GIRIS ve AMAC

Kanser, cevresel etmenlerden etkilenerek olusan genetik hasarlarin birikimi
sonucu canli hiicrenin engellenemeyen kotii huylu cogalmasidir. Dogal yada
sentetik kimyasal maddeler, fiziksel etkenler ve viriisler giiniimiizde kanser etkeni
olarak bilinmektedir. Bu etkenler, genetik hasar olarak tanimlanan mutasyonlara
yani DNA hasarlarina yol a¢gmaktadirlar. Bu mutasyonlarin bir ¢ogu hiicre
dongiisii hedef genlerinde meydana gelirken bir kismu ise tiimor hiicrelerinin
bulunduklar1 noktalardan tasinmasimi ve uzak mesafede yasamalarini saglayan
anjiyojenik islemleri uyarmaktadirlar.

Iyonize radyasyon ve bazi kimyasallar gibi DNA ve RNA viriisleri de kanser
olusturma yetenegine sahiptirler.

Yukarida sozii edilen ¢evresel nedenlerle yada viriislerin etkisiyle DNA’s1 hasar
gbrmiis hiicreler, organizmanin zarar gérmemesi i¢in programlanmis hiicre 6liim
mekanizmasini (apoptoz) uyarmaktadirlar.

Bu mekanizma, asir1 hiicre boliinmesinden kaynaklanan hiicredeki artisin veya
islevsiz yash hiicrelerin ortadan kaldirilmasindan sorumludur.  Apoptotik
mekanizmalarda meydana gelen bozukluklar kanser, otoimmun hastaliklar ve
hiicre azalisina bagli olarak AIDS ve norodejenaratif hastaliklara neden
olmaktadir.

Genel olarak, apoptoz hiicre 6liim reseptorleri yada sirokrom c ve apaf-1 yolu ile
uyarilmaktadir. Oliim reseptorlerinin substratina baglanmasi ile aktiflesen 6liim
bolgeleri apoptotik sinyal yolaklarinin alt bolgelerinde yer alan enzim ve efektor
aktivasyonunu baslatirlar. Sitokrom c¢ ve apaf-1 yolaginda ise, DNA hasarinin
olusumu ile mitokondri membraninin potansiyelinde bozulma gerceklesir.
Bununla birlikte, sitokrom c sitoplazmaya salinir ve daha sonra sitokrom c apaf-1
ile etkileserek apoptozom denilen yapilar1 olustururlar. Bu kompleks inaktif olan
prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9 haline doniisiimiinii saglamaktadir. Boylelikle,
baslatilan aktif kaspaz kaskati kromatin kondensasyonu ve oligoniikleozomal
DNA kirilmalarinin olusumuna neden olmaktadir.

Integrin reseptorleri, hiicre-ekstraselliiler yada hiicre-hiicre etkilesimini saglarken
aynt zamanda hiicre yasammi ve farklilagmasini etkileyen hiicreler arasi
haberlesmeyi tetikleyen proteinlerdir. Integrinlerin anoikis icin sinyal
olusturduklar1 bilinmektedir. Bazi integrinler substrata baglanarak anti-apoptotik
sinyal olusumuna neden olurken bazilan ise aktif olarak apoptotik-uyarici sinyal
meydana getirmektedirler. Boylece integrinlerin apoptotik mekanizmadaki rolleri
belirgin olmayip 6zellikle metastazdaki diizenleyici etkilerinin aragtiritlmasi son
derece onemlidir. Bu nedenle kanserli hiicrelerin cesitli apoptotik uyaricilara
karsi duyarlilik mekanizmalarin1 gelistirmeleri tedavi icin Onemlidir. Bu
hiicrelerin ekstraselliiler proteinlerle etkilesimlerinin ayrintili olarak incelenmesi
tedavi yollarinin aydinlatilmasina olanak saglayacaktir.

Bu nedenden dolayr tez kapsaminda planlanan calismanin genel olarak amaci,
U20S osteosarkoma hiicrelerinde, cis-platin ile DNA hasar1 olusturulduktan sonra
tetiklenen apoptoz mekanizmasinin morfolojik ve biyokimyasal olarak
belirlenmesi, 6zgiil kaspaz-3 ve kaspaz-9 inhibitorlerinin varlifinda kite duyarl
ELISA yontemi ile arastirilmasi, DNA hasar1 sonucunda integrin reseptorlerinin



baglanma fonksiyonlarindaki degisimlerin belirlenmesi, kaspaz-3 ve kaspaz-9
enzimlerinin bu degisimlerdeki fonksiyonlarinin incelenmesidir.



KAYNAK BILGISi
KANSER

Kanser, cevresel yada genetik faktorlerin etkisi ile normal bazi genlerin
mutasyona ugrayarak fonksiyonlarinin bozulmasi ve buna bagl olarak da
hiicrelerin siirekli olarak diizensiz bir ¢ogalma gostermeleri sonucu ortaya ¢ikan
bir hastaliktir. Bu hiicreler normal hiicre davranmisini kontrol eden hiicresel
sinyallere cevap vermek yerine, diizensiz bir sekilde biiyiime ve c¢ogalma,
etrafindaki doku ve organlar istila etme, farklilasmamis histolojik yap1 gosterme
ve uzak dokulara yayilma yetenegine sahiptirler (http-1).

Anormal c¢ogalan hiicrelerden olusan tiimor, benign yada malign olarak
adlandirilir. Benign tiimorler, malignant tiimorlerin aksine farkli organlara
yayillma ve etrafim1 saran normal dokulari istila etme yetenegine sahip degillerdir
(Danen ve ark., 1995).

Erken teshis ve birincil malignant tiimorlerin tedavisi ile kanser hastalarinin
yasam siiresinin uzatildigir gosterilmistir, fakat metastaz halen basarili bir tedavi
icin sorun olusturmaktadir (http-1).

Cerrahi, kemoterapi yada 1s1n tedavisi yontemleri ile yaklasik kanser hastalarinin
% 50’si tedavi edilebilirken, diger % 50’sinin Olimiine neden olan kanser
mekanizmasinin  ayrintili  olarak incelenmesi kanser tedavi metotlarinin
gelistirilmesi icin ¢ok Onemlidir ve bu konuda oldukca genis calismalar
yapilmaktadir (Nicolson, 1984).

ONKOGENLER

Proto-onkogen adi verilen normal hiicresel genler tarafindan kodlanan proteinler
cesitli hiicresel faaliyetlerde gorev almaktadirlar, 6rnegin, hiicre sinyal iletim
mekanizmalarinda ve hiicre biiyiimesinin diizenlenmesi gibi (Koktiirk ve ark.,
2003). Bu genler cevresel yada genetik faktorler sonucunda hiicre DNA’sinda
hasar olusumu ile birlikte fonksiyon degisikligine ugrarlar ve anormal ve asir
protein sentezi gerceklesmektedir.  Fonksiyon degisikligine ugrayan proto-
onkogenlere onkogen, protein iiriinlerine ise onkoprotein denir (Koktiirk ve ark.,
2003).

Ras proteini guanozin ii¢ fosfat (GTP) aktivitesine sahip hiicre zar1 proteinidir.
Embriyogenez, mitotik artisin oldugu durumlarda ras proteini aktive olmakla
birlikte hiicre biiylimesi ve farklilagsmasinda, hiicre sinyal iletim
mekanizmalarinda fonksiyonel olarak role sahiptir. Ras gen ailesi H-ras (Harvey
ras), K-ras (Kirsten ras), R-ras, M-ras ve N-ras (Neuroblastoma ras) olmak tizere 5
tiyeden olusmaktadir. Ras onkogeni kanser olusumunda hiicre tipine ve hiicre ici
efektor proteinlere bagli olarak etki gostermektedir. Insan kanserlerinin %
30’unda ras onkogeninin 12, 13 ve 61. kodonlarinda nokta mutasyonuna sahip
oldugu saptanmistir (Klug ve Cummings, 2000). Bu kodonlarda meydana gelen
mutasyonlar, ras ailesinin aktivetesini degistirdiginden, siirekli sinyal aktivitesi
olusmaktadir. Sinyal yolunda meydana gelen bu mitojenik uyarilar, timor
olusumuna neden olmaktadir (Goeger ve ark., 1997).



Ras proteini sinyal yolunun isleyisine gore apoptoz mekanizmasini inhibe
edebildigi gibi diger taraftan apoptozu uyararak hiicre c¢ogalmasim inhibe
edebilmektedir (Downward, 1998).

APOPTOZ

Apoptoz saghkli doku olusumu ve gelisimi icin gerekli fizyolojik bir
mekanizmadir (Kerr ve ark., 1972; Tomei ve Cope, 1991) ve hiicre toplulugu
icinde istenmeyen hiicrelerin uzaklasmasinmi saglayarak organizmanin yasamsal
faaliyetlerinin devamimi saglamaktadir (Kerr ve ark., 1974; Gerschenson ve
Rotello, 1992). Bunun yam sira, kanser, otoimmiin hastaliklar, AIDS, viral
enfeksiyon, dejeneratif noral hastaliklar gibi ¢ok cesitli hastaliklarda apoptoz
mekanizmasinin kontroliinde bozukluklar oldugu bilinmektedir (Levine ve ark.,
1991; Mattson ve ark., 1992).

Programlanmis hiicre 6limii olarak da bilinen apoptozun metabolik olaylarin
devamliligi i¢in gerekli olan yasamsal sinyaller yerine komsu hiicrelerden 6liim
sinyali aldig1 veya hiicresel hasarin yeterli sekilde tamir edilemedigi durumlarda
uyarildigt ve bu mekanizmanin genler tarafindan diizenlendigi gosterilmistir
(Raff, 1992; Golstein ve ark., 1991).

