
santrifij edildi ve supernatan atildi. Hicre iceqggllet uygun medyumla tekrar
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suspanse edildi ve kualtir flasklarinagdddi. Hucreler, 37C'de, %5 CQ ve %95
nemlendirilmi hava iceren karbondioksit inkiibatériinde Uretildi.

3.2. Bleomisin ve NAC'in Sitotoksisite Cakmalari
3.2.1. On Calsmalar

NTERA hicrelerinde yapilan 6n ¢ghalara gére Bleomisin’in 1-600g/ml doz
aralgl kullanildi. Buna gére, NTERA hucrelerinde 50, 1200, 300, 400, 500, 600

pg/ml Bleomisin dozlari uygulandi.

3.2.2. Hicrelerin  %50'sini Oldiren Konsantrasyonun MTT Kiti  ile
Belirlenmesi

3.2.2.1. Prensip

Bleomisin’in hicrelerin %50’sini dldiren konsantyasau dgeri, MTT (3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bronjidesti ile belirlendi. MTT, canl
hiicreler tarafindan parcalanarak koyu mavi ren@tendzan trini veren acik sari
renkli bir maddedir. Olgan mavi rengin ygunlugu hticre canliinin bir élgutuduir.

3.2.2.2. Reaktifler
Kullanilan MTT kiti ssagidaki 3 maddeyi icermektedir.

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

Soliusyon B:PBS, pH 7.4, 15 ml.
Solisyon C:0.04 N HCl iceren izopropanol, 100 ml
3.2.2.3. Gruplandirma

Grup 1. Kontrol grubu; (bleomisin ve N-Asetil sistdle inkibe edilmens)
testis kanseri hicrelerinde “Plate Reader” cihdel 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonlar yapilarak canfiin belirlenmesi.

Grup 2. Bleomisin farkli konsantrasyonlariyla il&kiibe edilmg testis kanseri
hicrelerinde “Plate Reader” cihazi ile 24, 48 vesaatlik inktbasyonlar yapilarak
canhligin belirlenmesi.

Grup 3. N-Asetil sistein farkli konsantrasyonlaauyile inkiibe edilmi testis
kanseri hicrelerinde “Plate Reader” cihazi ile 28,ve 72 saatlik inkiibasyonlar
yapilarak canligin belirlenmesi.

Grup 4. Bleomisinin sabit konsantrasyonu ve N-Asedistein farkh
konsantrasyonlariyla ile inkibe edikniestis kanseri hicrelerinde “Plate Reader”
cihazi ile 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar yamk canlilgin belirlenmesi.

3.2.2.4. Deneyin Yapi

Sitotoksisite deneyleri Bleomisnin farkli zaman lddarindaki etkisinin
gozlemlenebilmesi i¢cin 5 gun sdrdurtldid. Deneyininigi gunu hicreler flasklara
ekildi. Bunun icin hicreler accutase ya da kaziyieikaldirldi. Uygun medyum
eklenerek 500xg’'de 5 dakika santrifij edilerek @ell ml medyum ile tekrar
slispanse edildistenilen konsantrasyona seyreltilen hiicre stspamsidan 1Qul
alinarak hucreler inverted mikroskop altinda hetoasetrede sayildi. 25000
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hiicre/kuyu olacakekilde ayarlanarak hicreler kuyulara 30q25000 hicre) ekildi.
Yapismalari icin 24 saat beklendi. Hicrelerin kuyulakdreesinden 24 saat sonra
medyum atilarak, belirlenen dozlardaki Bleomisinergn medyum kuyulara
uygulandi. Hiucreler, belirlenen dozlardaki Bleomisile ayri 96 kuyucuklu
Plate’lerde 24, 48 ve 72 saat slresincC3¥, %5 CQ ve %95 nemlendirilngi
hava iceren karbondioksit inkibatériinde inktbedediDaha sonra bu hicrelerde
Bleomisin, NAC ve BLM+NAC hassasiyeti, MTT sitotogse kiti calsilarak
belirlendi.

Calisilacak her kuyucga 100 pl medyum ve 10ul A+B solisyonundan
(MTT+PBS) eklendi. 4 saat 3C'de, %5 CQ ve %95 nemlendirilngi hava iceren
karbondioksit inklibatériinde inkiibe edildnkibasyon surecinin sonunda, canli
hiicre iceren kuyularda MTT'den gan MTT formazan, kuyunun dibinde siyah,
ince kristaller olarak goruldd. 0.1 mL soltiisyon €dher kuyuya eklendi ve pipetaj
yapilarak kastirildi. Solisyon C’deki izopropanol, formazani eéek absorbans
Olcimu icin uygun homojen mavi bir solisyon meydgabmesini sgladi. Soltisyon
C eklendikten sonra 1 saat icinde, dalga boyu kl&7#® nm ve referans dalga boyu
olarak da 630 nm’de, ELISA plak okuyucusundgzpiaokumasi yapildi.

Sadece hucre (kontrol) veya ila¢ uygulagriicre iceren kuyularin absorbans
degerlerinden, hicre icermeyen kuyularin absorbangerteri cikartildi. Yaayan
hiicre yizdesi; kontrol grubunun absorbangiederinin ilacla inkibe edilen
hiicrelerin absorbans glerleri ile kagllastiriimasiyla hesaplandi. Sonuglar % canlilik
olarak ifade edildi. Deneyler alti kere tekrarlamdiher gruptan 6 érnek caldi.

3.3. Apoptozisin Belirlenmesi
3.3.1. Anneksin V Kiti ile Belirlenmesi

Anneksin V olcumleri ticari bir kit (katalog no. 8H20-KI02. Alexis
Biochemicals) ile yapildi.

3.3.1.1. Prensip

Apoptozis sireci sirasinda bir membran fosfolipadian fosfotidilserin (FS)
plazma membraninin i¢ kismindag Bismina donerek glortama sunulur. Anneksin
V, Ca'? bagimh bir fosfolipid balayici proteindir (35-36 kDa). FS icin yiiksek
afinitesi olmasi nedeniyle, hicre yizeyinde FS amwerken apoptotik hicrelere
baglanir. FS translokasyonu apoptozisin erken evmederi gerceklgiginden,
Anneksin V boyama, DNA fragmentasyonu gibi daha getede gercekien
degisikliklere dayall olan deneylere gore apoptozisi alabrken bir evrede
belirleyebilir. Calgmamizda FITC takili insan Anneksin V proteinine skdiare
monoklonal antikoru kullanilngtir. Ol hiicrelerin erken apoptotik hiicrelerdernriayi
edilebilmesi icin, sadece OlU hiicreleri boyayan pitiyum Iyodid (PI) boyasi
kullaniimistir. Anneksin V bglanmasi ve Pl boyama, flow sitometrisi ile izlenece
ve apoptotik hiicrelerin oranlari belirlerytim.

3.3.1.2. Gruplandirma

Grup 1. Kontrol grubu; (bleomisin ve N-Asetil sistdle inkiibe edilmens)
testis kanseri hicrelerinde FACS Canto Il Flowrsitre cihazi ile Anneksin V ve
Pl isimlarinin belirlenmesi.
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Grup 2. Bleomisin ile inkibe edilmtestis kanseri hiicrelerinde FACS Canto Il
Flow sitometre cihazi ile Anneksin V ve Rimlarinin belirlenmesi.

Grup 3. N-Asetil sistein ile inkiibe edilgpniestis kanseri hicrelerinde FACS
Canto Il Flow sitometre cihazi ile Anneksin V veigiimlarinin belirlenmesi.

Grup 4. Bleomisin ve N-Asetil sistein ile inkilbe ileds testis kanseri
hiicrelerinde FACS Canto Il Flow sitometre cihaei Ainneksin V ve Plsimlarinin
belirlenmesi.

3.3.1.3. Deneyin Yapih

Bir giin dncesinden 2-5xXMiicre 6 kuyucuklu platelere istenen gruplara uygun
sekilde ekimi yapildi. Yagan hicreler kontrol, bleomisin, Nac ve bleomisina-na
grubu olarak dorde ayrildi. Sitotoksisite galalarinda 24 saat sonuclarina gére
bleomisin konsantrasyonu 400 pg/ml, Nac icin isen®l olarak bulundu. Bu
konsantrasyonlar Annexin V kit protokolt icinde llmildi. Gruplara gére uygulanan
bu konsantrasyonlardan 6 saat sonra deney protakgjilandi. Aagidaki islemler
sirasi ile uygulandi.

v' Deney balamadan bir giin 6nce her kuyuda 4xh@icre toplam hacim 2 ml
olacaksekilde 6 kuyulu plate ekimi yapildi.

v Inklibasyon 6 saat olagacin deneyler erken saattestsild.

v’ Belirlenen ila¢ konsantrasyonlari hiicre gruplauggulandi

v 6 saat sonunda medyumlar atildi.

v’ Fazla bekletiimeden 0,5 ml PBS eklend..

v' Birka¢ dakika PBS ile inkubattérde bekletildiktemsa PBS atildi ve 200 pl
Accutase eklendi.

v Accutase ile 5 dk inkibatdrde bekletildikten sormacreler yapitiklari
kuyulardan ayrilnmy oldu.

v Accutase’in inhibisyonu i¢in her kuyuya 1 ml medyekiendi

v’ Elde edilen hiicre stispansiyonu 5009 ‘de 3 dakik&i§ig edildi.

v Santriflijden ¢ikan tlplerin stpernatani atildi.

v Pellet ise 400 ul Binding Buffer ile stispanse adild

v Kontrol grubu hari¢ dier tim gruplara 1pl Annexin V antikoru eklendi. Oda
sicaklginda karanlikta 10 dakika inkube edildi.

