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ONSOZ

Bu ¢alismada, yeni sentezlenen antrakinon tiirevlerinin HeLa hiicre hatt1 (Serviks
kanseri) tizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirilmistir. Tiirevlerin
sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amac1 ile oncelikle mitokondriyal aktivite
Olgtimiine dayanan 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5 difenil tetrazolium bromid (MTT)
metodu uygulanmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, diisiik dozda daha
yiksek kemoterapotik etkiye sahip olan sekiz antrakinon tiirevinden dgiiniin
apoptotik etkileri aragtirilmisgtir.

Ant 3, Ant 4 ve Ant 6 tiirevlerinin HeLa hiicreleri {lizerinde tetikledigi erken
apoptoz, akim sitometrisi ile 6l¢iilen Anneksin V-FITC metoduyla belirlenmistir.
Ayrica madde uygulamasi yapilan HelLa hiicrelerinin liiminometre ile ADP/ATP
orani Ol¢lilmiistiir. Diger yandan, kaspaz-3 aktivasyonu akim sitometrisi ile DNA
fragmentasyonu ise Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
metodu (TUNEL) ile belirlenmistir. Tez kapsaminda bir antrakinon tiirevi olan ve
kemoterapotik etkisi bilinen mitoksantron kontrol maddesi olarak kullanilmistir.

Yiksek lisans egitimim siiresince ilmi ve fikirleri ile beni yonlendiren, insani,
ahlaki ve mesleki degerleri ile 6rnek edindigim, yaninda calismaktan onur
duydugum, hoggorii ve sabrini higbir zaman eksik etmeyen, ilgisi ve yardimlariyla
her zaman yanimda olan ve her seyden Onemlisi bana bilimi sevdiren degerli
danisman hocam Sayin Prof. Dr. Zerrin incesu’ya,
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arkadas¢a yaklasimi ile her tirlii sorunumu rahat¢a paylasabildigim, sabri ve
anlayisiyla her zaman yanimda olan degerli hocam Sayin Yrd. Dog. Dr. Filiz
Ozdemir’e,

Deneysel ¢alismalarim esnasinda her tiirlii konuda bana yardimci olan, bilgi ve
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arkadaslarim Sayin Biyolog Mesut Sen’e, Saym Biyolog Elif Apaydin’a, Sayin
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Okul hayatim boyunca bana yardimci olan ve emegi gecen biitiin hocalarima,
Sonsuz sevgisiyle her an beni saran biricik annem ve halama, canim kardeslerime,
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esirgemeyen nigsanlim Ahmet Mert’e,
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BAZI SENTETIK BILESIKLERIN ANTIi- KANSER OZELLIKLERININ
BELIRLENMESI

OZET

Giiniimiizde c¢esitli kanser tiirlerinde yogun olarak kullanilan antrakinon grubu
ilaglara farkli yan zincirlerin eklenmesiyle, terapdtik etkilerinin artacagi,
olusturulan yeni antrakinon tiirevlerinin kanser hiicrelerinde direng gelisiminin
engellenebilecegi bilinmektedir. Bu nedenle, ¢cok sayida yeni antrakinon tiirevleri
sentezlenmekte ve apoptotik etki mekanizmalar1 ayrintili olarak arastirilmaktadir.

Bu tez kapsaminda, yeni sentezlenen sekiz antrakinon tiirevinin HeLa hiicre hatt1
iizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkilerinin arastirilmistir. Tiirevlerin 1Cso
degerleri 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5 difenil tetrazolium bromid (MTT) metodu ile
belirlenmis olup, 24 saatlik sitotoksik dozlara gore en etkili bilesiklerin Ant 3 (ICso;
10uM), Ant 4 (ICso; 8uM) ve Ant 6 (ICso; 8uM) oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuglar dogrultusunda, bu tiirevlerin 1Cso ve daha diisiik dozlarinin HeLa hiicre
apoptozu lizerine etkileri ayrmntili olarak arastirilmistir. Anneksin V-FITC yontemi
ile dl¢iilen erken apoptotik hiicre orani, 6 saat Ant 6 (3 uM) inkiibasyonu sonrasinda
% 12.9’a yiikselmistir. Bu oran 2.6 uM mitoksantron ile % 2.0 olarak tespit
edilmistir. Buna gore Ant 6 tiirevi, mitoksantron ve diger tiirevlere gore hiicre erken
apoptozunu etkili bir sekilde uyarmustir. Bununla birlikte Ant 6 (3 uM) ile 24 saat
inkiibasyona tabi tutulan hiicrelerdeki DNA kiriklarima dayali apoptotik indeks %
54 olarak belirlenmistir. Akim sitometrisi tarafindan 6lgiilen kaspaz-3 aktivasyon
diizeyine bakildiginda ise, 6 uM Ant 3’iin 12 saat inkiibasyonu sonrasinda kaspaz
3 diizeyi % 18’e kadar yiikselmistir.

Sonug olarak, her ii¢ tiirev de mitoksantrona oranla, kisa inkiibasyon siiresi
sonrasinda, HeLa hiicrelerindeki apoptozu daha etkili bir sekilde uyarmistir.
Kemoterapotik potansiyele sahip bu antrakinon tiirevleri in vivo caligmalar
sonrasinda kanser tedavisine fayda saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: HelLa, apoptoz, antrakinon, hiicre kiiltiirii
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DETERMINATION of ANTICANCER ACTIVITIES of SOME
SYNTHETIC COMPOUNDS

ABSTRACT

Nowadays, it is known that therapeutic activity of drugs of the anthraquinone group
which are widely used in various cancer types could increase by adding different
side substitute to them and these new synthesized anthraquinone derivatives could
prevent development of resistance in cancer cells. Therefore, a wide range of
anthraquinone derivatives are synthesized and their apoptotic effect mechanisms
are studied in details.

In this thesis, cytotoxic and apoptotic effects of newly synthesized anthraquinone
eight derivatives on HeLa cell line were investigated. 1Cso values of derivatives
were investigated by 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5 difenil tetrazolium bromid
(MTT) method. After 24 hour, Ant 3 (ICso; 10 uM), Ant 4 (ICso; 8 uM) and Ant 6
(I1Cs0; 8 uM) were detected that the most effective derivatives compared to others.
In line with these results, the effects on HeLa cell apoptosis of 1Cso values and lower
doses of these derivatives were investigated in details. Early apoptotic cell ratio,
which was measured by Annexin V-FITC method, increased to % 12.9 after
incubation time for 6 hour of Ant 6. This ratio was detected as % 2.0 for 2.6 uM
mitoxantrone. According to this, Ant 6 induced early apoptosis of cells effectively
relatively mitoxantrone and the other derivatives. At the same time, apoptotic index
based on DNA fragments in cells which were incubated with Ant 6 (3 uM) in 24
hour was indicated as % 54. As for results of caspase-3 activation, caspase-3 level
increased to % 18 after incubation of Ant 3 for 12 hour.

As a result, each of three derivatives induced apoptosis of HelLa cells more
effectively than mitoxantrone at lower doses after short incubation time. These
anthraquinone derivatives, which have chemotherapeutic potential, will be useful
for cancer treatment after in vivo studies.

Keywords: Hela, apoptosis, anthraquinone, cell culture
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GIRIS VE AMAC

Gen mutasyonu sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir sekilde biiylimesi
ve ¢ogalmasiyla ile meydana gelen cagimizin en 6nemli hastaliklarindan biri
kanserdir. Yaygin goriilen kanser tiirlerinden biri olan serviks kanseri, diinya
Olgeginde 45 yas alt1 kadinlarda en sik goriilen ikinci kanser tiiridiir (http-3). Bu
nedenle, kansere yonelik yeni kemoterdpatik ajanlarin sentezi ve bunlarin etki
calismalar1 yogun bir sekilde devam etmektedir.