Apoptozun olusumu ve gelisimi hiicre tipine gore degismesine ragmen apoptoz
mekanizmasinin sonuglar1 benzerdir. Apoptoza ugramis ¢ogu hiicrenin biiziilmesi
sonucu hacminin azalmasi1 gibi morfolojik, niikleozomal parcalanma gibi
enzimatik (Tanuma ve ark., 1993; Cohen ve ark., 1992) ve hiicreler arasi kontagin
kaybedilmesi gibi bir cok biyokimyasal degisiklikler gosterdikleri tespit edilmistir
(Wyllie, 1980).

Buna ek olarak, apoptotik hiicrelerde kromatin kondensasyonuna bagl olarak tiim
cekirdek icerigi parcaciklar halinde sitoplazmaya dagilmis halde bulunmaktadir.
Hizli sekilde sivi kaybt olmasi nedeniyle, apoptotik hiicrelerin hiicre
membraninda pargalanmalar olusur ve sonu¢ olarak apoptotik keseler olarak
bilinen ve icerik olarak sitoplazma, organeller ve DNA parcalar tasiyan yapilar
olusmaktadir. Bu apoptotik keseler ya komsu hiicreler yada makrofajlar tarafindan
endositoz ile ortamdan uzaklastirilirlar (Huges ve Cildlowski, 1996) (Sekil 1).
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Sekil 1. Apoptozis ve Nekroz (Pollack ve Leeuwenburgh, 2001)



Apoptozdan farkli bir 6liim sekli olan nekroz ise, hiicrenin ve organellerin sismesi
ile karakterize edilir ve bunun sonucunda plazma zarinin biitiinliigiiniin bozulmas1
hizlanir. Plazma zarmin pargalanmasi ile hiicre igerigi etrafa yayilir ve iltihap
olusumu riskini artinir. Apoptozda ise bu risk yoktur, cilinkii hiicre icerigi
apoptotik kese denilen vesikiiller i¢inde tutulmaktadir (Huges ve Cildlowski,
1996).

Kaspazlar

Apoptozun uyarilmasi ile, genomik DNA’nmin 50-200 kb parcalar halinde
kirilmasi, proteinlerin parcalanmasi, fosfotidilserinin hiicre zan i¢ yiizeyinden dis
yiizeyine ¢ikmasi gibi degisiklikler proteolitik sistem tarafindan gerceklestirilir.
Bu sistem i¢inde proteaz ailesi olarak bilinen kaspazlar (Chang ve Yang, 2000),
aktif merkezlerinde sistein amino asiti iceren onciil enzim formunda bulunurlar
(Chang ve Yang, 2000; Alnemri ve ark., 1996; http-4). 19erdikleri sistein amino
asiti sayesinde substratlarina niikleofilik saldirilar yaparak, her aspartik asit
kalitindan sonraki peptit baglarinin parcalanmasina neden olurlar (Alnemri ve
ark., 1996).

Yapisal olarak incelendiginde, kaspazlarin tiimiiniin proteolitik kismi yiiksek
oranda homoloji gostermektedir ve bu kisim 20 kDa (p20) ve 10 kDa (p10)
agirhigindaki iki alt boliimden olusmaktadir. Bazi prokaspazlarin yapisinda iki alt
initeyi birbirinden ayiran 10 amino asitlik baglayici bolgelerin varligl tespit
edilmistir (Chang ve Yang, 2000; Thornberry , 1997).

Kaspaz aile iiyeleri fonksiyonlarina gore ii¢ grup altinda toplanabilirler:

1. Bagslatic1 Kaspazlar, bu gruba 2., 8., 9. ve 10. kaspazlar dahildir ve bu kaspazlar
pro-apoptotik sinyali alarak, sinyalin alt kisminda kalan diger kaspaz iiyelerinin
aktive olmasini saglarlar. Her biri 100 amino asitten olusan baslatict kaspazlar,
transmembran reseptorleri veya sitotoksik etkiye sahip maddeler ile etkileserek
aktif hale gecerler (Krauss, 2001). Bu kaspazlar, adaptor ve diizenleyici
proteinlerin farkli kombinasyonlari ile etkilesime girerek apoptotik mekanizmanin
hiicre icerisinde farkli yonlerde devam etmesine neden olurlar. Kaspaz 2’nin
aktivasyonu icin Olim bolgesi iceren PIDD (6lim bolgesi igeren pS3 uyarici
protein) ve adaptor protein olarak da RAIDD’ (6liim bolgesi iceren RIP-ile ilgili
protein) nin gerekli oldugu yakin zamanlarda tespit edilmistir (Tinel ve Tschopp,
2004).

2. Effektor Kaspazlar, bu gruba 3., 6. ve 7. kaspazlar dahildir ve bu kaspazlar
cesitli hiicre i¢i proteinleri enzimatik reaksiyonlarla parcalarlar ve apoptotik hiicre
morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar (http-4). Bazi effektor
kaspazlarin bulunug sebebi tam olarak anlasilamamistir (Zheng ve ark., 2000).

3. Sitokinleri Aktive Eden Kaspazlar ise, hiicre sinyal iletiminde dnemli role sahip
sitokinlerin aktivasyonlari i¢in gereklidir. Bu gruba dahil olan Kaspaz 1,
interlokin-1 B doniistiiriicii enzim (ICE) olarak bilinmekte ve Onciil interlokin-1
B’nin aktif hale gegmesine neden olmaktadir (http-4; Thornberry ve ark., 1992)
(Sekil 2).

Kaspazlarin apoptozdaki rolleri sentetik veya dogal inhibitorler kullanilarak
tanimlanmis olup (Chang ve Yang, 2000; Schierie ve ark., 1999; Miura ve ark.,
1993) bu inhibitorler varliginda apoptozun tamamen bloke edildigi yada



mekanizmanin igleyisinde aksakliklarin oldugu tespit edilmistir (Chang ve Yang,
2000; Kuida ve ark., 1996; Kuida ve ark., 1998; Varfolomeev ve ark., 1998).

Hiicre i¢inde dogal kaspaz inhibitorlerin haricinde, kaspazlarin etki ¢calismalarinda
kullanilan ve kaspazlarin aktif bolgelerine baglanarak doniisiimli ya da
doniisiimsiiz  inhibisyon etkisi gOsteren genis sayida sentetik inhibitor
bulunmaktadir. Inhibitorlerin yapisinda yer alan aldehit, florometilketon ve
klorometilketon gibi fonksiyonel gruplar reaksiyon gerceklesmesinde Onemli
rollere sahiptirler (http-3).

Ornegin, Ac-YVAD-CHO (N-Ac-Tyr-Val-Ala-Asp-aldehit)’nin peptit yapisi
kaspaz-1 ve kaspaz-4’ii inhibe etme potansiyeline sahiptir ayrica, kaspaz-3 ve
kaspaz-7 iizerine cok zayif etkisi oldugu bilinmektedir (http-3). Z-VAD-FMK
(N-bezilolksikarbonil-Val-Ala-Asp-florometilketon) inhibitorii ise daha genis etki
spekturumuna sahiptir, kaspaz-1, 3, 4 ve 7 iizerine etkili oldugu gosterilmistir.
DEVD (Asp-Glu-Val-Asp) inhibitoriiniin ise kaspaz-3’ti inhibe etti§i ve aym
zamanda kaspaz-6,7,8 ve 10 iizerine etkisinin de oldugu gosterilmistir (http-3).
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Sekil 2. Kaspazlarin Siniflandirilmasi (Chang ve Yang, 2000)

Zakeri ve Lockshin (2005) embriyonik gelisim sirasinda kaspaz inhibitorlerini
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, zZVAD-FMK*‘nmin 6zellikle kaspaz-8’i, YVAD-
FMK‘nin  kaspaz-1’i, DEVD-ZMK’ninda kaspaz-3’ii  inhibe ettigini
gostermislerdir.



Yukarida da belirtildigi gibi kaspazlar, sitoplazmada inaktif Onciil-kaspaz
formunda bulunurlar ve bunlarin aktif kaspaz formuna ge¢melerini saglayan
degisik mekanizmalar bulunmaktadir. Bu mekanizmalardan birincisi, Onciil-
kaspaz yapisinda yer alan Onciil-bolge, yapidan aynlir ve geriye heterodimer bir
yap1 kalir. Daha sonra bu sekilde olusan iki heterodimer yap1 birleserek iki aktif
bolgeye sahip tetramer aktif kaspazi meydana getirir (Krauss, 2001). Prokaspaz-3,
6 ve 7’nin aktivasyonunda oldugu gibi tiim kaspazlar kaspaz kaskati olusturularak
aktive edilmektedirler (http-2).

Ikinci mekanizma, o6liim uyaric1 sinyal kompleksi olarak bilinmektedir ve
prokaspazlarin, o©liim reseptorii-adaptor kompleksine baglandigi ve bunun
sonucunda boliinerek aktif kaspazlari olusturdugu gosterilmistir (http-2). Uciincii
mekanizmada ise, bir prokaspazin aktif kaspaz formuna gecebilmesi diizenleyici
bir alt iinitenin aktivasyonu ile gergeklestirilir. Ornegin, prokaspaz-9’un
aktivasyonu icin Apaf-1’in 6nce sitrokom c ile ATP varliginda birlesmesi, daha
sonra ise prokaspaz-9’un bu kompleks ile etkileserek aktif hale gecmesi
gerekmektedir ve bu sekilde olusan yapiya apoptozom denilmektedir (http-2).

Aktif hale gecen kaspazlar hiicre icindeki spesifik substrat molekiilleri (Cizelge 1)
tizerine proteolitik etkiye sahiptirler ve substratlarindaki C-ucundaki aspartik asit
kalit1 ve N-ucundaki en az 3 amino asit kalitim taniyarak, katalitik reaksiyonun
gerceklesmesini saglarlar (Krauss, 2001).

