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Epidemiyolojik arastirmalar sebze ve meyvelerden zengin diyet ile beslenme ve
hastaliklar, 6zellikle kanser ve kardiyovaskiler bozukluklar arasinda ciddi bir
baglant1 oldugunu belirtmektedir. Bitkisel agirlikli beslenmede saglikli hiicrelerin
yasamini devam ettiren en Onemli maddeler sebze ve meyvelerin igerdikleri
fitokimyasallar vebiyoaktif maddelerdir. Ozellikle cilekgiller gibi koyu renkli
meyvelerde bolca bulunan ellajik asit ve flavanoidlerden antosiyanin, katesin,
quersetin ve kampferol bunlardan en 6nemlileridir. Cilekgillerde bulunan
bilesikler potansiyel, ¢cok gicli antioksidan guce sahiptirler. Antioksidanlar LDL-
kolesterol oksidasyonunu inhibe ederek kardiyovaskiuler hastalik riskini ve
tromboz riskini azaltmaktadirlar. Buna ilave olarak bu aktif maddelerin COX
(siklooksijenaz) enzim sistemlerini in vitroda inhibe ettikleri, karsinogenezin
baslangicini, ilerlemesini durdurdugu ve timor hiicrelerinin  ¢ogalmasini

engelledigi belirtilmistir.

Bizim calismay1 planladigimiz C6 beyin glioma hiicre hattinda ellajik asidin
canlilik, DNA hasari, apoptotik ve biyokimyasal olarak, o6zellikle hiicre ince
yapist lizerine ¢ok az calisildigi gozlenmistir. Bunun nedenle C6 glioma
hicrelerinde ellajik asidi oncelikle hiicre proliferasyonuna, hiicresel ince yapi
degisikliklerine, organel yapilar1 ve hiicrelere olan sitotoksik ve apoptotik

etkilerini arastirdik.

Anahtar Kelimeler: Ellajik asit, Kanser, Apoptoz, MTT, TEM, Konfokal
Mikroskop.
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Epideminological researches stated that there is a compact relation between a diet
rich in fruits and vegatables and diseases, in particular cancer and cardiovascular
abnormalities. In plant-based diet main substances which make healthy cells keep
living are phytochemicals and bioactive contents of vegatables and fruits. The
most of all are ellagic acid specially in dark fruits as berries and flavanoids as
anthocyanin, catechin, guercetin and camphenylol. These compounds arrest strong
potent of antioxidant function. Antioxidants inhibiting LDL-cholesterol oxidation
decrasase the risk of cardiovascular diseases and thrombosis. In addition, it is
staded that these compounds inhibiting COX enzyme systems in vitro, interupt
the onset and pogression of the carcinogenesis andprevent tumor cell
proliferation. Since time, it is known that there is a relation between nutrition and
diseases. In thepresent on believe that food play big rol on health. It is observed
that the number of researches on apoptotic and biochemical effects of ellagic acid
on C6 glioma cell present study too low. To this respect, we planned to research
cytotoxic and apoptotic effects of ellagic acid, initially on cell proliferation, fine

structural differentiation of cells, organel structures and on whole cells.

Keywords: Ellagic acid, Cancer, Apoptosis, MTT, TEM, Confocal Microscope.
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1. GIRIS

Ellajik asit, kansere kars1 gii¢lii savasma yetenegi olan énemli bir fitokimyasal
olup kanser Uzerindeki etkisi halen tartisilan bir konudur. Fitokimyasallarin
metabolik hastaliklara ve kansere karsi viicudu nasil koruduklarmin tam olarak
anlagilabilmesi i¢in bu hastaliklarin olusum ve gelisim asamalarinin yami sira
fitokimyasal etki mekanizmalarinin da ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir. Hayvan
calismalarinda da olusturulan kanser modellerinde ellajik asitin anti kanser etkisi
calistlmistir. Ornegin yeni dogan farelere benzo (a) pyrene ve benzo (a) pyrene
diol epoksid karsinojenleri uygulanmis ve ardindan ellajik asit ile muamele
edilerek %44-75 oraninda akciger tiimorlerinin geriledigi gézlenmistir. Yine
basgka bir ¢aligmada, topikal olarak kullanilan ellajik asidin fare deri kanserlerini
% 59-66 azalttigi bulunmustur (Chang ve ark., 1985). Bir baska c¢alismada N-2
Fluorenylacetamide ile indiiklenen ratlarda, diyetle 400 ppm ellajik asit verilmis
ve karacigerde olusan kanserin ilerleyigini durdurdugu gézlenmistir (Tanaka ve
ark. 1988). Ellajilk asit in vitroda da MCF-7 insan meme kanseri hicrelerinde
kemopreventif olarak bulunmustur (Smith ve ark. , 2001). Ellajik asitin ayn
zamanda aflatoksin B mutajenitesini de rat ve insan dokularinda inhibe edici

ozelligi bulunmustur (Mandal ve ark., 1987).

Ellajik asidin ¢esitli etkileri (izerinde diinyada birgok ¢alisma yapilmistir.
Bu ¢aligmalardan biri, ellajik asidin sigan C6 glioma hiicre dizisi Uzerindeki
etkileri, doz ve zamana bagli olarak iki boyutlu hicre kiiltiiri kullanilarak
arastirilmistir. Iki boyutlu hiicre kiiltiirlerinde hiicre yasama yetenegi ve hiicre
cogalmasi lizerinde ellajik asitin baskilayici etkisi oldugu gorilmiistiir (Ekinci ve
ark., 2012). Hannum ve ark., (2004) epidemiyolojik arstirmalar yapmis ve daha
cok meyve tlketen insanlarda kanserin tedavisinde ellajik asitin etkisini ortaya
koymuslardir. Bu meyvelerin genellikle zengin ellajik asit i¢erikli meyveler olup
kanserin Onlenmesi ve ve tedavisinde etkili olduklar1 goérilmiistir (Hannum
2004). Yapilan diger bir arastirmada, alkol tiiketimine bagli olarak gelisen
oksidatif stresin ellajik asit tarafindan azaltildig1 ve ellajik asidin antioksidan ve

hiicre koruyucu etkileri oldugu bulunmustur (Devipriya ve ark., 2007).
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Fenolik asitler, hidroksi benzoik asit ve hidroksi sinnamik asit olmak uzere
iki biiylk gruba ayrlirlar. Enzimsel aktivitelerin kontroll, nitrézaminlerin
olusumlarinin engellenmesi ve kan lipit diizeyi dengesizliklerinin giderilmesinde
aktif roll vardir. Karotenoidlerin, bir antioksidan gibi davranarak oksidatif
kaynakli hasar1 onemli derecede azalttigi, DNA sarmal kirilmalarini 6nledigi ve
kanser Onleyici etkinliginin de oldugu kabul edilmektedir. Polifenoller,
izoflavonlar ve flavanoidler antioksidan etkinligi kanitlanmis  mikro-
besinlerdendir. Bu o6zellikleri nedeniyle fitokimyasallar oksidasyonun zararlh
etkilerine kars1t LDL (diisiik yogunluklu lipoprotein) oksidasyonunu inhibe ederek
hiicreleri korur. Ayn1 zamanda basta polifenoller olmak Uzere, izoflavonlar ve
flavonoidler gibi bazi1 fitokimyasallar maddelerin steroidlerin metabolik profilini
ve p-450 substratlarimi degisime ugratict etki gosterdikleri belirlenmistir

(Devipriya ve ark. 2007).

Biz C6 glioma hiicre hattinda ellajik asidin canlilik, DNA hasar1, apoptotik
ve biyokimyasal olarak, 6zellikle hiicre kiiltiirlerinde hiicre ince yapis1 lizerine ¢ok
az calisildigini gozlemledik. Bunun Gzerine C6 glioma hucrelerinde ellajik asiti
satin alarak Oncelikle hiicre proliferasyonuna, hiicresel ince yap1 degisikliklerine,
organel yapilar1 ve hiicrelere olan sitotoksik ve apoptotik etkilerini arastirdik.
Ayrica apoptotik olarak parafin bloklama ile BrdU isaretleme ile apoptozun
tespitini amagladik. Sonug olarak C6 glioma kanser hicrelerinin 24 saatlik bir
periyotta en uygun dozu saptadik, 1Cso degeri ile ellajik asit muamelesi
sonucunda, hiicrelerin canliliklari, apoptotik hiicrelerin belirlenmesi ve ince yap1

organizasyonundaki degisiklikler belirlendi.
1.1. APOPTOZIS

Apoptozis, hiicrelerde normal gelisim sirasinda meydana gelen 6liim
olarak 1842 yilinda Vogt tarafindan tanimlanmistir. Apoptozis terimi ilk kez 1972
yilinda Kerr ve arkadaslari tarafindan kullanilmistir. Kerr, fizyolojik olarak 6len
hicrelerin ¢ekirdeklerinde yogunlasmis kromatin pargalarimni gozlemlemis ve
organellerin iyi korundugunu fark ederek bu olayr biiziisme nekrozu olarak
adlandirmigtir (Aksit ve Bildik 2008). Koken olarak "apo-TOE-sis" 'den
gelmektedir ve eski Yunanca'da" sonbaharda yaprak dokimi" anlamina
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gelmektedir. Apoptozis ve mitozis dokuda strekli bir denge halindedir.
Programlanmis hiicre 6lumd, hiicre intihari, fizyolojik hiicre 6limii apoptozis ile
ayni anlamda kullanilan terimlerdir. Boéylece apoptozisin genler tarafindan

duzenlenen bir hiicre 6limi oldugu ortaya ¢ikmistir (Yilmaz 2005).
1.1.1. Apoptozun Temel Islevi ve Amaclar

Apoptoz komsu hiicrelere hasar vermeden ve onlar1 kotii yonde

etkilemeden ve iz birakmadan hedeflenen hicrenin yok edilmesidir. Bu sekilde:

a. Embriyo gelisimi, baskalasim (metamorfoz) ve doku atrofisi
sirasinda oldugu gibi, gelisimi sirasinda da organizmaya, bir
heyketrras titizliginde ince bir mimariyle sekil verilir.

b. Organizmanin toplam hiicre sayisi diizenlenir.

c. Tumodr hucreleri, virisle kontamine olmus hiicreler, kendi basina
buyruk hale gelen ve kendine zarar veren immun hucreler (ki bunlar
otoimmin hastaliklara yol agabilir) istenmeyen ve tehlike
olusturabilirler (ElImor 2007).

Her giin bir insanda mitozla olusan on milyar hiicreyi dengelemek igin her
giin on milyar hiicre 6lmelidir. Bu rakam organizmadaki hiicrelerin %5’ini
olusturur. Hiicreler apoptoz ile arkalarinda iz birakmadan 15-120 dakika iginde
olurler (Giltekin ve ark. 2008). Apoptoz ve sag kalim mekanizmalarinin
anlasilmasi, biyolojik bilimler alaninda, yeni bin yilin ilk yillarindan itibaren
devrim niteliginde gelisimlere yol agmustir. Apoptoz organizmanin niikleuslu
hiicrelerinde genetik olarak programlanmis bir hiicre 6liimii seklidir. Bu hiicre
Olim sekli, hiicrenin nekroz ve kompleman lizisiyle yok olusundan farkli
mekanizmalarla olugsmaktadir. Apoptozda komsu hiicreler higbir zarar gormez.
Dogadaki bir¢ok canlinin embriyo doneminden yaslanip dliinceye kadarki yasam
stireclerinde goriilen sayisiz biyolojik olaylarin ve hastaliklarin ortaya ¢ikma
mekanizmalarinda, herhangi bir nedenle stabilitesi bozularak, artik organizma icin
zararl1 hale gelen hiicrelerin yok olus evrelerinde apoptoz ve sag kalim
mekanizmalar1 ¢ok biiyiilk 6nem tasir. Apoptoz ve hiicre sagkaliminin hiicresel

mekanizmalarinin ortaya konmasi, kalp hastaliklari, kanser, ndrodejeneratif
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hastaliklar, AIDS ve bircok hastaligin tedavisinde yeni tedavi stratejilerinin ortaya
atilmasina olanak saglamistir. Boylece, dejeneratif tip olanaklari, rejeneratif tibbin
getirdigi kok hiicre ve somatik hiicre nukleer transferi gibi yeni tedavi
imkanlariyla birlikte kullanildiginda, gelecekte rasyonel tedavi yontem ve ufuklar

da yaratilabilecektir (Pinarbag1 2007).

Kaspaz adi verilen intraselliiler proteazlar, apoptozisin morfolojik ve
biyokimyasal degisiklerinden sorumludur. Kaspazlar yapilarina ve substrat
spesifitelerine gore gruplandirilabilir. Bu proteazlardan olusan hiicre i¢i kaskadin
cesitli yollarla aktive edilmesinin ardindan, yapisal proteinlerin sindirimi,
kromozomal DNA’nin degradasyonu ve hiicrenin fagositozu saglanir
(Altunkaynak 2008).

Apoptotik 6lim sinyali alan hicrenin kromatini yogunlagsmaya baslar.
Benzer sekilde sitoplazma da yogunlagmaya ve hiicrenin boyutlart kii¢iilmeye
baslamistir. Bir siire sonra hiicre apoptotik cisimcik denilen daha kiiclik parcalara
bolinlr. Bu parcagiklarin en biiyiik 6zelligi, fragmente olmus niikleuslarin ve
parcalanan hicreye ait tim yapilarin plazma membrani ile kaplanarak immiin
sistemi enflamasyon yoniinde uyarmamasidir. Apoptotik cisimcikler, yiizeylerinde
yeni sinyal yapilari ortaya c¢ikarir ve bu sinyalin uyarisi ile yandaki hiicre

tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirilir (Fischer 2005).

Apoptozis normal gelisimsel siireg igerisinde pek ¢ok fizyolojik olayda
gorev alir. Embriyogenesis, normal menstruel dongude endometriyum
hiicrelerinin yikimi, barsak kripta epitelleri gibi siirekli cogalan hiicre gruplarinda
hiicre sayisin dengelenmesi, timusun gelisimi sirasinda otoreaktif T hiirelerinin
ortadan kaldirilmasi, bunlardan sadece birkagidir. Apoptotik hiicre 6limu
regllasyonundaki bozukluklar hiicre birikiminin oldugu kanser, gibi hastaliklara
yol acabildigi gibi, hiicre yilkiminin arttigt otoimmiin rahatsizliklar,
norodejeneratif hastaliklar, Alzheimer gibi rahatsizliklara da yol agabilmektedir
(Ekshyvan 2004).

Son yillarda yiiriitilen arastirmalar sonucunda, apoptozisten sorumlu

molekiler mekanizmalar agikliga kavusmustur. Bu ¢aligsmalar sonucunda, kaspaz
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ad1 verilen, hiicre i¢i proteazlarin; apoptosisin gerek dogrudan, gerekse dolayl
olarak morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerinden sorumlu oldugu ortaya
konulmustur (Fischer 2005).

Kaspazlar apoptotik hiicre 6liimii esnasinda énemli rol oynayan multigen
ailesinden olusan sistein proteaz grubu enzimlerdir. Kaspaz kelimesi “Cysteine
Aspartate Specific Proteases” kelimelerinden tiiretilen bir terimdir. Oncelikle
inaktif proteinler olarak sentezlenen bu enzimler ¢esitli yollarla aktive
edilmelerinin ardindan hiicresel hedeflerdeki tetrapeptit motifleri tanir ve
substrati, bir aspartat rezidiisiiniiniin karboksil tarafindan ayirir. Hiicre 6limu
sirasinda meydana gelen pek ¢okhlicresel ve morfolojik degisimler, bu enzimlerin
rol oynadigi bir takim siiregler neticesinde gelisir. Kaspaz-1, kaspaz ailesinin
prototipidir ve Onceleri prointerlokin-1-beta’nin biyolojik aktif formuna
doniistimiinden sorumlu, ICE (interlokin-1-beta doniistiiriici enzim) olarak da
adlandirilan, bir sistein proteaz olarak tanimlanmistir. Daha sonralar1 ise ICE’nin
diger sistein-proteazlardan farkli olarak amid baginin N-terminalindeki pl
pozisyonu olarak bilinen ucunda aspartik asitin mutlak gerekliligini gerektiren
farkli bir sistein-proteaz oldugu kesfedilmistir (Erenoglu 2012). ICE’nin
inflamasyondaki rolii genis bir sekilde aydimnlatilirken bir taraftan da hicre
6lumunden sorumlu genetik yoldaki rolii ortaya konmustur. Bir nematod olan
caenorhabditis elegans’in lizerinde yapilan bu ¢aligmada, hiicre 6liimii sirasinda
gorev alan genetik yolda ced-3 isimli bir genin kodladig1 protein hermafroditin
gelisimi esnasinda tiim programli hiicre Olimlerinden sorumlu oldugu
gozlenmistir (Kandas 2004). Filogenetik analiz sonucunda gen ailesinin ICE
(kaspazl) ile iligkili ve ced-3 benzeri olmak tiizere iki sub grubu oldugu goriilur.
Proenzimlerin kisa (kaspaz 3, 6, 7) veya uzun prodomain barmdirmalarina gore de
kaspazlar1 daha alt gruplara ayirmak miimkiindiir. Alternatif olarak bu proteazlar,
substrat spesifitelerine gore de gruplandirilabilir modern yaklasim ise proteazlari

li¢ gruba ayirmaktadirlar (Beril ve ark. 2013).
1.1.2. Apoptozun Biyokimyasi

Tanimlandig1 gilinlerden bu yana gecen yaklasik 40 yil i¢inde apoptozun

canlilarda 6nemli 6lgiide korunan ve hem temel adimlar, hem de uygulayici
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proteinlerdeki 0zdes yapilar acisindan birbirine benzeyen genetik bir yolla

belirlendigi saptanmistir. Apoptoz temel olarak iki yolla baslatilir:

1. Hiicre disindan tetiklenen pozitif (TNF varligi) ya da negatif (bliylime
faktori yoklugu) ekstrensek yol.

2. Hiicre i¢inde DNA hasari, endoplazmik retikulum stresi ya da
mitokondriden tetiklenen intrinsik yol. Mitokondri araciligiyla
diizenlenen hiicre i¢i yol aslinda hiicre dist ve hiicre ici etkenlerin
ortaklastig1 bir mekanizma olusturur. Ister hiicre ici, isterse hiicre dist
mekanizmayla baslamis olsun, apoptotik siire¢ kaspazlar adi verilen
proteolitik enzimler tarafindan gerceklestirilir. Kaspazlar, bugiine dek
bir diizine farkli tiirii tanimlanan, sitoplazmada inaktif proenzimler
halinde bulunan, aktif Katalitik bolgesinde sistein iceren ve
substratlarin1  aspartat iceren 6zgul bir bdlgeden kesen proteaz
enzimlerdir (Solakoglu 2009).

Apoptozis, hiicre zarindaki bilesiklerin azalmasidir. Kromatin
yogunlagmasi, mitokondriyal sisme ve makrofajlar ya da organin
komsu hiicreleri tarafindan hiicrenin fagositik olarak ortadan
kaldirilmasiyla morfolojik olarak karakterize edilmistir.
Programlanmis hiicre O6limii olarak da bilinen apoptozisin, hem
embriyonel gelisimde hem de olgun dokularin biitiinliigiiniin
saglanmasinda ©6nemi blydktir. Romaoid artritte, kanser viral
enfeksiyonlart gibi hastaliklarda hasarli enfekte ya da neoplastik
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in apoptozis, organizmanin savunma
sistemi olarak rol oynamaktadir. Diger yandan apoptosinin meydana
gelmesi sonucu kalp hastaligi, AIDS ve ndrodejeneratif (Alzheimer,
Parkinson vb.) hastaliklar da olusabilmektedir (Oz¢imen 2005).