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterdpatik ajanlarin genel amaci, kanserli doku
hiicrelerini programli hiicre 6liimiine (apoptoz) siiriiklemektedir (http-10, Park ve
ark., 1997; Thompsob, 1995; Yildirim ve ark., 2010). Apoptoz, son yillarda kanser
tedavisi i¢in daha efektif terapotik modelleri arastirmaya yonelik calismalarin
hedefi olmustur. Apoptoz, normal yetiskin dokularin erken gelisim ve biiylime
doneminde onemli rol oynayan morfolojik olarak farkli bir ¢esit hiicre 6liimiidiir
(Gerschenson ve Rotello, 1992).

Tez ¢aligmasi kapsaminda, yeni sentezlenen antrakinon bilesiklerinin HeLa kanser
hiicreleri tizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.
Antrakinonlar, Ci14 Hg Oz, antrasenin en 6nemli kinon tiirevleri olup, diizlemsel
trisiklik yapilar1 DNA iplikgikleri ile etkilesime ge¢mektedir. Bu 6zelliklerinden
dolay1 kanser tedavisinde yaygm bir sekilde kullanilmaktadirlar. Ayrica
kemoterapide kullanilan bir antrakinon bilesigi olan antrasiklin grubu ilaglar DNA
onarim  mekanizmasindan  sorumlu  Topoizomeraz II  inhibitoriidiirler.
Sitotoksitelerinin 6nemli bir kismi topoizomeraz II inhibisyonu ile saglanir. Cift
iplikli DNA arasinda interkalasyona neden olarak DNA ve RNA sentezini etkileyen
yapisal degisiklikleri ve reaktif oksijen tiirleri olusturabilirler. Bu nedenle, bir
antrakinon bilesigi olan antrasiklin ile tedavi gormiis kanserli hastalarda
kardiyotoksisite gz ard1 edilemeyecek kadar fazla goriilmekte (Gharib ve Burnett,
2002; Faulds ve ark., 1997) ve kendini ¢ogunlukla konjestif kalp yetmezligi
seklinde gostermektedir (Hannun, 1997). Antrakinon tiirevlerinin sitotoksik
etkilerine sebep olan redoks bir siire¢ gecirdigi ve reaktif oksijen tiirleri
olusturduklar1 bilinmektedir (Ross ve ark., 1997; Burden ve Osheroff, 1999).
Ayrica, son donemde yaygin olarak kullanilan ve sentetik bir antrakinon tiirevi olan
mitoksantronun siklik tiirevlerinin DNA’ya kovalent olarak baglandigi ve bu
durumun sitotoksiteye sebep oldugu bildirilmistir (Rosenberg ve Hittelman, 1983).

Kardiyotoksisite tedavi segeneklerinin kisitli olmasi nedeniyle hem ilacin total dozu
smirlandirilmakta ve buna bagh olarak ilacin terapotik potansiyeli azalmaktadir.
Daha ucuz ve kematerapdtik olarak etkili bilesiklerin bulunmasi i¢in pek ¢cok analog
denenmistir ve kinon modifikasyonlar: ile ilgili ¢abalar slirmektedir. Bununla
birlikte metal iyonlar1 kullanilarak siiperoksit olusumunun ve kardiyotoksisitenin
daha az oldugu antrasiklin bilesikler iiretilmistir (Guin ve ark., 2012).

Diger yandan etkin 6zellikleri nedeniyle antrakinon bilesiklerinin yogun kullanimi
sonucu tedaviye karsi diren¢ gelismistir. Antrakinonlar Oncelikle DNA’ya
baglanarak daha sonra topoizomeraz II ile baglandiklar1 bildirilmistir. Bu siirecin
DNA’nin ¢ift iplik¢iginde kirilma, devaminda apoptoz ve hiicre Oliimii ile
sonuglandigi gosterilmistir (Joseph ve ark., 2010). Yapilan bir ¢alismada Meme
Kanseri Direng Proteini (BCRP), Adenozin Trifosfat (ATP) bagimli bir
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ksenobiyotik transport proteininin de direng gelisiminde aktif rol oynadigi
bildirilmistir (Ross ve ark., 1997). Literatiirde bu diren¢ mekanizmalarinin,
antrakinon iskeletine farkli yan zincirlerin eklenmesiyle DNA ¢ift ipligi ve
topoizomeraz Il ile farkli etkilesimler meydana getirmesiyle engellenebilecegi
ongoriilmektedir (Willette, 1998).

Antrasiklin kombinasyonlarinin hastaneye yatis geregi olmadan ayaktan rahat
uygulanabilmesi 6nemli bir avantajidir. Bazi c¢alismalarda antrasiklin igeren
kombinasyon kemoterapilerle % 10-20 gibi daha yiiksek yanitlar ve 14-16 aylik
medyan sagkalim artis1 sagladigi da gosterilmistir (Istkdogan ve ark., 2003; Loi ve
ark., 2004).

Dogal kaynakli antrakinon bilesikleri ¢ok sayida olmasinin yani sira ¢cok sayida ve
farkli siibstitiientlere sahip sentetik antrakinon bilesigi sentezlenmistir. Bunlardan
bir kism1 oldukga iimit verici anti-kanser 6zellikler gostermistir (Ehninger ve ark.,
1990).

Antrakinonlar en kiiglik yapisal degisiklikle farklt biyolojik etkilerde
bulunduklarindan farkli tiirevlerinin arastirilmasi kemoterapi tedavilerinin
gelistirilmesi agisindan gerekli goriilmistiir (Huang ve ark., 2004).

Bu nedenle tezde kullanilan yeni antrakinon tiirevlerinin HelLa hiicreleri iizerine
tespit edilecek olasi sitotoksik etkileri ya da apoptotik uyarici 6zelliklerinin serviks
kanser tedavisinde ilag gelistirme alaninda o6nemli katki saglayacagi
diistiniilmektedir.
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KAYNAK BILGISI
Apoptoz

Apoptoz, cogunlukla letal bir genetik programi isaret eden “programlanmis hiicre
olimii” ile sinonim kullanilan, normal yetiskin dokularin erken gelisim ve biiyiime
doneminde dnemli rol oynayan morfolojik ve fizyolojik olarak farkli bir ¢esit hiicre
olimiidiir (Gerschenson ve Rotello, 1992).

Hiicre 6liimiiniin belirtileri cogunlukla ¢evresel faktorler veya hastalik durumlarina
maruz kalma ile birlikte goriiliir. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde, istenmeyen
hiicrelerin uygun zamanda, ¢evre dokularda herhangi bir hasara neden olmaksizin
ortadan kaldirilmasi esnasinda apoptoz etkili rol oynamaktadir. Sonug¢ olarak
apoptoz terimi, canlilarin gelisme ve biliylime diizeninde dnemli rolii olan spesifik
bir hiicre 6liim seklini ifade etmektedir (Allen ve ark., 1993; Cohen, 1993).

Tarihge ve terminoloji

Omurgali1 ve omurgasiz canlilarin normal gelisimlerindeki hiicrelerin 6limii, 1951
yilinda Glucksmann, 1966 yilinda Saunders tarafindan tanimlanmistir. 1965 yilinda
Kerr, portal ven ligasyonundan sonra karaciger hiicresinde cesitli 6liim tipleri
oldugunu gostermistir.

1971 yilinda yine Kerr, "biiziisme nekrozu" olarak adlandirdigi yapiyi, kondanse
kromatin parcalar1 iceren ve organelleri korunmus niiklear kiimeleri hiicre
membranina iligik cisimler olarak tanimlamistir (Kerr, 1971).

Bu morfolojik degisimler, fizyolojik stimuluslar altinda ¢esitli hayvan dokularinda
da gorilmistir. Bu duruma, Yunancada bozulmak, azalmak anlamma gelen
"apoptoz" ad1 verilmis ve bunun mitoz boliinmeye aksi bir rol oynayabilecegi 6ne
stirtilmistiir (Kerr, 1972). Yapilan ¢alismalar ise, apoptoz mekanizmasinin, nekroz
mekanizmasindan farkli bir hiicre 6liim tipi oldugunu géstermistir (Allen ve ark.,
1993; Schwartz ve Osbourne, 1966).