Katalitik reaksiyonun ilk basamaginda kaspazlarin aktif merkezlerinde yer alan
sistein amino asidinin niikleofilik tiol grubu, substratlarin aspartik asiti ile tiyoagil
kovalent bir bag olusturur. Ikinci basamakta ise, histidin amino asitindeki
imidazol halkasinin yardimiyla amid baginin hidrolizi ger¢eklesmektedir (Krauss,
2001) (Sekil 3).



Hiicre 6liim proteinleri Bcl-2, Bel-x;, Bid, CrmA, IAP, p28 Bap31,
p35,Prokaspazlar

Hiicre dongiisiinde rol oynayan Cdc27, Sklin A, MDM2, p21, p27, PITSLRE
proteinler kinaz Retino blastoma proteini, Weel fosfotaz
Hiicre iskeleti Akin, pB-Katanin, Fodrin, Gas2, Lamin,
Plokoglobin, Gelsolin, Keratin 18 ve 19
Sitokin prekiirsorleri Pro-IL-1B, Pro-IL-16, Pro-IL-18 (IGIF)

DNA metabolizmasi ile ilgili substratlar DNA-bagimli protein kinaz ( DNA-PK),
DNA replikasyon kompleksi C (
DSEB/RFC140 ), ICAD, MCM3 DNA
replikasyon faktorii, NuMA,
PARP,Topoizomeraz 1

Sinir hiicreleri proteinleri APP, Ataksin-3, Androjen reseptorii, Atropin-
1, Huntingtin, Preselininler

RNA metabolizmasi ile ilgili proteinler Okaryotik bastatici faktor 2a, Heteroniiklear
riboniiklear protein C1 ve C2, 70 kDa U1-
snRNP

Sinyal proteinleri Adenomatous poliyfosis coli protein (APC),

Akt/PkB, Kalmilin bagiml kinaz IV, c-Raf,
D4-GDP dissociation inhibitér, Fyn tirozin
kinaz, Fokal adezyon kinaz, MEKK1,
MST/Ksr, PAK-2/hPAK65,Protein kinaz C A,
Protein kinaz C @, protein kinaz C-related
kinaz 2, Protein Fosfotaz 2A, Ras GTPaz
aktive edici protein

Transkripsiyon faktorleri Heat shock faktor, GATA-1, IxB-a, NF-xB
(p50,p65), NFR-2, Sp1, STAT1, Sterol-
regulator element-baglayici protein

Diger substratlar Calpastatin, Hsp90, Nedd4, Fosfolipaz A2,
Rabaptin-5, Transglutaminaz

Cizelge 1. Kaspaz Enzimlerinin Substratlar: (Chang ve Yang, 2000)

Apoptoz Mekanizmalari

Hiicre tipine ve 6zelligine bagh olarak apoptoz, hiicre i¢inde farkl yollarla aktive
edilmektedir.

Oliim-uyarici sinyal kompleksi (DISC) olarak bilinen ve hiicre zar1 yiizeyinde yer
alan Fas-substrat reseptor (APO-1, CD95) ve Tiimor Nekroz Faktor Reseptor
(TNFR) ailelerine ait reseptorlerin, hiicre i¢ine sinyal iletmeleri sonucu apoptoz
mekanizmasi stimiile edilmektedir (Nagata ve Golstein, 1995). Bu sinyal yolunda
gorev yapan reseptorler, substratlar1 ile etkilesime girdikten sonra, kendi
aralarinda trimerik bir yapr olusturmaktadirlar (Ashkenazi ve Dixit, 1998;
Wallach ve ark., 1999). Kaspaz-8 ve Kaspaz-10, bu sinyal yolunun aktivasyonu
sonucu katalitik etkilerini gostermektedirler. Bu iki kaspaz (Sekil 4), ya
TNFR’nin aktivasyonu sonucu uyarilir ki bu durumda, ilk 6nce TNRF’nin
yapisinda yer alan 6liim bolgeleri, TNRF-bagl 6liim bolge (TRADD) proteini ile
etkilesir (Hsu ve ark., 1995), daha sonra bir adaptor protein (Fas-bagli protein)
yardimi ile TNFR kompleksi, prokaspaz-8 ve prokaspaz-10’a baglanarak
holodimerik bir yapiya doniismesini saglamaktadir. Yada Fas-substrat
reseptoriiniin  uyarilmas1 ile prokaspaz-8 ve prokaspaz-10 aktif hale



gecebilmektedir (Boldin ve ark., 1996; . Boldin ve ark., 1995; Chinnaiyan ve ark.,
1995; Medema ve ark., 1997; Muzio ve ark., 1996; Muzio ve ark., 1998).
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Sekil 3. Kaspaz ve Substrat Reaksiyonu (Krauss, 2001)

Kaspaz-8 hiicre i¢inde aktif forma gectikten sonra iki farkli apoptotik sinyal yolu
izleyebilir. Ik sinyal yolunda, kaspaz-8 dogrudan kaspaz-3 ve kaspaz-7 gibi
effektor kaspazlar aktive ederek apoptozun olusmasini saglayabilir (Thornberry
ve Lazebnik, 1998; Salvesen ve Dixit, 1997). Ikinci sinyal yolunda ise, inaktif
halde bulunan Bid proteini uyarir ve aktif Bid proteini (tBid) mitokondri zarinda
lokalize olmus Bcl-2 proteininin fonksiyonunu bloke ederek, sitrokom-c’nin
mitokondri disina ¢ikmasini ve buna bagli olarak mitokondrial sinyal yolunun
baslatilmasini saglamaktadir (Li ve ark., 1998; Kim ve ark., 2000) (Sekil 5).

Radyasyon, DNA hasari, diizenli olmayan onkogen ekspresyonu, aktimosin D gibi
baz1 sitotoksik ilaclar ve oksidatif stres ile mitokondrial transmembran
potansiyelinin bozulmasi gibi etkenler, apoptotik mekanizmanin 6liim
reseptorlerinin  aktivasyonundan bagimsiz bir sekilde uyarilmasina neden
olmaktadir (Ashkenazi ve Dixit, 1998; Fearnhead ve ark., 1998; Soengas ve ark.,
1999).
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Sekil 4. Kaspaz-8 ve Kaspaz-10’un Hiicre Yiizeyi Reseptorleri ile Etkilesimi (http-5)

Ornegin, sitoplazma icerisinde lokalize olan Bax protein miktarinin DNA hasarina
bagh olarak p53 geninin etkisi ile artmasi sonucu bu protein oligomerleserek
mitokondriye hareket etmektedir. Sitrokom c’nin mitokondri digina ¢ikmasini ve
apoptozun baslatilmasina neden olmaktadir (Zhan ve ark., 1994). Bu
mekanizmanin devaminda Apaf-1 (Apoptotik proteaz-aktive edici faktor-1)
adaptor proteini (Li ve ark., 1997) mitokondri digina salinan sitrokom c ile ATP
varliginda baglanmakta ve oligomerizasyon meydana gelmektedir. Bunun
etkisiyle prokaspaz-9, ilk once aktif hale doniistiiriiliir daha sonraki asamada ise
Kaspaz-3 ve 7 aktiflestirilir (Cain ve ark., 2002) (Sekil 5).

Aktif hale gecen effektor kaspazlar daha sonra substratlan ile reaksiyona girerek
hiicrede apoptotik degisikliklerin meydana gelmesini saglamaktadirlar. Ornegin;
aktiflesen Kaspaz-3, deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (ICAD, Kaspaz tarafindan
aktive edilen deoksiriboniikleaz inhibitor) inaktif hale gecirir, boylece ICAD’n
baglandig1 kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleazlar (CAD, Kaspaz tarafindan
aktive edilen deoksirinoniikleaz) serbest forma gecer ve buna bagli olarak da
kromatin kondensasyonu ve oligoniikleozomal DNA parcalanmasi olusmaktadir
(Otsu ve ark., 2005).

Apoptotik sinyalin yoklugunda, hiicre icinde kaspaz aktivitesi spesifik
inhibitorlerle bloke edilmis durumdadir. Ornegin FADD-benzeri ICE inhibitorii
(FLIPs), DISC sinyal yolundaki prokaspaz-8’in aktivasyonunu engellemektedir
(Krueger ve ark., 2001; Thornberry ve Lazebnik, 1998).

Apoptoz inhibitorii olarak bilinen IAP ailesi iiyelerinden cIAPs, XIAP ve survivin
kaspazlarin inhibisyonundan sorumludur. Bu aileye ait inhibitorler, yapilarinda 70
amino asit’den olusan ve farkli pro-apoptotik proteinlerle etkilesimi saglayan
Bakulovirus TAP tekrar bolgeleri (BIR) icermektedir. Bu bolgeler kaspazlarin
bloke edilmesinde énemli rol oynamaktadirlar (Birnbaum ve ark., 1994; Crook ve
ark., 1993; Deveraux ve Reed, 1999).
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~ Sitrokom c

" Apoptozom

Kaspaz 3.6,7
Apo*ptotik substrat
Apo:;toz
Sekil 5. Apoptoz Mekanizmalar:1 (Westphal ve Kalthoff, 2003)
Survivin

IAP ailesinin en kiigiik iiyesi olup, 142 amino asitten meydan gelmis bir anti-
apoptotik proteindir (Altieri, 2003). Homodimerik bir yapiya sahip olup, ii¢ farkl
izoformu bulunmaktadir (Bardan ve ark., 2004; Mahotka ve ark., 1999; Conway
ve ark., 2000). Survivin-2B, p53 genine bagimli olarak I6semi hiicrelerinin
kemoterapiye direncini saglarken (Zhu ve ark., 2004), survivin AEx3 izoformu ise
malignansiyi artirma yetenegine sahiptir (Mahotka ve ark., 1999). Uciincii
izoform olan survivin 3B’nin ise fonksiyonu tam olarak tanimlanmamustir.