1.1.3. Hiicre Oliimlerinin Stmflandirilmasi

Apoptozun siniflandirilmasi hicre organelleri ve hicrenin fonksiyonuna

gore yapilir. Schweichel ve Merker, sicanlardan aldiklar c¢esitli fotal ve
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embriyonik dokularda yaptiklar1 ¢aligmalardan sonra 3 ana tip ve 2 alt tip igeren

bir siniflandirma yapmaiglardir. Bu siniflandirmaya gore,
Tip.1 Hiicre Olumi (heterofaji):

Hem c¢ekirdek hem de sitoplazmanin yogunlasmasiyla baslar. Niikleus
yogun kromatin kitlesi icerir ve bu yogunlasma ¢ekirdek yar1 piknotik olana kadar
artar. Yiksek biiyiitmede DNA iplik¢iklerinden olusan paketlerin yogun kromatin
alanimna daha yakin olduklar1 gortliir. Niikleustan sonraki en 6nemli degisiklik

hiicre zarinin katlanmasidir.
Tip-2 Hiicre Olumi (otofaji):

Bu tip hiicre 6liminde, hiicrenin sindirimi blylk 6lctide hicrenin kendi
lizozomlariyla olur. Belirgin olarak genis miktarda otofajik vakuollerle
karakterizedir ve bazen bu vakuoller mitokondri ve endoplazmik retikulumu da
igerebilir. Golgi organeli de siklikla genisler ve bu genisleme niikleosit disfosfataz

aktivitesini artirir.
Tip-3 Hicre 6limu:
Bu tip hiicre oliimii de kendi icinde 2 alt tipe ayrilir:

a) Non-lizozomal vezikiil par¢alanmasi:
Bu tipte hicre i¢i organellerin sismesini takiben sitoplazmik
alanlarin hiicre dis1 bosluklarla birlesmesi olay1 gergeklesir.

b) Sitoplazmik tip parcalanma:
Bu tip hiicre 6liimii Schwechel ve Merker’in tanimladig: tip-3 a’da
tarif edilen hiicre Oliimiine organellerin genislemesi ve
sitoplazmanin vakuollesmesi yoOniiyle benzer fakat ¢ekirdek
dejenerasyonu anlaminda farklidir (Altunkaynak ve Ozbek 2008)

veya apoptozis mekanizlara gore de:

1) Olum reseptorleri yolu

a) Dogrudan yol
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b) Dolayl yol

2) Mitokondriyal yol

a) Apoptozom olusmasiyla

b) Direkt mitokondriyal yol (primer ve sekonder).
Olum reseptorleri araciligiyla apoptoz genetik olabilir.
Apoptoz ancak hiicrenin gelecegine karar veren bir programla
gerceklesebilir. Genetigin bu etkisi bir hermafrodit solucan
olan Caenorhabditis elegans ile 6rneklendirilebilir. Gelisimi
boyunca bu solucanin tirettigi 1090 hiicrenin 131’1 6lmeye
adaydir. Organizmanin bu sekilde gelisimini kodlayan genler

saptanmistir. Bu genler dort gruba ayrilir.

» Hicre 6lumune karar verenler,
> Oliim uygulayicilar,
> Olen hucrelerin yutulmasiyla ilgili olanlar,

» Yutulmus hiicrelerin par¢alanmasiyla ilgili olanlar.

Oliim programini C. elegans’da yerine getirenler Ced-3 geni olarak adlandirilir.
Ced-3 geni hicre 6lum programinin yerine getirilmesinde kritik rol oynayan ¢ok
sayida sistein proteazlarini igeren interlokin-1 beta doniistiiriicli enzim (ICE)
ailesini tiretir. Diger gen Ced-9 ise programlanmis hiicre 6liimiine giden hiicrenin
korunmasinda rol alir. Ced-9 geninin insanlardaki karsiligi Bel-2dir. Bel-2’nin
memeli apoptozunda koruyucu rolii vardir. Son raporlara gére apoptoza neden
olan 30’dan fazla belirleyici ortaya konmustur. Bunlar timor nekroz faktdrden
(TNF), beta-amiloid peptidlere kadar genis bir yelpazeyi icerir (Willingham
1999).

1.1.4. Hucre Siklusu ve Apoptozis

Hiicre siklusu, ¢ogalmak (prolifere olmak) {izere uyarilmis bir hiicrede
gerceklesen ve bir dizi gecici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik

degisikliklerin gortildigii bir siirectir (Altunkaynak 2008). Bir siklusa giren hiicre,
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morfolojik ve genetik olarak birbirine tipa tip benzeyen iki hiicre olusumuyla
dongiyl tamamlar. Bir hiicrenin canliligmin gdstergesi olan en anahtar
noktalardan biri onun birbirine tipa tip benzeyen iki hiicreye boliinmesidir. Genel
olarak, hiicreler bir boliinme sinyali almadiklar: siirece hiicre siklusunu Gq aktif
(G1, Gy, S, Gop, M) fazlarina girmezler ve istirahat fazi denilen Gy fazinda
beklerler. Hucrelerin ikiye bolunmesi mitozis (veya gonadlarda mayozis) ile
gergeklesir. Hiicreyi boliinmeye sevkeden sinyaller (6rnegin, biiyiime faktorleri,
sitokinler veya mitojenler) ¢ok c¢esitlidir. Hucrenin kendine benzer iki hicreye
cogalmasi dis uyarilar sonucu biyokimyasal olarak baslatilan bir seri fazlardan
gecer ve hem dis hem de i¢c biiylime faktorleri tarafindan diizenlenir. Bazi
onkogenler ve hiicre siklusuna 6zgl proteinler hiicre siklusu boyunca senkronize

bir sekilde aktiflestirilir ve ardindan inaktiflestirilirler (Altunkaynak, 2008).

A. Gy fazinda (istirahat fazi), hicreler genellikle spesifik bir islevi gérmek
tizere programlanirlar.

B. G; fazinda (ara faz/interfaz) spesifik hiicre fonksiyonlar1 i¢in gereken
proteinler ve  RNA sentezlenir. Ge¢ G; fazinda bol miktarda RNA
sentezlenir. Ayrica, DNA sentezi i¢in gereken bir¢ok enzim iiretilir.

C. S fazinda (DNA sentezi fazi) hiicre icindeki DNA’nin miktar1 ikiye
katlanir.

D. G; fazinda DNA sentezi durur, protein ve RNA sentezi devam eder.
Mitotik “spindle”larin (kromozonlarin baglandigi lifler) mikrotiibiiler
prekirsorleri Gretilir.

E. M fazinda (mitozis) protein ve RNA sentez hizi aniden yavaslar, genetik
materyal olusan iki yeni hiicreye dagilir. Mitozisi takiben olusan yeni

hicreler ya Gy ya da G; fazina girerler (Cabadak, 2008).
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Restriction point

Growth factors

Sekil. 1.1: Hicre siklusu ve apoptosis (Cabadak 2013).

1.1.5. p53 Aracili Apoptosis

p53 ve Bcel 2, programli hiicre 6liimiinde anahtar rol oynayan genlerdir.
Normalde p53 hiicre akibetini belirleyen molekiiler ag1 diizenler. cMyc (niikleer
fosfoprotein) p53°ii segici olarak aktive eder ve p53 apoptozisi baslatir. Niikleer
fosfo protein cMyc, Fas ligand ve Fas reseptorle birlesir. Bu proteinin p53 bagiml
ve bagimsiz yolaklar ile sitokrom ¢ salimimini indiikleyen bax’in
transkripsiyonunu  diizenledigi de diisiiniilmektedir. Hasarli hiicrelerde
fonksiyonel p53 yoksa, hiicre siklusu kontrol noktalari tarafindan kontrol
edilmeden siklus ilerler. p53’iin diizenleyici aktivitesini gectigini gdsteren
alternatif yol ise p53’un negatif diizenleyicisi Mdm 2 (murine double minute 2)
dir. Mdm?2 proteini, p53’ii kontrol altinda tutar ve p53’iin G1/S gegisinde siklusu

durdurmasint ve apoptozisi engeller. Radyasyon ve benzeri etkenlerle hiicre
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etkilendiginde Mdm?2 proteininin p53 baglanma boélgesinde yapisal degisiklikler
meydana gelir (Solakoglu 2008).

Bu nedenle Mdm2 p53’ti baglayamaz ve serbest p53 transkripsiyonel
aktivitesi ile G; ve G, kontrol noktalarinda siklusu durdurur ve bax genini aktive
ederek apoptozise neden olur. Mdm?2, p53’ilin transkripsiyonunu azaltir ya da
p53’e baglanarak aktivitesini inhibe edebilir. Losemi, lenfoma, sarkoma glioma ve
meme kanserinde Mdm2 gen amplifikasyonu gosterilmistir. Cok organize bir
islem olan apoptozis zararli ve anormal hiicrelerin yikimini1 saglamaktadir.
Apoptozis yolunda iki diizeyde mekanizma bozukluklar1 goriliir: Apoptozisi
duzenleyen genlerde mutasyon ve bu nedenle apoptozise gitmeyen hicrelerin

yasamasidir. (Berger ve ark. 1998).
1.1.6. Apoptozis Kontrol Noktalari

Apoptozisin olup olmayacagim1i Bax ve Bcl-2 dengesinin dogrulugu
belirler. Hiicrelerin apoptozise gitmesi i¢in Bax dlzeyinin Bcl-2’den fazla olmasi
gerekir. Bu mekanizma apoptozisde kontrol noktas1 1 olarak onerilmistir. Yaban
tip p53 varliginda Bcl-2 ekspresyonu az olan hiicreler apoptozise gider. Tersi
olursa yaban tip p53 az, Bcl-2 fazla ise ¢ok mutasyon olabilir. Bunun nedeni
hicre proliferasyonunun aktive olmasidir. Bcl 2 ailesinin en biyik proteini Bcl-
XL, Bcl-2’ ye benzer yolda hareket eder ve Bcl-2 aktivitesini baskilayan Bak
apoptozise neden olur. Apoptozis yolaginda ikinci kontrol noktasi ¢ok iyi
belirlenememistir. Interlokin converting enzim (ICE) prokaspaz 1 olarak
bilinmektedir. ICE DNA onarim enzimleri ile etkilesmektedir. Polyadenosin
difosfat-riboz polimeraz DNA kiriklarini tanir ve DNA onarimina katilir. Nukleer
membran proteini lamin A, PARP’1 pargalar ve apoptotik hiicre morfolojisi
meydana gelir. ICE ile PARP inaktive olursa, apoptozis baslar (Karabulut ve ark.
2003).

11
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Sekil.1.2 Apoptozis kontrol noktalart
1.1.7. Apoptozise Kars1 Mekanizmalar

Bcl 2, hiicre Olimiinii inhibe ederek hiicreyi apoptozise Kkarsi
korumaktadir. Bu ailenin diger tiyelerinden Bcl-xL, mcl ve bag 1 hiicre 6limindn

inhibitorleri iken bad, bax ve bik apoptozisi ilerletirler (Wang ve ark. 1999).

GADD45 (a growth arrest and DNA damage (gadd)-induced gene) hiicre
siklusunun G,-M kontrol noktasinda 6nemli roli olan nikleer proteindir. Bu
protein cdc2 proteini ile etkileserek cdc2 kinaz aktivitesini inhibe etmektedir.
CMyc, GADDA4S5 ve cki genleri pl5, p21, p27°yi baskilayarak hiicre biiylimesini
saglar. Yasam faktorleri olmadiginda c-Myc onkogeni hcreleri apoptozise
gotliriir. Apoptozis Oncesi ve sonrasi olaylar tamamen agik degildir. Bcl-2
mitokondrinin dig zarinda bulunur ve mitokondriden sitokrom ¢ salinimini bloke
eder. Sitokrom c kaspazlari aktive ederek apoptozisi indiklemektedir. Bcl-2’nin
ekspresyon duzeyi apoptozisi belirleyen faktorlerden birisidir. Bcl-2 ekspresyonu
fazla olan hucreler hicre 6limiinden kacabilir. Antiapoptotik Bcl-2 Uyeleri kaspaz
aktivasyonunu Onleyerek antiapoptotik etki gosterirler. Bazi ¢aligmalarda Bcl-2
¢ok yiiksek bulunmasina ragmen hiicre 6liimiiniin arttig1 da gosterilmistir. NF-kB
transkripsiyon faktoriintin Bcl-2 ailesini up-regule ettigi bilinmektedir. Bcl-2 ayni

zamanda Ras2’nin antiapoptotik aktivitesini de diizenler. Bcl-2’nin diger

12
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diizenleyici mekanizmasi, bax gibi biiylime diizenleyicilerinin aktivitesini inhibe
ederek apoptozisi engellemektedir. Apoptozisin olup olmayacagini Bax ve Bcl-2
dengesinin dogrulugu tayin eder (Cabadak 2013).

1.1.8. Kanser ve Apoptoz iliskisi

Hiicrelerin normal apoptotik siirecten kagmalarini saglayan bir 6zellik
kazanmalar1 hemen biitiin kanser hiicrelerinde goézlenen bir ozelliktir. Timor
hiicreleri ya antiapoptotik proteinlerin asir1 yapimiyla ya da proapoptotik
proteinlerin yapimlarinin ya da etkilerinin azalmasiyla apoptoza direngli bir
nitelik kazanirlar. Ornegin; folikiler B hiicreli lenfomada kromozomal bir yer
degistirme sonucu Bcl-2 proteininin yapimi artmaktadir. p53 yoluyla baslatilan
apoptoz yolundaki proteinlerin yapimlar1 ya da islevlerindeki bozukluklarin
insanlardaki kanserlerin neredeyse yarisinda etkili oldugu gosterilmistir. Apaf-1 in
metastatik melanom hicrelerinde yapimimin olmadigi gosterilmistir (Giiles ve
Eren 2008).

Bazi kanser tiirlerinde (hepatoselliiler karsinom, melanomlar) 6lim
reseptorlerinden biri olan CD95 in yapiminin azaldigi bulunmustur. Kanserlesme
ve apoptoz diizenlemesinin bozulmas1 arasindaki iliski kemoterapdtiklere ya da
radyasyona direng olusurarak da klinik tibbi ilgilendiren sonuglara yol
acabilmektedir (Solakoglu 2009). Hiicre akiimilasyonuna yol agan normal hicre
siklus mekanizmasinin disfonksiyonu olarak da tanimlanabilir. Hiicreler ya asir1
proliferasiyona ugrayarak ya da apoptotik yollarin malfonksiyonu nedeniyle
kanserli htcrelerin yok edilmelerinin yetersizligine bagli olarak yigilim
gosterirler. Insan organizmasinda giinde iki bin adet timor hiicresi olusmaktatadur.
Apoptoz veya yetersiz mutasyon nedeniyle hiicrelerin patlamasi sonucunda bu

timor hicreleri yok edilirler (Giiltekin ve Y1lmaz 2008).

Malign  hastaliklar, klasik olarak kontrolsiiz ve asir1 hiicre
proliferasyonunun oldugu hastaliklar olarak bilinir. Oysa proliferasyonun yaninda,
apoptotik hiicre 6limii hizinda azalmanin da malignite gelisimine katkida
bulundugu goriilmistiir. Zaman1 geldiginde normal olarak apoptozise gidemeyen,

dolayisiyla beklenenden daha uzun siire yasayan hiicreler, genomlarinda
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biriktirdikleri mutasyonlarin etkisi ile malign hiicrelere doniisme potansiyeli
tasirlar. Hucrelerin 6lumi ya nekroz ya da apoptozis seklinde gerceklesebilir
(Taneja ve ark. 2001). Nekroz ile apoptozis arasinda belirgin farklar oldugu ilk
kez Kerr ve arkadaslar1 (1972) tarafindan anlasilmistir. Nekroz patolojik bir olay
sonucunda goriiliir hiicre sismesi sitoplazma organiillerinin dagilmasi ve sonucu
olarak hiicre membraninin bozulmasi ve patlamasi seklinde olur, dokunun nekroza
verdigi yanit genellikle inflamasyon seklindedir. Apoptozis ise patolojik olarak
gorllebilir. Ancak esas olarak normal fizyolojik durumlarda ¢ok yaygindir.
Apoptotik hicreler morfolojik inceleme sonucunda hiicre bizilmesi, girintili
cikintili “’blebbing’’ goriintiisii, stoplazma organelleri bozulmamig ama DNA ‘s1
parcalanmis goriilmektedir (Lozano ve ark. 2000). Sonu¢ olarak doku
inflamasyon cevabi vermeden hiicre parcalanir ve makrofajlar gibi fagositoz

Ozelligi olan hiicreler tarafindan fagosite edilir (Wolf ve Gren 2002).
1.1.9. Apoptosis ve Nekroz Arasindaki Farklar

Apoptozis, hiicrede yarattigi bu degisikliklerle nekrozun bir parcasiymis

gibi algilanabilir. Ancak nekrozdan farklari sunlardir:
Fiziksel Farkliliklar:

a. Nekroz bilesik hiicre gruplarini etkiler, oysa apoptoziste tek tek
hicreler etkilenir (Robertson ve Orenius 2000).

b. Nekroz fizyolojik olmayan uyaranlarla baglar, apoptozis fizyolojik
uyaranla da baslayabilir (6rnek: hormonal dengenin bozulmasi) (Potten

ve Wilson 2004).

c. Nekroza ugrayan hiicre, ¢cevreye yaydigi kemotaktik maddeler araciligi
ile ¢agrilan makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Apoptozise ugrayan
hicre ise cevreye kemotaktik madde yaymaz. Yaninda bulunan epitel
hicreleri veyam makrofajlar araciligi ile fagositoza ugrar. Nekrozda
inflamatuar cevap vardir, apoptoziste ise  yoktur (Giiles ve Eren
2008; Solakoglu 2009).
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Morfolojik Farkliliklar:

Nekrozda zar biitiinliigli bozulur, apoptoziste zarda kabarciklar goriiliir
fakat asla zar biitlinliigli bozulmaz.

Nekroz sitoplazma ve mitokondride sisme ile baslar, apoptoziste ise
sitoplazmada biiziilme ve ¢ekirdek yogunlasmasi goriliir.

Nekroz total hiicre pargalanmasi ile sonlanir, oysa apoptozis hiicrenin

daha ufak fragmanlara doniismesi ile sonlanir (apoptotik cisimler).

. Nekrozda hiicre zarinda vezikiil formasyonu yoktur, total pargalanma

olur; oysa apoptoziste zara bagl vezikiiller olusur.

Nekrozda organellerin  devamliliginin bozulmasi mevcut iken,
apoptoziste;  apoptozisi baslatan bcl-2 gen ailesinin {rettigi por
olusturan proteinlerin etkisi ile organeller biitiinligiinii korur (Ratogi
2009; Coskun 2012).
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Nécrose

Apoptose

Hort cellulaire pathologique Mort cellulaire physiologique

Cellule nommale

Chocs septiques

Hyperthermie
Gonflementdelacellule  |nfections rales Rabougrissement de la cellule
Condensafion du cylbplasme
Fragmen tafion de I’ADN
Nécrose

Ré inse (ﬂ

inflammatoire @

Fragmen tafion du noyau et du
cytoplasme en corps apopibiques

. Homéostasie tissulsire
Rupture membr anaire Contrdle de I'autodimmunité

Destruction de cellules infectées Airus

Apoptose

Pas d'inflammation

Désin¥egration de la cellule et Phagocytose des corps apoptotiques
libération du contenu du cytoplasme par les cellules wisines

sekil.1.3.Apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimii mekanizmalarinin karakteristik 6zellikleri (Gougeon,
2001).

Tablo.1.1.Nekrozis ve apoptozisin karsilagtirilmasi. TNRF-1, tumor nekrozis factor reseptori-1

Ozellik Nekrozis Apoptozis
Biiylime faktorii eksikligi
Iskemi Hiicre yaslanmasi (senescence)
Hipertemi HiV
Hipoksi Kanser ilaglari
Yol acan nedenler Litik viral enfeksiyon Radyasyon
Toksik maddelerin yuksek Yuksek doz glukokortikoid
Konsantrasyonlari Fas veya TNFR-1reseptorlerinin
Siddetli oksidatif stress Aktivasyonu
Sitotoksik T lenfositler
Cok siddetli olmayan oksidatif
stress
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Morfolojik dzellikler

Hiicre membrani biitiinliigiiniin
Kaybi

Kromatin flocculation ‘u
Hiicre sismesi

Organellerin disintegrasyonu
Endoplazmik retikulumun
dilatasyonu

Biiytik vakuollerin olugumu
Hcre lizisi

Intakt hiicre menbrani fakat
membranda (bleb) lerin olusumu
Kromatinin nukleer membran
civarinda toplanmasi ve
yogunlasmasi

Hucre kiculmesi

Organellerde disintegrasyon yok
Hdicrenin intact mitokondri,
ribozom, niikleiis pargalar1 ve
diger organelleri iceren
membranla kapli apoptotik
cisimciklere par¢alanmasi

Biyokimyasal 6zellikler

Bozulmus iyon hemostazisi
ATP geremez (pasif siireg)

+4 ¢ de gerceklesebilir

DNA rastgele pargalanir (agaroz
jel elektroforezinde smear
goruntisi)

Postlilik DNA fragmentasyonu
(6limdainin ge¢ safhasinda)

Iyi konrollu, bazi aktivasyon
larin ve enzimatik basamaklarin
olmas1

ATP gereklidir (aktif stirec)

+4 ¢ de gerceklesmez

DNA intenukleozomal alanlarda
180kb ¢iftinin katlar1 olacak
sekilde kirilir mono ve
oligonukleozomalara ayrilir
(agaroz jel elektroforezinde
merdiven patemi=apoptozisin en
onemli belirteci)

Prelitik DNA fragmentasyononu
(=erken evrede gergeklesir)

Diger ozellikler

Hiicre gruplar halinde oliir
Fizyolojik olmayan (patolojik)
etkiler sonucu gergeklesir
Lizozomal enzimler salinir
Inflamasyona neden olur

Hucreler tek tek veya birkag
birarada 6lur

Fizyolojik sartlarda da
gerceklesebilir

Komsu hiicreler veya
makrofajlar tarafinda fagosite
edilirler inflamasyon gorulmez
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1.1.10. Apoptozisizin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

Apoptozisi saptamak ic¢in c¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. 1972
yilinda, apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine
gore karar verilmisti. Oysa giinlimiizde morfolojik degerlendirmenin yani sira
apoptozise 6zgli oldugu bilinen baz1 aktivasyonlarin (6rn. Aktif kaspaz-3 tayini)

molekdr diizeyde belirlenmesiyle de saptanabilmektedir (Gewies 2003).