v/ 200 pl PBS ile yikandi, hafifce pipetajdan sonraidyz ve sirede santrifij
yapildi.

v' Elde edilen pelletlere kontrol grubu haric 190 pihding Buffer 10 ul
propidiyum iyodid (PI) (20 pg/ml) eklenir. Kontrarubuna ise 200 pl Binding
Buffer eklenir.

v Tupler okutmak icin FACS Canto Il cihazina gétiifiild

v’ Elde edilen grafikler dgerlendirildi

3.3.2. Kaspaz-3 Kiti Ile Belirlenmesi

Kaspaz-3 aktivitesi olctimleri ticari bir kit (kat@ no. KHZ0022.Invitrogen
Corporation) ile yapildi.
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3.3.2.1. Prensip

Kaspaz-3, DEVD (asp-glu-val-asp) aminoasit sekansinir. DEVD, kaspaz-
3’Un, Poli (ADP Riboz) Polimeraz’t (PARP) kigiyerdeki amino asid sekansidir.
Substrat olan DEVIPNA, p-nitroanilide ©-NA) kromoforu ve sentetik bir
tetrapeptid olan DEVD amino asid sekansini (aspvgltasp) icermektedir. DEVD-
PNA (Asp-Glu-Val-Aspp-nitroanilide) substratinin kaspaz-3 tarafindanilrkiasi
sonucu a@a clkan serbegiNA, 405 nm’de absorbans grha neden olur. Bu agtn
kontrol ile kasgllastiriimasi, Kaspaz-3 aktivitesini verir.

3.3.2.2. Reaktifler

1. Hicre Lizis Tamponu (100 mL): deterjan icerers ttamponlu serum
fizyolojik.

2. Reaksiyon Tamponu (16 mL): serum fizyolojik,sgliol ve deterjan iceren
tampon.

3. Substrat (100@L): DMSO icerisinde pNA kromoforuna konjuge edii
mM sentetik peptid (sekans: DEVD).

4. Dilisyon Tamponu (200 mL): HEPES, Tris ve NaGkren tampon
soltisyonu.

5. DTT (800uL): 1 M dithiothreitol.

6. Proteazinhibitor Kokteyl (1 ml): DMSO iceren proteinleriragzalanmasini
onleyen sollusyon.

3.3.2.3. Deneyin yapiji

Yukarida belirtilen sekilde hazirlanan NTERA testis kanser huicreleridin
grubunda (kontrol + 3 farkli inkibasyon grubu), liblasyonlari takiben hicreler
sayllarak her 6rnek peletinde 4 x°1Biicre olacaksekilde ayarlandi. Kontrol
hiicrelerinde apoptozis uyarimi yapiimadi. Her gan@ 6rnek c¢agildi.

* Hucreler 50uL sogutulmus hiicre lizis tamponu ve fL proteaz inhibitor
kokteyl ile tekrar siispanse edilerek, 10 dakika imerinde inkiibe edildi.

* Ardindan 10,000xg’'de 1 dakika santriftj edildi.

» Sitozolik ekstrakt olan siipernatan, yeni tlipe aleaak buz tzerine alindi.

* Protein konsantrasyonu Bradford yontemi ile betidie

e Her bir sitozolik ekstrakt, her 5QuL lizis tamponunda 50-200ug
konsantrasyonunda protein olagakilde (1-4 mg/mL) diltie edildi.

e Calisilacak her bir érnek icin, reaksiyon tamponundanuhOcam tiplere
aktarnldi ve Uzerine kullanimdan hemen 6nce DTlerdi (Son konsantrasyon 10
mM olacaksekilde, 1.0 M DTT Stok reaktifinden, reaksiyon tasnpnun 1 ml'sine
10 uL eklendi).

* Her 6rnge 10 mM DTT igeren reaksiyon tamponundan@&Oaktarildi. 4
mM DEVD-pNA substratindan (son konsantrasyon 200 puM). ®klenerek 37°C de
2 saat inkilbasyona birakildinkiibasyon karanlikta gercekligildi. 405 nm’de
mikroplak okuyucuda okuma yapildi.
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3.3.2.4. KaspaZ3 Aktivitesinin Hesaplanmas

Kaspaz3 aktivitesi her grup icin 405 nm’de okunan gdderin proteir
miktarlarira  bélinmesiyle elde edilirKaspaz3 aktivite seviyesindeki as,
apoptozis uyariminin yapimagikontrol hicrelerinin kasp-3 aktive seviyesi il
karsilastirilarak belirlendi.

3.4. Oksidatif Stresin Belirlenmes

Protein Karbonil dlgcimleri tari bir kit (Cat. #10005020. Cayman Chemi
Ann Arbor, MI) ile yapilmstir ( Tietze F. Enzymic method for quantitatiy

3.4.1.Protein Karbonil Kiti ile Oksidatif Stresin Belirlenmes

Protein karboniller INPH ile reaksiyona girerek Schiffazi olistururlar ve son
ariin olarak gosterilen protein hidrazon kikéeri meydana gelir sgkil ). 36(-385
nm'de absorbans veren bu bilder aracilgi ile protein karbonille
spektrofotometrik olarak tayin edil

R NO,
| —
Protein —C -0 + H;NNH w\\\\ /; NO,
Protein karbonil

2. 4-dinitrofenilhidrazin
{DNPH)
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NO
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E VN
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,
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Protein-hidrazon

Sekil 3.1 Proteinkarbonillerin DNPH ile olgturduklari hidrazo
3.4.2. Reaktifler
1) Hidroklorik Asit(2.5 M)
2 ) DNPH(10 ml 2.5 M’lik HCl ile |
3) TCA Solusyor(%20 ve %10’lul)
4 ) Guanidin Hidroklor (hazir)
5) Etanol (hazir)
6 ) Etil Asetat(birebir etanol ile kristirilir)
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3.4.3. Deney Yapihi

NTERA testis kanser hicrelerinin 4 grubunda (kdntra3 farkl inktbasyon
grubu), inkiibasyonlari takiben hiicreler sayilarek érnek peletinde 4 x fticre
olacak sekilde ayarlandi. Kontrol hicrelerinde apoptozisamuyi yapiimadi. Her
gruptan 6 ornek calidi.

Dondurulmy halde bulunan gruplarina inkibe edgnmtcreler 1 mM EDTA
iceren 50 mM sguk KoHPO, (pH= 7) tamponunda, buz tzerinde homojenize edilip
PRO 200 Homogenizater, PRO Scientific Inc.,CongattiUSA ) 4C'de 10,000
g'de 15 dak santrifilj edilerek sipernatani buzddasai. Her numuneden alinan
200’er ul olacaksekilde bir tip numune ttpu, @r tip kontrol tipl olmak Uzere iki
ayri tipe aktarildi. Numune ttptine 89IODNPH, kontrol tipine 80Ql HCI ilave
edilerek 1 saat inkube edildi. Daha sonra butumetigirast ile %20 ve %10 TCA
eklenerek 5 dak inkiibe edilgnve her basangan ardindan 4 &de 10,000 g'de 10
dak santrifij edildi. Pelet (1:1) etanol/etil asetarsimi icerisinde resuspanse
edilerek 4 €de 10,000 g'de 10 dak santrifij edildi. Bu basanikkkere daha
tekrarlanip son ylkamadan sonra protein peletl@® @l guanidin hidroklorit
icerisinde vortekslenerek restispanse edildi vé"deC10,000 g'de 10 dak santrifj
edildi. Absorbanslar, 360-385 nm arasinda bir dalggunda plate reader kullanarak
Olculdi.

Protein Karbonil miktarinin hesaplanmasi: Kontrotneklerinin ortalama
absorbansi numune 0&rneklerinin ortalama absorbdasircikartilarak absorbans
degeri elde edilmy ve bu dgerler dilisyon faktori ile ¢arpihip Dinitrofeniliiazin
icin 370 nm’de molar absorblama katsayisi ve (mpgfmbtein miktarina boltinerek
karbonil miktari (nmol/mg) olarak ifade edidi.
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BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Bulgulari

Bleomisin’in testis kanseri hicre dizilerindeki addksik etkisi, MTT [3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bronjiddeneyi ile belirlenmtir.
Bleomisin'in degisen konsantrasyonlari ile hiicreler 24, 48 ve 72 sddtbe edildi
ve sitotoksisite testi ile hiicrelerin %50’sini 6tdi konsantrasyonu saptamtm

4.1.1. NTERA Hicrelerinde Bleomisin'in Sitotoksisiesi

NTERA hucrelerinde hamsiz 6 deney yapildi ve yapilan tim deneylerin
ortalamasi alinngtir. NTERA hiicrelerinde yapilan 6n gahalara gbére Bleomisin’in
100-600pg/ml doz aralgini kullaniimstir. Buna gére, NTERA hicrelerinde 100,
200, 400, 500, 60Ag/ml Bleomisin dozlarini uygulanstir. Bu dozlar 24, 48 ve 72
saatlik inkubasyonlar ile uygulanghr. Elde edilen sonuclar SPSS istatistik
programi ile anlamlilik testleri yapilgtir. Yapilan One Sample Kolmogorov
Smirnov testleriyle gruplarin kendi icerisindekirer birbiriyle uyumlu ¢ikmgtir
(P>0,05).Sekil 4.1'de 24 saat sonuclaRekil 4.2'de 48 saat sonuclafekil 4.3'de
iIse 72 saat sonuglari gosteritim.