Fizyolojik bir islem olarak apoptoz

Apoptoz, organizmalarin normal gelisimi esnasinda ve yetiskin organizmadaki
cesitli hiicre tiplerinin tahribi esnasinda spesifik hiicrelerin kaybindan sorumludur.
Apoptozun fonksiyonel mekanizmalar1 hiicrede denge unsurunu olusturmaktadir
(Thompson, 1994).

Apoptoz tek hiicreli canlilarda hiicre 6liimiiniin tek yoludur (Lumachi ve Basso,
2002). Cok hiicreli canlilarda ise genetik kaynakli hiicre hasarinin engellenmesi
veya hiicrenin tamamen ortadan kaldirilmasi apoptoz vasitasiyla gergeklesir.
Boylece hasarmn yayilmasi ve tiimdr olusumu gibi zararli olasiliklarin Oniine
gecilmis olur (Evan ve Littlewood, 1998).

Apoptozun olusmasindan 6nce hiicresel replikasyon islemi durur, bu esnada DNA
tamiri gerceklesemezse apoptoz ile sonuglanan olaylar serisi baslar. Bu sirada
apoptozun baslayip baslamamasi genetik hasarmm boyutuna, hiicrenin tipine ve
hiicrenin tretkenlik potansiyeli olan timor gelistirme riskine baghdir (Evan ve
Littlewood, 1998).

Apoptoz yalnizca organogenez ve sinaptogenez olaylarinda degil, farklilagsmig
dokularm olgunlagmasinda da 6nemli bir isleve sahiptir. Ciinkii apoptoz viicuttaki
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tim hiicrelerin sabit sayida tutulmasni ve immiin sistem faaliyetlerinin
gerceklesmesini saglar (Evan ve Littlewood, 1998). Aktive edilmis lenfositlerin
dogrudan apoptoz vasitasiyla kendi antijenlerini elimine etmeleri bu duruma 6rnek
olarak verilebilir (Wyllie, 1980a).

Apoptotik hiicre miktarmda goriilen bir artis, organizmadaki dengenin olumsuz
yonde bozulmasina, Alzheimer ve Parkinson gibi dejeneratif hastaliklardan,
Edinilmis Bagisiklik Eksikligi Sendromu (AIDS) gibi kronik hastaliklara ve hatta
immiinolojik hastaliklara neden olabilir (Saikumar ve ark., 1999; Mountz ve ark.,
1996).

Ayrica apoptoz; lyelerin olusumunda, el ve ayak parmak gelisimi sirasinda ara
dokunun ortadan kalkmasida, omuriligin bi¢imlenmesinde, erkek fetiislerde
miiller kanalinin tahribati sirasinda, viral enfeksiyonlarda Councilman cisminin
olusumunda ve menstrual siklus gibi bir¢ok olayda goriilmektedir (Marshall ve ark.,
2007; Jacobson ve ark., 1997).

Apoptozun Asamalari

Yapilan in vitro calismalar apoptozun ani gergeklesen bir olay oldugunu
gostermektedir. Apoptotik uyaridan sonra hiicre hizla ortamindan uzaklasir,
morfolojik olarak yuvarlaklasirken igerigi bir araya toplanir ve sitoplazmasi
biiziiliir. Protoplazmanin zardan uzaklasmasindan, apoptotik cismin olusumuna
kadar biitlin apoptotik olaylar zinciri birka¢ dakika igerisinde gerceklesir. Bununla
birlikte apoptotik hiicrelerin fagositozu i¢in daha uzun bir zaman gerekir. Hatta bu
islem 12-18 saat siirebilir (Walker ve ark., 1988; Wyllie, 1980a).

Apoptozda temel biyokimyasal olay, niikleusun kondensasyonudur. Apoptozun
gerceklesmesi sirasinda olusan DNA ¢oziilmesi olayi, kromatin yigilmasina dayali
olarak ortaya ¢ikar. Apoptoz islemi aktive edildikten bir saat sonrasinda DNA’da
tek iplikte bir ¢entik ile baslayan karakteristik ve geri doniissiiz bir pargalanma
gOriiliir. Bu ¢oziilmenin apoptozda anahtar bir rolii oldugu diistiniilmektedir (Tilly,

1992).

Kromatin, normalde kondens bir yapida olup daha diffiiz bir goriiniimdedir. Ancak
apoptozda siiperkondens bir hal alarak niikleus zar1 altinda kresentik goriiniim
olusturur. Floresan boyamada DNA, boncuklanmalar seklinde goriiliir, bunun
nedeni DNA’nin endoniikleaz ile olduk¢a 0zgiil sekilde interniikleozomal
bolgelerden 180-200 bp (baz ¢ifti) biyiikliigiinde pargalara ayrilmasidir (Tilly,
1992).
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Sekil 1. Kaspazlar ve DNA Coziilmesi (http-9)

DNA ¢6ziilmesi, DNA’y1 parcalayan enzim olan endoniikleaz aktivitesini arttirir
(Schwartzman ve Cidlowski, 1993). Bu enzimin aktive olmasi muhtemelen Ca/Mg
oraninin bir ya da daha fazla bir degerde olusuna bagl olarak gergeklesir. Ancak,
saglikl1 bir hiicrede basit hiicresel veya molekiiler bir olay apoptoza neden olabilir.
Bu durum hiicrelerin sahip olduklar1 intihar programiin aktive olup olmayacagini
belirleyen inhibitér bir molekiil tagimalar1 gerektigini gosterir (Schwartzman ve
Cidlowski, 1993; Tilly, 1992; Wyllie, 1980b).

Immiin elektroforez isleminde “ladder patern’ olarak isimlendirilen merdiven
bi¢iminde bir goriintii olusur. Normalde bir hiicrede birbirini takip eden 7 kirilma
onarilirken, apoptozda yaklasik 300.000 kirilma meydana gelir ve hiicre onarimi
gerceklesemez (Allen ve ark., 1993; Wyllie, 1986).

Apoptotik hiicrelerin taninmasi, plazma membranmdaki degisikliklere gore de
gergeklesir. Normalde hiicre membranmin i¢ tabakasinda olan fosfatidil serin,
aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis yapragina go¢ eder (Cohen,
1993; Cohen, 1998).

Hiicrelerin apoptoz siireci enerji gerektirir. Yapilan calismalara gére ATP nin hiicre
ici diizeyinin de hiicre 6liim seklinin se¢iminde belirleyici bir rol iistlendigini
gostermektedir (Hetts, 1998). Deneysel caligmalarda, ATP bulunan ortamlarda
secilen hiicre 6liim sekli apoptoz olurken, ATP yoksunlugu olan ortamlarda hiicre
Oliimii daha ¢ok nekroz seklinde gergeklesmektedir. Deneysel verilere dayanarak,
apoptozun son evresinde ¢ekirdek kondensasyonu ve DNA yikimi i¢in glikoliz ve
mitokondriyal solunum ile ATP saglanmasinin gerekli oldugu ileri siiriilmiistiir.
ATP, apoptozda harekete gegen bazi1 6zel kaspazlarin aktivasyonunda da dnemli bir
etmendir (Kerr ve ark., 1972).

Memelilerde iki temel apoptoz mekanizmasi bulunmaktadir. Bunlardan biri, 6liim
reseptorleri yolu (ekstrinsik) olarak ifade edilen, hiicre ylizeyinde bulunan
reseptorlere baglanan olim aktivatorleri ile tetiklenen apoptozdur. Digeri ise,
mitokondri yolu (instrinsik) olarak ifade edilen, hiicre icinde meydana gelen
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sinyallerde mitokondrinin aktif rol oynamasi ile tetiklenen apoptozdur (Cohen,
1993; Saikumar ve ark., 1999).