Ik kez morfolojik kriterlere gore belirlenen apoptozis: 80°1i yillarin sonuna
dogru DNA kiriklariin olustugunun ortaya ¢ikarilmasiyla birlikte bu kiriklarin
saptanmasina yonelik yontemlerle belirlenmeye baslanmistir. 90’larin ortalarinda
ise apoptozis hiicrelerde kaspazlarin aktiflestigi bulunmustur. Boylece, kaspaz
aktivasyonlarinin belirlenmesine yonelik metodlarla saptanabilen apopozis,
90’larin sonuna dogru fosfatidil serin translokasyonunu belirleyen yontemlerle de
saptanmaya baglanmistir. Apoptozisin belirlenmesine yonelik gelistirilen tim
metodlari, 2000’11 yillarin baslarinda, sadece apoptotik epitelyal hiicrelerde olmak
lizere kaspaz akvitesiyle kirillan bir protein olan keratin 18’in kirildiktan sonraki
0zglin formunu saptayan antikorlarin kullanilarak daha spesifik olarak saptanmasi

takip etmistir (Yilmaz, 2005).
Gilinlimiizde apoptozisin belirlenmesinde su yontemler kullanilmaktadir:

Morfolojik gorintiileme yontemleri
Immiinohistokimyasal yontemler
Biyokimyasal yontemler

Immiinolojik yéntemler

o B~ WD

Molekiiler biyoloji yontemleri

Fakat bu smiflama gesitli sekillerde yapilabilir. Yani, yontem tirinden
ziyade apoptozise herhangi bir hiicresel olayin/aktivitenin belirlenmesi esas
alinarak degerlendirme yapilabilir. Ornegin, apoptozis DNA frafmentasyonu esas
alinarak saptanacaksa 0 zaman yukarida siralanan bir veya birden fazlasi
kullanilabilir. ~ Cunkid, = DNA  fragmentasyonu  histokimyasal  olarak

gosterilebilecegi gibi, biyokimyasal olarak da gosterilebilir.
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Bu ayrimda 6nemli olan c¢alisilacak numunenin cinsidir. Hucre kaltara
yapilarak elde edilen bir numune ise, biyokimyasal bir yontem olan agaroz jel
elektroforezi yapilabilir. Eger bir dokudaki DNA fragmentasyonlar1 (apoptatik
hiicreler) arastiriliyorsa o zamanda histokimyasal bir yontem olan TUNEL

yontemi kulanilabilir (Ulukaya 2003).

Apoptozis herhangi bir metodla tespit edildikten sonra bir baska metodla da
dogrulanmalidir. Klinik bilim dergilerinde bu sans daha fazla olabilir.

Morfolojik gorintileme yontemleri:

1. Isik Mikroskobu ile kullanilarak

» Hematoksilen Boyama

» Giemsa Boyama

2. Floresan Mikroskobu/Lazerli Konfokal Mikroskobu ile

> Propidium lyodiir (PI)
» Hoechst Dye

3. Elektron Mikroskobu
4. Faz Kontrast Mikroskobu

1.2. KANSER

Kanser nedir: Kanser, Latincede yenge¢ anlamina gelen "crab"
sOzciiglinden tiiretilmistir. Yunanl hekim Hipokrat, hastaligin basladigi bolgeden
diger organlara yayilmasimi gozlemleyerek bu tanimlamayr yapmistir. Kanser
viicuttaki bir hiicre grubunun farklilasarak, asir1 ve kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasi
sonucu meydana gelmektedir. Normalde hiicrelerin biiyliimesi ve ¢ogalmasi bir
diizen icerisinde olmaktadir. Buna paralel olarak doku ve organlar da gérevlerini
normal olarak yapabilmektedirler. Ancak bu hiicreler anormal sekil ve hizda

bliylimeye ve ¢ogalmaya baslarlarsa, timdr adi verilen kitle olusumuna yol
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acarlar. Bu anormal hiicrelerin koken aldigi organa gore hastalik adlandirilir
(Akciger kanseri, meme kanseri, prostat kanseri vs.). Genelde tumor tespit
edilmeden 6nce milyonlarca anormal hiicre sayisina ulasmasi gerekir. Bir cm
blytikliiglindeki bir tiimor kitlesi, yaklagik 1012 (1 trilyon) hiicreden meydana
gelmektedir (Hanahan ve Weinberg 2000).

1.2.1. Kanser Hicrelerinin Genel Ozellikleri

Kanser hiicreleri, komsular1 olan normal hiicrelere goére daha hizli
cogalirlar. Normal hiicrelerin biiylime evreleri vardir ve hiicreler, yetiskinlige
ulaginca biliylimeleri durur. Kanser hiicreleri ise besin kaynagi bulduklar siirece,

hicbir zaman boltinmeyi durdurmazlar (Tolnay 2002).

Kanserli hiicrelerin etraflarindaki hiicrelerle her zamanki iliskilerinde bir
degisiklik olur. Eskisinden daha bagimsiz, asi ve diger hiicrelerle uyumlu
olmaktan ¢ikip kendi baslarina hareket etmeye yani “bencil”, hatta “kotii komsu”
davranmis1 sergilemeye baslarlar. Ornegin; hiicre yapiskanhigini yitirirler. Bu
yapigkanlik, gelismenin en Onemli faktorlerinden biridir; bdoliinen hiicreler
yiizeylerindeki 6zel proteinler sayesinde komsulariyla birbirlerine yapisma egilimi
gosterirler. Normal hiicrelerin bu temel niteliginin kaybolmasi, habis biiyiimeye
diger bir deyisle kansere yol acan 6nemli bir unsurdur (Ahishali ve Bilir 2002;
Yaylaci ve ark. 2009; Basay 2006).

Yukaridaki iki 6zelligin birlesmesi; yani hiicre boliinmesinin artan hizi ile
birlikte, hiicre yapiskanligimin kaybolmasi o6ldiriicidiir. Bu durum, yeni ve
uyumsuz, garip bir dokunun, dogdugu noktadan hizla yayilarak biiyiimesi
demektir. Normal hiicrelerde boliinme programini durduran sinirlamalar ve
yasaklar vardir. Hiicre bolinmesinin yasaklanmasi, hiicreler belli bir boslugu
doldurduklarinda veya onceden belirlenmis bir toplam kiitleye eristiklerinde
ortaya cikar. Kanserli hiicreler besin buldukg¢a, smir tanimaz c¢ogalmalarini
stirdiiriirler. Besinlerinin kaynagini da ig¢inde yasadiklar1 beden olusturur. Viicutta
100 trilyon hiicreyi besleyen dolagim sistemi, yani kan, kanserli hiicrelere de

ihtiyaclari olan besini gétiiriir (Yaylaci ve ark. 2009).
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Kanserli hiicrelerin hizla ¢ogalmasiyla, mevcut damarlar, bu durmaksizin
besin isteyen hiicreleri beslemek konusunda yetersiz kalirlar. Ama kanser
hiicreleri bu engeli de asarlar. Yakinlarindaki damar hiicrelerini yeni kan
damarlar1 iiretmeye zorlarlar. Kan damarlar1 béylece kanser kiitlesinin i¢ine kadar
uzar ve kanser hicreleri yeniden boliinmeye baslar (Kemerli ve ark 2003; Ahishali
ve Bilir 2002). Kanser, hiicrelerin asir1 ve zamansiz ¢ogalmalarina yol agan
metabolik ve davranissal degisiklikler gecirdikleri, cok basamakli bir siirectir. Bu
degisiklikler hiicre ¢cogalmasini ve dmriinii, komsu hiicrelerle iligkileri ve immiin
sistemden kagma kapasitesini kontrol eden modifikasyonlar sonucu ortaya ¢ikar.
Kansere yol agan modifikasyonlar arasinda DNA dizilimini modifiye eden genetik

degisiklikler de bulunmaktadir.

Hiicrelerin programini degistirmenin bir baska yolu ise, DNA’y1 saran ve
DNA okuma, kopyalama ve onarma sistemlerinin DNA’ya erisimini diizenleyen
yapt olan kromatinin konformasyonunu degistirmektir. Boylesi degisiklikler
“epigenetik” degisiklikler olarak adlandirilir. Epigenetik ya da genetik degisimler
genelde insan genomunu olusturan 23 000 kadar genin birka¢ yliz kadarini
hedefler. Bu genler, hiicre bdliinmesini, farklilagsmasini ve omriinii diizenleyen
aglarin kisimlaridir. Genetik ve epigenetik degisikliklerin tim genomda analizine
yonelik teknolojilerin ortaya ¢ikmasi, her kanser c¢esidine 0zgii degisimlerin
Oriintiilerini  haritalandirabilme olanaklarimiz1 ilerleterek, molekiiler tani

temelinde kigisellestirilmis tibbin yolunu agmaktadir (Ahishali ve Bilir 2002).

Kanserin molekiiler biyolojisindeki ilerlemeler, ayn1 zamanda, kanserin
bliylimesini inhibe etmenin yeni yollarin1 da gostererek, yeni, daha se¢ici ve daha

az toksik kanser kemoterapilerini de getirmektedir (Boyle ve Levin 2008).

Kanser hucrelerinin malignitesini belirleyici ii¢ temel 6zelligi bulunmaktadir:

1) Biiyiime kontroliiniin kaybolmasi
2) Lokal dokulara invazyonu

3) Viicudun diger kisimlarina yayilma veya metastaz.

Iyi huylu tiimér hiicrelerinde biiyiimede azalmis olan bir kontrol

gozlenmektedir, fakat bunlar lokal dokulari istila etmemekte veya viicudun diger
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kisimlarina yayilarak metastaz yapmamaktadir. Bir hicre timor hicresi haline
dontigiimiin bu hiicreye ait kusaklarin yukaridaki {i¢ 6zellikle tanimlanan davranist
sabit kalmamaktadir, aksine malignetinin daha da artmasi yoniinde bir egilim
vardir. Bu da giderek artan anormal kryotipler, artmis biiyiime hizlar1 ve artan
yayilma ve metastaz bulgulari ile kendini belli etmektedir. Heniiz yeni transforme
olmus hiicrelerin biyokimyasal profillerini, ileri derece malign hizli biiyiiyen
tiimor hiicrelerinkinden ayirt etmek ¢ok Onemlidir. Bastaki hiicreler, kansere
yonelten ana degisikler disinda normal hiicrelerden farkli olan ¢ok az sayida
degisiklikler gosterirler ve bu degisikliklerde genelde transformasyon ile iligkili
olanlardir. ileri derecede malign olan hiicrelerin biyokimyasal profili normal
hlcrelerinkinden ¢ok farkli olabilir; enzim profilinde ve diger biyokimyasal
parametrelerde pek cok degisiklik gdzlenebilir, diger bir deyisle kanser hiicresi
hemen hemen tamamen c¢ogalma {izerinde yogunlagsmaktadir. Degisen
biyokimyasal profil nedeniyle klinikte tiimdr isaretleyicileri olarak kullanilan bazi
fetal proteinlerin sentezi artarken, biiylime faktorleri veya hormonlarin uygunsuz
tiretimi  gibi gen diizenlenigini yansitan biyokimyasal degisiklikleri de

olugsmaktadir (Croce 2008).
1.2.2. Kanserin Olusum Mekanizmalari

Viucudumuz milyarlarca hiicreyi igeren canli ve bilyiiyen bir sistemdir. Bu
hiicreler metabolizma, tasima, salgi, iireme ve hareket edebilme giicli gibi tiim
viicut fonksiyonlarini yerine getirirler. Blylime ve gelisme yeni hiicrelerin
sayisindaki artmanin ve bunlarin degisik tiirden dokulara donligmesinin sonucu
olarak ortaya c¢ikar. Yeni hiicreler hiicre boliinmesi (mitoz) siireci sirasinda
meydana gelirler. Degisik hiicre ¢esitleri, buna eslik eden ve hiicre farklilagsmasi
denilen bir siire¢ ile meydana gelirler (farklilasma hiicrelerin 6zel islevler
kazandig1 bir siirectir). Hiicre boliinmesi insanlarin normal biiylime olay: ile
ortaya ¢ikar; hiicre farklilasmasi normal gelisim olayini olast kilar. Ancak kanser
ve kanser hiicrelerinin biyolojisi farklidir ve bu farklar kanserin anlasilmasi

acisindan 6nemlidir (Muray 2001).

Temelde viicudumuzda ii¢ degisik hiicre ¢esidi vardir: Statik hiicreler

(farklilasmis hiicreler), biiyliyen hiicreler (farklilasmamis hiicreler) ve yenileyen
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hicreler (bunlara kaynak veya destek gorevi goren hiicreler de denir ve diger
tiirden hiicreleri ortaya ¢ikarirlar). Ornegin kas ve sinir dokusu hiicreleri statiktir,
¢linkli bunlar belli bir boyuta ulastiktan sonra bdliinme ve yeni hiicreleri Uretme
yeteneklerini kaybederler. Bu hiicreler oldukg¢a farklilagsmistir ve zarar gérmesi
veya kaybolmasi durumunda yerine yenisinin gelmesi miimkiin olmaz. Cunku
yeniden dretilemezler (Issa 2004). Vicudun buytyen hicreleri de, organ veya
doku, normal yetigkin boyutuna ulastigi zaman biiyiimeyi durdururlar. Ancak
statik ve biiyliyen hiicreler arasinda temel fark sudur: Eger doku zarar géormiigse
veya bir kismi alinmigsa, biliyliyen hiicre yeniden harekete gecebilir ve
biiyiiyebilir. Karaciger, bobrek ve hormon salgilayan bezler bu tiirden hiicreleri
iceren organlardir. Eger herhangi bir hastalik nedeniyle bu organlarin herhangi bir
pargasi1 zarar gorecek olursa veya ameliyatla alinirsa, organ yeniden depolanmay1
yapip normal veya normale yakin fonksiyonuna kavusana kadar geriye kalan

hlcreler bélinmeye ve biyumeye devam edebilirler (Merlo ve Pepper 2006).

Yenileyen hiicreler 6liir ve diizenli araliklarla yenilenirler. Ornegin cilt,
sa¢ ve sindirim sistemi yolunun etrafin1 saran tabakayi yapan hiicreler ile kan
eskidikge ve oldikge yenilenen hicrelerdir. Bu eskime ve 6lme normal sireg
sirasinda olabildigi gibi herhangi bir yaralanma veya hastalik ile de meydana
gelebilir. Bu tiirde yenileyen hiicreler 6len ve Olenlerin yerini almak i¢in gelisen
yeni hiicreler arasinda bir dengeyi korumak i¢in bir i¢ mekanizma tarafindan
kontrol edilirler. Yenileyen hucrelerin biiylimenin durmas: sinyallerine uyma
yetenekleri, bu hicrelerin blyumelerini, kanser hiicrelerinin kontrol altina
alimmamig biiylimelerinden farkli kilar. Diger hiicre tiirlerinin aksine, kanser
hicrelerinde normal hucrelerde gorilen  biylmeyi  durdurucu  kontrol

mekanizmasi yoktur (Hanahan ve Weinberg 2000).

Kanser hiicreleri bir dl¢lide kontrol altina alinmamis yenileyen hiicrelere
benzer. Bunlar farklilasmis veya farklilasmamis olabilir ancak herhangi bir
sinirlama olmaksizin boliinmeye devam ederler. Cogalarak komsu hiicrelerin
yerini alirlar. Kanser hiicrelerinin biiylimesi besin maddelerini alarak, normal
hiicrelerin fonksiyonlarin1 ve biiyiimesini de etkiler. Kanser hucreleri normal

hiicrelerden daha hizli biiylimezler. Ancak daha uzun siire yasarlar ve daha hizlh
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boluntrler. Boylelikle biiyiime siirecinde daha biiyiikk kanser hiicreleri oranini
olustururlar. Biiyiimelerini ve olgunlagsmalarin1 diizenleyemeyen hiicrelerin hepsi
kanser hiicresi degildir. Bazi hiicreler hizla boliiniir ve tiimor denilen kiitleleri
olustururlar. Ancak bunlar iyi huyludur. Clnki bunlarda kot huylu timore

doniisme egiliminin diger 6zellikleri yoktur (Issa, 2004).
1.2.3. Kanser ve Beslenme

Giinliik beslenmemizde diyetimizle aldigimiz katki  maddelerinin
miktarlar1 ve tlrleri kanserin olusumunda Onemli bir etkendir. Etlerin
korunmasinda kullanilan nitrit ve nitrat tuzlari, dogal veya sentetik
antioksidantlar, renk vericiler, zayiflama ve diyabet diyetlerinde kullanilan yapay
tatlandiricilar, dikkatli kullanmilmas: gereken katki maddeleridir. Ozellikle bulgur,
musir, yer fistigi ve diger yagh tohumlarda Ureyen kiifler ve onlarin toksinleri
kansere neden olabilmektedir. Bu besinlerin {iretiminde neme ve sicakliga dikkat
edilmelidir. Tahillarin yikanmasi, havalandirilmasi, giinesletilmesi bir dereceye

kadar toksini azaltmaktadir (Y1lmaz, 2008).

Kizartma, kavurma, tiitsiileme gibi bazi pisirme yontemleri kanser
olusumuna neden olabilmektedir. Ozellikle protein icerigi yiiksek besinlerin
kizartilmasi veya tiitsiilenmesi kanserin Onciisii olan kimyasal bilesiklerin
olusumuna neden olur. Bu sebeple yiyeceklerimizi hazirlarken en saglikli pisirme
yontemleri olan haglama, firinda pisirme veya 1zgara tercih edilmelidir. Alkol ve
sigara kanserin olusumunda Onemli iki etkendir. Bu fiirlinlerin kullanimlari
miimkiin oldugunca azaltilmalidir. Sigsmanlik kanserin ortaya ¢ikmasini
kolaylastiran etkenlerden birisidir. Sigsmanlik ile 6zellikle meme ve endormetrial
kanseri riski artmaktadir, var olan kolon, prostat, rektum, bdbrek ve seviks kanser

tiirleri daha hizli gelismektedir. Bu sebeple viicut agirliginin korunmasi sarttir.

Antioksidan vitaminler olarak bilinen A, C ve E vitaminlerinin yetersiz
miktarlarda alinmasi, kanserin nedenlerinden birisidir. Cunku bu vitaminler
kansere neden olan bilesiklerin olusumunu engelleyebilmektedir. Bunun yaninda

riboflavin, kolin, pantotenik asit, tiamin vitaminleri ile ¢inko, selenyum, nikel,
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iyot, molibden, demir ve magnezyum minerallerini yeterli miktarlarda alinmas1

kanserin dnlenmesi i¢in gereklidir (Aliustaoglu 2009).

Tim bu bilgiler 1s18inda kanser riskini azaltmak icin beslenmemizde

dikkat etmemiz gereken noktalar1 su sekilde 6zetleyebiliriz:

>
>

Ideal viicut agirligiiz1 koruyunuz.

Diyetinizle aldigmiz hayvansal kaynakli yagi ve proteini
azaltiniz.Et yemeklerini hazirlarken yagsiz sigir, dana ve kuzu
etini tercih edin ve goriiniir yag1 temizleyin; tavuk ve hindiyi
derisiz tiiketin; az yagl et iirlinlerini kullanin; balik ve kabuklu
deniz {iriinlerini daha sik tiiketiniz.

Yiyeceklerinizi hazirlarken kizartma, kavurma veya tiitsiileme
yerine 1zgara, firinda pisirme veya haglama gibi yontemleri
kullaniniz.

Gunde 5 porsiyon taze sebze ve meyve tiiketiniz. Antioksidant
vitamin ve minerallerin kaynagi olan 1spanak, karnabahar,
lahana, brocolli, briiksel lahanasi, havug, domates, kirmizi-yesil
biber ve turuncgilleri bol miktarda tuketiniz.

Kuru baklagilleri ve yagl tohumlar1 daha sik tiiketiniz.
Yemekleriniz hazirlarken sarimsak, sogan, arpacik sogani,
nane, maydanoz gibi besinleri eklemeyi ihmal etmeyin.

Siit ve siit {irlinlerini satin alirken daha diistik yaglh tirlinleri
tercih ediniz; yogurt tercihinizi probiyotik yogurt olan LC1'den
yana kullanirsaniz kolon kanseri riskini azaltmis olursunuz

(Boyle ve Levin 2008).