% Canlilik BLEOMISIN'iN NTERA HUCRELERINDE
8O - siToTOK SisiTESi
24 Saat

70 -

60 A

30 -

40 -

y = 6E-05:2 - 0,075x + 74,835
R#=0,999

30 -

20

a 100 200 300 400 500 600 700

n=6 degerlerx SD Bleomisin (pg/mi|
*=p<0,05vs. 100,150,200

**=p>0,05vs. 600

#=p=0,05vs.100,150

Sekil 4.1. Farkli dozlardaki Bleomisin’in NTERA hiicrelerin@d saat icin % canllik Gizerine etkisi
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% Canliik BLEOMISIN'iIN NTERA HUCRELERINDE
60 - SiTOTOK SiSiTESI
48 Saat
55
#
50 4
45 -
40 -
* %
35
ES
30 -
ol
y= 7E-05x2-0,1012% + 63 587
R*=0,0921
20 T T T T T T 1
] 100 200 300 400 500 600 700

n=6 degerler+sD g

*=p<0,05vs. 100,150,200,400 Bleomisin (ug/mi)

==_p<(,05 vs. 100,150,200,600

#=p>=0,05vs.100

Sekil 4.2. Farkli dozlardaki Bleomisin'in NTERA hicrelerind® 4aat icin % canlilik Gzerine etkisi

% Canlilik L ; .
us BLEOMISIN'iN NTERA HUCRELERINDE
] SITOTOK SISITESI
20 J 72 Saat
35 -
#
30 -
* %
’ * ES
25 -
20 -
15 -
10 4 v=10,0001x2-0,1242x% + 49,362
R?=0,9528
5 -
0 T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700
n=6 degerler+ 5D Bleomisin (pg/mi)
*=p<0,005vs. 100,150,200
*%-p50,05vs. 600
#=p<0,005vs.100,150

Sekil 4.3. Farkl dozlardaki Bleomisin’in NTERA huicrelerind@ 8aat icin % canhlik Uzerine etkisi
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Doz aralgini daha da daraltmak icin 400, 450 ve 500g/ml
konsantrasyonlarinda Bleomisin uygulagimi 24 saat sonuclari ise 400, 450 ve 500
pg/ml dozlari icin canhfiin %50 civarinda oldtunu gostermektedir. Kruskal-Wallis
Test ile yapilan istatistik sonucunda bu gruplaasarda anlamli bir fark
bulunmamgtir(P>0,05). Ancak bu gruplar kontrol grubuyla stirildiginda ise
P<0,005'dir.

% Canhhk

Bleomisin'in 24 Saatlik Uygulamasi

100,0

75,0

50,0

25,0

0,0
kontrol BLM 400 ug/ml BLM 450 ug/ml BLM 500 ug/ml

n=6 degerler+5D
*=p=<0,005vs. kontrol
#=p=0,05vs. 400,500

Sekil 4.4.400, 450 ve 50Qug/ml dozlarindaki Bleomisin’in NTERA hicrelerindd 8aat icin %
canhlik tizerine etkisinin %50 civarindawd gozlenmektedir.
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Bleamisin Konsantrasyonlarimin Zamanla
I
% Canlihk Birlikte Canhiha Etkisi

S e
" LE]
] - -
L]
150 200 400 &00

Bleamisim pgtmi

1040

kontrol 104
n=6 deferiert S0
*=p<(,001 vs. 24 saat 150,200,400 600
" *=p<l, 005 vs. 24,72 saat icin 100,150,200, 400
H=p<0,001 vs, 24 saat 400

Sekil 4.5. Farkli dozlardaki Bleomisin'in NTERA hticrelerindd, 248 ve 72 saat icin % canlilik
Uzerine etkisinin sureye glaolarak arttg1 gdzlenmektedir.

Bleomisin uygulamasinin 48 ve 72 saat sonuclardid@ 450 ve 50Qug/ml
dozlari icin canligin ¢cok diguk oldusunu Sekil 4.5°de gosterilmtir. Zaman
ilerledikce ayni konsantrasyonun cagiietkisi daha da artmaktadir. Ozellikle 48
saat icin %50yi 6lduren der 150ug/ml olduzu gorilmektedir. 72 saat iginse bu
deger ise 10Qug/mI’nin de altina dgmektedir.

4.1.2. NTERA Hucrelerinde Bleomisin’in Etkisinin Mikroskopla Gozlenmesi

Yaptigimiz calsmada NTERA hiicrelerine uygulanan farkli
konsantrasyonlardaki Bleomisinin etkilerini mikregkgdrunttleriyle kontrol grubu
ile kassilastirdik. Inkiibasyonlar 24 saatlik olup Bleomisin grubu ich01200, 400
ve 600 pg/ml’lik konsantrasyonar uygulangmir. Hicre gruplarinin fog@graflar
Sekil 4.6,7,8,9,10'da gosterilmektedir.
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Sekil 4. 6.Hicbir sekilde ilac ile muamele edilmeyen Kontrol grubura blyutilmesiyle elde
edilen mikroskop gorintusu .
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Sekil 4.7.100ug/ml Bleomisin ile muamele edilen BLM 100 grubuntiX buydtilmesiyle elde
edilen mikroskop gorintusu.
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Sekil 4.8.200ug/ml Bleomisin ile muamele edilen BLM 200 grubuntiX buydtilmesiyle elde
edilen mikroskop gorintusu.

Sekil 4.9.400pg/ml Bleomisin ile muamele edilen BLM 400 gruburtiX buydttilmesiyle elde
edilen mikroskop goruntisu.

Resimlerden de gorulda gibi Bleomisin  konsantrasyonu arttik¢a
apoptozomlarin sayisinda da bir arggozlemek mimkindur. Kontrol grubundaki
hiicrelerin  populasyonunda tam bir doygunluk gozigindcin yapsamayan
hiicrelerin nekroz oldiu ve siyah parcalaeklinde gérulmégtir.
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Bleomisinin 600ug/ml olduygu hiicre grubunda ise apoptozomlarin sayisinin
oldukca artigl Sekil 4.10'de gosterilntir.
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Sekil 4.10.600ug/ml Bleomisin ile muamele edilen BLM 600 gruburdiX biyatilmesiyle elde
edilen mikroskop goruntisu.

4.1.3. NTERA Hicrelerinde NAC'in Sitotoksik Etkileri

NTERA hucrelerinde hamsiz 6 deney yapildi ve yapilan tim deneylerin
ortalamasi alinmtir. NTERA hucrelerinde yapilan 6n gahalara gére NAC'in 0.5-
10 mM doz arafiini kullaniimstir. Buna gore, NTERA hiicrelerinde 0.5, 1, 1.553,
10 mM NAC dozlari uygulanngtir. Bu dozlarSekil 4.11'de gosterildi gibi 24
saatlik inkubasyonlar ile uygulanghr. Elde edilen sonuclar SPSS istatistik
programi ile anlamlilik tesleri yapilgtir. Yapilan One Sample Kolmogorov
Smirnov testleriyle gruplarin kendi icerisindekirer birbiriyle uyumlu ¢ikmgtir
(P>0,05). Kruskal-Wallis Test ile yapilan istatissonucunda bu gruplar arasinda
anlamh bir fark bulunmgtur (P<0,001). 24 saatte 5 mM dozu 0.5 ve 1, domlian
anlamli; 1.5, 3, 10 mM dozu 5 mM dozundan anlantrak farkli bulunmadi
(P>0,05). Elde edilen derlerle c¢izilen grafikden ytzde -canlihk gbxleri
hesaplandi.
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% Canlik NAC 'in 24 Saatlik Uygulamasi

1000 #
a7.8
914
75,0
50,0
25,0
0.0
15 3 5

kontrol a5 1 .
MNAC Konsantrasyonu (mM)
Sekil 4.11.Degisen dozlarindaki NAC'in NTERA hucrelerinde 24 saahi% canhlik Uzerine etkisi

10

n=6 degerler £ 50
*=p<0,001 vs. kontrol 1,1.5,3,5,10
#=p=0,05vs. 1,1.5,3,10

4.1.4. NTERA Hicrelerinde NAC’in Etkisinin Mikrosko pla Gozlenmesi

Yaptigimiz calsmada NTERA hiicrelerine uygulanan farkli
konsantrasyonlardaki NAC’nin etkilerini mikroskoprginttleriyle kontrol grubu ile
karsilastirdik. Inktibasyonlar 24 saatlik olup NAC grubu igin 1, 3yé 10 mM'lik
konsantrasyonar  uygulangriir.  Hicre  gruplarinin  fo@graflari  Sekil
4.12,13,14,15'da gosterilmektedir.
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Sekil 4.13.3 mM NAC ile muamele edilen NAC 3 grubunun 4X biiitiitesiyle elde edilen
mikroskop goriintisd.
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Sekil 4.14.5 mM NAC ile muamele edilen NAC 5 grubunun 4X bii'yﬁteswle elde edilen
mikroskop gorintusu.

Sekil 4. 15 10 mM NAC |Ie muamele edllen NAC 10 grubunun 4X bmymeswle elde edilen
mikroskop gorintusu.

Resimlerden de goéruldi gibi NAC konsantrasyonu arttikca ve azaldikca
nekrotik hiicre sayisinda da bir argézlemek mumkindir. Kontrol grubundaki
hiicrelerin  populasyonunda tam bir doygunluk go6zi@ndcin yapsamayan
hucrelerin nekroz oldtu ve siyah parcalaeklinde gorulmetur.