Oliim reseptirii yolu

Oliim reseptérii yolunda, apoptoz, hiicre dis1 ve hiicresel seviyede olusan gesitli
sinyaller yoluyla tetiklenebilir. Hiicresel diizeyde etkili ana fizyolojik aktivatorler;
Fas Ligant (FasL) ve Tiimdr Nekrozis Faktér (TNF) adli proteinlerdir. Oliim
faktorii olarak da adlandirilan bu proteinlerin, hiicre yiizeyindeki ilgili
reseptdrlerine baglanmasi ile Sinyal Kompleksi Iceren Oliim Proteini (DISC)
modiilii olusur ve daha sonra apoptoza giden yolakta kaspaz-8 aktivasyonu
gerceklesir (Grell ve ark., 1994).

TNF ailesine ait tip 2 transmembran proteini (Fas) lenfoid hiicrelerde,
hepatositlerde, bazi tiimor hiicrelerinde, akcigerlerde, miyokartta bulunmaktadir.
Ilgili ligandina FasL denir. Fas ve TNF 1 6ncelikle kendilerine dogal olarak bagl
bulunan 6liim bdlgeleri (death domain) ad1 verilen Oliim Bolgesi Proteini Iliskili
Tiimdr Nekrozis Faktdr Reseptorii Tip 1 (TRADD) ve Oliim Bolgeli Protein ile
[liskili Fas Adaptdr Molekiilii (FADD) ile interaksiyona girerler. Bu 6liim bolgeleri
prokaspaz-8’i aktiflestirir ve kaspazlarin kaskad tarzinda aktivasyonlarmi baslatir.
Ayrica 6liim bolgelerini inhibe eden proteinler de bulunmaktadir (Grell ve ark.,
1994).

FasL, immun yanit sonrasi aktif T hiicrelerinin, viriis ile enfekte olmus hiicrelerin
ve patolojik hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda kullanilan bir mekanizmadir.
FasL, sitotoksik T lenfositlerde (CTL) ve natural killer-dogal 6ldiiriicii (NK)
hiicrelerde bulunur. Hedef hiicrede bulunan reseptdérii Fas ile baglandiginda
apoptozu aktive eder. TNF, hedef hiicredeki TNFR-1 ve TNFR-2 adl reseptorleri
ile baglandiginda apoptozu aktive etmektedir (Grell ve ark., 1994).

Apoptoz, agir DNA hasarma yanit olarak Tiumor Protein 53’tin  (p53)
indiiksiyonuyla da baslatilabilir. p53 pro-apoptotik Apoptoz Diizenleyici Protein
Ailesi (bcl-2) tiyesi olan Bax’in indiiksiyonuna yol agarak apoptozu baslatir. p53
ayrica Fas ve Oliim Reseptorii 5 (DR5) gibi hiicre yiizey 6liim reseptorlerinin
indiiksiyonuna da neden olabilmektedir (Grell ve ark., 1994).

Mitokondri yolu

Hiicre i¢i reaktif oksijen radikallerindeki artis, Adenozin Difosfat/Adenozin
Trifosfat (ADP/ATP) oranindaki artis, Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat’in
(NADPH) azalmasi, Bcl-2 transkripsiyon veya translasyonundaki hatalar, hiicre
DNA hasarlar1 ile uyarilan hiicrelerde mitokondri membranmmin gegirgenligi
bozulmaktadir. Bu durum sitokrom c¢’nin mitokondri membranindan sitoplazmaya
gecerek apoptoz aktive edici faktor (Apaf-1) ve kaspaz-9 ile birlesip bir kompleks
olusturmasina neden olur. Bu yapiya apoptozom adi verilmektedir. Apoptozom,
inaktif prokaspaz-9’u aktif kaspaz-9’a donistiiriir. Aktif kaspaz-9 ise efektor
kaspazlardan prokaspaz-3’ii aktive etmektedir (Patel ve ark., 1996; Alnemri ve ark.,
1996).
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Apoptoza giden hiicrelerin fagositler tarafindan tutulmast

Apoptoza giden hiicrelerin genel fizyolojik oOzelligi olan hizli taninma
mekanizmasi, lizozomal enzimlerle pargalanmadan 6nce lokal fagositler tarafindan
bozulmamis hiicrenin igeri alinmasinda Snemlidir. Ayrica bu durum, komsu
hiicrelere zarar verilmemesi ve inflamatuar cevap olugsmamasi noktasinda da
iizerinde durulmasi gereken bir konudur. Apoptotik hiicreleri alan fagositler, bir
veya birden ¢ok tanima mekanizmasi olustururlar (Savill ve ark., 1993).

Apoptotik hiicrelerin fagositler tarafindan taninmasi1 ve fagosite edilmesi,
organizmay1 6len hiicrelerin zararl igerigine karsi korumaktadir. Ciinkii apoptotik
hiicrelerin temizlenmesindeki defektler tanimlanamayan yollarla hastaliklara yol
acabilir (Savill ve ark., 1993).

Apoptoz Sinyalinin Iletim Kaskadi
Kaskad sistemi

FasL ve TNF ilgili hiicredeki reseptorlere baglandiginda apoptotik sinyal alinmis
olur ve hiicre 6liime dogru gider. Apoptotik sinyal, hiicre i¢inde Kaspaz-8’e iletilir.
Kaspaz-8, 6liim sinyalinin iletiminde rol alan proteinazlardan biridir. Kaspaz-8’in
aktive olmasi ile birlikte diger proteinazlar kaskad halinde kendi kendine aktive
olarak 6liim sinyalini niikleusa kadar iletirler ve sonugta kromozomal DNA’nin
yikimima neden olurlar. Kaspazlar, zimojen (inaktif prekiirsor) olarak sitoplazmada
bulunan ve aktif merkezlerinde sistein yer aldigindan sistein proteazlar olarak
adlandirilan bir grup enzimlerdir. Su ana kadar 14 tanesi tanimlanmistir ve ¢ogu
apoptozda rol almaktadir (Nicholson, 1999).
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Kaspazlar

Kaspazlar apoptotik hiicre 6 liimii esnasinda 6nemli rol oynayan multigen ailesinden
olusan sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Kelime olarak "Cysteine Aspartate
Specific ProteASEs- CASPASE" olarak tiiretilmistir. Oncelikle inaktif proteinler
olarak sentezlenen bu enzimler ¢esitli yollarla aktive edilirler. Aktive olmalarinin
ardindan hiicresel hedeflerdeki tetrapeptit motiflerini amino asit spesifitelerine gore
tanir ve substrati, bir aspartat rezidiisiiniin karboksil tarafindan ayirirlar. Hiicre
Olimii srrasinda meydana gelen pek c¢ok seliller ve morfolojik degisimler, bu
enzimlerin rol oynadigi birtakim siireg¢ler sonucunda meydana gelir (Nicholson,
1999).

Kaspaz-1, kaspaz ailesinin prototipidir ve Onceleri prointerlokin-1-beta'nin
biyolojik aktif formuna doniigiimiinden sorumlu, interlokin-1-beta doniistiiriicti
enzim (ICE) olarak da adlandirilan, bir sistein proteaz olarak tanimlanmistir. Daha
sonralart ise ICE'nin diger sistein-proteazlardan farkli olarak amid bagmin N-
terminalindeki pl pozisyonu olarak bilinen ucunda aspartik asitin varligini
gerektiren farkl bir sistein-proteaz oldugu kesfedilmistir (Thornberry ve ark., 1992;
Cerretti ve ark., 1992).

Kaspazlara ek olarak bir serin proteaz olan granzim-B gibi baska proteazlar da
kaspaz aktivasyonunda gorev alarak ve bazen de kaspazlarin yerine fonksiyon
gorerek apoptotik hiicre 6liimiine katkida bulunur. Bu siralanmanin istisnalar1 da
mevcuttur. Ornegin kaspaz-2 kendiliginden aktive olabilir. Kaspaz-6 efektor
proteaz olarak gorev alabilir (Nicholson, 1999).