1.2.4. Kanser Tedavisi ve Kullanilan Yontemler

Kisiye Ozel kanser tedavisi bazi tiirler i¢in kullaniliyor ama genele

yayilmasi i¢in biraz daha zaman gerekiyor. Operasyon, radyoterapi ve kemoterapi

ise kanserle miicadele i¢in uyugulanan geleneksel tedavi cesitleridir. Kanser

tedavisinde son gelismeler, molekiler ve genetik dizeydeki incelemeler, her

hastanin ayr1 bir tedavi protokoliine alinmasi fikrinde bulusuyor. Bu ideal tedavi,
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artik birgok kanser turtinde etkili oluyor. Her kanser uygulanmasi iginse en az 10
yil gerekecek gibi goriintyor. Burada sizlere, kansere karsi uygulanan temel

tedavi yontemleri hakkinda bilgi veriliyor (Tavassoli 2003).
Radyoterapi:

Son yillarda, radyoterapi tedavisinin ekipman ve tekniklerinde yeni
gelismeler; doktorlarin radyasyonu daha sinirli alanlara verek saglikli dokuda
daha az hasar olusmasini saglamalarini miimkiin kilmaktadir. Sintigrafilerde ve
radyasyon teknolojisindeki ilerlemeler, doktorlarin daha once ulasilmayan
kesinlik derecesinde tedavi planlama ve uygulamalarini mimkiin kilmisgtir.
Boylece etkinlik artarken yan etkiler en aza indirilmistir. Ancak, bu cihazlar
yaygin degil. Bu nedenle bu tedavileri isteyen hastalarin en giincel cihazlari iceren
ama kendilerine uzak olan saglik merkezlerine gitmeleri gerekebilmektedir (Marie

ve Valerie 2010).
Kemoterapi:

Kemoterapi belki de hakkinda en fazla soru sorulan ve hastalarin endise
duydugu kanser tedavisidir. Bu tedavinin muhalifleri de var ve onlar siklikla

kemoterapiyi bedeninize pompa edilen toksik atik olarak tanimlamaktadir (Marie

ve Valerie 2010).
Klcuk timore cerrahi:

Cerrahi uygulama; genellikle bir¢gok kanser cesidinin tedavisinde
kullanilan ilk yaklagimdir. Tiimoriin cerrahi olarak ¢ikarilmasi, 6zellikle timor
kiigiik ve lokalize ise genellikle sifa ile sonuglanir. Biyopsiler ise hastaligin ne
kadar uzaga yayilldigini belirlemek i¢in cerrahi islem sirasinda doktorlarin bir
veya iki lenf nod6linu analiz etmesine olarak saglamaktadir (Marie ve Valerie
2010).

1.2.5. Kanser Tipleri

Hiicre cesitligine bagli olarak gerek davramis gerekse tedaviye cevap

verme yoniinden onemli dl¢iide degisiklik gosteren yiizden fazla degisik kanser
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tirii vardir. Kanser tek bir hastalik degildir. Daha ¢ok kitle ya da timor
olusumuna yol agan kontrolsiiz hiicre artis1 ile karakterize olan doku tiremesidir.
Bununla birlikte doku g¢ogalmasinin kanser olabilmesi i¢in kotii huylu 6zellik

gostermesi gerekir (Catherine 2009).

Hicrelerin anormal ¢ogalmasi sonucunda ortaya cikan tiimoér iyi huylu
veya kotii huylu olabilir. Iyi huylu olan benign tiimérler; ¢evredeki dokuya ya da
farkl1 viicut bolgelerine yayilmadan olustuklar1 yerde kalirlar. Malign yani kétii
huylu timorler ise hem cevredeki normal dokuya hem de kan ve lenfatik sistem

araciligi ile viicudun diger bolgelerine sigrayarak yavrulama (metastaz) yaparlar.
Kanserin esas olarak ii¢ tipi vardir:

1. Bronglar: Bagirsak mukozasi veya memedeki siit kanallar1 gibi epitel
hiicrelerinden kaynaklanirlar ve insan kanserlerinin yaklasik % 90’1n1
olustururlar.

2. Sarkomalar: Kemik, kas ya da bag doku gibi dokularda olusurlar.
Insan kanserlerinin yaklasik % 1°ini olustururlar.

3. Hematopoetik: Kemik iligi ya da lenfatik sistemi tutan ve damarlar
yoluyla yayilan 16semi ve lenfomalardir. insan kanserlerinin yaklasik

% 8-9’unu olustururlar.

Bu tiimérlerin her biri yerlesim yeri, doku tipi, gelisimi ve koétiiciillik

derecelerine gore de siniflandirilmaktadir (Kutluk ve Kars 1992).

1.2.6. Hicre Siklusu ve Kanser

Hiicre ¢ogalmasi ve hiicre siklusunun ilerlemesi biiylimenin kontroliinde
rolii olan genlerin ekspresyonu ile baglantilidir. Okaryot hiicre siklusu M (mitoz)
G1, S ve G;fazlarindan olusmaktadir. Bu siiregte hiicre uyarimi ve biiyiime
meydana gelir veya hiicre G, fazinda durmaktadir. Hiicre siklusunda Gji-S
gecisinde, G,-M gecisinde ve metafaz-anafaz gecisinde kontrol noktalar
bulunmaktadir. Hiicre siklusu siklin bagimli kinazlar (cdk, katalitik altbirim) ve
siklin (cyc, diizenleyici altbirim) tarafindan kontrol edilmektedir. Hucre

homeostazisi hiicre ¢ogalmasi, biiylimenin durdurulmasi ve apoptozis (programli
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hiicre 6liimii) ile siirdiirilmektedir. Hiicre siklusu i¢indeki olaylar1 diizenleyen ve
kontrol eden etkilesimler ¢ok sayida ve komplekstir. Hiicre siklusunun
diizenlenmesindeki hatalar hiicre boliinmesinin kontrolunun bozulmasina neden
olur. Hiicre siklusu kontrol noktalarinda degisimler kanser gelisimine neden
olabilir. Kanser gelisiminde tiimdr baskilayici fonksiyon, DNA onarimi ve

apoptozis kritik yolaklardir (Y1lmaz 2008).

1.2.7. Hiicre Siklus Kinazlar1

Hiicre siklusu siklinler (cyc=cln), siklin bagimli kinazlar (cdk) ve siklin
bagimli kinaz inhibitorleri (CDI) tarafindan kontrol edilir. Bu proteinlerin
diizeyleri hiicre siklusunun farkli fazlarinda farkliliklar gosterir. Siklin bagiml
kinazlar G;-S-G, ve mitoza gegisi kontrol eder. Memeli hicrelerinde hiicre
siklusunun diizenlenmesinde islevleri en iyi bilinen on bir tane siklin bagiml
kinaz (cdk 1-11) ve 16 siklin (siklin D (D4, D, ve D3); siklin E (E1, Ey), siklin A
(A1, Az) ve B (By, B) rol oynamaktadir. Siklin D, E, G1/S fazlarinin sinirinda
gecici olarak sentez edilir ve hiicre S fazina girdiginde hizla yikilir, Siklin A ve B,
SIG,/M faz gegislerinde sentezlenir, siklin A; mayoz ve embryogenesis de, siklin
A; ¢ogalan viicut hicrelerinde bulunur. Siklin B;’in siklin B, nin fonksiyonlarini
kontrol ettigi diisiiniilmektedir. Cdk’lar protein fosforilasyonu yapan enzimlerdir.
Cdk aktivitesi DNA sarmaliin acilmasi iginde gereklidir. Replikasyon oncesi
kompleks’in (PRC: Prereplicative compleks) birkac bileseni fosforile olur. Yeni
replikasyon orijinleri mitozun sonunda cdk aktivitesi diisene kadar yeni PRC
kompleksleri olusturamaz. Bundan dolayr her hiicre siklusunda DNA bir kez
replike olur (Ulukaya 2003).

Cdk’lar siklin’e baglandiginda aktifleserek aktif siklin-cdk komplekslerini
olustururlar. Siklinler bu komplekslerin diizenleyici alt birimleri, cdk’lar ise
katalitik alt birimleridir. Cdk, siklin (yapisal proteini) ve kinaz (enzim) inden
olugsmaktadir. Her bir cdk katalitik altbirimi farkli diizenleyici altbirimle biraraya
gelebilir. Hiicre siklusu boyunca kinaz komplekslerinin aktivite diizeyi degisir. Bu
nedenle hiicreler DNA’larin1 bir kez replike eder ve kromozomlarin yavru

hiicrelere uygun dagilimi saglanir. Siklin-siklin bagimli kinaz komplekslerinin
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(cyc-cdk) duzenlenmesi, cyc altbiriminin  hiicredeki konsantrasyonuna,
fosforillenme durumuna ve inhibitér molekiillere baghdir. Siklinler hiicre
siklusunun farkli fazlarinda bir taraftan sentezlenirken diger taraftanda yikilirlar.
Memelilerde Cdk 2, Cdk 4 ve Cdkl (cdc 2)’in, siklin D, E, A ve B ile birlikte
ekspresyonu olmaktadir. Siklin E ekspresyonu E2F transkripsiyon faktorlerine
baglidir. Herbir siklin 6zgiin olarak belirli bir fazda en yiiksek degere ulasir,
sonraki faza girerken hizla yikilir. Siklinlerin diizeyleri transkripsiyon diizeyinde
diizenlenir. Yikimlar1 ise ’ubiquitin’® yolagi ile saglanir Aktif cyc-cdk
komplekslerinde cdk altbirimi Thr 161 amino asidinden fosforillenmisdir. Bu
fosforilasyon cdk’y1 aktive eden kompleks (cak)’in aktivitesi ile meydana gelir.
Bir kez aktive olan cyc-cdk kompleksi, DNA replikasyonu ve mitozdaki birgok
islemin kontroliinde rolii olan proteinleri fosforiller. Protein kinazlarla cyc-cdk
altbirimlerinin fosforilasyonu ile kinaz kompleksi inaktive olur. Cdk’larin
aktiviteleri sadece siklinlerle diizenlenmez ayrica fosforilasyon ve

defosforilasyona yol agan baska yollarla da diizenlenir (Inang 1997).
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Sekil.1.4 Hiicre siklusunda siklinler ve etkilesime girdikleri proteinler:siklin bagiml
kinazlar ve siklinler hiicre dongiisiinde gegisleri tetikler.G; fazi baslangicinda
siklin D seviyesi artar ve hiicre siklusunun geri kalan kisminda sabit
kalir.Siklin E ge¢ G; ve S fazinda, siklin A,S fazinin baglangicindan G, fazi
sonuna kadar ve siklin B.G2-M fazinda bulunmaktadir.

a) G, fazindaki siklinler ve etkilesime girdikleri proteinler
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b) S fazindaki siklinler ve etkilesime girdikleri proteinler

€) G, fazindaki siklinler ve etkilesime girdikleri proteinler

Siklin bagimli kinaz inhibitérleri (CKI): Hiicre siklus inhibitor
proteinleri (CKI) cdk aktivitesini kontrol eder. Bu proteinler cyc-cdk
kompleksi olusumunu ve DNA replikasyonunu inhibe eder. CKI’lar hiicre
siklusunu frenlediklerinden tiimor baskilayict genlere de adaydir.
Etkiledikleri cdk ve inhibisyon mekanizmalarina gore iki farkli CKI ailesi
vardir. Bunlardan ink 4 ailesinde p15, p16, p18, p19° G; fazindaki cdk4 ve
cdk6’y1 baglayarak cyc-cdk kompleks olusumunu inhibe eder. Cip/Kip
ailesinde ise p2l1, p27, p57 bulunmaktadir. Cip/Kip ailesi cyc-cdk
kompleksini inhibe etmektedir. G, fazinda siklin B cdkl (cdc-2)’ in tam
aktivasyonunu saglayarak mitoza girisi tetiklemektedir (Buyru ve ark.
2003).

Genellikle, farkli kanser hiicrelerinde hiicre siklusunun G;-S fazim kontrol
eden proteinlerin inaktif oldugu, G»-M fazlarin1 kontrol eden proteinlerde

ise degisimin daha az oldugu belirtilmektedir (Berger ve ark. 1998).

1.2.8. Normal Hucrelerde G;-S Gegisi

Buyumeyi uyaran sinyaller G1 faz1 baslangicinda siklin D diizeyini

sonraki evrede ise siklin E artisina neden olur. Kisitlayict noktada (R point)
biiylime inhibitor faktor (Rb, Retinoblastoma) hiicrenin S fazina girip
girmeyecegini belirleyen anahtar gibi rol oynar. Kisitlayici nokta gegilirse

hiicre DNA sentezinin oldugu S fazina girer. DNA sentezi sirasinda

iplikciklerin birbirinden ayrilmasi ile DNA hasara ¢ok duyarli hale gelir ve bu

nedenle S fazi1 hizli gegilir. Hiicre siklusunun ilerlemesi Rb proteininin

fosforillenmesi ile belirlenmektedir (Teich 1996).

Az fosforillenmis (Hipofosforile) Rb E2F transkripsiyon faktoriinii
baglayarak inaktiflestirir. E2F’nin inaktiflesmesi sonucu hiicre S fazina
ilerleyemediginden siklus durur. Istirahat halindeki (G, fazinda) hiicre
bélinme sinyali aldiginda hipofosforile Rb G fazinin sonuna dogru cyc’nin

cdk ile birlesmesi ile cyc-cdk kompleksini olusturur ve bu kompleks Rb

31



@ ANADOLU UNIVERSITESI

proteinini fosforiller. Fosforillenen Rb proteininden E2F salinir, E2F’nin
siklus ilerletici etkisi ile S fazina giris i¢in gerekli genlerin transkripsiyonu

aktive olur ve hiicre S fazina girer (Puri ve ark. 1999).

Sidin D CDx4 0

=thin B
Cdc2

Sk A

.

Sekil. 1.5. Hiicre siklusu siklin ve CDK (Siklin Bagimli Kinazlar) tarafindan diizenlenir.

Hiicre siklusunun S fazina gecisini G fazinda aktive olan siklinler saglar.
G, fazinda bu siklinlerin ¢ogunun ekspresyonu olmaz. Gj cyc-cdk kompleksleri
transkripsiyon faktorlerini aktive etmektedir. Biiyiime faktorleri, otokrin uyarim,
lektinlerle mitojenik uyarim veya Ras yolagi gibi hiicre i¢i sinyal yollarinda
mutasyon, hiicrelerin tekrar G; fazindan siklusa girmelerini uyarabilir. Istirahat
halindeki hiicrelerde, baslangigta mRNA’s1 stabil olmayan siklin D az miktarda
bulunur. Gy’da biiyiime faktorleri ile uyarim, siklin D sentezini ardindan siklin
E’nin birikimini uyarir. Biiylime faktorleri olmadiginda siklin D diizeyi hemen
diiser. Embriyonik hiicrelerde siklin E diizeyleri devamli yiiksektir (Hamzaoglu ve
Ozcan 2006).
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Hicre siklusunda Rb aktivitesi ICBP90 transkripsiyon faktoru ile protein
duizeyinde dizenlenebilir. G;-S gecisinde, bliyiime faktorlerine cevap olarak siklin
D diizeyi artar. Siklin D artis1 ile siklin D-cdk 4(cdk 6) kompleksi olusur. Siklin D
ve cdk 4‘lin ve de onlarin aktif komplekslerinin birikimi p16’nin inhibitor rolint
ortadan kaldirir ve Rb (retinoblastoma gen) fosforillenir. Az fosforillenen Rb, E2F
transkripsiyon faktoriin inaktivasyonuna neden olan histon deasetilaz (HDAC)
enzimine baglanir. Rb’nin fosforillenmesi S fazinin baslamasi ve ilerlemesi ig¢in
gereken genlerin gecici olarak aktivasyonunda roli olan E2F transkripsiyon
faktoriin baskilanmasini kaldirir. G de siklin E -cdk2 kompleksi (MTOC)
mikrotlbdlleri organize eden merkezin iki sentromere dublikasyonunu aktive eder
(Haris 1996).

Siklinlerin  uyarici  etkileri CDK inhibitorleri CKI tarafindan
onlenmektedir. Gy/S faz1 gegisi icin onkosul CKI larm baskilanmasidir. Ornegin
hiicre siklusuna giris i¢in siklin D; diizeyinin yiikselmesi yeterli degildir. ERK
(extracelllular signal regulated kinase) aktivasyonu da ge¢ G;’de cdk’larin
aktivitesini artirmak i¢in birka¢ asamada rol oynar. ERK ayni1 zamanda CKI’larin
inhibisyonunda da rol oynamaktadir. Gj fazi boyunca hiicre c¢ogalmasin
engelleyen birgok genin baskilanmasi i¢cin ERK’in siirekli aktivitesi gereklidir.
Tek basina ERK aktivasyonu hiicre siklusuna girisi saglamaya yetmez. Vicut
hicrelerinde ERK, hicre siklusunun G,/M fazinda aktive olur. Metafazda tutulan
hiicrelerde ERK fosforillenmemis durumdadir. Es zamanli ¢ogalan (senkronize)
HeL A ve NIH 3T3 hiicrelerinde ERK’in aktivasyonunun S fazinin sonuna dogru
meydana geldigi ve mitoz sonuna kadar aktif halde kaldig1 belirlenmistir. MEK
(MAPK kinaz) inhibitorleri ile ERK aktivasyonu bloke edildiginde mitoza girisin
geciktigi ardindan metafazdan anafaza gecikmeli gecisin mitoz siiresinin
uzamasina neden oldugu belirtilmektedir. Go/M gecisinde ERK inhibe edildiginde
M faz siresi iki kat artar. ERK aktivasyon yolaklari heniuz tam olarak

anlasilamamistir (Karabulut ve ark. 2003).

Genellikle normal hiicrelerde p53, MDM2 proteinine bagli olarak
inaktiftir. p53 ubiquitin ligazla yikima ugradiktan sonra aktive olur. Aktive olan

p53, p21 ekspresyonunu aktive eder. p21 G1-S (cdk) ve S (cdk) komplekslerine
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baglanarak onlar1 inhibe eder ve hiicre siklusu durur. Siklusun durmas: hiicreye

tamir i¢in zaman kazandirir (Altunkaynak 2008).

Radyasyon ve ilag gibi hiicrenin strese maruz kaldigr durumlarda DNA
hasar1 olursa, hiicre bu uyariya p53 diizeyini artirarak yanit verir. p21’in
aktivasyonu saglanarak Gj kontrol noktasinda Rb proteinin daha fazla
fosforlanmasi1 6nlenerek hiicre siklusu durdurulur. p21 siklin-cdk kompleksini
inhibe etmesi yaninda “proliferating cell nuclear antijen (PCNA)i de inhibe eder.
Timidin ve metotoraksat (methotraxate) gibi ilaglar hicre siklusunun ilerlemesini
engeller (Univer 1998).

1.2.9. Normal Hucrelerde G,-M Gegisi

Hicreler DNA sentezinden sonra G;fazina girer. Siklin B-cdkl
kompleksinin aktivitesi artar, mitoza giris uyarilir. Siklin B-cdkl kompleksi
mitozu ilerleten faktér (MPF) olarak da isimlendirilmektedir. Ge¢ S fazinda siklin
B sentezlenmeye baglar ve sentez mitoz boyunca devam eder, mitoz
tamamlandiginda siklin B diizeyi hizla diiser. Bu diisiis aktif MPF kompleksinin
olusmasini ve ikinci hiicre boliinmesini engeller. Siklin B diizeyi sitoplazma ve
cekirdek arasinda aktif tasinimla diizenlenir. interfaz (G1, S, G,) asamasinda siklin
B sitoplazmadadir. Mitoz baslangicinda siklin B cdk 1°e baglanarak aktif MPF
kompleksini olusturur. Inhibe edici fosforillenme ayn1 zamanda MPF aktivitesini
duzenleyebilir. cdkl altbiriminin ikinci kez fosfofosforilenmesi siklin B-cdkl
kompleksini inaktive eder. Wee 1, nukleer protein kinaz, cekirdekte MPF
kompleksini inaktive ederek erken mitozu engeller. Weel’in cdkl altbiriminin
ATP baglama bolgesini fosforillemesi ile MPF kompleksi inaktive olur (Altinisik
2002).

1.2.10. DNA’s1 Hasarh Hiicrelerin G,-M Gegisi

DNA  hasarindan  sonra, Gyblogunun olmast i¢cin cdk 1
defosforillenmesinin inhibisyonu gereklidir. DNA hasari, cdc-25¢’yi fosforilleyen
chksl ve 2 protein kinazlarin aktivasyonunu saglar. Fosforillenen cdc-25c, 14-3-3

proteinlerine baglanarak ¢ekirdekten sitoplazmaya taginir. cde25c¢ ¢ekirdek iginde
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bulunursa, siklin B-cdk1 kompleksini aktive eder. Bunun yani sira siklinB-cdk1
kompleksin aktivitesine gereken c¢ekirdek i¢indeki cdec25¢ miktarinin yetersiz
olmasindan dolay1 G blok aktive olur. Ayn1 zamanda p53 de G,-M gegisinde rol
oynayabilir. DNA hasarinda p53 stabil kalmakta ve 14-3-3 trans-kripsiyonel
olarak aktive olmaktadir. Aktive olan 14-3-3 fosforillenmis cdc 25¢’e baglanir ve
kompleksi sitoplazma i¢inde tutar, boylece mitoza gegise uygun aktif siklin B-
cdk1 kompleksi azalir; p21 ve p53 ikinci tur DNA sentezi yapmis fazla DNA’I1
hicreleri G, ve M fazinda engeller. p53, G’ye girisi inhibe eden 14-3-3 gen
transkripsiyonunu artirarak bu gecisi Onlemektedir. 14-3-3 cdc25c fosfatazla
birlesir ve bu kompleks cdc25c’nin ¢ekirdege girisini inhibe ederek DNA ‘y1
bloke eder (Malumbres ve Barbacid 2007).