Hiicre dongiisiinde mitoz bolilnmeye bagli olarak survivin, G2/M evresinde diger
evrelere oranla 10 kat daha fazla sentezlendigi gosterilmistir (Altieri ve Marchisio,
1999). Cok sayida farklilasmis hiicrede survivin iiretimine rastlanmazken, hizl
bolinen CD +34- kemik iligi hiicrelerinde, bazal epitel hiicrelerinde ve
timositlerde survivin {iiretildigi tespit edilmistir (Altieri, 2003; Konno ve ark.,
2000; Endoh ve ark., 2001). Kolon, akciger, meme ve beyin gibi bazi kanser
tiplerinde de survivin ekspresyonunun arttigi bilinmektedir, fakat sentez
mekanizmasindaki artisin nasil gerceklestigi tam olarak anlagilamamistir (Sah ve
ark., 2006).

Son yapilan caligmalarda, 6zellikle pankreas, prostat ve akciger kanserlerinde p53
ile survivin sentezi sirasinda bir baglantinin olduguna dair kanitlar bulunmustur
(Mirza ve ark., 2002; Hoffman ve ark., 2002). p53’iin survivin {izerine
antigonistik etki gostererek apoptozu uyardigi, bunun yaninda survivin
proteininde mdm?2 ve proteozomlar1 etkileyerek p53 aktivitesini diizenledigi
diisiiniilmektedir (Wang ve ark., 2004). pS3’iin survivin iizerindeki negatif etkisini
farkli sinyal yollar1 ile diizenledigi sanilmaktadir. Bu etki p53 tarafindan ya
HDAC-p53-E2F kompleksi (Mirza ve ark., 2002; Hoffman ve ark., 2002)
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olusturularak E2F-p53 kompleksi yolu ile yada E2F-pRB kompleksi ile
saglanabilmektedir (Sekil 6).

Survivin’in apoptoz inhibitér gorevi haricinde hiicre boliinmesi sirasinda
kromozom tasiyici protein olarak da gorev yaptigi tespit edilmistir (Adida ve ark.,
1998). Survivin, metafaz kromozomlarina baglanarak kromozomlarin
ayrilmasinda ve sitokinezde rol oynamaktadir (Kaitna ve ark., 2000; Skoufias ve
ark., 2000; Uren ve ark., 2000; Reiko ve ark., 2003).

Tiimor hiicrelerinde sentezlenip normal dokularda hemen hemen sentezlenmeyen
¢ok az sayida proteinlerden bir tanesi olan survivin, kanser belirteci olarak
kullanilmaya uygun bir anti-apoptotik proteindir.

/
[sns ]
v

<

Sekil 6. p53 ve Survivin Arasindaki Etkilesim (Sah ve ark., 2006) a) Sin3-HDAC (Histon
deasetilaz) etkilesimi, b) pS3-E2F kompleks olusumu, ¢) pRB-E2F kompleks
olusumu

HDAC-pS3EXF
Kompleks

pS3-E2F Kompleks

Bcl-2

Bcl-2 proteini yaklasik 26 kDa agirhginda (Matsuo ve ark., 1997) bir anti-
apoptotik proteindir (Tsujimoto, 1998; Gross ve ark., 1999). a-heliks yapisinin ug
kisimda yer alan BH-3 bolgesi, diger molekiiller ile etkilesim saglamasi icin
kullanilmaktadir (Kelekar ve Thompson, 1998) (Sekil 7).

Bcl-2 proteini  mitokondri dig zarmin sitoplazmik ylizeyinde, endoplazmik
retikulum zarinda ve ¢ekirdek zarinda lokalize olmaktadir (Gren ve Kroemer,
1998). Bcl-2 proteini anti-apoptotik etkisini, mitokondri proteinlerinin, drnegin
sitrokom ¢ (Yang ve ark., 1997; Kluck ve ark., 1997) veya AIF’ nin (apoptotik
uyarici faktor) mitokondriden ¢ikmasini engelleyerek gostermektedir (Susin ve
ark., 1999). Bu engellemeyi de mitokondri zarmin potansiyelinin korunmasini
saglayarak basarmaktadir (Susin ve ark., 1999). Pankreas (Talar-Wojnarowska ve
ark., 2002), meme, prostat (Iervolino ve ark., 2002), kolorektal (Hague ve ark.,



1994) ve akciger (Ben Ezra ve ark., 1994) gibi kanser tiirlerinde bcl-2 proteinin
asirt sentezlendigi tespit edilmistir.

Pro-survival
od w3 omd ob ol of
| i1 — i 1 1M
Bcl-2 [ [BH] [EH3| [EH1]| ERE | Bel.2
Allesi ' ' Belx-Al
Reseptir domain Bel-w, Mell

Sekil 7. Bel-2’nin Yapisal Sekli (Cory ve Adams, 2002)
Ekstraselliiler Matriks

Ekstraselliiler matriks (ECM) hiicre farklilagmasinda, hiicre gelisiminde, apoptoz
da, doku olusumu ve devamliliginin saglanmasinda, tiimor olusumu ve metastaz
gibi bir ¢cok normal veya patolojik olaylarda dnemli etkiye sahiptirler (Streuli ve
ark., 1995; Varner ve ark., 1995; Ruoslahti ve Reed, 1994; Johansson ve ark.,
1997).

ECM; glikoproteinler, kollojenler ve proteoglikanlar olmak iizere {ii¢ ana
bilesikten olusmaktadir (Villa, 2003).

Glikoproteinler, polipeptit iskeletine kovalan olarak bagli oligosakkarit zincirleri
iceren proteinlerdir (Murray ve ark., 1996). Fonksiyonlarina gore glikoproteinler
iki gruba aynlirlar, ilk grup glikoproteinler yapiskan (adhesive) glikoproteinler
olarak bilinirler ve diger ECM bilesenleri ve hiicreler arasinda spesifik integrinler
yoluyla baglanti kurarlar. Fibronektin, vitronektin ve laminin bu grubun
iiyelerindendir. Ikinci grup glikoproteinler, hiicreler tarafindan salinan
matrisellillar proteinler olarak bilinirler. ECM bilesenleriyle ve coklu spesifik
hiicre ylizeyi reseptorleriyle etkileserek hiicre-matriks etkilesimini saglarlar.
Tenaskin, trombospondin, osteopondin, SPARC (asidik ve sisteince zengin
salgilanmis protein) gibi proteinler bu gruba dahil edilmektedir (Raines, 2000).

Kollajenler, genellikle subramolekiil kiimeler (fibril, filament) seklinde veya tek
baslarina yada diger ECM bilesikleriyle birlikte bulunmaktadir. En 6nemli
gorevleri ECM’nin biitiinliigiiniin korunmasi ve hiicrelerin matrikse baglh
kalmasina yardimci olmaktir. Ayrica sinyal molekiilii olarak gorev yaparak hiicre
davraniglarin1 ve hiicreler arasi diizenin olugmasina yardimci olurlar (Raines,
2000). Kollajen ve hiicreler arasindaki iletisim integrinler, diskoidin domain
reseptoril ve glikoprotein VI ile saglanmaktadir (Vogel, 2001).

Proteoglikanlar, kovalan bagh glikoz-aminoglikanlar iceren proteinlerdir (Murray
ve ark., 1996). ECM de bulunmakla birlikte hiicre zarinin etrafinda da bulunurlar.
Hiicre-hiicre ve hiicre-ECM tutunumunda etkili olduklar diisiiniilmektedir (Villa,
2003). Ayrica hiicre gociinde ve sinaptojenisis de etkili olduklan tespit edilmistir
(Bandtlow ve Zimmerman, 2000).

ECM hiicre iskeleti ve hiicre sinyal yolu ile integrinler sayesinde baglanti
kurmaktadir (Frisch ve Ruoslahti, 1997). Integrinler ilk olarak 1987 yilinda Hynes
(Hynes, 1987) tarafindan tanimlanmistir ve o ve B olmak iizere iki alt iiniteden
olustuklar tespit edilmistir (Hynes, 1992). Venter ve ark. (2001) insan genomun
da 24 o ve 9 B alt initesinin var oldugu gosterilmigtir. ECM integrin etkilesimi
sayesinde hiicrenin morfolojik degisimi, hiicre cogalmasi, hiicre farklilagmasi, gen
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ekspresyonu, hiicre i¢ci pH degisimi, hiicre ici Ca*™ konsantrasyonu kontrol
edilebilmektedir (Villa, 2003).

Epitel hiicreleri ile yapilan caligmalarda hiicrelerin ECM ile baglantisini
yitirdiklerinde hiicrelerin apoptoza gittikleri tespit edilmistir (Frisch ve Francis,
1994; Khwaja ve ark., 1997) ve buna benzer sekilde, avp3 integrinin de ECM’de
bulunan substrati ile baglantisim1 yitirdiginde kaspaz-8 aktive olup hiicreyi
apoptoza gotiirdiigii tespit edilmistir (Stupack ve ark., 2001; Cheresh ve Stupack,
2002).

Integrinler aldiklar1 ekstraselliiler sinyalleri hiicre icinde yer alan fokal adezyon
kinaz (FAK) (Ilic ve ark., 1998), fosfotidilinositol (PI) 3-kinaz (Lee ve Juliano,
2000) ve mitojen ile aktiflesen protein (MAP) kinaz/ekstraselliiler sinyal
diizenleyici kinaz (Howe ve ark., 2002) gibi sinyal proteinlerine aktararak hiicre
ici sinyal iletim mekanizmalarinin uyarilmasina neden olmaktadirlar.

ECM elemanlari, sitokinleri baglayarak, kanser hiicrelerinin baglanabilecegi ve
goc edebilecegi ortam saglarlar ayn1 zamanda hiicre yiizey reseptorleri ile
etkilesime girerek hiicre bilylimesi ve yasamsal sinyal yolaklar sayesinde timor
hiicrelerinin biiylimesine katkida bulunmaktadirlar (Aznavoorian ve ark., 1993;
Stetler-Stevenson ve ark., 1993).