Kaspaz bagimli apoptoz

Apoptozom inaktif prokaspaz-9’u aktif kaspaz-9’a doniistiiriir. Aktif kaspaz-9 ise
efektor kaspazlardan prokaspaz-3’i aktive eder. Aktif kaspaz-3 kaspazla aktiflesen
deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease,
ICAD) inaktiflestirir. Boylece ICAD’iin bagladigi kaspazla aktiflesen
deoksiriboniikleaz (CAD) serbestlesir ve bu da apoptozun karakteristik
bulgularmdan olan kromatin kondensasyonu ve oligoniikleozomal DNA
fragmentasyonuna neden olmaktadir (Kelly ve Salvesen, 2003).

Hiicre Dongiisii ve Apoptoz

Bu entegrasyonda anahtar faktor bir tiimor supressor gen iirlinii bir protein olan ve

“guardian of the genome” olarak da tanimlanan p53°diir. p53 temel gorevi,
DNA’nin radyasyon veya bazi ilaglar ile hasar gordiigii zaman, hiicre dongiisiinii
G1 fazinda durdurup hiicrenin hasar gérmiis olan DNA’sin1 tamir etmesi i¢in ona
zaman kazandirmasidir. Bu sebeple p53, gen koruyucusu olarak ifade edilmektedir
(http-1).

p53 kanser hastalarinda mutasyonu en sik goriilen proteindir. Kanserlerin yaklasik
% 50’si i¢in mutanttir. p53 normal olarak bir siklin bagimli kinaz inhibit6rii (CKI)
olan Siklin Bagimli Kinaz Inhibitdrii 1’in (p21) sentezini arttirarak hiicre
cogalmasini bloke eder. Siklin-bagimli serin/treonin protein kinazlar (siklin-CDK)
kompleksine baglanarak onu inaktive eder. Hiicre siklusunun durmasi hiicreye
zaman kazandirmakla birlikte hiicrenin hasar gdérmiis olan DNA’smi tamir
etmektedir. Ama hasar tamir edilemeyecek kadar biiyiik ise bu kez p53 hiicreyi
apoptoza gotiiriir (http-1).
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Apoptoz ile Nekroz Arasindaki Farklar

Apoptoz ve nekroz, hiicre liimiiniin iki formudur. Genel olarak, nekroz; fizyolojik
olmayan etkiler sonucu gelisen ve yangiya neden olan bir hiicre 6liimiidiir. Apoptoz
ise cevre dokularda yangi olmaksizin tek hiicreyi etkileyen fizyolojik olarak
programlanmis hiicre dlimiidiir (http-2).

Bu iki 6lim sekli arasinda morfolojik ve biyokimyasal bazi farkliliklar oldugu
bilinmektedir. Ornegin, nekrozda hiicre igine asir1 sivi girmesi sonucu hiicre
siserken, apoptotik hiicre tam tersine kiigiilmektedir. Kromatin sekli nekrozda,
normal bir hiicredeki goriiniime benzerdir, ancak apoptotik hiicrenin kromatini
niikleus membranmin cevresinde toplanir ve kondanse olur. Nekrotik hiicrede
plazma membrani biitiinliglinii kaybeder. Bu durumun aksine apoptotik hiicre
membrani biitiinliigiini korur (Wyllie ve ark., 1980).

Nekrotik hiicre son asamada lizize ugrar, ama apoptotik hiicre kiiciik cisimcikler
olusturarak parcalanir. Apoptotik cisimcikler membranla kapli olan, farkli
miktarlarda nukleus veya diger hiicre i¢i yapilar igeren cisimciklerdir. Nekrozda
plazma membranmin biitiinligliniin bozulmasi sebebi ile hiicre igeriginin dis
ortama salinmasi sonucu inflamasyon uyarilir. Apoptozda ise apoptotik hiicre ya da
cisimcikler plazma membranlar1 hasarlanmaz, komsu hiicreler veya makrofajlar

tarafindan fagosite edilerek inflamasyon olugmasina neden olmazlar (Wyllie ve
ark., 1980).

Apoptozun en 6nemli 6zgilin yonii DNA’nin interniikleozomal bdlgelerden yaklagik
180-200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda parg¢alanmasidir. Bu durum yatay
jel elektroforezinde apoptoza 6zgii merdiven goriintiisiiniin ortaya ¢ikmasina neden
olur. DNA’y1 parcalayan bir Kkalsiyum/magnezyum (Ca/Mg) bagimli
endoniikleazdir. Ayrica, DNase I ve II’"de DNA parcalanmasindan sorumludur.
Hangi par¢alayici enzimin gorev alacagi hiicre tipine veya uyaranin 6zelligine bagli
olarak degisebilir (Wyllie ve ark., 1980). Nekrozda DNA fragmentasyonu
gergeklesir, ancak apoptozda oldugu gibi diizenli niikleozomal kirilma gozlenmez
(Wyllie ve ark., 1980).

Kanser ve Apoptoz

Apoptoz ve proliferasyon oranindaki dengenin bozulmasi kanserli hiicre
gelisiminde rol oynadigindan, apoptoz engellendigi takdirde hiicre sayisinda artis
gozlenir. Apoptoz mekanizmasinin uyarilamamasi (p53 gen defektleri) ya da
mekanizmanin herhangi bir basamaginda meydana gelen bir hata (Bcl-2’nin artisi,
Fas gen defektleri) timor gelisiminde rol almaktadir. Ayrica tiimor hiicrelerinin
dogal immiin mekanizmalar ile yok edilememesi de tiimor gelisiminde, 6zellikle de
tiimor hiicrelerinin yayiliminda énemli oldugu diisiiniilmektedir. Tiimor hiicreleri
cogunlukla sitotoksik T lenfositler ya da NK hiicreler tarafindan Fas/FasL bagimli
apoptoz yoluyla yok edilirler. Ancak tiimor hiicreleri aksi bir bicimde immiin
sistemden kacabilmektedirler. Malign hiicrelerin, konak bagisiklik sisteminden
kacismin ve sitotoksik immiin sistem hiicrelerinin tiimor hiicreleri tarafindan yok
edilmesinin kanser gelisimi ve progresyonu agisindan dnemi biiyiiktiir. Bu hallerde
timOr hiicrelerinin, olim faktori ireterek sitotoksik T lenfositlerde ve NK
hiicrelerde apoptozu baslattig1 diistiniilmektedir (Erdogan ve Uzaslan, 2003).
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Kansere neden olan viriisler enfekte ettikleri hiicrelerde fizyolojik apoptozu
engellemektedirler. Bu sekilde davranan iki tip insan papilloma viriisiiniin (HPV)
serviks kanseri olusturduklar1 saptanmistir. HPV viriislerinden biri E6 adinda bir
protein iireterek apoptozu baslatan p53’e baglanir ve apoptozu inaktive eder. Bu
durum hiicreyi apoptoza kars1 daha diren¢li kilmaktadir. Bu sekilde ¢ogalmaya
devam eden hiicre kanser hiicresine doniismektedir (Erdogan ve Uzaslan, 2003).

Tiimor hiicrelerinin apoptoza direng gelistirmesinin sebebi olarak sitoplazmik
membranda FasL artig1 ve Fas reseptor diizeyinde azalma gosterilmektedir. Ayni
zamanda Fas gen defektlerinin de tiimor hiicrelerinin yok edilmesini engelledikleri
bilinmektedir (Erdogan ve Uzaslan, 2003).

Fas-FasL. bagimli apoptoz mekanizmasi dogru diizenlendigi halde kanser
hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda gorev almaktadir. Sistemin istenilen diizeyde
calismamasi halinde kanser gelisimi durdurulamazken, sistemin istenilen diizeyden
fazla galigmas1 durumunda doku hasar1 meydana gelmektedir (Erdogan ve Uzaslan,
2003).