1.2.11. Normal Hiicrelerde Mitoz iplik¢ik Kontrol Noktasi

Mitoz iplik¢ik kontrol noktasi metafazdan anafaza gegisi diizenler. Bu
kontrol noktasi biitiin kinetokorlara uygun mikrotiibiil baglanmasin1 kontrol eder
ve kinetokor gozetiminde uygun kromozom ayrilmasini saglar. Mitotik siklinlerin
yikimindan sonra anafaz baslar. Mitotik siklinler ubikuitinlendikten sonra
proteozomal yikim olur. Mitotik siklinlerin yikimi siklinB-cdkl kompleksini
inaktive eder ve bu inaktivasyon mitozun normal bitmesini saglar. Mitoz iplikgik
kontrol noktast olgunlasmamis kardes kromatidlerin ayrilmasini engeller. Bu
kontrol noktasinda rolii olan genler, MADIL1, MAD2, MAD2L1, MAD2B,
BUBI, BUBRI1, BUB3, TTK, MPS ve CDC20’ dir. Bu genler hiicre siklusunun
kontroluna katilir. Mayadan insana kadar MAD ve BUB proteinleri korunmustur.
BUB ve MAD gen {(rlnleri kinetokor gozetimi ve anafaz diizenlenmesi igin
gereklidir. MAD proteinleri dogru kromozom ayrilmasini, BUB gen iiriinleri ise
mitozun ilerlemesini dizenler. Drosophila Melonogaster, C.elegans ve farede
mitoz iplik¢ik kontrol noktasinin tamamen kaybolmasinin embriyon oliimiine
neden oldugu gosterilmistir. DNA sentezinden sonra kohesin protein kompleksleri
kardes kromatidleri birarada tutar ve kromozomlar olusur. Mitoz iplik¢ik kontrol
noktas1 anafaz promoting kompleksi (APC) diizenler. CDC20p APC’yi aktive
eder ve pdslp ubiquitinlenme ile yikilir. Pdslp’nin yikilmasi ile separin Esp 1

aktive olur ve kohesin salinir, boylece anafazda kardes kromatidler ayrilir.
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CDC20p’nin APC’yi aktive etmedigi durumlarda kohesin salinmaz, kardes
kromatidler ayrilamaz ve anafazda inhibisyon meydana gelir. CDC20’nin MAD?2,
BUBRI1, BUB3 ile kompleks olusturmasi anafaza girisi beklemeye alir (Berger ve
ark 1998; Anonim 2012).

1.2.12. Kanser ve Kontrol Noktasi Inaktivasyonu

Gen mutasyonlarindan dolay1 G3-S gegisindeki degisimler kansere neden
olabilir. Kanser hicrelerinin  karakteristik  6zelliklerinden  biri  blylime
uyarimindan  bagimsiz  olarak  Gj fazina  tekrar  girebilmeleridir. Rb
fosforillenme/defosforillenme  dengesizligi oldugunda, G1-S fazlar1 arasi
gecislerde olan degisiklikler hiicrelerin ¢ogalmasini degistirebilir. Rb gen
mutasyonlart insan kanserlerinden bazilarinda (glioblastoma ve Retino-blastoma
vb) tanimlanmistir. Timor virlisleri HDAC ile Rb’nin baglanmasini inhibe
edebilir. Siklin D’nin fazla eksprese oldugu bazi durumlarda ise E2F
aktiflesmesinden sonra Rb inhibisyonunu saglayan defosforillenme olmadiginda S
fazina hatali ilerleme olabilir. Kusurlu G1 siklin E-cdk2 kompleksi sentriollerin
hatali replikasyonunu uyarmaktadir. Hiicrede iki veya daha fazla sentrioliin varligi
anafazda hatali kromozom ayrilmasina neden olur. Bazi insan kanserlerinde

sentriollerin fazla dublikasyonu da belirlenmistir (Ulukaya 2001).
1.2.13. DNA’s1 Hasarh kanser Hiicrelerinde G;-S Gegisi

Radyasyon vb. etkenlere maruz kalan hucrelerde hiicre siklusunda hatalar
olmaktadir. Ornegin Gama radyasyonuna maruz kalan hiicrelerde fonksiyonel p53
geninin yetersiz olmasindan dolayr bu hiicreler G1’de tutulamaz ve S fazinda
hasarli DNA’y1 dublike ederek gen mutasyonuna ve/veya hatali kromozom
dizilimine neden olur. Hiicre ¢ogalmasini gen delesyonu, fazla gen ekspresyonu
ve nokta mutasyonlar etkilemektedir. Insan kanserlerinde farkli genlerde nokta
mutasyonlar ve delesyonlar vardir. Insan kanserlerinde en sik gériilen mutant gen
p53’tiir. Normal bir hiicrede DNA hasart oldugunda, p53 diizeyi artar ve hiicre
siklusunu G; fazinda inhibe ederek DNA onarimi i¢in hiicreye zaman kazandirir.
Hasar tamir edilemiyorsa hiicre apoptozise gider. Hasarli hiicrenin 6liimii veya

hiicre siklusunda kalmasinin nasil saglandigi tam olarak bilinmemektedir. p53
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mutasyonlarinda hiicreler boliinmeye devam eder. Bu mutasyonlar sonucunda
timor baskilayici fonksiyonlarinda kayip olurken diger yandan onkojenik
fonksiyon ortaya ¢ikabilir. Muskarinik reseptor agonist ve antagonistler varliginda

cogaltilan K562 hiicrelerinde siklin D transkripsiyon seviyelerinin degistigi

belirlenmistir (Yaylact ve ark. 2006).

ATM (Ataxia Telengiectasia Mutant kinaz) tarafindan p53°iin aktivasyonu
DNA onarimi ve apoptozisi koordine eden DNA hasar sinyal yollarina aracilik
eder. ATM cift iplik kiriklarina cevapta ve ATR (ATM ve Rad3 related) olarak
adlandirilan kinaz diger tip DNA hasarlarina cevapta dnerilmektedir (Weinberg

2007).

Hiicre siklusunda ATM ve CHK?2 ekspresyonu nispeten devamli olmasina
ragmen ATR ve CHK1 Gj fazinin basinda ve ortasinda diisiiktiir. ATR ve CHK1
G1/S gegisine yaklastikga dnem kazanir. ATM/ATR p53 transkripsiyon faktoriinii
fosforiller, ubiquitin kinaz, MDM?2 p53’iin hizli sirkiilasyonunu saglamaktadir.
Ayirict hedef mekanizmalar hala agiklanamamistir. p53°‘le uyarilan G; fazinda
duraklamada p21Cipl/Waf 1’in roli vardir. Aynt zamanda PCNA (proliferating
cell nuclear antigen) inaktive olmaktadir. PCNA, DNA sentezini katalize eden,
DNA tamirinde yer alan DNA polimeraz delta’nin kofaktoriidiir. Sentezi hiicre
siklusunun ge¢ Gifazinda baslayarak orta-ge¢ S fazinda en yiiksek degere
ulagsmaktadir. p21, cyc-cdk kompleksini inhibe etmesi yaninda PCNA’1 de inhibe
eder. Hicre siklusunun Gi1/S fazinda durdurulmasinda yeni belirlenen niikleer
protein ICBP90’un p53/p21Cipl/WAF 1 aracili yolaklarda hedeflerden biri olarak
onerilmektedir. Insan Rad 9 ve Rad 17 proteinlerinin S fazi baslangicindaki
kontrol noktasinda ve kromozom kararliliginin siirdiiriilmesinde 6nemli oldugu
belirlenmigti. Rad 9’un  ATR kinazla biiyiikk protein kompleksinin
fosforillenmesine aracilik ettigi de onerilmektedir. p53 ve Rb protein fonksiyon
kaybinin nedenleri mutasyon, delesyon veya diger proteinlerle baglanma olabilir.
Rb kontrolii kanser hiicrelerinin bir ¢ok tipinde bozulmaktadir. Rb kontroliiniin
bozulma nedeni Rb fosforillenmesinde rolii olan siklin ve cdk’larda onkojenik
mutasyonlardir. p53 fonksiyonu cdk 4 ve cdk 6 supressorlerinin fazla ekspresyonu

ile baskilanir. Genomda onkogenik lezyonlara p53 fonksiyonunun bozulmasi
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neden olur. Bunun nedeni p53’in apoptozis Oncesi dizenlenmesinin
gerceklesmemesidir. Hiicre siklusunda kontroliin kalkmasi p21, p27, p57 gibi
p53’in downstream genlerinde kusurlara neden olabilir. Cdk’larin ve siklin-cdk
komplekslerinin aktivitelerini Cdk (p21, p27, p57)’nin inhibitorleri inhibe eder ve
hiicrenin S fazina girigini engeller. Bazi tiimorlerde cdk4 ve cdk 6’nin negatif
diizenleyicileri olan p15 ve p16’nin mutant oldugu da rapor edilmistir. Timor
hiicrelerinin bir kisminda cdc4 de kusurlar veya cdc4’lin ekspresyonunun fazla
olmasindan dolay1 siklin E diizeyi normal degildir. Baz1 tiimér hiicrelerinde siklin
E-cdk2’nin negatif diizenleyicisi olan cdk inhibitérii, p27°nin kayboldugu da
belirlenmistir (Angle 2011).

1.2.14. Kanser Hucrelerinde G,-M Gegisi

Kanser gelisiminde ve/veya hastaligin ilerlemesinde G,-M gegisinde
degisimlerin rol oynadig1 belirlenmistir. Iyonize edici radyasyon Ku homologu
olan protein kinazlari, ataxia telegiectasia mutant (ATM) ve ATM iligkili (ATR)
genleri aktive eder. Mayada yapilan g¢alismalarda telomer idamesi ve DNA
onarimi arasindaki baglanti gosterilmistir. Ku, DNA kiriklarinin onariminda
homolog olmayan uglar i¢in gereklidir. Ku telomerik DNA’ya baglanir ve G
zengin dizilerin islenmesine katilir. Telomer idamesinde rolii olan Ku,
DNA'’larinda ¢ift iplik kirig1 olan hiicrelerin G2-M gegisinde aktive olmaktadir.
Chkl ve Chk2 protein kinazlar ilk olarak mayada gdsterilmistir. Bu kinazlar,
DNA hasar1 sonucu aktive olan hiicre siklus kontrol noktalarinda 6nemli rol
oynamaktadir. Mutant Chk2 Li-Fraumeni sendromlu hastalarda bulunmustur.
Chk2 tiimor baskilayict gen olmaya adaydir. DNA hasariin ardindan, Chkl ve
Chk2 yalniz Gyblogunu uyaran cdc25c’yir fosforillemez; ayn1 zamanda
stabilizasyon i¢in p53 fosforilasyonunu da uyarir. Mikrotiibiil inhibitdrlerinin
yaban (wild) tip p53’lii fare embriyo fibroblastlarina verilmesi ile G2-M gegis
blogu aktive olmaktadir, bunun yani sira mutant p53°lii hiicrelerde hiicre siklusu
durdurulamamistir. Bu blok kromozomlarin ayrilmasi ve mitoz tamamlanmadan
once diger S fazina gegisi Onleyerek aneuploidiyi engellemektedir. Boylece
mutant p53 uygun kromozom ayrilmast olmaksizin tekrar tekrar dongiliye neden

olarak genomik dengesizlige neden olmaktadir (6rnegin aneuploidi). Bu cdk’larin
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aktivitelerinin inhibisyonu ile gergeklesir. Bu gecisin inhibisyonu p53°tin G;’ye
girigi inhibe eden 14-3-3 geninin transkripsiyonunu artirmasiyla saglanmaktadir.
14-3-3 cdc25¢ kompleksi, cdc 25¢’nin ¢ekirdege girisini engeller. Memelilerde
DNA hasar1 sonucunda tetiklenen sinyal ileti kaskadinda ATM ve ATR protein
kinazlarin 6nemli rolleri vardir. Chkl ve chk2 bu kinazlarin kontrol noktasi
fonksiyonlarma aracilik etmektedir. ATM ve ATR stress olmadiginda aktive
olmazlar, strese maruz kalinca aktive olmaktadirlar. ATM kinaz normal hiicre

siklusu ilerlemesinde veya hiicre farklilasmasinda gerekli degildir (Y1lmaz 2008).
1.2.15. Kanser Hiicrelerinde Mitoz iplik¢cik Kontrol Noktasi

Baz1 aragtirmacilara gore kanser gelisimini ve genomik dengesizligi
mutasyon oranlari ile agiklamak miimkiin degildir. Genomik dengesizlik somatik
hiicre gen mutasyonu veya aneuploidi gibi kromozom anomalileri igerebilir.
Aneuploidi  timo6r baskilanmasinda, hiicre siklusunun diizenlenmesinde,
sentrozom olusumu ve fonksiyonunda, hiicre biiylimesi, metastaz ve
metabolizmada  bulunan  ¢ok  sayida  genin  dengesizligi  olarak
tanimlanabilir. Kanser gelisimi ve ilerlemesinde aneuploidilerde mitotik kontrol
noktasi igindeki MAD veya BUB genlerindeki mutasyonlarin rol oynayabilecegi
onerilmektedir. Bu mutasyonlar mitotik kontrol noktas1 degisimine, metafazdan
anafaza gecis sirasinda kromozomlarin yanlis ayrilmasina ve aneuploidiye neden
olur. Bu tip mutasyonlar ilk olarak aneuploidi fenotipli olarak siniflandirilan 19
kolorektum kanser hiicre soyunda ¢alisilmistir. On dokuz hiicre soyundan ikisinde
BUBI geninde farkli mutasyonlar belirlenmistir. Aneuplodili bireylerde hBUBI
geninde kalitsal mutasyonlar bulunmustur. BUB1 (i¢ fonksiyonel domain igerir:
Bunlar CD1, niikleer lokalize edici domain (NLS) ve kinaz domain (CD2)’lerdir.
CD1 iginde cergeve kaymasi ve anlamsiz mutasyonlar bulunmus, NLS veya CD2
domainlerinde ise mutasyon bulunamamistir. Farkli arastiricilar aneuploidi
belirlenen kanserlerde BUB ve MAD genlerinde mutasyonlar bulmustur. Fakat bu
mutasyonlar ile ilgili ¢alismalar hala yetersizdir. Insan kanserlerinde mitoz
iplikcik kontrol noktalar1 hakkinda bilinenler ¢ok azdir. Insan kanserlerinin
cogunda mutant MAD1’in kromozom instabilitesine neden oldugu belirlenmistir

(Haris 1996).
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Aurora kinaz ailesi hiicre siklusunu G,/M kontrol noktasindan sonra mitoz
kontrol noktasinda veya mitozun sonuna dogru rol oynar. Aurora kinazlar hatasiz
hlcre bolunmesi igin gereklidir. Aurora kinazlarin kromozom dizilimi, kromozom
ayirmminda ve sitokinesisde onemli rolleri vardir. Aneuploidi olan tiimorlerde

Aurora kinaz’in fazla ekspresyonu ve sentrozom amplifikasyonu belirlenmistir.

Aurora A kinaz p53 gibi tiimor baskilayic1 proteinleri fosforilleyerek
onlarin aktivitelerini de diizenlemektedir. Aurora A ve B’nin ras yolag1 araciligi
ile hiicre transformasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Bu nedenle Aurora
kinaz inhibitorleri ile hucre siklusu bloke edilerek kanser tedavisine yonelik
calismalar yapilmaktadir. Aurora B kinaz inhibitoérii AZD1152 16semi tedavisine

yeni etken madde olarak dnerilmektedir (Y1ilmaz 2008).

1.2.16. Tiirkiye’de Kanser ile Savas

Tiirkiye’de kanserle savas faaliyetler1 1947°de Tiirk Kanser Arastirma ve
Savas Kurumu’nun kurulmasi ile basladi. Ahmet Andicen Onkoloji Hastanesi
Ankara’da 1955°te faaliyete girdi ve 1970’te Saglik Bakanliginda Kanserle Savas
Dairesi haline gelecek olan Birincil Saglik Hizmetlerinde Kanserle Savas Dairesi
1962’de kuruldu. Bu Daire kanserle savasla ilgili dnleyici hizmetlerin ve tedavi
hizmetlerinin dizenlenmesinden ve kanser tedavisi kaynaklarinin uygulanmasi,
yurutilmesi ve denetlenmesinden sorumludur. 1970’te 1-7 Nisan haftast Ulusal
Kanser Haftasi olarak belirlenmis olup bugiin de bu uygulamaya devam
edilmektedir. 2008’de Tirkiye niifusunun 73,2 milyon oldugu tahmin
edilmektedir. Her 1000 kisiye 1,4 doktor ve 2,6 hastane yatagi diismektedir. 2008
yilinda Gayri Safi Yurt i¢ci Hasilanin (GSYiH) tahmini %7,7’si saglik hizmetlerine
harcanmistir. Tirkiye’de her yil 150.000 yeni vakanin ortaya ciktigi tahmin
edilmektedir. Erkeklerde en sik rastlanan kanserler nefes borusu, brons ve akciger
(%33), mide (%9), idrar torbast (%9), kalin bagirsak ve rektum (%8), prostat
(%6), ve larinks kanserleridir. Kadinlarda en sik rastlanan kanserler meme (%24),
kalin bagirsak ve rektum (%9), mide (%7), yumurtalik (%6), nefes borusu, brons
ve akciger (%6), 16semi (%5) ile serviks (%5) ve korpus (%5) kanserleridir
(Boyle ve Levin 2008).
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Kanser Tedavi Tesisleri:

Tiirkiye’de kanser tedavisi devlet hastanelerinde, tniversite hastanelerinde
ve Ozel hastanelerde yapilmaktadir. Onkologlarin biiyiik cogunlugu genellikle
yuksek standartlara sahip biiyiik merkezlerde calismaktadir. Tirkiye’de iig
onkoloji enstitiisii  (Hacettepe Universitesi Onkoloji  Enstitiisii, Istanbul
Universitesi Onkoloji Enstitiisii ve Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitiisii)
ile 44 kanser teshis ve tedavi merkezi bulunmaktadir. 2007 basinda Tiirkiye’de
170 tibbi onkoloji miitehassist bulunmaktaydi; bu rakam idealin altindadir ve
kanser tedavi hizmetlerinin gelistirilmesindeki kilit darbogazlardan biri olarak
kabul edilmektedir. Yakin gelecekte bu durumu diizeltmeye yonelik olarak
yurtirliige girecek cesitli adimlar atilmigtir. Ancak birgok kemoterapi ilacinin
yiiksek maliyetinin iilkenin saglik biit¢esini zorlayacak diizeyde olmasi sorunu
bakidir. Kanserle Savasin basitce Tedavi Hizmetleri olarak yorumlanmasi diinya
capinda bir sorundur. “Kanserin Onlenebilir ve kontrol edilebilir bir hastalik
oldugu bilinci ancak c¢ok yakin bir zamanda yerlesmeye baslamistir”.
Tiirkiye’nin yaklasik 300 faal radyasyon onkologu ve halen egitimlerine devam
eden artan sayida radyasyon onkologlari ile faal bir radyasyon onkolojisi programi
mevcuttur. Radyoterapi techizati iireticisinin bulunmayisi ihale agilmasi ile yeni
ve modern techizatin kurulup caligmaya baslamasi arasinda 6nemli gecikmeler
iceren bir dizi probleme yol agmistir. Ayrica tibbi fizikcilerin sayis1 da kisith
durumdadir. Kanserin Onlenmesi ve erken teshis. Kanser kayit merkezlerinin
kurulmasina yonelik bir proje 1992°de baslatilmigtir. Bugiin ulusal politika olarak
kabul edilen kanserle savas planinin asli 6nceligi kanser insidansina dair giivenilir
ve dogru verilerin toplanmasidir. 2006°de Ankara, Antalya, Samsun, Erzurum,
Trabzon, Izmir, Edirne ve Eskisehir’de kanser kayit merkezlerinin olusturulmasi
ve gelistirilmesine Oncelik verilmistir. Ayrica her ilde bir Kanser Erken Teshis ve
Tarama Merkezi (KETEM) kurulmasina yonelik adim atilmaktadir (2008 sonu
itibariyle bu merkezlerden 83 adet olacaktir). KETEM projesi Avrupa Birligi ve
Tiirk Saglik Bakanligi tarafindan miistereken 1996’da baslatilmis ve 2004°te
uygulamaya konmustur. Dahasi, serviks ve meme kanserleri i¢in oturmus AB
kalite kontrol kriterlerine uygun olarak tasarlanmis niifus tabanli tarama

programlar1 yurt ¢apinda hizla ilerlemektedir. Tiitiin Tiirkiye’de kanserin altinda
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yatan en Onemli neden addedilmektedir ve (5727 say1 ve 3 Ocak 2008 tarihli)
Tiitiin Uriinlerinin Zararlarinin Onlenmesi ve Kontrolii Hakkinda Kanun kabul
edilmistir. Bu kanun bar, restoran ve kamuya ac¢ik alanlarda sigara i¢meyi
yasaklamaktadir. Bu kanun Tiirkiye’de kanserle savasin gelecegine yapilmig

onemli bir yatirimi temsil etmektedir (Boyle ve Levin 2008).
1.3.Ellajik Asit
1.3.1. Ellajik Asitin Kimyasal Ozellikleri