NAC’in 10 mM olduzu hiicre grubunda NAC’in yuksek dozda toksik @ldu
sitotoksite testlerinde ve mikroskop goruntileritadirlenmistir.
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4.1.5. NTERA Hicrelerinde Bleomisin ile Birlikte NAC'in Sitotoksik Etkileri

NTERA hucrelerinde amsiz 6 deney yapildi ve yapilan tium deneylerin
ortalamasi alinngtir. NTERA hucreleri i¢cin Bleomisin’in 16 dozunu 400 pg/ml
olarak bulunmsgtur. Bulunan bu doz NTERA hucrelerini lizis yapmay®AC’in
0.5-10 mM doz aratini kullaniimstir. Buna goére, NTERA hicrelerinde 0.5, 1, 1.5,
3, 5, 10 mM NAC dozlari uygulangtir. Bu dozlar 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonlar ile uygulantir. Elde edilen sonucglar SPSS istatistik prograeni
anlamhlik tesleri yapilngtir. Gruplarin kendi icerisindeki veriler birbirgluyumlu
ctkmistir (P>0,05). 24 saatte 5 mM dozu 0.5 ve 1, doatlmn anlamli; 1.5, 3, 10
mM dozu 5 mM dozundan anlamli olarak farkli bulun@®x<0,001). Elde edilen
degerlerle cizilen grafikden yuzde canliik ghleri hesaplandi. Guplarin
karsilastirilmasi iseSekil 4.16’da ki gibi kontrol gubuna k@rBleomisinin 400 pg/ml
oldugu ve bu dozun farkl konsantrasyonlarda NAC muagidie yapildi.

% Canhhk
100.00 Bleomisinile NAC
Uygulamasi
24 Saat

75,00

-
L3
..
613
30,00 53,
28,00
0,00
400 Q.3 i 15 2 5 19

kantral

Sabit Bleomisin Degisen NAC Konsantrasyonu [mM)

n=6 degerlert 5D

"=p<0,001 v3. 400, 0.5,1,1.5,3,10
**=p>0,05 vs.1,1.5
#=p<0,05vs. 400, 0.5,1,1.5,3

Sekil 4.16.Degisen dozlarindaki NAC'in sabit Bleomisin ile birliktdTERA hiicrelerinde 24 saat
icin % canlilik Uzerine etkisi.

Sekil 4.11'de 5 ve 10 mMhk NAC konsantrasyonlannidaha dglk
konsantrasyonlara gore daha etkili @dwg6zlenmektedir.
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% Canliik

166,00 Bleomisinile NAC
Uygulamasi
48 Saat
7500

L3

. I I I I I

0,00

Kantral BLMA00 ugfml 05 1 15 3 5 ]
Sabit Bleomisin Degisen NAC Konsantrasyonu (mM)

nef degerdart 50

*=ped, 005 vs, 400, 0.5,1,1.5,3

=®=p0,05vs. 0.5,1,1.5

F=p>005vs. 3

Sekil 4.17.Degisen dozlarindaki NAC'in sabit Bleomisin ile birliktdTERA hiicrelerinde 48 saat
icin % canlilik Gzerine etkisi

% Canlibk

Bleomisinile NAC

Uygulamasi
72 Saat

B
2 -
1 15 3 5 10

Sabit Bleomisin Degigen NAC Konsantrasyonu [mM)
n=6 degerlersSD
*=p<0,001 vs. 400, 0.5,1,1.5.3
#=p>0,05v5.5

100,00

25,00

Q.00

kantral 400 a5
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Sekil 4.18.Degisen dozlarindaki NAC'in sabit Bleomisin ile birliktdTERA hiicrelerinde 72 saat
icin % canlilik Uzerine etkisi

Farkli dozlardaki NAC’nin Bleomisin ile birlikte NERA hucrelerinde 24, 48 ve
72 saat icin % canhlik Gzerine etkisini gozleyet®k icin olyturulan grafikde
NAC’in 5 ve 10 mM’lik konsatrasyonlarinin daha @ik konsantrasyonlara goére
etkili oldugu gorilmektedir. Zamana pla degisimlerde ise Sekil 4.19'da da
goruldigt gibi 48 ve 72 saat icin 5 ve 10 mM caidlidaha fazla etkisi vardir.
Istatistiksel olarak da anlamlidir (P<0,005).

MAC Konsantrasyonlarimin Bleomisin ile
Birlikte Zamanla Canlilifa Etkisi

W 24 Sast

B 48 Saat

W72 5aat
5 1 1.5 i

Kontrod BLM A00

ug/mi NAC mM
n=6 deferker £ 50
*spad 001 vs gruplar endi iginde 24 ve 48 saat
H=pec NS s, T2 53at 3miM

% Canlihk

10000

15,0

50,0

5,

[=]

a0

J 10

Sekil 4.19. Farkh dozlardaki NAC’nin Bleomisin ile birlikte NERA hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat
icin % canlihk Uzerine etkisi en fazla 5 v@ mM’lik NAC kombinasyonunda
gorilmektedir.

4.1.6. NTERA Hucrelerinde NAC'in Bleomisin ile Birlikte Etkisinin
Mikroskopla G6zlenmesi

Yaptigimiz calgmada NTERA hiicrelerine uygulanan farkli
konsantrasyonlardaki NAC’nin 400 pg/ml sabit doBleomisin ile birlikte etkilerini
mikroskop gorintileriyle kontrol grubu ile kaestirdik. inkiibasyonlar 24 saatlik
olup NAC grubu icin 3, 5 ve 10 mM’lik konsantrasywnuygulanmyitir. Hicre
gruplarinin fotg@raflar Sekil 4.20, 21, 22’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.21.5 mM NAC ve 400 pg/ml Bleomisin ile muamele edi&oM 400 NAC 5 grubunun 4X
blyltilmesiyle elde edilen mikroskop goruiitis
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Sekil 4.22.10 mM NAC ve 400 pg/ml Bleomisin ile muamele edi@oM 400 NAC 10 grubunun 4X
blyltilmesiyle elde edilen mikroskop goruiitis

Yaptigimiz inkibasyonlar sonucunda NTERA hiicrelerinde oBisin ile
birlikte NAC verilererek sitotoksisite hem biyokimyal hem de gorsel olarak
belirlenmitir.

4.2. Apoptozis Deney Bulgulari

Apoptozisin ve oksidatif stresin belirlenmesi ddeende, 24 saatte MTT
sonugclarina gore Bleomisin icin 400 pug/ml, NAC ige 5 mM’lik konsantrasyonlar
kullaniimistir.

4.2.1. Ntera Hucre Dizisinde Anneksin V Deney Soniag!
1. Grup: Kontrol Grubu

Anneksin V Kiti prosediriine uygun vyapilan deneyknuclar gagida
belirtilecek olan grafiklerle analiz edilmektediBirinci grafik turiinde htcreler
boyutlarina ve grantiletisine goregdenaktadir.Sekil 4.23'de lazersigi ile hiicrenin
etkilesmesi ve bu etkilgne sirasinda hicreden sacilgrktan elde edilen bilgi
gosterilmektedir. Burada FSC (Forward Side Scattedalleri Bolge Saciimasi)
olarak gosterilen eksen ghi, Flow sitometre kapilerinden akmakta olan hleree
gonderilen lazer siginin ileri dg@gru saciimasi ve FSC dedektorleri tarafindan
toplanip veri dongtirictide analiz edilmesi sonucunda ne kadar cak skgiima
varsa htcrenin o kadar buyudk ofadunu gdsterir. Grafikteki her bir nokta bir hiicreyi
gOstermektedir.
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r(SSC)Detektori
renin icsel yapisi

Sekil 4.23.Lazer g1ginin hicreden sacilmasi ve dedektdrlerden toplanmas

Benzersekilde SSC (Side Scatter ya da Bdlge Saciimasiqlolgosterilen eksen
degeri ise, Flow sitometri kapilerinden akmakta olaactelere gonderilen lazer
Isiginin etrafa saciimasi ve SSC dedektérleri tarafinttglanip analiz edilmesi
sonucunda ne kadar ¢ok etrafa sagilma varsa hiacdeno kadar grandlli olgunu
gostermektedir. Sekil 4.24'de de goruldgli gibi hicreler Flow sitometresi
kapilerinden gecerken gonderilen lazergn es zamanh cakan bu dedektorler
sayesinde FSC ve SSCgeéerine gore grafikte noktgklinde belirlenmektedir.

210411-KONTROL

{x 1,000)

88C-A
RS PO PEL, TN RV ) WL o

| VL ‘I I LI L | LI L) I L] I LI I T
50 100 150 00 250
FSC-A (x 1.000)

Sekil 4.24.Kontrol grubunun FSC ve SSC analizi.

Anneksin V Kiti prosedirine goére yapilan deneyimalemmde kullanilan ikinci
grafik ise birinci grafik turinden farkh olarak &ri¢ sispansiyonuna floresans bir
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belirte¢c eklenmesidir. Bu floresans madde bir awakbali olabilir ya da kendisi
floresans verebilir. Anneksin V Kitinde bu iki flesans 0Ozellik kullanilmgtir.
Apoptozis sirasinda hicre zarining dismina cikan fosfotidilserin Anneksin V
antikoruna bglanmaktadir. Floresans FITC molekuli ile konjuganoAnneksin V
antikoru fosfotidilserine kg oldugunda lazersiginin bu hiicreye ¢carpmasi sonucu
farkli dalga boyundasima yapar. Bu da hangi htcrelerin apoptozis @t
gosterir. Bu kit prosedirtinde kullanilargel floresans 6zellikli kimyasal ajan ise
propidyum iyodid (PI) boyasidir. Bu boya ise nekalmus ya da erken apoptozis
olan hucrelerin DNA’sIna t@anir ve 6li hicrenin bir gostergesidyekil 4.25'deki
grafik Uzerinden aciklayacak olursak Q3-1 boélgesnéksin V-FITC ve Pl ilesima
yapmamgtir. Zaten kontrol grubuna hicbir apoptotik ya dekrotik bir ajan
verilmemegtir. Q1-1 bolgesi Anneksin V-FITC lgayan ve gima yapan hucreleri
gostermektedir, ancak kontrol grubunda yoktur. Q#élgesi de nekroz olmnu
hiicrelerin Pl ile boyanmasini gostermektedir. Kolngrubunda bu bélgede de hiicre
yoktur. Q2-1 bolgesi ise apoptozis sonrasi 6lerréiéd gostermektedir. Bu bdlgede
hem Anneksin V-FITCsimasi hem de Pkimasi mevcuttur, ancak kontrol grubunda
bu bélgede de hicre yoktur. Bolgelere gore hudrelgizdesi de her grup icigekil
4.26 gibi gosterilecektir.
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Sekil 4.25.Kontrol grubu Flow grafii

Sekil 4.25'de Q1-1, Q2-1 ve Q4-1 bolgelerinde ¢okhéere bulunmaktadir. Q3-
1 bélgesindeki hicrelerin yuzdesi 99,4’dur. Bigelterin istatistiksel olarak anlamli
olmasi i¢in hicre sayiminin en az 20000 olmasikgee&tedir. Kontrol grubunda bu
say! Tablo 4.1’de de goruldi gibi 23940°dir.
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Tablo 4.1.Kontrol grubu bdlge yuzdeleri.