Serviks Kanseri

Serviks kanseri (rahim agzi), diinya 6lgeginde 45 yas alt1 kadinlarda en sik goriilen
ikinci kanser tiirli, meme ve akciger kanserinden sonra kanser neden ile ger¢eklesen
Olim vakalarinda tiglincli siradadir. Diinya ¢apinda iki dakikada bir, bir kadin
serviks kanserinden hayatini kaybetmektedir (http-3).

Serviks kanseri, kadin kanserleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Diinyada
yilda 493.000 kisi serviks kanser tanis1 almakta ve 274.000 kisi hayatini
kaybetmektedir (Parkin ve ark., 2005). Ortalama goériilme yas1 52°dir, ancak 35-39
ve 60-64 yas araliginda goriilme sikliginda belirgin bir artis bulunmaktadir (Jemal
ve ark., 2010).

Her y1l Avrupa'da 50 bin kadina, diinyada ise 500 bin kadina serviks kanseri tanis1
konmaktadir. Avrupa'da yilda 25 bin, diinyada da 250 bin kadin bu nedenle hayatini
yitirmektedir. Serviks kanseri gelismis lilkelerde kadm kanserlerinin % 3,6'sini,
gelismemis lilkelerde ise kadin kanserlerinin % 15'ini olusturmaktadir (http-3).

Tiirkiye'de en giivenilir kanser istatistiklerinin tutuldugu Izmir ilinde 1993-1994
yillarinda yapilan bir degerlendirmede serviks kanserinin; meme kanseri ve
kolorektal kanserlerden sonra iigiincii en sik kanser oldugu, insidansi da 100.000'de
5,4 olarak belirlenmistir (http-4).

Serviks kanserinin nedeni genellikle, insan papillomaviriisiidir (HPV) ve bu
virlisiin simdiye kadar tanimlanmis 100 farkl tiirii oldugu bilinmektedir. Bu tiirlerin
cogu diisiik risk igermektedir. Ancak, yiiksek riskli tiirleri serviks kanserine yol
acabilen anormal hiicrelerin gelismesine neden olabilmektedir. Gergekten serviks
kanseri vakalarinin ¢oguna iki tiir HPV (HPV 16 ve 18) sebep olmaktadir. Serviks
kanseri olgularmin yaklasik % 70’inde bu iki viriis tiirii bulunmustur (http-5).
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HelLa (Insan servikal karsinoma) hiicreleri

1951 yilinda Johns Hopkins Universitesinden Dr. George Gey ve esi Margaret Gey,
Henrietta Lacks isimli 31 yasinda serviks kanseri olan Afrika kokenli Amerikali bir
kadmin rahminden arastirmak iizere Insan Papilloma Viriisii 18 (HPV 18) ile
transforme edilmis hiicre 6rnekleri almiglardir (http-7). Arastirilmak iizere alian
Ornegin laboratuvar ortaminda hayatta tutulmasi ve cogaltilmas: ile birlikte,
1952°de Gey ve arkadaslar1 tarafindan, insan servikal karsinomasindan tiireyen
hiicrelerin siirekli serisi seklinde gézlemlenen HeLa hiicreleri ilk insan hiicre soyu
olarak bilim diinyasina kazandirilmistir (http-6; Gey ve ark., 1952). Son 60 yildur,
60.000’1n {izerinde yapilan ilgili calismalar ile diinyanin dort bir yaninda bilimsel
arastirmalarda kullanilan HeLa hiicreleri, kod ismini, alindiklar1 kisinin isim ve soy
isminin ilk harflerinden almistir (http-7).

HeLa hiicreleri dublikasyon siiresi yaklasik 23 saat olan, bulundugu kiiltiirdeki
diger hiicre hatlarini kolayca kontamine edebilmekte ve diger hiicre hatlarina oranla
oldukga hizli prolifere olmaktadir (http-8).

Epitel yapiya sahip olan HeLa hiicrelerinin % 98’1 kiigiik telosentrik kromozomlar
icermektedir (Florea ve ark., 2005; Macville ve ark., 1999).

HeLa hiicrelerinde p53 diizeyi diisiik bulunurken, retinoblastoma baskilayict gen
(pRB) seviyesi normal olarak tespit edilmistir (Baldi ve ark., 1996; Scheffner ve
ark., 1991).

Insan papilloma viriis 18 (HPV 18) proteini tastyan HeLa hiicrelerinden yiiksek
miktarda ¢oziinebilir APO—1/Fas antijeni salgilanmaktadir. Polioviriisii 1 ve 2,
Insan Polioviriisii 3, Adenoviriisii Tip 3, Encephalomyocarditis viriislerine
duyarhdir (Boshart ve ark., 1984; Bruder ve Kovesdi, 1997; Gasowska-Giszczak
ve ark., 2000; Macville ve ark., 1999; Scherer ve ark., 1953; Schneider-Gadicke ve
ark., 1986).

Sitozolik bir enzim olan acil fosfataz HelLa hiicreleri i¢in gii¢lii bir apoptoz
indiikleyicidir (Giannoni ve ark., 2000).

Kemoterapi Tedavisinde Antrakinonlar

Antrakinonlar, C14 Hg O, antrasenin en 6nemli kinon tiirevleri olup, diizlemsel
trisiklik yapilar1 DNA iplikgikleri ile etkilesime gegmektedir. Ayrica kemoterapide
yaygin olarak kullanilan bir antrakinon bilesigi olan antrasiklin grubu ilaglar DNA
onarim  mekanizmasindan  sorumlu  Topoizomeraz II  inhibitoridiirler.
Sitotoksitelerinin dnemli bir kism1 topoizomeraz II inhibisyonu ile saglanir. Ayni
zamanda ¢ift iplikli DNA arasinda interkalasyona neden olarak DNA ve RNA
sentezini etkileyen yapisal degisiklikleri ve reaktif oksijen tiirleri olusturabilirler.
Bu nedenle bir antrakinon bilesigi olan antrasiklin ile tedavi gormiis kanserli
hastalarda kardiyotoksisite goz ardi edilemeyecek kadar fazla goriilmekte ve
kardiyotoksisite tedavi segeneklerinin kisitli olmasi nedeniyle hem ilacin total dozu
siirlandirilmakta hem de terapdtik potansiyeli azalmaktadir. Diger yandan etkin
ozellikleri nedeniyle antrakinon bilesiklerinin yogun kullanimi sonucu tedaviye
kars1 direng geligmistir. Antrakinonlar oncelikle DNA’ya baglanarak daha sonra
topoizomeraz II ile baglandiklar1 bildirilmistir. Bu siire¢ DNA’nin ¢ift iplik¢iginde
kirilma, devaminda apoptoz ve hiicre 6liimii ile son bulmakta oldugu bildirilmistir
(Joseph ve ark., 2010).
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H. C A,
Sekil 3. Antrakinon Grubunun Genel Y apisi (Deveoglu ve Karadag, 2011)

Dogal kaynakli antrakinon bilesikleri ¢ok sayida olmasinin yani sira, simdiye dek
ylizlerce antrakinon bilesigi sentezlenmistir. Bunlardan bir kismi oldukga iimit
verici anti-kanser 6zellikler gostermistir (Ehninger ve ark., 1990).

Kemoterapide en yaygin olarak kullanilan antrakinonlar olan antrasiklinlerin
sentetik tiirevleri iizerinden konuya yaklasacak olursak, son donemde kanser
tedavisinde antrasiklin iceren kombinasyonlarin (Luo ve ark., 2005) antrasiklinsiz
rejimlere gore daha tistliin oldugu bulunmustur. Bu nedenle antrasiklinli tedaviler
meme kanserinde “altin standart” olarak yerini korumaktadir. Antrasiklinlerin
1970’11 yillarda kullanima girmesi ile meme kanserinin sistemik tedavisine yeni bir
perspektif kazandirmistir. Tek ajan olarak % 40-50 arasinda yanit orani saglamis,
kombine tedavilerle bu oran % 80’lere ulasmaktadir (Isikdogan ve ark., 2003,
Perez, 1990).