Ellajik asit (EA), dogada bir¢ok bitkide serbest ve ellajitanen glikozitleri
halinde bulunan polifenolik bir bilesiktir. Ellajik asit 338.2 molekiiler agirlig ile
hekzahidroksidifenik asidin dilaktonudur. Ellajik asit, dogada zayif bir asit olup,
360°C tizerindeki yiiksek erime noktasi ile ¢ok kararli bir bilesiktir. Ellajik asit,
hidrofilik kismi temsil eden dort Fenolik ve iki lakton gruplari (sirasiyla hidrojen
bagvericisi ve alicis1 olarak rol oynayabilir) ve lipofilik alani temsil eden dort
halka ile termodinamik olarak oldukga kararli bir molekiildiir. Lipofilik iistlinliik
gosteren molekiiliin dort halkasi nedeniyle ellajik asit 1s1ya olduk¢a dayaniklidir.
Dort fenolik grup, ellajik aside kalsiyum ve magnezyum gibi metal iyonlar ile
kompleks form olusturmasini saglamaktadir. Ellajik asit; suda az ¢6ziindiigii halde
metanolde, etanolde ve dimetil sdlfoksitte iyi ¢O6zunmektedir (Hannum

2010).Asagida asidin kimyasal yapisi gosterilmistir (Muthukumar ve ark. 2011).
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Sekil.1.6 Ellajik Asit Kimyasal Yapist

1.3.2. Ellajik Asitin Kullanim Alanlar

Ellajik asit serbest radikallerin yikici etkilerini bloke edici 6zelligi olan bir
antioksidandir. Ellajik asit antioksidan, antimutajen ve antikanser bilesenlerine
sahiptir. Calismalar; gogiis, ozefagus, deri, kolon, prostat ve pankreas kanserli
hicreler Gzerindeki, anti kanser aktivitelerini gostermistir. Daha spesifik anlamda
ellajik asit P53 geninin, kanser hiicreleri tarafindan yok edilmesini onler. Ellajik
asit kansere sebep olan molekiillere baglanarak onlar1 etkisiz hale getirir.
Arastirma, ellajik asitin P53 genini korudugunu goéstermistir. Bu gen normal
kosullar altinda hasar gérmiis DNA’y1 yeniden yapilandirma yetenegine sahiptir.
Ama kanserin gelismesinin bir pargasi olarak kapanir. Gogiisl, prostat, deri,
serviks ve kolon kanserlerinin olugmasinda bunun bir faktdr olduguna dair
kanitlar vardir. Hayvanlar iizerinde yapilan ¢aligmalarda ellajik asitin kanserli
hiicrelerin biiylimesini engelleyici ve oksidatif hasara karsi korunmada yararl
olabilecegini gostermistir. Ellajik asit kansere yol agcan maddeleri (mutagen)

inaktif duruma getirir (Aguilera ve ark. 2007).
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Hicresel DNA da kanserojenlerin baglanmasini engeller. Kanser
hiicrelerin yasamasi i¢in gerekli olan NFKB’yi engeller ve kanserli hiicrelerin
intihar etmesi anlamina gelen apoptosis siirecini baslatir. Giiney Carolina Tip
Universitesi Holings kanser merkezinde DR NIXON ‘un laboratuari, ellajik asitin,
kolon ve serviks kanser hiicrelerinin gelismelerini engellemesi yetenegi iizerine
bir ¢calisma yapti. Arastirma ekibi tarafindan ulasilan kanit insan viicudu disindan
yayilan deneysel sistemde, ellajik asidin, her iki kolon ve serviks kanserli

hiicrelerinin yayilmasini yavaslattigi yoniindeydi (Wen ve ark. 2007).
1.3.3. Ellajik Asitin Biyokimyasal Onemi

Kanserojen maddelerin DNA’ya baglanmasina engel olur. Bu sekilde,
DNA’da mutasyonu engelleyerek, kanserli hiicrelerin olusumunu durdurur.
Kanserli hiicrelerin iiremesini G fazinda durdurur. Apoptosisle de normal

hiicrelere zarar vermeden olusan kanserli hiicreleri 6ldirir (Pinto ve Lajolo 2011).

Diyetlerinde % 5-10 oraninda ahududu olan tavsanlarda, tiimoér Oncii
lezyonlarinda belirgin kiiciilme goriilmiistiir. Mevcut tiimoriin biiylimesi de
yavaglamigtir. Kalin bagirsak kanseri, diyetten en ¢ok etkilenen kanser tiirlerinden
biri olup, ahududu yiyen tavsanlarda, kalin bagirsak kanserinin ilerlemesinin % 80
oraninda azaldigi rapor edilmistir. Giiney Carolina Universitesi'nde, Hollings
Kanser Institiisii’'nde yapilan bir arastirmada, rahim agzi kanserli hastalarda,
ellajik asitin kanser hiicrelerinin {iremesini durdurdugu gozlenmistir. Ustelik de 2
giin gibi ¢ok kisa bir siirede hiicre iiremesi durmakta, 3 giin i¢cinde de apoptosisle
hicre 6lumi gergeklesmektedir. Meme, prostat, kalin bagirsak, pankreas, yemek
borusu ve cilt kanserlerinde de ayni etki goriilmistiir (Yu ve ark. 2005).

Kanser hucreleri, normal hiicrelerden 10-15 kat daha fazla glikoz (seker
molekiilii) achig1 ceker. Ellajik asit, glikoz molekiilityle bilesik halde bulunur.
Boylece kanserli hiicreler glikozu kandan istahla ¢cekerken, ellajik asiti de ¢eker ve
ellajik asit, kanserli hucrelerde daha yogun ve etkili bir hale gelir. Bitkilerdeki
ellajik asit, saf sekilde bulunmaz. Glikoz ve galiik asit, HHDP’den olusan bir
bilesik halde bulunur. Bu bilesige ellajitannin denir. Agiz yoluyla ellajik asit
iceren bitki alindiginda, ellajitannin sekliyle emilir. Diyetle diisiikk dozda
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ellajitannin bulunmasi, ilag olarak yiiksek dozda ellajik asit verilmesinden daha
etkilidir. Clnku ellajik asitin emilimi azdir. Zaten ellajik asit iceren ilaglar
hakkinda da celigkili agiklamalar var. Kimi tazesi daha faydali diyor, kimi
pismekle etkisi gegmez diyor, kimi toz halinde, kimi 50 mg, kimi de 900 mg gibi
yuksek dozlarda tavsiye ediyor. En iyisi, gunde 1 bardak ahududu yemek.
Ahududu yerine onun yerini tutacak diger kirmizi kiigiik meyvelerden (gilek,
karadut, bogiirtlen) de iki kati olmak sartiyla yenebilir. Ahududu, sekersiz

marmelat1 yapilarak diger mevsimlerde de tiketilebilir (Loo ve ark. 2010).

1.4, HUCRE KULTURU
1.4.1. Hicre Kaltird Nedir?

Hiicre kiiltiirti, hiicrelerin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesi siirecidir.
Pratikte hiicre kaltirt terimi, cok hicreli 6karyotlardan &zellikle hayvan
hiicrelerinden kaynaklanan hiicrelerin kiiltiirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Hicre
kiiltiirleriyle yapilan ¢alismalar giinlimiizde popiiler aragtirma konularinda énemli
bir kism1 olusturmaktadir. Ornegin, kanser gibi cesitli patolojik durumlarda belli
bir maddenin etkilerini ya da bir hiicre veya dokuda Uretilen belli bir maddenin
islevlerini belirlemek amaciyla hiicre kiiltlirleri yapilabilmektedir. Hiicre
kiltiriinde belirli bir hiicre hattindan cogaltilan hiicrelerde ¢esitli calismalar
yapilarak canli ortaminda (in vivo) yapilamayan denemeler yapilabilir ve buradan
yola cikilarak
hayvansal hiicre kiiltlirii teknikleri 1900'lerin ortalarinda laboratuvarda rutin
olarak uygulanmaya baslanmis ancak asil doku kaynaklarindan ayrilan
sirdiiriilebilir yasayan hiicre hatlar1 kavrami 19. yiizyilda ortaya konmustur.
Hiicreler dokulardan ex vivo olarak birkac¢ giinde saflastirilabilir, ayristirilabilir.
Hicreler kandan kolayca elde edilebilir; ancak sadece beyaz kan hicreleri
kiiltirde treme yetenegine sahiplerdir. Tek cekirdekli hucreler, hicre disi
maddeyi bozan kollajenaz, tripsin ya da pronaz gibi enzimatik sindirim yapan
enzimler tarafindan yumusak dokulardan salinabilirler. Farkli olarak, doku

parcalar1 biiylime ortamina (besiyeri ya da medyum) konulabilir ve hiicreler bu
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sekilde "kiiltire edilmis" olur. Hiicreler, "birincil kiltir" olarak adlandirilan
yontemle dogrudan kiiltiire edilebilmektedir. Tiimorlerden kaynaklanan bazi
istisnalar harig, ¢ogu birincil hiicre kiiltiiriiniin sinirli yagam stiresi vardir. Cogalan
hiicrelerin 6nemli bir miktar1 (6zellikle kanser kokenli olmayanlar), kiiltiiriin
ilerleyen zamanlarinda yaslanma ve boliinmenin durmasi gibi siireglere girer; bu
hiicreyi canliliktan alikoyar. Belirlenmis ya da dliimstizlestirilmis bir hiicre hatti,
rasgele bir mutasyonla ya da telomeraz geninin yapay ifadesi gibi bilingli
degisimlerle siiresiz ¢ogalma yetenegine kavusabilir. Ozel hicre tiplerinin iyi
belirlenmis hiicre hatt1 ornekleri oldukc¢a cesitlidir.
Hiicreler uygun bir sicaklik ve gaz karisimiyla (hayvan hucreleri igin 37°C ve %5

CO2 igeren) inkiibatorde gelistirilebilir ve strdarilebilir.
1.4.2. Hicre Kalturu Tarihgesi

Hucre kaltara, hucrelerin belirli bir besin ortaminda ¢ogaltilmasidir. Hiicre
kiltirlerinde yapilan c¢aligmalarinin glinimuzde 6nemli bir yeri vardir. Cesitli
patolojik durumlarda belli bir maddenin etkilerini, bir hiicre ya da dokuda Uretilen
belli bir maddenin islevlerini belirlemek amaciyla belli bir hiicre serisinden
¢ogaltilan hiicrelerde ¢alismalar yapilarak in vitro sonuclar elde edilebilir. Hiicre
klltirti galigmalarinin gegmisine bakacak olursak ilk olarak 1885’te  Roux
embriyonik tavuk hiicrelerinin hayvanin viicudunun disinda tuz ¢ozeltisinde
canliligimni  siirdiirebildigini gostermistir. Harrison (1907), kurbaga embriyonik
dokusundan kiiltiir yaparak aksonlarin gelisimini géstermis, daha sonra da (1910)
yilinda Burrows, tavuk embriyonik dokularmi gelistirmek {izere tavuk plazmasi

kullanmustir.
1.4.3. Hucrelerin Inkiibasyonu ve Bakim

Hiicreler karanlikta inkiibe edilmelidirler. Ciinkii 151k besiyerindeki ve
hiicre yapisindaki bazi organik yapilari bozarak hiicre igin toksik hale getirebilir.
Hicre kaltarleri glnluk olarak kontrol edilir. Morfolojik gérinim, mediumun
rengi ve hicrelerin rengi incelelenir. Gunliik olarak sonuglar laboratuar defterine
kayit edilir. Deftere kiiltiiriin adi, hiicre serisi adi, besiyeri bilesimi, Standart

mediuma modifikasyon yapilip yapilmadigi ve gozlemler yazilir. Buyume
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kontrolii invert mikroskopla yapilir; canlilik testleri, trypan blue ile yapilirsa 151k
mikroskobunda, etidyum bromir akridin oranj ile yapilirsa floresan
mikrokobunda kontrol edilir. Kultirler ginlik olarak kontrol edilmelidir.
Besiyerinin rengi ve morfolojisi ile hiicrelerin yogunlugu goézlemlenmelidir.
Kultirde hucreler; hicre tipine, ekilme yogunluguna, ortamin yogunluguna ve
daha onceki islemlere bagli olarak dnce sessiz (inaktif) ya da gecikme fazi denilen
bir déneme girerler. Bunu en yiiksek metabolik aktivitenin gézlendigi logaritmik
artis (ireme) donemi izler. Bundan sonra da hiicreler hiicre sayisinin sabit kaldigi
bir duragan evreye girer (tim iireme yiizeyleri kaplanmistir). Hucrelerin nifus
yogunlugu iiremeyi baskiladigi zaman besiyerinden alinirlar. Ideal olam
hiicrelerin duragan evreye girmeden Once kiiltiirden alinmalaridir. Hiicrelerin

klltir kabindan alinmalari i¢in degisik yontemler kullanilabilir.

Mekanik: Bir spatil kullanarak hicreler ylzeyden fiziksel olarak
ayrilabilir. Ancak hizli bir yontem olmasiyla birlikte bu yontemde hiicreler zarar
gorebililer. Bu nedenle ancak hiicre canliliginin 6nemli olmadigi kosullarda bu

yontem tercih edilebilir.

Proteoltik enzimler: Tripsin, kollajenaz ya da pronaz genellikle EDTA ile
kombine edildiginde hiicrelerin lireme yiizeyinden ayrilmasina neden olur. Bu
yontem de hizli ve giivenilir olmasina karsin hiicre yiizeyine zarar verebilir.
Proteolitik reaksiyon serum igeren tam Kkiiltiir ortamimin katilmasiyla hizli bir

bicimde sona erdirilebilir.

EDTA: Tek basina EDTA kullanilarak da hiicreler ylizeyden ayrilabilir.
Kiiltiir kaplar1 CO, etiiviine (37°C;%5 CO,) kondugu zaman gaz giris-cikis i¢in
kaplar1 agz1 hafif acik olmalidir. Ayrica ortamin nemli olmasi ve goriiniir 1g1ktan
sakinilmas1 da gereklidir. Hiicre kiiltiirii calismalarinda da tiim laboratuar

calismalarinda oldugu gibi giivenlik dnlemlerine dikkat edilmelidir.

1.4.4. Hiicrelerin cogaltilmasi ve stoklanmasi

Hiicreler 25 cm2’lik flasklarda 5ml, 75¢cm2’lik flasklarda ise 10ml %10 ve
100 1U/ml penisillin streptomisin iceren DMEM-F12 medyumu icerisinde %80-90
yogunluga geldiklerinde pasajlanmak suretiyle tretilebilir.
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Hiicreler  9%0.05°1ik tripsin uygulanmasi ile yapistiklart yiizeyden
kaldirilir.Kalktiklar1 g6zlenen hcrelere tripsinin etkisini bloke etmek igin
medyum eklenir ve siispansiyon santrifiij tiiplinde toplanarak 1500 rpm’de 5 dk
santrifiij edilir. Silpernatant uzaklasitirilir. Pellete tekrarmedyum eklenir ve
tripsinin etkisinden kurtarmak icin tekrar santrifiij edilir. Bu islem sonras1 pellete
tekrar medyum ilave edilir ve pipetajla tek hiicre stispansiyon denen tek hticre

slispansiyon elde edilir.
1.4.5. C6 Hiucrelerinin Ozellikleri

Kanser, kalp hastaliklarindan sonra tiim 6liimlerin ikinci en sik sebebidir
(Salomon  ve Sartorelli 2001). Kanser tipine ve gelisim evresine bagli olarak
cerrahi ¢ikarim, radyoterapi ve kemoterapi yontemlerinin ya tek baslarina ya da
kombine kullanimiyla tedavi edilmektedir (Rang ve Dale 1993). Ancak hastalarin
bir kism1 hastaliklariin tedavisi siiresince g¢esitli destekleyici ve alternatif tedavi
yontemlerini kullanmaktadirlar. Bunlar arasinda enerji tedavileri, bitkisel
tedaviler, akupunktur, meditasyon gibi degisik yoOntemler vardir. Bu
yaklasimlardan bitkisel tedavilere gerek iilkemizde gerekse diinyada oldukca sik
basvurulmaktadir (Algier ve ark. 2005; Molassiotis ve Fernandes 2005).

Diger yandan dogal yollarla elde edilen ilaglarin yan etkilerinin az oldugu
diisiiniilmekle birlikte bu ilaglarin klinik kullanima ge¢irilmeden once yararlari
oldugu kadar zararl etkileri bulunabilecegi gerceginden hareketle, etkilerinin ¢ok
dikkatle arastirilmasinin gerekliligi ortadadir. Tedavi se¢iminde yarar1 bilinen ve
yan etkisi olmayan uygulamalarin tercih edilmesi gerektigi de agiktir. Malign
beyin tiimorlerinin olusumunun ve gelismesinin anlagilmasinda ve buna dayali
tedavilerin saptanmasinda, in vivo c¢aligmalarda hayvan tiimor modelleri
vazgecilmez kaynaklardir. Hayvan beyin tlimorlerinin, insan beyin timor
modelleri ile olan benzerlikleri, klinikte parametrelerin tanimlanmasi ve dogru
tedavinin uygulanmasi agisindan oldukga yol gostericidir (Grobben ve ark. 2002).
Primer beyin tliimdorlerinin %60 kadarmni gliomalar olustururlar (Graham ve
Cloughesy 2004). Glioblastoma multiforme (GBM) neoplastik hiicrelerin merkezi
sinir sistemine infiltrasyonu sonucu norolojik fonksiyon kaybina ve sonunda da

6lume yol acan bir kanserdir. C6 glioma hiicreleri yiksek mitotik aktivite, nikleer
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pleomorfizm, timor nekroz odaklari, timor i¢i kanama gibi cesitli malign
glioblastoma Kkarakteristiklerine sahip htcreler olarak GBM arastirmalarinda
kullanilmaktadir. Wistar-Furth si¢anlarin N-N’ nitrozometiliire uygulanmasiyla
olusturulan C6 glioma tiimor hatt1 ilag etkili flimi ¢aligmalar i¢in tiim diinyada
yaygin olarak kullanilmaktadir (Grobben ve ark. 2002). C6 glioma hiicreleri ile
yapilan bir in vitro ¢aligmada ellajik asitin apoptozis, otofaji ve astrositik
farklilasmaya yol agarak antitimor etki gosterdigi belirtilmektedir (Mijatovic ve
ark. 2005).

1.5. Sitotoksisite Testleri
1.5.1. MTT Analizi

Kiiltiirdeki hiicre sayisni belirlemek i¢in direk ve indirek olmak tizere iki
yontem vardir. Direk yontemde tiim hiicreler sayilirken indirek yontem ise
yasayan hiicrelerin kiiltir parametrelerindeki degisiklige dayanir. Tetrazolyum
boyasinin (MTT) sayisini belirleyen bir indikator olarak kullanimi ilk olarak
1980 1i wyillarin basinda rapor edilmisti. MTT deneyi sik sik hiicre
poliferasyonunu o6lgen indirek indikator olarak kullanilmasina ragmen aslinda

MTT mitokontdriyal aktivasyonu 6lcen bir indikatordur.