Tube: KOMTROL_001
Fopulation #Evenls %WFParent %Total
B & Events 23,940 HEst 1000
Il P1 23,574 985 985
S 23 0.1 0.1
P @z £F 0.4 0.4
L] 1 23,470 994  97.9
w0 g1 15 0.1 0.1

2. Grup: 400 pg/miBleomisin Uygulanan BLM 400 Grubu

Bu grupta bulunan hucrelere 400 pg/ml Bleomisinuiggdiktan 6 saat sonra
yapilan kit prosedirt sonucunda elde edilen sonagdgida analiz edilmtir.

Sekil 4.26’'de FSC ve SSC eksenli grafik kontrol gryla kasilastirildiginda
Bleomisin uygulamasinda hicrelerin boyutlarinda geanuletesinde bir ati
gozlenmektedir. Apoptozis sirasinda hicrede bu eturdnorfolojik deisimler
gerceklatigi bilinmektedir.
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Sekil 4.26.Bleomisin grubunun FSC ve SSC analizi.

Sekil 4.27'deki grafik Gzerinden agiklayacak olurg@B-1 bdlgesi Anneksin V-
FITC ile birlikte Pl bglamamstir ve orani % 49,1'dir. Bu sonu¢ MTT kiti Kaspaz-3
ve Protein Karbonil Kiti sonuclari ile uyumlu biosuctur. Q1-1 bdélgesi Anneksin
V-FITC baslayan ve gima yapan hicreleri gostermektedir. Bu bolgedekrélarin
orani ise %30’dur. Q4-1 bolgesi de nekroz ajnhiicrelerin Pl ile boyanmasini
gostermektedir. Bleomisin grubunda bu bdlgedekir@taran ise %0,1'dir. Q2-1
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bblgesi ise apoptozis sonrasi Olen hicreleri gisktedir. Bu bolgede hem
Anneksin V-FITC gimasi hem de Pkimasi mevcuttur, ancak Merkezi Atama
Laboratuvarindaki Flow sitometri cihazindaki rugiogunluk nedeniyle beklemeden
dolay! bu boélgede hucre gorulgtir. Ama bu hicreler AnneksinV-FITC gadig
icin Q1-1 bdlgesine dahil edilgtir. Bélgelere gore hicrelerin yiizdesi ve sayilari
bleomisin grubu i¢in Tablo 4.2’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.27.Bleomisin grubu Flow grai.

Tablo 4.2’de Apoptotik Q1-1 bdlgesinde %30, erkpog@otik Q2-1 bélgesinde
%18 civarinda ve Q4-1 bdlgelerinde ¢cok az hucremmmiaktadir. Q3-1 bolgesindeki
hicrelerin yuzdesi 49,1'dir. Bu gerlerin istatistiksel olarak anlamli olmasi igin
hiicre sayiminin en az 20000 olmasi gerekmekted@oniisin grubunda bu sayi
Tablo 4.2’de de goruldiii gibi 200000°dir.

Tablo 4.2.Bleomisn grubu bélge yuzdeleri.

Tube: BLEOD

Papulation
M I Events

..... [ @11
..... E 0171
..... E @31
Lo E 214-1

#Events %Parent %Tatal
100,000 s 1000
95,5499 95.6 95.6
28,683 30.0 8.7
17,777 18.6 17.8
49,055 51.3 49.1
24 0.1 0.1
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3. Grup: 5 mM NAC uygulanan NAC 5 Grubu

Bu grupta bulunan hiicrelere 5 mM NAC uygulandiktasaat sonra yapilan kit
prosedird sonucunda elde edilen sonugiatida analiz edilmtir.

Sekil 4.28'de FSC ve SSC eksenli grafik kontrol gryla kasilastirildiginda
NAC uygulamasinda hicrelerin boyutlarinda ve gram@$inde bir afl
gorulmemektedir. Ancak nekroz olan hicre sayisibidaartis vardir. Bunu dgiik
FSC dgerine denk gelen hicre gonlugundan soyleyebiliriz. Zaten nekroz
sirasinda hiicre granuletesi ve parcalanmadan dolayyutunun azaldi
bilinmektedir.

210411 -NAC

1T

(e 1.000)

.,..SF...."FU....1Tn....??n..‘.zf°.

BEC-A

T T .| [TFT T [ F T T [T T T [T T Il
L1 100 160 o0 50
FSO-A 1000y

Sekil 4.28.NAC grubunun FSC ve SSC analizi.

Sekil 4.29'daki grafik tGzerinden agiklayacak olurg@B-1 bdlgesi Anneksin V-
FITC ile birlikte Pl bglamamstir ve orani %82,4'tlr. Bu sonu¢ MTT kiti Kaspaz-3
ve Protein Karbonil Kiti sonuclari ile uyumlu biosuctur. Q1-1 bdélgesi Anneksin
V-FITC baslayan ve gima yapan hicreleri gostermektedir. Bu bdlgedekrélarin
orani ise %2,6'dir. Q2-1 bolgesi ise apoptozis asndlen hicreleri gostermektedir.
Bu bdlgede hem Anneksin V-FITGImasi hem de Pkimasi mevcuttur ve orani %
2'dir. Q4-1 bolgesi de nekroz olmunlcrelerin Pl ile boyanmasini géstermektedir.
NAC grubunda bu bdlgedeki hiicre orani ise % 10r34%incak Merkezi Argirma
Laboratuvarindaki Flow sitometri cihazindaki rugyiogunliuk nedeniyle beklemeden
dolayr bu bdlgede hicre gordlgtir. Ama bu hicreler Anneksin V-FITC
baglamadgi icin Q3-1 bélgesine dahil edilgtir. Bolgelere gore hiicrelerin ylzdesi
ve sayilari bleomisin grubu icin Tablo 4.3'de gdsteektedir.
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Sekil 4.29.NAC grubu Flow grafii

Tablo 4.3'de Apoptotik Q1-1 bdlgesinde %2,6, erlapoptotik Q2-1 bélgesinde
%2 civarinda ve Q4-1 boélgelerinde ise % 10,3 hibrdunmaktadir. Q3-1
bolgesindeki hucrelerin orant % 82,4'dur. Busederin istatistiksel olarak anlamli
olmasi icin hicre sayiminin en az 20000 olmasikpee&tedir. NAC grubunda bu
say! Tablo 4.3'de de goruldi gibi 50000'dir.

Tablo 4.3.NAC grubu bdlge yuzdeleri.

Tube: MNAC

Fopulation #Events %Parent %Total

W - Events 50,000 @ 1000

e . F1 44 BG5S 873 873
[ @11 1,325 27 26
[ @z 995 20 20
e (] @31 41,186 g4.6 62.4
] Qd-1 5,158 106 10.3

4. Grup: 400 pg/miBleomisin ile birlikte 5 mM NAC uygulanan BLM + NAC
Grubu

Bu grupta bulunan hicrelere 400 pg/ml Bleomisin bidikte 5 mM NAC
uygulandiktan 6 saat sonra yapilan kit prosediriucenda elde edilen sonugclar
asagida analiz edilmtir.

Sekil 4.30'da FSC ve SSC eksenli grafik kontrol gryla kasilastirildiginda
Bleomisin+NAC uygulamasinda hucrelerin boyutlarinaga grantletesinde bir ati
gorulmektedir. Ancak bu astsadece bleomisin ile inkiibe edikrgruba gore biraz
azdir. Bunu yiksek FSC ve SSCgdene denk gelen hicre gonlugundan
soyleyebiliriz. Hucreler ortalama 50-100 agahida SSC ve 50-150 arginda FSC
deserlerinde toplannglardir.
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Sekil 4.30.Bleomisin +NAC grubunun FSC ve SSC analizi.