Tiimor hiicrelerininde kendi ekstrasellular matrix proteinlerini iiretip salgilayarak
tiimor dokusu etrafindaki kompozisyonu olusturduklar1 gosterilmistir. Olusan bu
kompozisyon sayesinde tiimor hiicreleri hiicre cogalmasi, farklilagsmasi ve 6limii
ile ilgili spesifik biiyiime faktorlerini secerler (Vasaturo ve ark., 2005).
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GERECLER
Kullanilan Maddeler

% 70 etanol soliisyonu, akridin oranj, bovin serum albiimin, cis-platin, dimetil
siilfoksit (DMSO), etidyum bromiir (Sigma, Almanya), gliserol, MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolyum bromiir), flurosan isaretli hiicre 6liim Kkiti,
kolorimetrik hiicre 6liim kiti, hiicre proliferasyon kiti (Roche, 1svigre), NP-40,
penisilin-streptomisin soliisyonu, sodyum bikarbonat, sodyum kloriir, McCoy’s 5a
besiyeri, L-glutamin, fotal sigir serumu (Gibco, ingiltere), metanol (Merck,
Almanya), glisin (Applichem, Almanya), tripsin/EDTA (Biological Industries,
[srail), kaspaz-9 inhibitorii I, kaspaz-3 inhibitorii I (Calbiochem, Almanya),
trombospondin-1, fibronektin (Roche, 1svigre), kollajen (Sigma, ABD).

Sarf Malzemeler

5 ve 10 mI’lik plastik pipetler (HBG, Ingiltere), 10, 100, 1000 ve 5000 ul’lik pipet
uclan (Gilson, Fransa), 1000 pl’lik mikro santrifiij tiipii (Eppendorf, Almanya),
lamel, lam, thoma lam1 (Marienfeld, Almanya), 25 ve 75 cm’ flask, 96 kuyucuklu
plakalar, 15 ve 50 ml’lik santrifiij tiipii (TTP, Isvicre), steril petri kaplari
(Corning, ABD), polistiren yuvarlak tabanli tiip (Falcon-Becton Dickinson,
Almanya).

Kullamilan Cihazlar

Elisa cihazi (ELx808-1U) (Bio-Tek, ABD), hassas terazi (Ohaus, ABD), immiino-
floresan mikroskop ve fotograf atagmami (Olympus, ABD), invert mikroskop
(Olympus, ABD), karbondioksit inkiibatorii (Heraeus, Almanya), kuru hava
sterilizatorii (Heraeus, Almanya), manyetik karistirict (Heidolph, Almanya),
mikro santrifiij (Eppendorf, Almanya), otoklav (Hirayama, Japonya), megafuge
1.0/1.0R santrifiij (Heraeus, Almanya), spektrofotometre (UV-1208, Shimadzu,
Japonya), steril kabin (Holten, Ingiltere).

YONTEMLER
Hiicre Kiiltiirii ve Bilesiklerin Hazirlanmasi

U20S osteosarkoma hiicreleri Ingiltere’deki ATTC (Amerikan Doku Kiiltiirii)
hiicre bankasindan saglanmistir. Bu hiicre tipi 1964 yilinda J.Ponten ve E.Saksela
tarafindan 15 yasinda bir kizin tibia tiimoriinden elde edilmistir.

Hiicreler, % 10 fotal sigir serumu, % 1 penisilin streptomisin, % 1 L-glutamin
iceren McCoy’s 5a soliisyonu icerisinde 37 °C’de % 5 CO, ve % 95 hava iceren
atmosfer ortaminda Kkiiltirde tutulmuslardir. Hiicreler 1:3 oranminda 2x%
tripsin/EDTA soliisyonu ile alt kiiltiirlere ayrilmiglardir.

Hiicre Proliferasyon Deneyi

Tripsinlenerek kiiltiir ortamindan toplanan hiicreler, toma lamda sayildiktan sonra,
her bir hiicre konsantrasyonundan 4 kuyucuk olacak sekilde 96 kuyulu plakalara
ekim yapilmustir. Hiicreler 24, 48, 72 ve 96 saat 37 °C’de inkiibasyona maruz
birakildiktan sonra her kuyucuga % 1 BrdU igeren besiyerinden 20 pl eklenerek
37 °C’de 2 saat birakilmiglardir. 2 saat sonunda, 200 pl Fix-Denat hiicrelere
eklenerek 30 dk fiksasyona tabi tutulmuslardir. Daha sonra, her bir kuyucuga 100
pl Anti-BrdU konulup 90 dk bekletilmistir. 1x PBS ile 3 defa yikama isleminden
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sonra her kuyucuga 100 pl substrat soliisyonu konularak 20 dk reaksiyon icin
bekletilmistir ve bu siire sonunda ELx808-IU Bio-Tek plaka okuyucu da 340 nm
dalga boyunda okutulmustur.

Sitotoksisite Deneyi

1x10* hiicre/ml McCoy’s soliisyonu igerisinde siispansiyon haline getirildikten
sonra 200 pl hiicre siispansiyonu 96 kuyulu hiicre kiiltiirii tabakalarinin her
kuyucuguna aktarilmis ve aym1 zamanda hiicrelere final konsantrasyonu 19.2, 9.6,
4.8, 24, 1.2, 0.6, 0.30, 0.15, 0.075, 0.0375 uM olarak hazirlanan cis-platin
eklenerek 37 °C’ de inkiibe edilmislerdir. 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siiresi
sonunda her bir kuyucuga 20 ul MTT boyasi (5mg/ml) eklenmis ve 2 saat 37 °C’
de inkiibasyona devam edilmistir. Canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan
tuzlarinin ¢oziilmesi i¢in her bir kuyuya 200 pul DMSO eklenerek 10 dk oda
1sisinda inkiibe edilmislerdir. Renk degisimi, ELx808-IU Bio-Tek plaka okuyucu
da 540 nm dalga boyu ile belirlenmistir. Her bir konsantrasyon deney icerisinde
dort farkli kuyuda tekrarlanmistir. Bilesen ile muamele edilmeyen kontrol hiicre
canliigt % 100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlart %
olarak ifade edilmistir (Zeytinoglu ve ark., 2003).

Akridin Oranj Boyama

Tripsinlenen hiicreler hemositometrede sayilarak 1x10° hiicre/ml gelecek sekilde
hiicre soliisyonu hazirlanmistir. 1 ml hiicre soliisyonu, steril lamellerin
yerlestirildigi cam petri kaplarina aktarilmistir. Bu asamada onceden belirlenen
konsantrasyonlardaki cis-platin hiicrelere eklenerek belli zaman araliklarinda 37
°C de inkiibatér ortaminda tutulmuslardir. Bu siirenin bitiminde hiicreler 3 defa 2
dk siire ile 1xPBS soliisyonu ile yikanmistir. Son yikama isleminden sonra, cam
petrilere 1 ml % 70 etanol eklenerek 5 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmislerdir ve
daha sonra 5 defa distile su ile yikama islemine tabi tutulmuslardir. 2 dk
1xPBS’de bekletilen hiicreler 1:10 oraninda 1xPBS igersinde seyreltilen 200 pl
Akridin oranj (100 pg/ml) ve Etidyum bromiir (100 pg/ml) karisimi ile oda
1isisinda 5 dk inkiibe edilmislerdir. Hiicreler 1xPBS ile yikama islemine tabi
tutulduktan sonra lam ile preparat hazirlanmigtir. Bu asamadan sonra preparatlar
ya hemen floresan mikroskop ile incelemeye alinmis yada +4 °C de 1 hafta
saklanmistir (Cotter ve Martin, 1996).

Tunel Deneyi

Hiicreler 1200 rpm de 6 dk santrifiij edilmis ve toma laminda sayilmislardir. Her
bir kuyucuga 9% 10 hiicre gelecek sekilde ekim yapildiktan sonra kuyucuklardan
sollisyonlar uzaklagtirmis ve gutaralaldehit ile 1 saat oda sicakliginda fiksasyon
islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra hiicreler hafifce 1xPBS ile yikanmis ve buz
tizerinde (2-8 °C) permabilizasyon soliisyonu ile 2 dk inkiibe edilmislerdir. Bu
asamadan sonra lameller 2 kez PBS ile yikandiktan sonra kuyucuklar
kurutulmustur ve lameller tizerine 50 ul TUNEL reaksiyon karisimi konulmustur.
Ayrica negatif kontrol olarak kullanilacak lameller iizerine sadece 50 pl isaret
soliisyonundan aktarilmis ve 1 saat 37 °C de inkiibe edildikten sonra 3 kez PBS ile
yikanmislardir. Son asama olarak lameller ters ¢evrilerek lamlarin {izerine tirnak
cilasi ile yapistirilarak immiino floresan mikroskopta 515-550 nm dalga boyunda
goriintiilenmislerdir.
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Flurosan-isaretleme Yontemi ile Apoptozun Tespiti

200ul soliisyon icerisinde 1x10° hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara
konulmus ve istenilen konsantrasyonlardaki inhibitorler kuyucuklara eklenerek 1
saat 37 °C de inkiibe edilmislerdir (Del Bello ve Valentini, 2004). Daha sonra 2.4
uM konsantrasyonundaki cis-platin kuyulara eklenerek hiicreler 48 saat 37 °C de
inkiibator ortaminda tutulmuslardir. 48 saat sonunda 10 dk 200 g’de santrifiij
edilerek nekrotik hiicreleri igeren iist kisim kuyucuklardan uzaklastirilmis ve her
kuyucuga 200 pl lizis soliisyonu konularak 30 dk oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Bu siire sonunda plaka tekrar 200 g ‘de santrifiij edilerek iistte olusan
ve apoptoza gitmis hiicrelerin mono ve oligo niikleozomlarindan 20 pl alinarak
streptavidin ile kapl kuyucuklara konulmustur.