MTT testi hiicre kilturii esasia dayanan indirekt olarak hiicre buytimesi
ve/veya hicre 6lumuni degerlendirmeyi amaglayan bir ilag duyarlilig testidir.
Bircok arastirmaci tarafindan sitotoksite arastirmalarinda kullanilmaktadir.
Kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontem saglam mitokondrinin MTT
boyasinin tetrazolyum halkasini pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Hizli ve
dogrudan dehidrogenaz aktivitesini oOlger. Terazolyum tuzlarmin formazan
tiriinlere dontisiimii, NADH veya NADPH’in azalmasiyla meydana gelir. NADH
dehidrogenazlar1 ise biyosentetik  iiretim reaksiyonlarinda gorev alir. Bu
dehidrogenazlar genelde mitokondrilerde yer alirlar. Bu nedenle MTT teknigi
mitokondiriyal enzim sistemleri tarafindan kataliz edilen tetrazolyum tuzlarinin
Indirgenmesine dayanir. Kolorimetrik dl¢iimlerde tercih edilen renksiz subrast
kulllanilarak yasayan hiicrelerde renkli Grlinler elde etmektir. Tetrazolyum tuzlari

bu amagla kullanilan subrast olarak kullanilan renksiz, yagayan hiicrelerin saglam
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mitokondirilerinde renkli Urtinler veren maddelerdir. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5- difenil tetrazolyum bromir) bu amagla kullanilan sar1 renkli bir
tetrazolyum tuzu olup saglam mitokondrilerde siiksinatde-hidrojenaz enzime
spesifik olarak baglandiginda suda ¢oziinmeyen mavi-mor formazan tuzlari
olusturur. Dehidrogenazlar NADH ya da NADPH kullanarak sar1 renkteki MTT
tuzlarint mor formazan kristalllerine doniistiirlir. Formazan kristalleri DMSO,
izoprapanol ya da formazan iirlinlerin ¢6ziilebildigi ve rapor edilen diger uygun
cozlculerde ¢oziildiikten sonra ¢oziinen boyanin konsantrayonu spektrofotometrik
olarak o6lculebilir. Olusan formazan tuzlarinin miktari direk olarak hiicre sayisinin
oranin1 gosterir. Bu teknik, diisiik maliyetli, hizli, hassas, guvenilebilir ve ¢ok
sayida ornekle ¢alisilma imkani sagladigindan tercih edilmektedir ( Erenoglu

2012).
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. MATERYAL
2.1.1. Hucre Serileri
Calismamizda ATCC’den saglanan C6 glioma hiicre serileri kullanildi.
2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Ellajik Asit (Fluka), Acridin Orange, Phosphate Buffered Saline (PBS),
Tripsine —Etilendiamin tetraasetik asit (Tripsine-EDTA), Osmium tetraoksit,
Gluteraldehit, Araldit, Propilen oksit, Uranil asetat, Kursun sitrat (Electron
Microscopy Sciences); diger biitiin kimyasallar analitik saflikta olup, Merck AG
(Darmstadt, Almanya) firmasindan saglanmistir. Dulbecco’s Modified Eagle‘s
Medium (DMEM), Fetal Bovine Serum (FBS), Penisilin-streptumisin, 3-(4,5
dimethyl-2-thiazolyl)  -2,5-  diphenyl-2H-teyrazolium  bromide  (MTT),
Dimethylsulfoxide (DMSO) Sigma’dan satin alinmistir.

2.1.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

25 ve 75 cm? lik flasklar (TPP), 96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP), cam
pipetler (1, 2, 5 ve 10ml hacimlerinde), Duran siseleri; steril santrifuj tipleri (15
ve 50 ml ) (TPP), steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Thoma
lam1 (Marienfild), 10, 100 ve 1000 uL ‘lik pipet takimi ve uglari (Eppendorf),
Steril cam petri kaplart, Lamel 15 X15, Rodajli lam, Kryotiip, Grid.

2.1.4. Kullanilan Cihazlar

Biyoguvenlik Kabini (Holten Lamin Air Hv 2448), Sterilizator (Heraeus),
Mikroplate Okuyucu (Bio-Tek EIx808), Inverted Mikroskobu (Olympus CKX41),
Inverted Mikroskop, Santrifilj (Heraeus Biofuge 17RS), Hassas Terazi (AndGR-
200), CO, inkibatoru (Heracell 150i), Su Banyosu (Nuve BM 402), Otoklav
(Nuive), Ceker Ocak (Interlab), Buzdolab: (Arcelik), Derin Dondurucu (-20)
(Bosch), s1vi azot tanki (Taylor-Wharton), otomatik pipetler (eppendorf). Elisa
okuyucu (EI x 808), Leica TCS-SP5 Il konfokal, Gegirimli elektron mikroskobu
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(TEM FEI Tecnai Bio Twin), Ultramikrotom (Leica EM UC6), BD FACS Aria

cell sorter flow cytometry cihazi.
2.2. METOD

Calismamizda C6 insan beyin kanser hiicre dizileri kullanildi. Deneylere
ATCC’den  gelen hiicrelerin kiiltire edilmesi ile baslandi. Deneylerde
kullanilacak yeterli hiicre miktarlarina ulasildiktan sonra pasajlama islemi yapildi.
C6 hucrelerinden yeterli sayida flask ve stok elde edildikten sonra denecylere

baslandi.
2.2.1. Hicre Kultara
2.2.1.1. Sterilizasyon

Calismalarda kullanilan cam ve metal malzemeler aliminyum folyolara
saril olarak sterilizatorde 180 °C de 2 saat, yine bazi cam ve plastik malzemeler
ve siv1 soliisyonlar da aliiminyum folyolara sarili olarak otoklavda 121 °C, 1,5
atm/Hg basingta 20 dakika siire ile steril edilerek, kullanilan bazi s1vi kimyasallar

ise 0,2 mm aralikli selliiloz nitrat filtreden gegirilerek kullanilmustir.
2.2.1.2. Kullamlan Besiyeri ve Hazirlanisi

Kiiltiirde kullanilan hiicre tipine 6zel besiyeri DMEM hazirlandi. Besiyeri
icin kullanilan tiim malzemeler, steril bir sisede ve por blytkligi 0.22 pum olan

filtreden gecilerek hazirlandi.
2.2.1.3. Hucre Serilerinin Kultir Edilmesi

Bu ¢aligmada kullanilan C6 hiicre serileri ATCC’den saglandi. Hazirlanan
besiyeri (%10 FBS , %1 Penicillin-streptomycine, %89 DMEM) su banyosu ya da
inkiibatérde 37 °C ‘ye kadar 1sitildi. -196 °C ‘de sivi azot tankinda bulunan
hiicreler tanktan ¢ikarilip 37 °C su banyosunda kapak kismindan tutarak ve su
icerisinde hafifce sallayarak iceriginin tamamen erimesi saglandi. A¢gmadan 6nce
kriyotlip %70 alkol ile 1slatilmis kagit mendil ile silindi. Laminar hava akish
kabin icerisinde, tiip icerisindeki hucreler 10 ml besiyeri iceren steril santrifuj

tipline yavasga transfer edildi. 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
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Siipernatant kisim dokiildiikten sonra, hiicre peleti uygun miktarda besiyeri ile
homojenize edildi. Homojenize edilen hiicreler kiiltiir flaskina alimip 37 °C’de, %35
CO; iceren inkubatorde kaltur edildi.

2.2.1.4 . Hiicre Serilerinin Pasajlanmasi

Hicre kilttrindeki kullanilmis besiyeri pipet yardimiyla bosaltildi. Kultir
kabinin hiicre bulunmayan yiizeyine dogru PBS ilave edilerek hiicrelerin yiizeyi
PBS ile bir kez yikandi. Daha sonra 1X tripsin —EDTA sollsyonu konularak
yapisan hicre hatlarinin flasktan kalkmasi saglandi. Kiltiir kabina eklenen tripsin-
EDTA hiicreler yuvarlasincaya kadar (yaklasik 3-5 dakika) 37 °C’de inkiibatérde
bekletildi. Bu sire igerisinde hiicrelerde degisim olup olmadigi inverted
mikroskopta kontrol edildi. Tripsinin hiicrelere zarar vermesini engellemek icin
hiicreler kalktiktan sonra besiyeri ilave edilerek hicreler pipet yardimiyla
homojenize edildi. Homojenize edilen hiicreler 1200 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi.
Siipernatant atilip hiicrelerin (izerine taze besiyeri eklenip, hucreler pipet
yardimiyla homojenize edildi ve flasklara boltnerek tekrar inktbatorde kulttre

alindi.
2.2.1.5. Hiicre Serilerinin Stoklanmasi

Yeterli hiicre sayisi yogunluguna ulasan flasklar (zerlerinden besiyeri
alinip PBS ile yikandiktan sonra 1X tripsin —-EDTA yardimiyla kaldirildi. Besiyeri
eklenip, 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda stipernatant
atild1 ve taze besiyeri yardimiyla hiicre slispansiyonu hazirlandi. Suspanse hucre
kiiltiiriirlerinin canlilik oranlart ve hiicre yogunlugu belirlendi. Her bir kriyotup
icin 1800l hicre besiyeri konuldu, kriyotiplere 200ul DMSO cozeltisi ilave
edilip kriyotiipler -20 °C ‘ye kaldirildi. 3-4 saat sonrasinda etiketlenmis ve

donmus tiipler s1v1 azot tankina yerlestirilerek stoklama iglemi tamamlandi.
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2.2.1.6. Hlcre Sayim

Stispanse edilen hiicrelerden mikropipet yardimiyla 10ul alind1
Hemositometrenin lam ve lameli alkol ile temizlendi. Lam UGzerine lamel hafifce
bastirarak yerlestirildi. Hemositometrenin lami ile lameli arasina yavasca hiicre
slispansiyonu akitildi. 30-60 sn hcrelerin hareketsizlesmesi igin beklenildi.
Mikroskop yardimiyla 10X veya 20X objektif kullanarak, hemosimetrenin tiim
karelerindeki canli hiicreler sayildi.

Sayim sirasinda en sagdaki tglii cizgiden baslanarak kiiciik karelerin
icindeki tiim hiicreleri, sag ¢izgi lizerindekileri ve en st ¢izgi lizerindekileri
sayarak yukari, daha sonra sagdaki kiiciik kareden ayni prensiple asagiya dogru
inildi, alt ¢izgidekileri saydiktan sonra yandaki kiglk karelere gegildi. Tim alan
sayilincaya kadar isleme devam edildi.

Milimetredeki canli ve Olii hiicre sayilarmi belirlemek i¢in asagdaki

formiilden yararlanildu:
Sayilan hiicre miktar: x 10* = Bir ml’deki hiicre sayis

Bir ml’deki hiicre sayis1 belirlendikten sonra istenilen hiicre miktari

(10.000)’nin bulundugu hacim hesaplanarak deneyde kullanildi.

2.2.2. Ellajik Asit Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi ve Hiicre Serileri ile

Etkilesimi

Ellajik asitin stok ¢ozeltisi 0.03M olarak hazirlandi. Stok ¢ozelti dimetil
stilfoksit (DMSO) icinde hazirlanarak uygun pH ayarlamasindan sonra kullanima
hazir hale getirildi. Hazirlanan stok soliisyon +4° C’ de saklandu. Deneye alinacak
hicreler stoktan g¢ikarilan C6 hiicre serileri gerekli sayiya ulastiktan sonra ellajik
asitin bu hicreler Uzerinde sitotoksik etkisini ve doz araligini belirlemek igin
MTT sitotoksisite testi uygulandi. Hazirlanan stok soliisyonundan taze besiyeri ile
seyreltmeler yapilarak ellajik asitin 50 pM, 100 pM, 150 uM, ve 200 pM
konsantrasyonlart hazirlanmistir. Calisilan  konsantrasyon araliginda ¢ikan
sonuclardan hesaplanan ICsy degeri konfokal mikroskop ve Gegirimli Elektron
Mikroskop (TEM) i¢in kullanilda.
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2.2.3. MTT Sitotoksite Testi (3-[4,5- Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-

diphenyltetrazolium bromide)

MTT Kkiiltiir ortamindaki mitokondrial aktivitesi devam eden canli
hiicrelerin kantitasyonunu saglar. En sik kullanim alanlar1: Sitokinlerin, biiylime
faktorlerinini besiyeri komponentlerinin hiicreler lizerine etkilerinin arastirilmasi
ve sitotoksik ajanlarin etkinliginin test edilmesidir. MTT suda ¢6ziinen bir
tetrazolium tuzu olup fenol kirmizist igermeyen besiyeri veya tuz soliisyonlarinda

hazirlandiginda sarimtirak bir soliisyon olusturur.

Tetrazolium halkasinin dehidrogenaz enzimlerince par¢alanmasi sonucu
MTT mor renkli insolubl formazana doniisiir. Bu doniisim canli hiicrelerin
mitokondrileri araciligi ile olur. Olusan bu formazan izopropanol veya baska bir
¢Oziici yardimi ile solubl hale getirilir ve olusan renk reaksiyonu

spektrofotometrik olarak okunup kantite edilir (Mosmann 1983).

C6 hiicre serilerinden 1x10* hiicre/ml yogunlugunda olacak sekilde hiicre
stispansiyonu hazirlandi. Hiicre siispansiyonunu test edilecek konsantrasyon
sayisina yetecek oranda 96 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarina her konsantrasyon
igin tiger tekrarli olmak tizere 100 pl / kuyu olacak sekilde otomatik pipet yardimi
ile taksim edildi. Hazirlanan her ellajik asit konsantrasyonundan uygun kuyulara
100 pl olacak sekilde ilave edildi ve %5 CO, ‘li etiivde 24 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda kullamlan her kuyuya 20 ul MTT sollsyonu
eklenildi ve plakalar tekrar inkibatorde 3 saat boyunca bekletildi. Bekleme
sliresinin sonunda plakalarin kuyucuklar bosaltilarak her kuyuya 100 pl DMSO
ilave edilerek oda 1sisinda 10 dakika bekletildi ve formazan kristallerinin boylece
¢oziilmesi saglanildi. Bu islem sonunda plakalarm 540 nm dalga boyunda

absorbansi okutulup degerlendirildi.

Sitotoksitenin ylizde canlilik ilizerinden hesaplanmasinda asagidaki formiil

kullanilir;

Hiicre calilig1 (%)=[ Ornegin optik yogunlugu ] x 100

Kontroliin optik yogunlugu

Bu test her C6 huicre serisinde 3‘er defa olmak {izere tekrar edilmistir
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2.2.4. 1Cs0 Degerinin Hesaplanmasi

MTT sitotoksisite testi sonuglarina gére C6 hiicrelerinin 24 saat 1Cs

degerleri Excell tizerindeki grafikten tespit edilmistir.

2.2.5. Gegirimli Elektron Mikroskop (TEM) ile ince Yapisal

Degisikliklerin incelenmesi

Elektron mikroskobu ile degerlendirme apoptoziste en degerli yontem
(“’gold standart’’) olarak diisiiniilmektedir. Morfolojik degisikliklerin en dogru
olarak gozlendigi bir yontemdir. Ustelik subseliiler detaylar da incelenebilir (6rn.
Mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da nukleus membraninin biitiinliigiiniin
bozulup bozulmadigi gibi). Elektron mikroskobu ¢alismalarinda, nukleus
fragmentosyonu net olarak izlenebilir, apoptotik hiicrede, normal hicreyle
kiyaslandiginda  sitoplazmik  kiiciilme,  kromatin  kondansasyonu  ve

fragmentasyonu izlenebilmektedir.

Ellajik asitin C6 hiicre serileri iizerine olan ince yapisal degisikliklerini
incelemek igin C6 hicreleri etkin doz olan ICso (150 pl) ellajik asit ile 24 saat
muamele edildikten sonra TEM’de incelemek icgin doku takibi protokoli

uygulandi. Takip i¢in asagida verilen basamaklar uygulandi.

o Fiksatif Hazirlama: ilk fiksafit tamponlanmis glutaraldehittir.
Fosfat Tamponu; Na,HPO,4 ve KH,PO, karistirilarak, tampon soliisyonu
hazirlanmistir.  Incelenecek hiicrelerin  yapisi ve biiyiikliigiine gore,
hiicreler tespit icersinde 4 -24 saat arasinda +4 °C * de fikse edilmistir.

e Yikama: Fikse olmus hiicrelerden fiksatifi uzaklastirmak icin hiicreler
tampon ¢ozeltisi ile yikanir ( 3X15 dk).

e Tkinci tespit ( Osmium Tetraoksit ): Yikanan hiicreler % 1’lik OSOy
icersine alinip, 2 saat siireyle rotatorda dondiiriilerek, fiske edilmeleri
saglanmigtir. Bu sre sonunda tampon ile 3X15 dk yikanir.

e Dehidratasyon: Etil alkol ile yapilir.
%50 alkol 15 dk. X2+4 °C

%70 alkol 15 dk. X2+4 °C
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%90 alkol 15 dk. X2+4 °C
%96 alkol 15 dk. X2+4 °C
Absolu Alkol 30 dk. X1+4 °C
Absolu Alkol 30 dk. X1+25 °C
o Seffaflandirma:
Propilenoksit 30 dk. X2
Resin+ propilenoksit (1/11)
Hicreler bu karisimda 2 saat siireyle rottorda dondiiriiliir.
e Bloklama: Taze hazirlanmis resinle bloklama islemi yapilir.
Ploimerizasyon islemi 48 saat boyunca 60 °C ‘de yapilir.
Resin Soliisyonunun Hazirlanmas:
Araldit CY212 20 ml,
DDSA 20 ml,
BDMA 0,6 ml,
Dibatilfitalat 1 ml,
e Kesitlerin Boyanmast: Uranil asetat boyasinin hazirlanmasi:
Metil Alkol 80 ml,
Uranil asetat 2 gr,
Distile su 20 ml,

Bu boya icersinde gridler 45-60 dk bekletilip, distile suyla yikanir ( boya

kullanilmadan once siiziilmelidir).

e  Kursun Sitrat Boyasnin Hazirlanmast:
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A Karigimai:

10 N NaOH 2 gr,
Distile su 5 ml

B Karigimi:

Kursun sitrat 200 mgr,

Distile su 50 ml,

B karisimi iizerine 0,5ml A karistimi katilip, kuvvetlice calkalanarak
karigtirilmistir. ( pH 12-13 arasinda olmalidir). Temiz bir falkona konup,
karanlkta ve +4 ® C de saklanir. Boyanan kesitler elektron mikroskobunda

incelenip, fotograflari ¢ekilmistir.
2.2.6. Konfokal Mikroskop ile Hiicresel Degisikliklerin incelenmesi

Akridin oranj (AO) cift veya tek zincirli niiklerik asitlere baglanabilen,
hiicrenin ¢ekirdegine DNA ve RNA‘y1 segici bir sekilde boyayabilen, hiicrenin
ceirdegi hakkinda bilgi almamizi saglayan floresan Ozellikte metakromik bir
boyadir. Maksimum absorbsiyonu yaklasik 455-490 nm’dir. AO, hiicre igindeki
tek zincirli niikleik asitleri kirmiziya, ¢ift zincirli niikleik asitieride yesile

boyamaktadir (Kapuscinski, 1990; Kapuscinski ve ark. 1982 ).

Ellajik asit uygulanan C6 hiicre serilerindeki morfolojik degisiklikleri
belirlemek igin; 1 X 10* hiicre/ml steril lamellerin yerlestirildigi cam petri
kaplarma toplam miktar 3 ml olacak sekilde aktarilmistir. MTT deney sonuglarina
gore hesaplanan ICsy degeri C6 hiicrelerine 24 saat i¢in 150 puM ellajik asit
eklenerek 24 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Bu siirenin bitiminde hticreler 3 defa 1
X PBS soliisyonu ile yikanip HCI’de 15 dk boyunca fikse edilmistir. Lameller
Uzerine Propidyum iyodit ve akridin oranj damlatilarak bekletildikten sonra
konfokal mikroskopta incelenmek {izere preparat haline getirilip fotograflar

cekildi. Fotograflar incelenerek degerlendirildi.
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2.2.7. Istatiksel Degerlendirme

MTT deneylerinin sonuglarinin istatiksel degerlendirmesinde SPSS 15.0
programi kullanilmis ve elde edilen verilerin tek yonlii ANOVA ile Posthoc
olarak Tukey testi uygulanarak anlamliliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri

olarak pH 0.05 kabul edilmistir.
2.2.8. Hucrelerin Parafin Takibi

Ellajik asitin ICsp konsantrasyonunun 24 saat boyunca uygulandigi C6
hiicreleri tripsin ile kaldirilarak 1200 devirde 5 dakika santrifiijlenmis ve pelet
haline getirilmistir. Pelletler %10’luk gluteraldehitte fikse edildikten sonra
ornekler bir gece boyunca akarsuda bekletilmis ve dehidratasyon islemine
gecilmistir. Dehidratasyon isleminde oOrnekler %60, %70, %80 ve %90 etil
alkolde 30’ar, %96 ve %100’liikk alkolde ise 60’ar dakika bekletildikten sonra
seffaflastirmak tlizere ksilen-alkol karisiminda 30 dakika ve saf ksilende iki kez
60’ar dakika bekletilmistir. Bu islemden sonra Ornekler infiltrasyon igin 60
derecelik etlivde ksilen-parafin karisiminda 30 dakika, parafinde ise iki kez 60’ar
dakika bekletilmistir. Bloklama islemi i¢in +4 derecede sogutulan blok kaplarina
I’er mL erimis parafin dokiilerek pelletler bu parafinli kisma pens ile
yerlestirilmis ve blok kabinin tamami erimis parafinle doldurulup etiketlenmistir.
Parafin donuncaya kadar oda sicakliginda bekletilen bloklar iyice sertlestikten

sonra olusan bloklar kaplardan ¢ikarilarak kesit alimina hazir hale getirilmistir.