Antrasiklin kombinasyonlarmin hastaneye yatis geregi olmadan ayaktan rahat
uygulanabilmesi 6nemli bir avantajidir. Bazi g¢alismalarda antrasiklin iceren
kombinasyon kemoterapilerle % 10-20 gibi daha yiiksek yanitlar ve 14-16 aylik
medyan sagkalim artis1 sagladigi da gosterilmistir (Isikdogan ve ark., 2003; Loi ve
ark., 2004).

Son donemde yaygin olarak kullanilan ve sentetik bir antrakinon tiirevi olan
mitoksantronun hepatik veya ilerlemis ovaryum kanserli hastalarda palyatif
tedavide kullanildig: bildirilmistir (Coleman ve ark., 1989; Joseph ve ark., 2010).
Hepatik karsinomanimn intraarteryel ve ovaryum Kkanserinin intraperitoneal
tedavisinde basarili oldugu goriilmistiir (Markman ve ark., 1990; Shepherd ve ark.,
1985). Refrakter ve relaps multiply melanomda mitoksantron, deksametazon ve
fludarabin kombinasyonu etkin olabilmektedir (Luo ve ark., 2005). Onemli bir
sentetik antrakinon olan mitoksantronun, meme kanseri ve ovaryum kanserinde
kombine kullaniminda olumlu sonug¢lar alinmaktadir (Faulds ve ark., 1991;
Woijtacki ve ark., 2000).

Antrakinon tiirevlerinin sitotoksik etkilerine sebep olan redoks bir siire¢ gecirdigi
ve reaktif oksijen tiirleri olusturduklar1 bilinmektedir (Ross ve ark., 1997; Burden
ve Osheroff, 1999). Ayrica, mitoksantronun siklik tiirevlerinin DNA’ya kovalent
olarak baglandigi1 ve bu durumun sitotoksiteye sebep oldugu da bildirilmistir
(Rosenberg ve Hittelman, 1983).

Bu tiirevlerin kullanilmasinda kardiyotoksisite en 6nemli yan etkilerden birisi olup,
kendini ¢ogunlukla konjestif kalp yetmezligi seklinde gostermektedir (Hannun,
1997; Faulds ve ark., 1997). Daha ucuz ve kematerapotik olarak etkili bilegiklerin
bulunmasi i¢in pek ¢ok analog denenmistir ve kinon modifikasyonlar ile ilgili
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cabalar siirmektedir. Bununla birlikte metal iyonlar1 kullanilarak siiperoksit
olusumunun ve kardiyotoksisitenin daha az oldugu antrasiklin bilesikler {iretilmistir
(Guin ve ark., 2012). Ornegin, Epirubisin ve doksurubisinin yapis1 igerisindeki
daunozaminin 4 no’lu karbon atomuna bagli hidroksil grubunun epimerizasyonu
sonucu elde edilmis semisentetik bir tiirevi olarak yapisal farklari nedeni ile
farmakokinetik ve metabolik degisiklikler gostermektedir. Bu nedenle yan
etkilerinde artis olmaksizin doksorubisinden iki kat daha yiiksek dozlarda
kullanilabilmektedir (Robert, 1993).

Yapilan bir caligmada en az kardiyotoksik etkiye sahip, antrakinon bilesigi
bulunmasi amaciyla gelistirilen antrakinon tiirevi mitoksantronun, rat kalp
dokusunda ATP miktar1 6lciilerek, mitoksantronun dokuda 6nemli derecede diistis
meydana getirdigi bildirilmistir (Longueville, 1985; Lawton ve ark., 1990).
Mitoksantron ile ATP disiisii nedeniyle DNA tamir mekanizmalarinin enerji
tretimi diisiisii gergeklestigi tespit edilmistir (http-4).

Kardiyotoksisite disinda antrakinon bilesikleriyle karsilasilan sorunlardan bir digeri
ise ¢oklu ila¢ direncidir. Ozellikle meme kanserinde kombine ila¢ kullanimmda
ilaglara kars1 direng gelisimi oldugu bildirilmistir (Ross ve ark., 1997). insan Meme
Adenokarsinoma Hiicre Hattindaki (MCF-7) c¢oklu ilag direnci gelisiminin iki
transmembran ksenobiyotik protein, ABC transport proteinleri ve P glikoproteini
ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan bir ¢alismada BCRP, ATP bagimli bir
ksenobiyotik transport proteininin de direng gelisiminde aktif rol oynadigi
bildirilmistir (Ross ve ark., 1997).

Timoér  hiicrelerinde  P-glikoprotein  ekspresyonunun  artist  sonucunda
mitoksantrona direng olabildigi, bunun yaninda topoizomeraz II aktivitesindeki ya
da seviyesindeki degisiklik, DNA onarim mekanizmalarmimn gelistirilmesi ile
mitoksantrona tiimor hiicre direnci gelisebilecegi bildirilmistir (Fidler ve ark., 1986;
Jamison ve ark., 1990). Literatiirde bu diren¢ mekanizmalarinin, antrakinon
iskeletine farkli yan zincirlerin eklenmesiyle DNA c¢ift ipligi ve topoizomeraz II ile
farkli etkilesimler meydana getirmesiyle engellenebilecegi Ongoriilmektedir
(Willette, 1998).

Yapilan bir ¢alismada sisplatine direngli hiicrelerin sisplatin-antrakinon kompleksi
yeni bilesiklere kars1 ayni direnci gostermedigi ve bu platin komplekslerin niikleer
lokalizasyon gosterdigi tespit edilmistir (Gately ve Howell, 1993).

Mitoksantron ile yapilan bir calismada tuftsin ve retro tuftsin tiirevlerine kovalent
olarak bagli antrakinon tiirevlerinin ¢oklu ila¢ direncine ¢6ziim olabilecegi
onerilmektedir (Dzierzbicka ve ark., 2006).

Bu c¢aligmada, yeni sentezlenen antrakinon tiirevlerinin HeLa hiicreleri iizerinde
sitotoksik etkilerinin arastirilmasi ve daha sonra etkili bilesiklerin belirlenerek, bu
tirevlerin HeLa kanserli hiicre apoptozu iizerindeki rollerinin arastirilmasi
amaclanmustir.
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GERECLER
Hiicre Hatt1

HeLa (Servikal adenokarsinoma) hiicre hattt Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii’'nden temin edilmistir.

Kullamlan Kimyasal Maddeler

Sitotoksik ve apoptotik etkileri incelenecek olan antrakinon tiirevleri Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Meslek Bilimleri Boliimii Farmasotik Kimya
Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. Yusuf OZKAY tarafindan sentezlenmistir.

ADP/ATP seviyesi tespit kiti (Biovision-A.B.D.); Anneksin V-Floresanizosiyanat
(FITC)/Propidyum Iyodiir (PI) apoptoz kiti (BD-A.B.D.); dimetilsiilfoksit (DMSO)
(Applichem-Almanya); Disoydumbifosfat (Na2HPO4) (Merck-A.B.D.); Etil alkol
(Necm Kimya-Tirkiye), Fetal Bovine Serum (FBS) (Biochrom-Germany);
Minimal Essential Medium (MEM) (Gibco-iskogya), kaspaz-3 6lgiim kiti (BD-
US.A); MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid)]
(Applichem-Almanya); mitoksantron (Sigma, Aldrich-A.B.D.); penisilin-
streptomisin soliisyonu (Gibco-Iskogya); potasyum dihidrojen fosfat (KH2POa)
(Merck-A.B.D.) sodyum bikarbonat (NaHCO3) Merck-A.B.D.); sodyum dihidrojen
fosfat (NaH2PO4) (Merck-U.S.A); sodyum hidroksit (NaOH) (Merck- Almanya);
sodyum kloriir (NaCl) (Detsan-Tiirkiye); sodyum sitrat (CeHsNazO7) (Merck-
Almanya); paraformaldehid (Sigma, Aldrich-A.B.D.); tripsin (Biochrom-
Almanya); TUNEL hiicre 6liim tespiti kiti (Roche-Almanya); tween 20 (Sigma-
A.B.D.)