Sekil 4.31’deki grafik tGzerinden agiklayacak olurg@B-1 bdlgesi Anneksin V-
FITC ile birlikte Pl bglamamstir ve orani %59,2'tlr. Bu sonu¢ MTT kiti Kaspaz-3
ve Protein Karbonil Kiti sonuclari ile uyumlu biosuctur. Buna ek olarak bleomisin
grubunun Q3-1 bdlgesine gore daha fazla bir orar@ir1 bolgesi Anneksin V-
FITC balayan ve gima yapan hicreleri gostermektedir. Bu boélgedeldrél@rin
orani ise %24,2'dir. Q2-1 bolgesi ise apoptozigasndlen hiicreleri géstermektedir.
Bu bélgede hem Anneksin V-FITGImasI hem de Pkimasi mevcuttur ve orani %
12,9 ’'dur. Ancak Merkezi Ardirma Laboratuvarindaki Flow sitometri cihazindaki
rutin yogunluk nedeniyle beklemeden dolay! bu bélgede hgorélmistir. Ama bu
hicreler AnneksinV-FITC hkgadigl icin Q1-1 bolgesine dahil edilgtir. Q4-1
bdlgesi de nekroz olmuhticrelerin Pl ile boyanmasini gostermektedir. Blein +
NAC grubunda bu bdélgedeki hiicre orani ise % 0,1'Bidlgelere gore hicrelerin
yuzdesi ve sayilari Bleomisin + NAC grubu igiakil 4.31'de gosterilmektedir.
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Sekil 4.31.Bleomisin +NAC grubunun Flow grafi.

Tablo 4.4'de Apoptotik Q1-1 bolgesinde % 24,2, erkapoptotik Q2-1
bdlgesinde % 12,9 civarinda ve Q4-1 bdlgelerinée%s 0,1 hicre bulunmaktadir.
Q3-1 bdlgesindeki hicrelerin orani % 59,2'dir. QBdlgesindeki bu oran bleomisn
grubuna gore % 20 daha fazladir. Bielterin istatistiksel olarak anlamli olmasi
icin hiicre sayiminin en az 20000 olmasi gerekmektttomisin+ NAC grubunda
bu sayi Tablo 4.4'de de gorilglii gibi 50000°dir.

Tablo 4.4.Bleomisin + NAC grubu bdlge yuzdeleri.

Tuhe: BLEO+MAC

Population #Events WParent %Total

B 2! Events an,000 st 1000

-l P 48,216 96.4 064
] @11 12,410 251 243
[ @z 6,447 13.4  12.9
[ @31 20,589 B1.4 502
[ 41 70 0.1 0.1
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4.2.2. Ntera Hucre Dizisi Kaspaz-3 Deney Sonuclari

Gruplann Kaspaz-3 Karsilastinimalan
Abs/mg protain #

175,00 +

162,15 *

150,00 +

125,00 +
100,00

(Kat Kontrol,
g
=

75,00 +

Kaspaz-3 Aktivitesi

50,00 +

2500 +

0,00
Kontrol {+) NAC (+) Bleo (+) Bleo & NAC

n=6 degerler £ SD
*=p<0,01 vs Bleo
**=p=0,01 vs kontrol
#=p=0,01vs. Bleo+NAC

Sekil 4.32.Kontrol ve dper deney gruplarinda Kaspaz-3 deney sonuglari

Kontrol, NAC, Bleomisin ve BleomisintNAC deney gtapnda kaspaz-3
Olcimu yapildi. Kaspaz-3 deneyi icin inklibasyo@arsaatlik yapildi. Her gruptan 6
petri calgildi ve her petride ortalama 44 Biicre vardi. Elde edilen Olcum gieleri
Sekil 4.32'de gosterildi. Kontrol ve 3 deney grubakikaspaz-3 dizeyleri Mann-
Whitney Testi ile kaplastinldiginda; Bleomisin, Bleomisin+NAC gruplarinin
kaspaz-3 iceginin kontrol grubuna gore 6nemli dizeyde &ttNAC grubunda ise
%10’luk bir arts gozlenmgtir. NAC ve Bleomisin ile birlikte inkiibe edilmigrupta
ise sadece Bleomisin ile inkibe edigmyruba gore kaspaz-3 aktivitesi azgldi
gorulmektedir. Yapilan istatistiksel gerlendirme sonucunda Kontrol ile NAC grubu
icin P deeri 0,009'dir. Ayni istatistiksel sonu¢ kontrol iBleomisin+NAC icinde
gecerlidir (P:0,009). Her iki kaastirmada P<0,01 oldiu icin istatistiksel olarak
anlamhdir. Kontrol ile Bleomisin icin ise P geri 0,002'dir. Bu da P<0,05 oldu
icin istatistiksel olarak anlamli bir sonugtur.

4.3. Oksidatif Stres Deney Sonuclari
4.3.1. NTERA Hucre Dizisi Protein Karbonil Deney Saugclari

Kontrol, Bleomisin, NAC, Bleomisin+NAC, deney grapinda protein karbonil
gruplarinin 6lgimi yapildi. Protein karbonil dengyin inklibasyonlar 24 saatlik
yapildi. Her gruptan 6 petri calidi ve her petride ortalama 4»LBiicre vardi. Elde
edilen olcim dgerleri Sekil 4.33'de gosterildi. Mann-Whitney testi ile y&m
istatistiksel dgerlendirme sonucglarina goére, NAC ile inkibe edileleney
gruplarinda kontrol grubuna go6re protein karbonibnigglarinda kaspaz-3

56



sonugclariyla tutarli bir azalma g6zlenmektedir aiaézals istatistiksel olarak anlaml
degildi (P>0.05). Bleomisin, Bleomisin+NAC ile inkubedilen deney gruplarinda
ise, protein karbonil sonuglarinda kontrol grubwgiae istatistiksel olarak anlaml
artis bulunmytur (P<0.04). NAC ile beraber inkibe edilgnBleomisin, sadece
Bleomisin ile inkiibe edilen gruba goére kiguk deaddr azalma gozlenstir, fakat
protein karbonil dizeylerinde istatistiksel olarmklamli azalma tespit edilmegtir
(P>0.05).

Gruplann Protein Karbonil
Miktarlannin Karsilastirnimasi
650 T # #
600 + 56700

350.00

Protein Karbonil
nmol/mg protein
g

Kontrol (+)NAC (+) Bleomisin (+) Bleomisin & NAC

n=6 degerler £ 5D
*=p>0,05 vs Bleo
**=p=0,05 vs kontrol
#=p=0,04vs. Kontrol

Sekil 4.33.NTERA hiicre dizisi kontrol ve der deney gruplarinda protein karbonil 24 saat deney
sonuglari
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TARTI SMA

Testis kanseri 15-35 ykar arasindaki erkeklerde en sik gorulen kanserdir
erkeklerde gorilen timdrlerin %1'ini glwrmaktadir. Testis kanseri gegtel 6lime
neden olan bir hastalik olarak bilinirken, gununmgiziéstis kanser hastalarinin
%80’inden fazlasi tedavi edilebilmektedir. Erkenesleki hastalarda ise tedavi orani
%100’e ulamaktadir (19 Tedavi edilen testis kanserli hastalarin, tedsonrasi
beklenen s&ikli yasam sireleri, olduk¢a uzundur (20

Bleomisin, Etoposid ve Sisplatin (BEP) kombinasyormetastatik non-
seminomat®z timoarlerde tercih edilen en etkili ted@rudur (1. Testis kanserinde,
anti-kanser ilaclar, genellikle hasgah vicudun bgka kisimlarina metastaz yapmasi
durumlarinda tercih edilirler. Bu ilaglar bazen tinin cerrahi gigim oOncesine
kadar kuculmesini ggamak amaciyla ve l.evre testis tUmord icin uygatan
orsiektomi  sonrasinda, tumor dokusunda saptanan \@sklihvazyonun
yaratabilecgi yiuksek niks ihtimalinin énlenmesi icin de kulletilmektedir (1,
30). Bleomisin gibi kanser tedavisinde kullanilan iéagh bircok yan etkisi vardir.
Bleomisin’in uygulanmasi bazen 6lumcil yan etkitfeeydana getirebilmektedir.
Bleomisin'i inaktive eden bir enzim olan Bleomidiidrolazin eksikiginden dolayi
ortaya c¢ikan Bleomisin indUklU toksisite,shea akcger ve deride olgur (31, 175.

NTERA testis kanseri hicrelerinde, testis kanseritedavisinde kullanilan
Bleomisin'in, NAC ile birlikte kullaniminin agaurildigi in vivo ya da in vitro bir
calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, galamizda testis kanser hiicrelerinde daha
once argtirlilmams olan NAC'In terap0étik potansiyelini agtariimistir. Bleomisin’in
sitotoksitesi, oksidatif stres ve apoptozis Uzezkid etkileri aratiriimistir.
Antioksidanlarin, kanser tedavisi sirasinda kullarkullanilmamalari konusundaki
paradokslari aydinlatmak icin, yalniz NAC veya Blesinile birlikte, oksidatif stres
ve apoptozis Uzerinde glurduklar! etkiler argtiriimistir.

Bilindigi Gzere Bleomisin, testis kanserinin tedavisinddilda kullanilan bir
kemoterapotiktir. Bleomisin, DNA'ya direkt Bknarak, tek ve ¢ift zincir
kirlimalarina yol acarak, hicrelerde apoptozisikket. Bleomisin, stperoksid ve
hidrojen peroksid gibi reaktif oksijen tdrlerini atir. Oluisan bu reaktif oksijen
turlerinin, DNA’'ya atak yaparak zincirleri koparmasBleomisin’in kanser
hiicrelerine toksisitesinde rol oynamaktadir)(3YAC ise antioksidan olarak in vivo
ve in vitro yaygin birsekilde kullaniimaktadir. Detoksifikasyonda rol oyndari
gibi, oksidatif strese kar hicreyi ve komponentlerini korurlar. NAC canli
organizmalardan Uretilginden ve dgal sulfir iceren amino asit tlrevi olglundan
glcla bir antioksidan olarak kabul edilmektedir . 1Bu ylzden bizim ¢calmamizda
Bleomisinin olgturdusu hicre hasarina NAC’in nasil tepki vetidi belirlenmesi
amaclanmytir.