Sonraki asamada her kuyucuga 80 ul immiino reaksiyon soliisyonu konularak 2
saat oda sicakliginda inkiibe edilmisler ve bu siire sonunda hiicreler yikama
soliisyonu ile 3x kere yikandiktan sonra 100 pl substrat soliisyonu eklenmis ve 15
dk karanlikta oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicreler 450 nm
dalga boyunda ELx808-IU Bio-Tek plaka okuyucu da okutulmustur.

Ekstraselliiler Matriks ile Kaplama

Ekstraselliiler protein olarak fibronektin, kollajen ve trombospondin-1
kullanilmistir. Lameller 10 pg/ml fibronektin, 10 pg/ml trombospondin-1 yada 4
ug/ml kollajen ile +4 °C bir gece inkiibasyona tabi tutulmuslardir.

Istatistiksel Degerlendirme

Deney sonuclari, SPPS (Statistic Program for Social and Science) istatistik
programinda giinler ve gruplar parametrelerine karsi tek yonlii ANOVA ve Post-
Hoc testlerinden Tukey kullanilarak gerceklestirilmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA
U20S Osteosarkoma Hiicrelerinin Biiyiime Egrisinin Belirlenmesi

100 ul de farkli konsantrasyonlardaki (8x10% 4x10%, 2x10% 1x10% 5x10' ve
1><101) U20S hiicreleri 24, 48, 72 ve 96 saat inkiibe edildikten sonra zamana bagl
DNA sentezindeki artis kolorimetrik olarak (BrdU) ELISA okuyucusu ile 340 nm
de tespit edilmistir.

Baslangic hiicre sayilarina bagh olarak degisen U20S biiylime egrileri Sekil 8 ‘de
verilmistir.

8x107 ve 4x10” hiicre sayisi ile baslandiginda hiicre cogalmasinin 72 saat sonra
sirasiyla 0.708 ve 0.616 O.D. degerlerine yiikseldigi tespit edilmistir. Fakat 96
saat sonunda her iki degerde azalmanin basladig gozlenmistir (Sekil 8a,b).

Baslangicta hiicre sayisi 2x10° yada 1x10? almdiginda ise, DNA sentezinde
zamana bagh artislar gozlenmistir. Ozellikle hiicre sayisinin 2x10? oldugunda,
hiicre cogalmasinin 24 saat sonra 0.264, 48 saat sonra 0.349, 72 saat sonra 0.422
ve 96 saat sonrada 0.546 O.D. degerine yiikseldigi bulunmustur (Sekil 8c).

Baslangi¢ hiicre sayis1 5x10' yada 1x10"e diisiiriildiigiinde ise BrdU baglanma
oran diisiik seviyelerde tespit edilmistir (Sekil 8 e,f).
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Sekil 8. U20S Hiicre Biiyiime Egrisi. % 10 FCS icerisinde biiyiitillen  farkh
konsantrasyonlardaki (8x10* (a), 4x10*> (b), 2x10* (c), 1x10* (d), 5x10" (e),
1x10" (f)) U20S hiicreleri 96 kuyulu plakalara aktarilmstir. 24, 48, 72 ve
96 saat 37°C de inkiibe edilmislerdir. Her zaman dilimi sonunda hiicreler
BrdU ile 2 saat inkiibasyon ortamimda tutulmuslardir. Her bir sonu¢ noktas1 4
farklhh kuyunun ortalamasimi tammmlamaktadir ve deney iki kez tekrarlanmustir.
Anlamhlik degeri p< 0.05, Ortalama deger + St. Hata (n=4)
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U20S Hiicreleri Uzerine Cis-platinin Sitotoksik Etkileri

U20S hiicreleri 2x tripsin ile kiiltiir ortamindan toplanarak, 96 kuyulu plakalara
1x10*  /ml olacak sekilde ekim yapilmistir. Daha sonra, farkli
konsantrasyonlardaki (19.2, 9.6, 4.8, 2.4, 1.2, 0.6, 0.30, 0.15, 0.075, 0.0375 uM)
cis-platin ile hiicreler 24, 48 ve 72 saat 37 °C de inkiibe edilmislerdir. Sitotoksik
etkinin tespiti i¢in kullanilan MTT boyasi, canli hiicre mitokondrial dehidrogenaz
enzimlerinin etkisi ile renkli formazan tuzlarma doniismektedir (Zeytinoglu ve
ark., 2003).

Konsantrasyona bagh sitotoksik etki Sekil 9’da gosterilmistir. U20S hiicrelerinin
0.0375-0.6 pM konsantrasyonlarinda cis-platin ile 24 saat inkiibasyon sonucu %
3-5 oraninda sitotoksik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Cis-platin
konsantrasyonun artmasi ile sitotoksik etkininde paralel olarak artig1 gosterilmistir
(1.2 uM - % 26; 2.4 uM - % 17.5; 9.6 uM - % 40 ve 19.2 uM - % 47 sitotoksik
etki). 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise, en yiiksek cis-platin
konsantrasyonunun 24 saate oranla iki kat daha sitotoksik oldugu bulunmustur (%
86 sitotoksik etki ve p < 0.05). Aym sekilde 9.6 uM — 0.0375 pM konsantrasyon
aralig ile muamele edilen U20S hiicreleri % 90 - % 14 arasinda sitotoksik etki
gostermistir. 48 saat inkiibasyon sonunda, ICso degeri 4 puM olarak tespit
edilmistir (Sekil 9).

Inkiibasyon siiresinin 72 saate uzatilmasi ile de U20S hiicrelerinin cis-platine
kars1 gosterdigi sitotoksik etki konsantrasyona bagl olarak % 100 ile % 27
arasinda degismektedir.

Bu zaman araligindaki ICsy degeri ise 1.2 uM olarak tespit edilmistir.

Benzer sekilde, TC71 insan Ewing’s sarkoma hiicreleri ile 48 saat inkiibe edilen
cis-platinin ICsy degeri 630 nM olarak tespit edilmistir (Zhou ve ark., 2001).

Bunun aksine farkli kanser hiicre tipleri kullanilarak sitotoksik etki ¢alismalari
sonucunda ise, cis-platinin ICsg degerinin % 15-20 oraninda daha yiiksek oldugu
gosterilmistir. Ornegin, insan akciger kanser hiicreleri (Bel-7402) yada insan
fibrosarkoma hiicreleri (HT-1080) iizerine cis-platin sitotoksik etkileri
incelendiginde, 24 saat sonra ICsy degerlerinin sirasiyla 73.3 pM ve 63.3 uM
oldugu tespit edilmistir (Li ve ark., 2006).

Aymi sekilde, H460, H125, H661 ve M6H7 hiicrelerinde ise ICsy degeri sirasiyla
8.35 uM, 14.22 pM, 10.35 puM, 7.7 puM olarak bulunmustur (Paterson ve ark.,
1998). Cis-platinin yiiksek toksisitesine ragmen metastatik osteosarkoma iizerine
diger kemoterapik ilaglardan (Orn., Karboplatin) daha etkili oldugu saplanmistir
(Daw ve ark., 2006).

Bu calismada belirlenen sitotoksik etkinin (48 saat ICsy degeri 4 uM), literatiirde
yer alan cesitli hiicre tiplerine ve 6zellikle osteosarkoma hiicrelerine kiyasla daha
yikksek oldugu gozlenmistir. Bu farkin hem hiicre tipine hemde deneysel
uygulamadaki farkliliklardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Sekil 9. Cis-platin’in U20S Hiicre Canhhgma Etkisi. 1x10* / ml hiicre 96 kuyucuklu
tabakalara ekildikten sonra 19.2, 9.6, 4.8, 24, 1.2, 0.6, 0.3, 0.15, 0.075,
0.0375 uM konsantrasyonlarinda cis-platin ile 24, 48ve 72 saat inkiibe
edilmislerdir. Her bir veri 4 bagimsiz kuyucugun ortalamasim temsil
etmektedir. Kontrol grubunun hiicre cogalma yiizdesi % 100 olarak kabul
edilmistir. Anlamhilik degeri p< 0.05, Ortalama deger + St. Hata (n=4)

Apoptozun Morfolojik Olarak Belirlenmesi

Cis-platin ile uyarilan U20S hiicre apoptozu, sitoplazmik boya olan akridin oranj
ve DNA boyasi olan etidyum bromiir karigimi kullanilarak hiicre morfolojisindeki
degisimler gozlenmistir (Sekil 10).

MTT deneyi ile tespit edilen ICsy degeri dikkate alinarak secilen cis-platin
konsantrasyonlari (38.4, 19.2, 2.4 uM) ile hiicreler 48 saat inkiibe edildikten sonra
erken apoptotik hiicreler floresan mikroskop yardimiyla incelenmistir. Cis-
platinsiz U20S hiicreleride kontrol hiicreleri olarak degerlendirilmistir (Sekil
10a).

38.4 veya 19.2 uM cis-platin ile muamele edilen hiicrelerde 6liim oraninin yiiksek
olmasindan dolayi, cok sayida hiicre, morfolojik olarak incelenemedigi gibi
gozlenen hiicrelerde de apoptotik 6zellikler tespit edilememistir (Sekil 10 b ve c).
Bunun tersine, 2.4 pM cis-platin ile 48 saat inkiibasyona tabi tutulan U20S
hiicrelerinde sitoplazmik kiiclilme, hiicre zar1 tomurcuklanmasi ve apoptotik
kesecikler gibi apoptozun morfolojik degisimler gozlenmistir (Sekil 10d).