2.2.9. BrdU ile immunohistokimyasal Boyama

Parafin bloklardan alinan kesitler lamlara alinaran deparafinizasyona tabi
tutulmustur. Bu amagla kesitler iki kez 5’er dakika ksilende yikanir. Lamlar saf
alkole alnarak iki kez 3’er dakika yikanir ve bir kez %95°lik alkolden 3 dakika
gegirilir. Daha sonra lamlar PBS ile hazirlnmis %3 liik H,0,’de 10 dakika inkiibe
edikerek endojen peroksidaz aktivitesi ortadan kaldirilir. Lamlar 3 kere 5’er
dakika PBS’de yikandiktan sonra A solusyonu hazirlanir (9mL solusyon 1 + 41
mL solusyon 2 + 450 mL distile su). Bu solusyona konulan lamlar 89°C’de 10
dakika inkiibe edildikten sonra 20 dakika boyunca oda sicakligina gelene dek
kendi kendine sogutulur. Soguyan lamlar 3 kere 5’er dakika PBS de yikanarak
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sulandirma solusyonu ile sulandirilmig anti-Brdu (1:10)’dan her lama 100
mikrolitre damlatilarak nemli ortamda 1 saat inkiibe edilir. Her lam yeniden 3’er
kez ikiser dakika PBS’den gecirilerek Streptavidin-HRP damlatildiktan sonra oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edilir.Tekrar 3 kez ikiser dakika PBS’de yikanan
lamlar DAB substrat solusyonundan (1 damla DAB kromojen+ 1 mL DAB
tamponu) kesit kaplanincaya kadar ilave edildikten sonra 1 dakika inkiibe edilir.
Amagclanan renk goriildiigiinde lamlar 3 kez 2’ser dakika suda yikanir. Boyanan

kesitler mikroskopta incelenilerek fotograflari ¢ekilir ve degerlendirilir.
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3. Bulgular
3.1. MTT Sitotoksisite Bulgular:
3.1.1. Ellajik Asitin C6 Hucrelerindeki Sitotoksik Etkisi

Ellajik  asidin ilgili  konsantrasyonlarmin  (50,100,150,200uM)
uygulandigt C6 hiicrelerine uygulanan MTT testi sonucunda, 24 saatlik
inkibasyon sonrasi ellajik asitin tiim konsantrasyonlarinda (50, 100, 150 ve 200
uM) mitokondriyal aktivite konsantrasyona bagli olarak hiicrelerin canlilik
ylizdesinde bir azalma gozlenmistir. Ellajik asitin  uygulanan diisiik
konsantrasyonlarindan itibaren hiicre canliligi {izerinde de azalma gozlenmistir.
Uygulanan ellajik asit konsantrasyonunun 24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda
sitotoksik etki gosterdigi goriilmiistiir. Bu hiicre hattina uygulanan ellajik asitin en
diisiik dozu olan 50uM da oliim yiizdesi 24 saatte % 60,46 olarak bulunmustur.
Diger konsantrasyonlarda bulunan canlilik degerleri ise sirasiyla % 55,33 ; %
50,34 ve % 36,57’ dir. 24 saatin sonunda ellajik asidin C6 hiicreleri lizerindeki
ICsp konsantrasyonu 150 uM olarak tespit edilmistir.

Tablo 3.1. Ellajik asidin uygulandigi C6 hiicrelerinin 24 saat i¢in uygulanan konsantrasyonlar1 ve
canlilik yiizdeleri

Uygulanan Sardart saom
konsantrasyon (LM) Canlilik yiizdeleri (%) | ~ o Sapma
0,000
50 60,46
0,007
100 55,33
0,007
150 50,34
0,007
200 36,57
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Ellajik asitin C6 hiicreleri lizerine etkisi
(24 saat)
Canlilik (%)
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Sekil.3.1.C6 hiicrelerinin 24 saatlik ellajik asit muamelesinden sonra konsantrasyona bagh %
canlilik grafigi. SPSS anlamliliklar1 p < 0.05°e gore * simgesi ile grafikte
gosterilmistir.

3.2. Konfokal Mikroskop ile Morfolojik Incelenme Bulgular

3.2.1. Ellajik Asitin 1Csyp Degerinin C6 Hiicrelerindeki Yapisal Degisiklerin

Konfokal Mikroskobu ile incelenmesi

C6 hicrelerinin 24 saat (sekil 3.2 ) genel morfolojik yapisina konfokal
mikroskop ile bakildiginda, hiicrelerin, hiicreler arasi baglantilan ve ¢ekirdegin
diizglin morfolojik yapiya sahip oldugu gozlenmistir. Ellajik asit uygulanan C6
hiicrelerinin 24 saatlik (sekil 3.3), (sekil 3.4), genel morfolojik yapist MTT
sitotoksisite testi sonuglarini1 dogrulamaktadir. Apoptotik hiicreler tipik morfolojik
degisimler ile c¢evre hiicrelerden ve diger hiicre Oliim tiplerinden ayirt
edilebilmektedirler. Ellajik asitin genel olarak hucre serilerinde belirgin sekilde
bosluklar, hiicre seklinin yuvarlaklagmasi, hiicreler aras1 baglantilarda kopmalar,
cekirdekte deformasyon ile hiicre hacminde azalma ve apoptotik cisimciklerin
olusumlar1 goriilmiistiir. Ellajik asitin, genel olarak hiicrenin sitoplazmasina

yayilarak hiicrelerde belirgin bir hasar verdigi gézlemlenmistir.
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Sekil .3.2. Ellgjik asitin 1Csy konsantrasyonunun 24 saatlik uygulamasindan sonra Akridin oranj -
Falloidin ile boyanmig C6 hiicrelerinin konfokal mikroskopi ile goriintiilenmesi =

hiicre ¢ekirdeginde kii¢iilme ; ‘ ; Hiicre iceriginde par¢alanmalar.
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Sekil .3.3. Muamele edilmemis C6 kontrol hiicrelerinin konfokal mikroskoptaki goriintiileri

Sekil .3.4. Ellajik asitin 1Cso konsantrasyonunun 24 saatlik uygulamasindan sonra
akridin oranj ile boyanmis C6 hiicrelerinin konfokal mikroskoptaki

gorintaleri ;' ; Hiicre iceriginde par¢alanmalar.
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3.3. Gegirimli Elektron Mikroskop ile Ince Yapisal Degisikliklerinin

Incelenmesi

Ellajik asitin  ICsp degeri uygulanan C6 hiicrelerinin, elektron
mikoskobunda inceledigimizde hiicrelerin morfolojisinin yuvarlak bir hal aldig
gozlenmistir. Apoptozun morfolojik 6zelliklerinden biri  olan apoptotik
cisimciklerin olusumlari tespit edilmistir, ayrica otofajik vakuol miktarinda da
artis gbzlenmistir. Hiicre igerisinde yer yer bosluklar olugmustur. Hucre
organellerinde yapisal hasarlar (sekil.3.5) ve hiicre ¢ekirdeginin yuvarlaklagmasi
gozlenmistir. (sekil.3.6),(sekil 3.7)’de ellajik asitin hiicre igerinde dagilarak

hiicrede ¢ok belirgin hasar olusturdugu gozlenmistir.
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Sekil .3.5 Muamele edilmemis (Kontrol) C6 hiicresinin elektron mikroskobundaki
gorintisi x 8200: @ ;Normal ¢ekirdek membrani; [ : Normal hiicre
membrani
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2 pm

Sekil .3.6. Ellajik asitin I1Csy degeri ile 24 saat muamele edilmis C6 hiicresinin elektron
mikroskobundaki gérintusi x 8200: «; Cekirdek membraninda biiziigme; );

Kromatin yogunlagmasi; ’ ; Hiicre membraninda ondulasyon*; Mitokondilerin
kristalarinda kayiplar
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Sekil .3.7. Ellajik asitin 1Cs, degeri ile 24 saat muamele edilmis C6 hiicresinin elektron

mikroskobundaki goriintisiic x 8200, Mitokondrilerde krista kaybl;A ; Kromatin
yogunlasmasi,
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3.4. BrdU Uygulanan Kesitlerin Incelenmesi

Kanserli hiucrede BrdU inkorporasyon yontemi S-faz proliferasyon oraninin
belirlenmesinde sik¢a kullanilan bir yontemdir. Bir timidin analogu olan BrdU,
hiicre boliinmesinin S fazinda DNA’ya baglanarak isaretlenmesini saglar. BrdU-
S-faz belirteci olarak BrdU inkiibasyonu sonrasi uygun antikor kullanilarak
yapilan immiinohistokimyasal isaretleme hiicre proliferasyonu tayinininde yaygin

olarak kullanilmaktadir (Karan 2006).

Bu boyamay1 degerlendirirken nukleuslar1 biitiin olarak goriillen boyanmis ve
boyanmamis tiimor hiicreleri dikkate alinmistir. Bu hiicreler sayilarak kirmizi-
kahve renkte boyananlar Brdu (+) olarak kabul edilmistir. Nukleuslar1 kirmizi-

kahverengi boyanmayan hicreler BrdU negatif (-) olarak kabul edilmistir.

\
:{'% ’,
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Sekil .3.8. Ellajik asitin 1Csy degeri ile 24 saat muamele edilmis C6 hiicrelerinin BrdU
uygulamasindan sonra goriintiisii (63 X)
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Sekil .3.9. Ellajik asitin 1Csy degeri ile 24 saat muamele edilmis C6 hiicrelerinin BrdU
uygulamasindan sonra goriintiisi, (A ;B ;C 40 x)
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Sekil .3.10. Ellajik asitin uygulanmamig C6 hiicrelerinin BrdU uygulamasindan

sonra goriintisd, (10 x)

4. TARTISMA

Hastaliga yol acan yanitin apoptoz azligi ya da fazlaligi olmasina baglh
olarak Ozetlenen biyokimyasal yollarda yer alan her bir etken tedavi hedefi
olabilmektedir. Dejeneratif hastaliklarda apoptozun oOnlenmesi, kanserde ise
mitokondriyal, p53 ya da 6lum reseptorleri yoluyla apoptozun indiklenmesi igin
yeni tedavi yaklasimlar: bulunmaktadir (Solakoglu, 2009). Ister tek hiicreli ister
cok hiicreli canlilarda olsun, yasamin baslica kisimlar1 dogum, biiyiime, tlireme,
yaslanma ve Oliimdiir. Organizmalarin temel canlilik birimi olan hiicrelerin
gereksinimleri karsilanmadiginda 6liim olarak adlandirilan ve hayati olaylarin geri
doniigsliz olarak durmasi anlamina gelen olay gergeklesir. Yasamin diizenli bir
sekilde siirdiriilebilmesi ig¢in canliyr olusturan hiicrelerin sayisal dengesi de
onemlidir. Bunun icin hiicre ¢ogalmasi ve Oliimii arasinda sabit bir oran

bulunmasi gerekmektedir (Altunkaynak 2008). Bizim c¢alismamizda, ellajik asitin
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ICso konsantrasyonunun 24 saatlik uygulamasindan sonra akridin oranj ve
falloidin ile boyadigimiz C6 hiicrelerinin konfokal mikroskopi ile gorintilenmesi
sonucunda, hiicre cekirdeklerinde kigllmeler ve hiicre igeriginde parcalanmalar
gbzlemlenmistir. Solakoglu (2009)’un c¢alismasinda gosterilmis olan apoptotik
belirtiler ile calismamizda buldugumuz konfokal mikroskpi sonuglarimiz

uyumluluk goéstermektedir.

Apoptoz, embriyonik gelisim ve doku homeostazinin dizenlenmesi
esnasinda olusan normal fizyolojik bir olaydir. Gliniimiizde bazi kemoterapotik
ilaglar hiicre icersinde apoptoz yolaklarmi stimiile edebilme yetenegine sahip
oldugu bilinmektedir. Akalin ve Incesu. (2005), yaptiklar calismada anti-timaor
etkiye sahip olabilecek ila¢ aday1 1,3-bis-(heteroaril sibstitli) benzeri turevlerin (
MBIS1, MBIS2 ve MBIS8) sican embriyo fibroblast F2408 (Normal hiicre hatt1)
ve BRP7 (H-ras transforme hiicre hatti1) lizerindeki sitotoksisite ve apoptotik
etkilerinin arastirllmasinin 6nemin1 vurgulamislardir. Apoptozun 6nemi, cesitli
biyolojik olaylarda gereksiz hasarli ya da zararli hiicrelerin inflamatuar yanit
olmaksizin yok edilisinin saglanmasindan ve organizmanin i¢ dengesinin
devamliligina katkida bulunmasindan ileri gelmektedir. Canli doku ortaminda
hiicrelerin tek tek iz birakmazsizin silindigi fizyolojik bir 6liim sekli olan apoptoz,
ilgi ¢ekici oldugu kadar insanlardaki 6nemli patojenlerin tedavisi agisindan da
umut verici bir mekanizmadir (Ahishali ve Bilir 2008). Apoptozun pek ¢ok
fizyolojik ve patofizyolojik siirecte dnemli gorevler iistlendigi agiktir. Histolojik
olarak, apoptotik indekste apoptotik hiicre sayisinin canli hiicrelere orani
bulunmaktadir ve bu indeks, apoptozun siddetini ya da oraninmi belirtmektedir
(Giiles ve Eren 2008).

Yapilan epidemiyolojik arastirmalar daha c¢ok meyve tlketen insanlarda
kanserin tedavisine ellajik asitin etkilerini ortaya koymustur. Bu meyveler
genellikle zengin ellajik asit icerikli meyveler olup kanserin 6nlenmesi ve
tedavisinde etkili olduklar1 gériilmiistiir (Hannum, 2004). Ornegin bir calismada
olusturulan tlimoér modelinde iki hafta gibi kisa siirede tiim si¢anlarda timor tespit
edilmistir. Tiimor indiiksiyon zamani kisadir; kullanilan hiicre kiiltiirii hacmi

literGttrde en kigik hacim olan 10 mikrolitredir. Kiglk hacimle implante edilen
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hlcrelerin tiimorojeniteleri daha yiiksektir. Wistar si¢anlarda olusturulan beyin
timorinun nekrozu, neovaskularitesi ile insan beyin tumoriyle tamamen
kolerasyon gosterdigi tespit edilmistir. C6 sigan glioma hiicreleri laboratuvar
sartlarinda kolay ¢ogaltilabilmektedir (Kemerli ve ark 2003). Sonug olarak sivi1 {ist
tabaka yontemine gore Uretilen MCF7, CC531s ve C6 speroitleri gerek invert
hicre kultir mikroskobu ve gerekse 1sik mikroskobu diizeyinde gerceklestirilen
gozlem kosullarinda farkli gelisim Ozellikleri gostermesine karsin, ii¢ boyutlu
genel sferoid morfolojisini tam olarak yansittigi gézlenmistir. Bu haliyle ¢esitli
ilaclarm  ve  ilag  kombinasyonlarinin  antineoplastik  6zelliklerinin
degerlendirilmesinde in vivo yanitlar1 daha gercekgi bir sekilde yansitmasi
acisindan tek tabakali kiiltiirlerle birlikte degerlendirmeye alinmasi gerekmektedir
(Ahishali ve Bilir 2002). Bizim ¢alismamizda da in vitro olarak gergeklestirilen
ellajik asitin 1Csy degeri ile 24 saat muamele edilmis C6 hiicresinin elektron
mikrokobunda goruntiilenmesi islemleri sonucunda ¢ekirdek membraninda
biliziismeyi kromatin yogunlasmasini, hiicre membraninda ondulasyonu,
mitokondrilerin kristalarinda kayiplari gézlemledik. Kontrol hicrelerinin elektron
mikroskobunda goriintiilemesinde ise normal ¢ekirdek membranini ve normal

hiicre membranini gozlemlenmistir.

Ellajik asitin farkl etkileri lizerine diinyada bir¢ok farkli calisma yapilmistir.
Bu ¢alismalardan biri, ellajik asitin sigan C6 glioma hiicre dizisi iizerine etkileri
doz ve zamana bagli olarak iki boyutlu tiimdr hiicre kiiltiirii kullanilarak
arastirilmasidir. Iki boyutlu hiicre kiiltiirlerinde hiicre yasama yetenegi ve hiicre
cogalmasi iizerinde ellajik asitin baskilayici etkisi oldugu gorilmistiir (EKinci ve
ark. 2012). Yapilan bu c¢aligmalara uyumlu olarak bizim g¢alismamizda ellajik
asitin genel olarak C6 hiicrelerinde belirgin sekilde bosluklar olusturdugu, hiicre
seklinde yuvarlaklagsmaya, hiicreler arasi baglantilarda kopmalara, ¢ekirdekte
deformasyon ve hiicre hacminde azalmaya neden oldugu gorilmiistiir. Ellajik
asitin, genel olarak hicrenin sitoplazmasina yayilarak belirgin bir hasar
olusturdugu gozlemlenmistir. C6 kontrol hicrelerinin konfokal mikroskoptaki
gorintilerinin incelenmesiyle normal hiicresel yapilar bulunmus ve resimlerde
gosterilmistir. Cilek ve liziimde dogal olarak bulunan ellajik asitin potansiyel

sitotoksik ve anti-proliferatif aktiviteleri gosterilmistir. Bu etkiler insan umbilikal
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ve endotel hicreleri (HUVEC), normal insan akciger fibroblast hicreleri, HEL
299 caco-2 kolon, MCF7 meme, Hs 578T meme ve DU 145 insan prostat
kanserleri Gizerinde denenmis ve etkili bulunmustur (L0sso ve Bansode 2004).

Yapilan bir ¢calismada, aloe emodin ve cisplatinin C6 glioma hticrelerinde
hicre 6lumu ile tmor hiicre ¢ogalmasini azalttigi; ancak cisplatinin etkisinin aloe
emodinden daha kuvvetli oldugu goriilmiistiir. Bu calismalarda oldugu gibi
yapilan c¢aligmalarin ¢ogunda da kemoterapi sonrasi apoptozistede artis
gbzlenmistir. Apoptozisteki artis tiim ¢alismalarda olmasa da bazilarinda
kemoterapiye yanitla iligkili bulunmustur. Bu nedenle kemoterapiye yaniti
degerlendirmede kullanilan parametrelerden biri olabilir. Proliferasyon/apoptozis
oraninin prostat biiylimesi gibi bazi proliferatif hastalikli dokularda doku
blyumesinde etkili faktér oldugunu gosteren bir¢ok c¢alisma vardir. Yani
¢ogalmanin bu orandaki bir azalma ile iliskili oldugu genis bir ¢alisma grubunda
gosterilmistir (Gazi ve Tapul 2006). Bizim ¢alismamizda da ellajik asitin 1Cs
konsantrasyonunun 24 saatlik uygulamasindan sonra akridin oranj ile boyanmis
C6 hicrelerinin  konfokal mikroskoptaki gorintiilenmesi sonucunda hiicre
icerigindeki parcalanmalarin yani sira ¢ekirdek membraninda dizensizlikler ve
ondulasyonlar  gorillmistiir. Yani C6 hucreleri Uzerine ellajik asit apoptoz
belirtileri olusturacak sekilde etki etmistir. Buna paralel olarak konfokal
mikroskop kullanarak inceledigimiz ellajik asit ile 24 saat muamele gérmiis C6
hiicrelerindeki hiicre iskelet yapisinin bozuldugu ve hiicre membraninda delikler
meydana gelerek hiicrenin apoptoza gotiriildiigii bulunmustur.

Calismamizin elektron mikroskopi kisminda, ellajik asittin 1Cso degeri ile
24 saat muamele edilmis C6 hiicresinin elektron mikroskobunda goriintiilenmesi
sonucunda  mitokondrilerle  krista kaybi1 ve kromatin  yogunlagmasi
g0zlemlenmistir. Ayni1 zamanda, hiicrelerin morfolojisinin yuvarlak bir hal aldig:
gozlenmis ve apoptozun morfolojik o©zelliklerinden biri olan apoptotik
cisimciklerin olusumlar1 tespit edilmistir. Ayrica otofajik vakuol miktarinda da
artis gézlemlenmis ve hiicre igerisinde yer yer bosluklar olugsmustugu elektron
mikroskobu sonuglarimizda agikga gosterilmistir. Bunlarin yami sira hicre

organellerinde yapisal hasarlar, hiicre ¢ekirdeginin yuvarlaklagsmasi da ellajik
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asitin hucre igerisinde dagilarak hiicrede ¢ok belirgin olarak hasar olusturdugunun

gostergeleri olarak gozlenmistir.

Sonug olarak ellajik asitin MTT, TEM ve konfokal mikroskopta
goruntileme yontemleri ile elde edilen veriler Kkarsilastirmali olarak
degerlendirildiginde, ellajik asitin C6 glioma hcreleri Uzerinde zaman ve doza
bagimli sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu nedenle glgli bir
antioksidan olan dogal meyve bileseni-ellajik asitin ayni zamanda ticari seklinin
de bulunmasi sebebiyle anti-kanser ilag c¢aligmalarinda tedavi yoénunden Umit
verici bir madde olabilecegi diistiniilmektedir. Bulgularimiz dogrultusunda ellajik
asitin kanser hicre hatlarina koruyucu olarak verilmesi veya klasik kanser
tedavisinde kullanilan ajanlarla kombinasyonlu olarak etkinliginin zamana ve
doza bagl olarak arastirilmasi ¢alismanin devami niteligi tagiyan bir arastirma

olarak degerlendirilebilir.
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