Testis kanserinde NAC ve Bleomisin’in etkileri Uiner yayinlanmyg calsma
bulunmamasi nedeniyle, gahalarimizda NTERA testis kanser hiicre dizisiniigect
Bu hicre hatti, malign non-seminomatdéz germ hiéraoctlerinden koken alir.
Bunun yani sira, NTERA hucreleri fonksiyonel p53umaluran hticrelerdir (136

Testis kanseri tedavisinde kullanilan bleomisiniicre dizileri Gzerinde hangi
dozun kullanilacgini calsmamiz icin belirlememiz gerekmekteydi. Yapilanrkbigir
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arastirmalari sonucunda gédli Bleomisin dozlari bulunmgtur. Bleomisinin NTERA
hiicreleri dizileri Uzerinde hangi apoptotik yolaklaktive ettgini belirlemek igin
yapilan bir cakmada, Bleomisin konsantrasyonu 250 pg/ml kullarstimi(177).
Bizde calsmamizda Bleomisin’'in testis kanseri hiicre dizildghi sitotoksik etkisini
MTT deneyi ile belirleyip, hicrelerin yaldk 9%50’sine sitotoksik olan
konsantrasyonunu (g degeri) bulduk. NTERA htcrelerini 100-6Q8/ml arasinda
desisen Bleomisin konsantrasyonlari ile inkiibe ederekTM@&sti ile 1G, deserini
saptanmgtir. Ancak belirlenen dozlardaki Bleomisin, NTERAldne dizilerinde
sitotoksik etkisini yiksek dozlarda goésterdi. Budeele orta derecede bir doz
denemesine karar verilerek, 400 pg/ml, 450 pg/mb@@ pug/ml dozlari secilrgir.
Secilen bu dozlar arasinda anlamh bir fark olpadyoruldigi icin NAC ile
kombine denemelerde NTERA hucreleri i¢in deneylerkellanilacak olan
Bleomisin’in 1Go dozu 400 pg/ml olarak belirlengtir. Bununla birlikte ceitli
calismalarda farkl parametrelere bakgdicin Bleomisin dozu farkh kullanilingtir.
2009 yilinda karager kanseri hiicrelerinde yapilan bir galada da Bleomisin dozu
3 png/ml kullaniimstir (178. Testis kanser hicreleri icin bulglumuz Bleomisin
dozu, bu dozun cok uUstindedir. Bu farklihk g¢g@imiz hicre dizilerinin
farkhligindan kaynaklanmaktadir.

Testis kanserinde daha 6nce NAC ilgkili calisma yapilmadiindan, testis
kanser hucrelerinin NAC’e duyarli olup olmadi duyarli iseler hangi dozlarda
hassasiyet gosterecekleri bilinmiyordu. Literatinoestat, meme kanseri hicre
dizileri gibi farkli htcre dizilerinde yapilan catnalarda belirli dozlarda NAC
kullaniimistir. NAC ile yapiimg cesitli hicre kaltirlerinde apoptozisi azafitl
belirlenmgtir. MCF-7 meme kanseri hicre dizilerinde Surfaati olusturdusu
apoptozisi onlegi bildirilmi stir. Bu calsmada kullanilan NAC dozu ise 1 mM'dir
(179. Bizde camalarimizda 0,5 mM’dan 10 mM’a kadargigen dozlarda NAC
denedik. Ancak belirlenen dozlardaki NAC, NTERA Heidizilerinde sitotoksik
etkisini disuk ve ylksek dozlarda gosterdi. Bu nedenle orteeadste bir doz
denemesine karar verilgir, 1 mM, 3 mM ve 5 mM dozlarini secilgtir. NAC
sitotoksisitesini, MTT testi ile belirlengtir. MTT testinde belirlenen 5 mM’lik doz,
Anneksin V, Kaspaz-3 ve Protein Karbonil kitlerind&C dozu olarak kullanilngtir
ve elde edilen sonuclar birbiriyle tutarlidir. Bestte Bleomisin ile birlikte NAC
uygulamasinda; canlghn 24 saatte %70’lere kadar ¢gitgozlenmgtir. Ancak 48
saat sonununda bu cardih %40’lara kadar dimesi NAC’in Bleomisinin
toksisitesini azaltamagh gorulebilir ama tek ana kullanilan Bleomisinin canlgi
ise %30 seviyelerindedir. 72 saatte canliliktakisigdiin azalmasi 48 saatle
karsilastirildiginda ise onemli bir fark gorulebilirsgkil 4.19). Cunkl glutatyonun
oncusu olan NAC antioksidan mekanizmayi hareketgirgé ve Bleomisinden
kaynaklanan oksidasyonu dolayisiyla apoptozisitamgtir. Bu da kanser htcreleri
icin istenen bir durum ddir.

2009 yilinda yapilan bir camada, Bleomisin’in hem ekstrinsik hem de intrinsik
yolaklarla apoptozisi arttirgh gosterilmgtir (178). Bleomisin uygulanmasindan
sonra kaspaz-2, -3, -6, -8 ve -9 agim Calsmamizda apoptozis belirteci olan
kaspaz-3 kiti kullanilngtir. Intrinsik ve ekstrinsik yolaklardaki batici kaspazlar
(kaspaz-8, -9, -10) tarafindan aktive edilen Kaspazn o6nemli uygulama
kaspazidir. Hem aktif kaspaz-8, hem de kaspaz-Spaz3’'U aktive ederler ve
apoptozise yol acarlar. Kaspaz-3, apoptozisde mmeydgelen endonukleaz
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aktivasyonuna, kromatin kondensasyonuna ve membegeiklerinin olgumuna
aracilik eder. (180

Calismamizda, NAC'nin testis kanseri hiicre dizileringmptozis lzerine olan
etkilerini argtirilmistir. ROS olgturarak apoptozise yol agtibilinen Bleomisin,
calismamizda NTERA hicrelerinde, kaspaz-3 duzeylerittiremstir. Yiksek serbest
radikal temizleyici 6zelfie sahip olan NAC ise, NTERA hiicre dizisinde Bleamrs
neden oldgu kaspaz-3 artlarini %8 oraninda baskilaghr. Bulgularimiz NAC'in
apoptozis Uzerinde zit etkiler gturduklarini, NAC’nin anti-apoptotik etki
gosterdgini ortaya cikarmgtir. Antioksidanlarin apoptozis Uzerinde zit etkile
olabilecgini gostermesi acisindan bu bulgularimiz son der@oemlidir. Ancak
kaspaz-3 aktivitesinin, kontrol grubuna gore saded€ uygulanan grupta %210’luk
artisl da c¢ok ilgingtir. Bulgularimiz da Bleomisin ve MAile birlikte Bleomisin
kullaniminda apoptozise yol agimi géstermytir.

Mungunsukh ve arkadirn tarafindan yapilan bir cainada, bizim
bulgularimiza benzegekilde, Bleomisin’in pulmoner epitelyal hicrelerdegspaz-
3’0 aktive ederek, ekstrinsik apoptotik yplandikledgi gosterilmitir(180).

Thiol iceren bir antioksidan olan NAC'in testis de bazi kanser tirlerinde
apoptozis Uzerine olan etkileri ile ilgili cgtnalar sinirh sayidadir. Song ve
arkadalari, kudltire edilmg rat sertoli hicrelerinde, toksik etkilere sahip
dichlorodiphenoxytrichloroethane (DDT)’nin bir mbtditi olan p,p'-DDE’nin yol
actgl apoptotik dgisimlerin, NAC tarafindan bloke edilgini bildirmislerdir (187).
Erkkila ve arkadglari, NAC'nin insan germ hucreleri tzerinde apopgoanhibe
edici etkilerinin bulundgunu rapor etmglerdir (182. Yapilan bircok cadmada,
NAC’in antioksidan 6zelfiinden dolayi, uygulanan bir¢cok toksik maddenin naal
getirdigi reaktif oksijen metabolitlerini ortadan kaldirkrapoptozisi baskilagh ileri
suralmigtar (183-18%. Kim ve arkadglari tarafindan MDA-231 meme kanseri
hicrelerinde yapilan camada, ROS aracgh ile apoptozis meydana getiren
Sanguinarine kullanilingtir (186. MDA-231 meme kanseri hticrelerinin NAC ile 6n
muamelesi, Sanguinarine’in induklgdiapoptozis olgumunu 6nlemi ve Bcl-2
duzeylerini arttirmgtir (186. Kaminskyy ve arkaddari tarafindan, insan CEM T-
l6semi htcrelerinde, kaspaz-3 artin NAC tarafindan engelleridi gosterilmitir
(187). HL-60 I6semi hicrelerinde yapilan birska ¢calsmada, NAC'nin, kaspaz-3
aktivitesini ve DNA fragmentasyonunu baski&adciapor edilmgtir (188). ASTC-a-1
insan akgier adenokarsinom hucrelerinde NAC’nin, kaspaz-3ivakyonunun
blokasyonuna yol a¢cmasinin yani sira, ROSswhunu inhibe etii ve Bax
translokasyonunu engellgdbildirilmi stir (189).

Testis kanserinin tedavisinde yaygin olarak kuleEmiBleomisin’in, ytksek
dizeyde ROS okliurdusu gosterilmgtir (2). NTERA testis kanseri hicrelerinde
yapillan deney sonucglarimiza gore, Bleomisin uygakmn oksidatif stresi
indukledigini tespit ettik. Oksidatif stres parametresi okanarotein oksidasyonu
diuzeyleri dlculmgttr. Bleomisin’le inkiibe edilen hicre dizisindeptwin karbonil
dizeylerinde buldgumuz arty protein oksidasyonunun agtni; Bleomisin induklt
artms oksidatif stresi belirgin olarak ortaya koystur.