Bu kosullar altinda, toplam 478 hiicreden 115’inin apoptotik 6zellikler gosterdigi
tespit edilmistir (Apoptotik indeks = 24). Kontrol hiicrelerinde ise 484 toplam
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hiicreden yalnizca 28’nin apoptotik oldugu belirlenmistir (Apoptotik indeks =
5.8).

Aymni sekilde cis-platin ile muamele edilen A549 (insan akciger kanser hiicresi)
hiicreleri  kullanmlarak yapilan morfolojik calismada, cis-platin’in  A549
hiicrelerinde kromatin kondensasyonu ve DNA parcalanmasina neden oldugu
tespit edilmistir (Kosmider ve ark., 2004).

Elde edilen sonuglar, literatiirde yer alan calismalar destekler yondedir. 2.4 pM
cis-platinin 48 saat inkiibasyonu sonucu U20S hiicrelerinde morfolojik olarak
apoptozu uyardigi tespit edilmistir.

b)

Sekil 10. Cis-platinin U20S Hiicreleri Uzerine Morfolojik Etkileri. U20S hiicreleri 48
saat 38.4, 19.2 ve 2.4 pM cis-platin ile inkiibasyona tabi tutulduktan sonra
akridinoranj / etidyum bromiir ile boyamp floresan mikroskopta
(Olympus) incelenmistir. a) kontrol hiicreleri; b) 38.4 pM cis-platin ile 48 saat
inkiibe edilmis hiicreler; c¢) 19.2 pM cis-platin ile 48 saat inkiibe edilmis hiicreler ;
d) 2.4 pM cis-platin ile 48 saat inkiibe edilmis hiicreler

Apoptozun Niiklear Boya ile Belirlenmesi

Cis-platinin neden oldugu U20S hiicre apoptozu TUNEL boyama yontemi ile
incelenmistir. 48 saat inkiibasyon sonunda kontrole kiyasla TUNEL-pozitif
niiklear boyamada artis oldugu gozlenmistir (Sekil 11).

Benzer sekilde farkli konsantrasyonlardaki (25, 50 ve 100 uM) cis-platin ile
muamele edilen LLc-PK1 hiicrelerinde de niiklear boyama ile DNA
parcalanmasinin olustugu gézlenmistir (Liu ve Baliga, 2005).
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Bu kapsamda elde edilen sonuclar, cis-platin muamelesinin morfolojik apoptozun
yant sira U20S hiicrelerinde niiklear diizeyde DNA parcalanmasina da neden
oldugu gosterilmistir. Bu hiicrelerde apoptoz yalnizca erken diizeyde kalmayip
niiklear apoptotik mekanizmaninda indiiklendigi diistiniilmektedir.

a) b)

Sekil 11. Apoptotik U20S Hiicrelerinin Transferaz-Diizenleyici dUTP (TUNEL) ile
Belirlenmesi. 48 saat 2.4 pM cis-platin ile muamele edilen apoptotik
hiicreler floresan cekirdek boyasi ile tammlanmistir. a) Kontrol U20S hiicreleri
(20x), b) 48 saat 2.4 pM cis-platin ile muamele edilmis U20S hiicreleri (20x)

Cis-platin’in U20S Hiicrelerinde Apoptozu Uyarmasi

U20S  hiicrelerinin  morfolojisindeki ~ erken  apoptotik  degisimlerin
belirlenmesinden sonra, ge¢ apoptotik evrelerin olusumunu gostermek amaci ile
cis-platin (2.4 pM-48 saat) ile muamele edilen hiicre DNA’s1 Anti-DNA-
peroksidaz ile isaretlenmistir. Isaretli hiicre DNA’larinin absorbanslar1 450 nm’de
plaka okuyucuda Olciilmiistiir. Sekil 12°de goriildiigii gibi, 2.4 uM cis-platin ile
inkiibe edilen U20S hiicreleri, 0.615 absorbans gosterirken, cis-platinsiz kontrol
hiicre absorbansinin 0.177 oldugu bulunmustur. Deneysel kosullarda cis-platinin
U20S hiicre DNA’sinda kontrole oranla anlamli bir kirllmaya neden oldugu tespit
edilmistir. Pozitif kontrol (mono ve oligo niikleozomalar)’iin absorbans degeri ise
0.696 olarak oSlciilmiistiir.

Cis-platinin ve cis-platin ¢oklu kompleksi, BBR 3464 kullanilarak yapilan
calismada, U20S hiicrelerinin cis-platin ile 1 saat muamelesi sonucunda % 15
apoptotik oran tespit edilirken, BBR 3463’iin % 3’liik bir apoptotik orana neden
oldugu tespit edilmistir (Gatti ve ark., 2002).

Benzer sekilde, 40 uM cis-platinin 24 saat U20S hiicreleri ile inkiibasyon
sonucunda apoptotik oranin % 30 oldugu akim sitometresi ile gosterilmistir
(Mirandola ve ark., 2006).

Bu boliimde elde edilen sonuclar literatiir deki caligmalar1 ile paralellik
gostermektedir.

Daha diisiik konsantrasyonlarda 48 saat inkiibasyon sonucu apoptotik oranin bazal
diizeyden 3 kat daha yiiksek oldugu goézlenmistir.

Yukarida bahsedilen her iki ¢calismada da yiiksek konsantrasyonlar kullanilmasina
ragmen (40-50 uM cis-platin) kisa inkiibasyon araliklari uygulanmistir. Bu tez
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kapsaminda da cis-platinin diisiik konsantrasyonu (4 pM) kullanilarak inkiibasyon
siiresi uzatilmis ve elde edilen apoptotik oranin benzer oldugu gozlenmistir.

0,900 -
0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -
0,000 -

o Kontrol
m Cis-platin

O Pozitif Kontrol

Absorbans 450 nm

Sekil 12. U20S Hiicre Apoptozunun Cis-platin ile Uyarilmasi. U20S hiicreleri cis-platin
(2.4 pM) ile 48 saat uyarilmuis ve DNA kirthm orami ELISA- Hiicre Oliim Kiti  ile
belirlenmistir. Her bir veri bagimmsiz yapilan ii¢c deneyin ortalamasim
gostermektedir

Cis-platin ile Uyarilan U20S Hiicre Apoptozunda Kaspaz-3 ve -9’un Rolii

Cis-platin ile uyarilmig U20S hiicreleri, farkli konsantrasyonlardaki kaspaz-3 ve
kaspaz-9 inhibitorleri ile muamele edildikten sonra toplanan lizatlar, fotometrik
enzim-immiinoassay ile kalitatif ve kantitatif olarak in-vitro ortamda sitoplazmik
nukleozom-DNA kompleksinin 450 nm’de 6l¢iilmesi ile tespit edilmistir.

1x10* ml/hiicre 96 kuyucuklu tabakalara aktarildiktan sonra farkli
konsantrasyonlardaki (100-50-25-10 pM) kaspaz-3 (Ac-Asp-Glu-Val-Asp-CHO)
ve kaspaz-9 (Z-Leu-Glu(OMe)-His-Asp(OMe)-CH,F) inhibitorleri ile 1 saat 37°C
de inkiibasyona tabi tutularak (Del Bello ve Valentini, 2004) enzim aktivitesinin
baskilanmasi saglanmaistir.

2.4 uM cis-platin ile muamele edilen U20S hiicrelerindeki DNA parcalanma
orant % 87.3 bulunurken (Sekil 13a), bu oran 100 pM, 50 uM yada 25 pM
kaspaz-3 inhibitorii varhiginda sirasiyla % 85.5, % 80.4 ve % 94.1 olarak tespit
edilmistir. Inhibitoér konsantrasyonun 10 uM diisiiriilmesi ile de DNA parcalanma
orant % 46.9 bulunmus ve anlamli bir diisiis gozlenmistir. Pozitif kontrol olarak
kullanilan niikleozomal DNA parcalanma oranm1 % 100 kabul edilirken, bazal
diizey olarak alinan kontrol hiicrelerindeki (cis-platinsiz) DNA parc¢alanma orani
ise % 19.5 olarak ol¢iilmiistiir.

Del Bello ve Valentini (2004) yaptiklar1 ¢alismada cis-platin ile muamele edilen
Me665 melanoma, HeLLa (Rao ve ark., 2005) ve SK-NEL-2 (Park ve ark., 2005)
hiicrelerinde kaspaz-3 inhibitoriiniin enzim aktivitesini kontrol hiicre seviyesine
indirdigini gostermislerdir.

Kaspaz-9 inhibitorii, kaspaz-3’den farkli olarak konsantrasyona baglh bir etki
gostermistir. 100 pM kaspaz-9 inhibitorii ile DNA parcalanma orant % 33.1 iken
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bu oran konsantrasyona bagh olarak artmistir (50 uM-% 44.1; 25 uM-% 45.9; 10
UM- % 65.5) (Sekil 13b).

Mueller ve ark. (2003) 3 uM cis-platinli H12.1 (insan testis kanser), SCLC (Bang
ve ark., 2004), sican noral (Movsesyan ve ark., 2002) hiicrelerindeki apoptotik
mekanizmanin kaspaz-9 enziminin aktivasyonu iizerinden gerceklestigini spesifik
inhibitor kullanarak gostermislerdir.

Buna ek olarak, OHS (insan osteosarcoma) hiicrelerinin interferon —gama (IFN-y)
ile indiiklenmesi sonucu, spesifik inhibitoriin kaspaz-9 aktivitesini inhibe ettigi
tespit edilmistir, fakat apoptotik hiicre oraminda bir azalma olmadigindan
mekanizmanin kaspazlardan bagimsiz oldugu diistiniilmiistiir (Pedersen ve ark.,
2004).

Kaspaz-3 ve kaspaz-9 inhibitorleri kullanilarak elde edilen sonuglar,
konsantrasyona bagh olarak her iki inhibitoriinde U20S hiicre apoptozu iizerine
inhibe edici bir etkisi oldugunu gosterilmistir.