Calismamizda NTERA hicre dizisinde Bleomisin’'in apopseziyol actini
bulunmutur. Bu bulgularimiz literatirle paralellik gostezktedir. Bulgularimiza
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dayanarak, Bleomisin’in testis kanser hucreleriiRieS seviyelerini ve oksidatif
stresi artirarak apoptozisi induklgdyargisina varabiliriz.

Kanser tedavisinde antioksidanlarin kullanimi caygindir (105, 106, 153,
157-164, 19D Calsmamizda kullangamiz N-asetil sistein’in, dgsik kanser
tiplerinde etkilerinin argtinldig birgcok calsma mevcuttur (191, 192Fakat NTERA
testis kanser hicre dizilerinde N-asetil sisteirdksidatif stres Uzerine etkilerinin
arastinldigl herhangi bir cagma bulunmamaktadir.

Calismamizda N-asetil sistein uygulamasinin, Bleomisndikli oksidatif
streste, istatistiksel olarak anlamli agalisebep oldgunu bulunmgtur. NTERA
testis kanseri htcre dizilerinin (5 mM’llIk NAC dogzuNAC ile 24 saatlik
inkibasyonu, protein oksidasyon dizeylerinde azgdmaeden olmgiur. Bu
bulgularimiz NAC’in gicli antioksidan 6zellik goedesini vurgulamaktadir. Bu
yukseklik, bir tiyol olan NAC'In antioksidan 6zelinin yani sira, GSH 6ncusu
olmasi ile ilgkilidir. Bu 6zellikleri ile NAC hicreyi korumaktadi

Yaptigimiz tim deney sonuclarinin testis kanseri olarates yapilacak olan
kemoterapOtik tedavinin - hast@in  prognozu acisindan  6nemli  ofdunu
disinmekteyiz. Clunkl ROS Ureterek hiicre hasarina selbemBleomisinin tedavisi
sirasinda antioksidanlarin kullaniimasi tedavi siifeolumsuz yonde etkileyegmi
disinmekteyiz.
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SONUCLAR

Bu calsma, reaktif oksijen turleri Ureten ila¢ olan Bleamiin testis kanseri
hicrelerinde; apoptozis, mekanizmalari Uzerindetkilezini ortaya c¢ikarmak;
oksidatif stres ve antioksidanlarin apoptozis ki etkilerini belirlemek
amaclyla yapildl. Testis kanser tedavisinde bugladar argtiriimams olan
NAC’in sitotoksik etkinligi belirlendi ve yeni bir tedavi stratejisi ortayakgrmak
amaciyla Bleomisin ile etkifami aragtirildi.

Buldugumuz deneysel verilere gore sonuclarinuzgekilde 6zetleyebiliriz:

1) Bleomisin’in testis kanseri (NTERA) hicrelerindeditotoksik etkisi belirlendi
ve letal dozlari (LB, I1Csp) saptandi. Saptanangds ise 400 pg/ml'dir,

2) 24 saatte 400 pg/ml, 450 pg/ml ve 500 pg/mllik $amtrasyonlardaki
bleomisin inkiibasyonlari sonucunda bu dozlar adasicanhlik dgerleri
acisindan anlaml bir fark bulunmadi. Canlilik or&50 civarinda bulundu. Bu
yuzden NAC ile birlikte inkiibasyon deneylerinde 4Q0g/ml'lik doz
kullaniimasi kararlgtirildi.

3) 48 saatlik bleomisin inkibasyonunda 100 ve 150 [idéncanliik %50'ye
dUstl. Bu iki konsantrasyon arasinda anlamli bir faoktu. 48 saatte 1§ dozu
100 pg/mli'dir,

4) 48 saatte 400 pg/ml'de bleomisin inkibasyonunddldafo 35 seviyesine, 72
saatte ise % 25’in altina gi.

5) 72 saatlik bleomisin inktiibasyonunda 100 pg/ml’'deib& %40’ in altina détu.

6) 72 saatte 400, 600 pg/ml'lik konsantrasyonlardal@otmisin inkibasyonlari
sonucunda bu dozlar arasinda canlilikgatteri agisindan anlamh bir fark
bulunmadi. Her iki konsantrasyonda da canlilik %28&ltinda idi.

7) Yukaridaki ve literatir bulgularindan hareketle MTCRnhlik deneylerinin,
kaspaz-3 apoptozis ve protein karbonil oksidatiestdeneylerinin 24 saatlik
inkilbasyondan sonra, anneksin V apoptozis deneirsaatlik inkiilbasyondan
sonra yapilmasi uygun goralda.

8) 24 saatte N-asetil sistein’in testis kanseri (NTERAicrelerindeki sitotoksik
etkisi belirlendi. 1 mM, 3 mM, 5 mM ve 10 mM doaziarcanlilgl %10 civarinda
distrdigt bulundu.

9) 24 saatte N-asetil sistein’in testis kanseri (NTER®&icrelerindeki sitotoksik
etkiyi belirlemek icin 5 mM’lik dozun kullaniimasiygun gorulda.

10)24 saatte 5 mM N-asetil sistein Bleomisin’in sitaik etkisini %30 civarinda
azalttg! belirlendi. 400 pg/ml bleomisin inkliibasyonundalde&k %54 iken, 400
png/ml Bleomisin ile 5 mM NAC inkibasyonunda caklfo70'dir.

11)48 saatte 5 mM N-asetil sistein Bleomisin’in sitik etkisini %35 civarinda
azalttgi belirlendi. 400 pg/ml bleomisin inkibasyonundald& %32 iken, 400
pg/ml Bleomisin ile 5 mM NAC inkiibasyonunda caklf43'dlr.

12)72 saatte 5 mM N-asetil sistein Bleomisin’in sitaik etkisini %130 civarinda
azalttgl belirlendi. 400 pg/ml bleomisin inkibasyonundanldek %15,6 iken,
400 pg/ml Bleomisin ile 5 mM NAC inkibasyonunda ldan%035,8'dir.

13)400 pg/ml Bleomisin ile 5 mM NAC inkiibasyonunda, GlA&tkisini 24 saatte
gostermeye bdamistir. Etki 48 saatte de artarak devam atwe Ozellikle 72
saatte en yuksek seviyeye ciktmi
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14)Bleomisin ile antioksidanlarin (N-asetil sisteirtgstis kanser hcrelerinde
gerceklagtirmis oldusu apoptozis Flow sitometri cihazinda Anneksin M Ke
yuzde olarak belirlendi. N-asetil sisteinin, Bleamiin sitotoksik etkisini
azalttgl belirlendi.

15)Anneksin V kitinde 400 pg/ml Bleomisinin 6 saatikkiibasyonu sonucunda
FSC ve SSC derlerinde bir arty gézlendi. Bu dger hicrelerin grantligiinin
ve boyutlarinin artgini gosterdi. Bu grafik ile apoptozis morfolojik anak
belirlenmi oldu. Apoptozise giden ve apoptozisden o6len hédrelmiktari
%51'dir. 24 saatlik MTT sonucuyla paraleldir.

16)NAC grubunun FSC ve SSC analizinde kontrol grublbgnzerdir. Ancak %10
civarinda hicre nekroz olmgtur. Bu sonu¢ MTT, Kaspaz-3 ve Protein karbonil
sonuglari ile benzerdir.

17)Anneksin V kitinde 400 pg/ml Bleomisinile birlikte mM NAC 6 saatlik
inkibasyon sonucunda apoptozise giden ve apoptwzi@ien hicrelerin miktari
%37'dir. 24 saatlik MTT sonucuyla paraleldir ve NABleomisinin etkisini
%25 civarinda azaltrgtur.

18)Bleomisin ile NAC'’intestis kanser hicrelerinde, apoptozis, mekanizmakar
yolaklari Gzerindeki etkileri ortaya ¢ikarmak Gz&espaz-3 6lcuimleri yapildi.

19)24 saatlik inkibasyondan sonra yapilan Kaspaz-3eyesonucunda NAC
grubunda kontrole gore kaspaz-3 aktivitesi %8 attimiZaten Flow sitometri
sonucuna goére de %5’lik bir apoptozis @imuna sebep olmaktadir.

20)24 saatte Bleomisin grubunda Kaspaz-3 aktivites2 @&@émstir.

21)24 saatte Bleomisin+ NAC grubunda Kaspaz-3 aktivagy%62’'den %49'a
diserek %21 azalmtir.

22)Reaktif oksijen tirleri Ureten ila¢ olan Bleomisim’testis kanseri hiicrelerinde,
oksidatif stres markirlari Uzerindeki etkileri lmek icin protein karbonil
Olctimleri yapildi.

23)Protein Karbonil sonuclar kaspaz-3 sonuclari deafellik gostermektedir.

24)NAC grubunda protein karbonil miktari kontrol grutaugore %10 azalstir.

25)Bleomisin grubunda protein karbonil miktari kontrgrubuna goére %62
artmstir.

26)Bleomisin + NAC grubunda protein karbonil miktaorikrol grubuna goére %49
artmstir.

27)Bleomisin + NAC grubunda protein karbonil miktarieBmisin grubuna gére
%62'den %49’a dgerek %21 azalmgtir. Bu sonu¢ kaspaz-3 sonuglari ile birebir
uyumludur.

28)Bu calsmada bgka kanser tirlerinde negatif ve pozitif etkilerisggrilmis olan
N-asetil sistein’in, testis kanserinde, apoptozes oksidatif stres Uzerindeki
etkileri argtirildi ve bu antioksidanin Bleomisin ile yapilaestis kanser
tedavisine olumsuz etkisi olabilegéanisina varildi.
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