Literatiirde yer alan diger hiicrelerin apoptotik mekanizmasina benzer sekilde, cis-
platinle uyarilmig U20S hiicrelerinde de apoptotik mekanizmanin kaspaz-3 ve
kaspaz-9 ile baglantili oldugu diisiiniilmektedir. Bu kapsamda daha dar
spekturumlu  inhibitorler  kullamilarak  caligmanin  tekrarimin  yapilmasi
gerekmektedir. Yine benzer sekilde, dogrudan kaspaz-3 ve kaspaz-9’un enzim
aktivitesinin Ol¢iimiide, bu enzimlerin apoptotik U20S hiicrelerindeki etkilerini
tam olarak ortaya koyacag diisiincesindeyiz. Bu calismalarin apoptotik U20S
hiicrelerindeki cis-platinin etki mekanizmasinin aydinlatilmasi acisindan Snem
tasimaktadir.
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Sekil 13. Kaspaz-3 ve -9 inhibitorlerinin U20S Hiicre Apoptozu Uzerine Etkileri .
Farklh konsantrasyonlardaki (100-50-25 ve 10pM) Kaspaz-3 veya -9 inhibitorleri
U20S hiicreleri ile 37°C de 1 saat inkiibe edildikten sonra hiicre apoptozu
2.4pM cis-platin ile uyarilmistir. DNA parcalanma oram1 ELISA yontemiyle
tespit edilmistir (Gerecler ve Yontemler)
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U20S Hiicre Apoptozu Uzerine Ekstraselliiler Proteinlerin Etkisi

Uyartlmig U20S hiicre apoptozu iizerine integrinlerin etkisinin arastirilmasinda,
integrin aktivasyonu c¢esitli ekstraselliller matriks proteinleri  kullanilarak
saglanmistir.

Fibronektin (10 pg/ml), Trombospondin-1 (10 pg/ml) ve Kollajen (4 pg/ml) ile
muamele edilmis kaplar iizerine aktarilan U20S hiicrelerindeki sitoplazmik
nilkleozom-DNA kompleks oram1 ELISA (EIx808-IU) okuyucusu yardimi ile
tayin edilmistir.

U20S hiicre apoptoz orani cis-platinsiz ortamda % 25.6 oraninda iken, 2.4 pM
cis-platin eklenmesi ile bu oran % 93.5‘e yiikselmistir.

Hiicrelerin fibronektine (0uf;, o3p, avPs) (Sekil 14a), kollajene (a1, o2Pi, 03f)
(Sekil 14b) ve Trombospondin-1’e (aufi, o2Pi, avPs) (Sekil 14¢) baglanmalar
sonucunda cis-platinsiz ortamda olusan apoptoz oran sirasiyla % 25.6, % 26.9, %
26.9 olarak tespit edilmistir. Bu deney ortaminda her bir ekstraselliiler proteine
baglanan birden fazla integrin oldugundan, integrinlerin spesifik etkilerini
gbzlemek miimkiin olmamistir. Spesifik monoklonal antikorlar kullanilarak U20S
hiicre apoptozu lizerine integrinlerin spesifik etkilerinin arastirilmasi
diistiniilmektedir.

2.4 uM cis-platin ile apoptoza gétiiriilmiis U20S hiicreleri ekstraselliiler
proteinler ile kaph ortamlarda inkiibe edildiklerinde, fibronektine bagl hiicredeki
apoptoz orani % 69.2, kollajen de % 80.7 ve trombospondin-1 de ise % 78.2
olarak bulunmustur.

aiBi,  opP; ve asP; integrinleri i¢in substrat fonksiyonuna sahip kollajen IV
proteini T24E karsinoma (Stupack ve ark., 2001) ve preosteoklast hiicrelerinde
(Zhoa ve ark., 2005) apoptotik orani artirdigi tespit edilmistir. Bunun aksine
Jurkat T hiicrelerinde ise apoptotik mekanizmanin inhibisyonuna neden olmustur
(Aoudjit ve ark., 2000).

U20S hiicrelerinde, kollajene bagli apoptotik hiicre oranin % 26.9 oldugu ve bu
oranin 2.4 pM cis-platin ile muamele edildikten sonra % 80.7’ye yiikseldigi
gozlenmistir.

Cis-platinsiz ortamdaki U20S hiicrelerinin kollajene baglanmayarak apoptozun
basladig1 diisiiniilmektedir.

Trombospondin-1’e baglanan LNCaP (prostotik kanser hiicresi) (Bastain ve ark.,
2005) ve lenfoma hiicrelerinde (Li ve ark., 2003), Trombospondin’in apoptotik
siireci tetikledigi tespit edilmistir.

Benzer sekilde, bu tez kapsaminda U20S hiicrelerininde Trombospondin’e
baglanmasi ile apoptotik oranin % 26.9’a, cis-platinin varliginda ise bu oranin %
78.2’ye ulastig1 gozlenmistir.

Bu asamada Trombospondin-1’in U20S hiicrelerinde cis-platinsiz ortamda
apoptozu tetikledigi fakat etki mekanizmalarimin arastirilmast  gerektigi
diistiniilmektedir.

Fibronektine bagli U20S hiicre apoptotik orami diger proteinlere nazaran daha
disiik (% 25.6) oldugu belirlenmistir. Fakat ortama cis-platinin eklenmesi ile
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diger proteinlerde oldugu gibi hiicre apoptotik oraninin 2.7 katina artig
bulunmustur.

Literatiirde, NNCIT (insan embriyonik testis kanser hiicresi) (Andjilani ve ark.,
2006), NIH3T3 (fare fibroblast) (Wang ve ark., 2002), MM (¢ok yonlii myeloma)
(Chauhaun ve ark., 2003) ve A549 (Gu ve ark., 2002) hiicrelerinde fibronektinin
apoptozu engelledigi yada diisiik oranlarda apoptotik hiicrenin tespit edildigi yer
almaktadir.

Bunun aksine MDA MB 231 ve MCF7 (insan meme adenoKkarsinoma)
hiicrelerinde ise Fibronektin’in apoptozu artirdigi tespit edilmistir (Vasaturo ve
ark., 2005). Sonug olarak, Fibronektin’in apoptoz iizerine etkisinin hiicre tipine ve
dolayh olarakda integrin tipine bagl olarak degisim gosterdigi diisiiniilmektedir.

U20S osteosarkoma hiicrelerinde, ECM proteinlerinin ve bu proteinlere baglh
olarak aktive olan integrinlerin apoptotik mekanizmadaki etki siirec ve
basamaklarmin  bu tez kapsaminda arastinlmasi tedavi yOntemlerinin
gelistirilmesinde ve uygulamasinda yarali olacagi kanisindayiz.

Bu kosullar altinda kaspaz-3 enziminin apoptoz olusumundaki roliiniin
aragtirilmas1 amact ile ortama 10 pM kaspaz-3 inhibitorii eklenmistir ve
fibronektine bagli hiicrelerde % 42.5, kollajene bagl hiicrelerde % 45.7 ve
trombospondin-1’e bagli hiicrelerde ise % 34.7 oraninda apoptotik hiicre tespit
edilmistir. Bu sonuca bagl olarak U20S hiicrelerindeki apoptotik mekanizmanin
devaminda kaspaz-3 enziminin etkili oldugu soylenebilir (Sekil 14).
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’ inhibitér+cis-platin
0700 B O Pozitif kontrol
b)
Kollajen
0,90 ~
c 8:38 i o Kontrol(-cis-platin)
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Q. 8:28 i O Kollajen(-cis-platin)
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Sekil 14. U20S  Hiicre Apoptozu Uzerine Ekstraselliiler
24 saat +4°C de fibronektin (a),

kollajen (b) veya trombospondin-1 (c)

Proteinlerin Etkisi
ile

kaplanmus petrilere cis-platinli veya cis-platinsiz hiicreler ekim yapildiktan 2
saat sonra apoptotik hiicre oramm ELISA yontemi ile tayin edilmistir. Kontrol
hiicreler plastik petrilere ekildikten sonra ol¢ciime alimmustir. 10 pM kaspaz-3
inhibitorii ile hiicreler onciil inkiibasyona tabi tutulmuslardir
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SONUC ve ONERILER

Bu tez kapsaminda sonug olarak, U20S osteosarkoma hiicrelerinin 2.4 mM Cis-
platin ile 48 saat muamelesi sonucunda apoptotik mekanizmanin morfolojik ve
niikklear boyutta basladigi gézlenmistir. Bunun paralelinde, benzer deneysel
kosullar altinda biyokimyasal degisim olarak tamimlanan genomik DNA’nin
parcalanmasi da kantitatif olarak tespit edilmistir.

U20S hiicrelerinde Cis-platin ile baslatilan apoptotik mekanizmanin, mitokondri
membran potansiyelinin degisimine bagh olarak gerceklesen sitokrom-c salimim
yolaginin aktivasyonu ile olabilecegi, kaspaz-3 ve kaspaz-9 inhibitorlerinin
varliginda incelenmistir. Apoptotik sinyal iletiminde her iki kaspazinda bu sistem
icerisinde etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Ayrica apoptotik U20S hiicrelerinin apoptotik oranlarinin integrin aktivasyonuna
bagh olarak da degisim gosterdigi tespit edilmistir.  Ozellikle fibronektine
baglanan apoptotik hiicre oraninda diger proteinlere oranla azalma gézlenmistir.

Bu bulgular 1s181inda, U20S hiicrelerinin integrin profilinin belirleme ve buna
baglhh olarak da spesifik monoklonal antikorlar yardimiyla apoptoz
mekanizmasinda etkili olan integrinleri saptama ¢alismalarinin ileri ki agsamalarda
yapilmasi diisiiniilmektedir.
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