Kullanilan Cihazlar

Akim sitometri cihazi (Becton Dickinson FACSAria Il-Kanada), Azot Tanki
(Taylor Wharton-Almanya); buzdolabi (Argelik- Tiirkiye); karbondioksitli (CO2’1i)
etiv (Hera Cell 240 Thermo Scientific-Almanya); derin dondurucu (-20°C)
(Argelik No Frost-Tiirkiye); distile su cihazi (Niive- Tirkiye) Enzim Bagh
Immunosorbent Yontem (ELISA) reader (BioTek ELx800-US); etiiv (Niive-
Tiirkiye); filtre (Sartorious-Almanya); floresan mikroskop (Leica DMI 4000B-
Almanya) hassas terazi (Ohaus-Isvicre); inverted mikroskop (Leica-Almanya);
laminar kabin (Steril Kabin) (Heal Force-Cin); liiminometre (Perkin Elmer Victor
X5-USA); otoklav (ALP-Japonya); santrifiij (Hettich- Almanya); sterilizator
(Niive FN 500-Tiirkiye); su banyosu (Niive BM 302-Tiirkiye); vorteks (Yellowline-
Belcika).
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YONTEMLER

Hiicre Kiiltiiri

HeLa hiicreleri % 20 FBS, % 1 penisilin-streptomisin, % 1 L-glutamin iceren MEM
besiyerinde, % 5 CO>’li etiivde 37°C’de kiiltiir ortaminda tutulmustur. Hiicreler 1x
tripsin-EDTA soliisyonu ile her 3 giinde bir 1:3 ile 1:6 oranlar1 arasinda alt
kiiltiirlere ayrilarak pasajlanmiglardir.

Antrakinon Tiirevlerinin ve Mitoksantronun Hazirlanmasi

Yeni sentezlenen antrakinon tiirevlerinin 1 mM soliisyonlar1 bidistile suda
hazirlanmistir. Tirevlerin farkli konsantrasyon araliklar ise (5, 10, 15, 20, 30 ve
50 uM) hiicre besiyeri kullanilarak hazirlanmistir. Pozitif kontrol maddesi olarak
son donemde yaygin olarak kullanilan ve sentetik bir antrakinon tiirevi olan
mitoksantron kullanilmigtir. Mitoksantronun bidistile su ile hazirlanan 1 mM stok
soliisyonundan hiicre besiyeri ile seyreltme islemi yapilarak, 0.25, 0.5, 1, 5, 10 uM
konsantrasyonlar1 hazirlanmistir.

Mitokondriyal aktivite  3-(4,5-Dimetiltiazol-2-Y1)-2,5-Difeniltetrazolyum
Bromid (MTT) Sitotoksite Testi

Antrakinon tiirevlerinin ve mitoksantronun sitotoksik etkilerinin arastirilmasi igin
8x10° hiicre/ml de olacak sekilde hazirlanan HeLa hiicre siispansiyonundan, 100 pl
alinarak 96 kuyulu hiicre kiiltiirii tabakalarinin her kuyucuguna aktarilmistir. Daha
sonra, hiicrelere 5, 10, 15, 20, 30 veya 50 uM konsantrasyonlarinda antrakinon
tiirevleri ya da 0.25, 0.5, 1, 5, 10 uM konsantrasyonlarinda mitoksantron eklenerek
37°C’de 24 ve 48 saat siire ile inkiibe edilmislerdir. Bu siirelerin sonunda, her bir
kuyucuga 20 ul MTT boyasi (stok konsantrasyonu 5 mg/ml) ilave edilerek hiicreler
37°C’de 2 saat daha inkiibe edilmislerdir. Bu siire sonunda hiicrelerden MTT boyas1
uzaklastirilmis ve her bir kuyuya 200 ul DMSO eklenerek 10 dakika karistiricida
bekletilmistir. Renk degisimi, ELx800 Bio-Tek plaka okuyucusunda 540 nm dalga
boyu ile 6l¢iilmistiir. Maddeler ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligi %
100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak ifade
edilmistir. Deney sonuglar1 pozitif kontrole gére degerlendirilmistir. Deneyler her
seferde tli¢ bagimsiz kuyucukta gergeklestirilmekle birlikte iki kez tekrarlanmistir.

Anneksin V-FITC/PIl Yontemi

Hiicreler farkli zaman araliklarinda (6, 12 ve 24 saat) etkili antrakinon tiirevleri ile
ya da mitoksantronun farkli konsantrasyonlar1 ile 37°C’de, % 5 CO- igeren etiivde
inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler soguk PBS ile iki kez
yikanmis ve sonra 1x10° hiicre/ml sayilarak baglanma soliisyonu ile diliie
edilmistir. Hiicrelere 5 pl Anneksin V-FITC ve 5 ul Pl ilave edilerek hiicreler oda
sicakliginda karanlik bir ortamda 15 dakika inkiibasyona tabi tutulmustur. 400 pl
hiicre ¢ozeltisi akim sitometri tiiplerine aktarildiktan bir saat i¢inde analiz
edilmistir. Erken ve gec¢ apoptotik hiicre miktar1 pozitif kontrole gore
hesaplanmuigtir.
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Sitoplazmik ADP/ATP Seviyesinin Belirlenmesi

1x10° hiicre/ml de olacak sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonundan 100 pl
alimarak 96 kuyulu hiicre kiiltiirii tabakalarmin her kuyucuguna aktarilmistir.
Hiicreler farkli konsantrasyon araligindaki (3-10 pM) antrakinon tiirevleri ya da
mitoksantron (2.6-4.4 uM) ile 6, 12 veya 24 saat 37°C’de inkiibasyona tabi
tutulmustur. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklardaki hiicre kiiltiirii besiyeri
uzaklastirilmis ve 50 pl niikleotid serbestlestirici soliisyon eklenerek 5 dakika oda
isisinda yavasga calkalanarak inkiibe edilmistir. ATP oOlglimii igin Ornekler
liminometre plakalarina transfer edilerek bir dakika sonra 6rnekler Perkin Elmer
Victor X5 model liminometrede okunmustur (Veri A). ADP OGlgiimii igin ise
ornekler 10 dakika Inkiibasyondan sonra okunmustur (Veri B). Daha sonra 1 pl
ADP doniistiiriicti enzim eklendikten sonra tekrar hiicreler cihaza alinarak okunma
islemine tabi tutulmustur (Veri C). ADP/ATP oram, asagidaki formiil kullanilarak
hesaplanmistir.

ADP/ATP = Veri C-Veri B/Veri A

Deney birbirinden bagimsiz olarak 8 kez yapilmis, elde edilen sonug verilerinin
ortalamasi alinarak hesaplanmistir.

Kaspaz-3 Aktivitesinin Belirlenmesi

Hiicreler farkli konsantrasyon araligindaki (3-10 pM) antrakinon tiirevleri ya da
mitoksantron (2.6-4.4 puM) ile 6, 12 veya 24 saat 37°C’de inkiibasyona tabi
tutulmustur. Kaspaz-3 aktivitesinin belirlenmesinde (BD Pharmingen PE) Aktif
Kaspaz-3 Apoptoz Kit kullanilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiir tiipiine
alman hiicreler 3 dakika 1200 rpm hizinda santrifiij edilmistir. Uzerine 3 ml soguk
Fosfat Tuzlu Tampon (PBS) ilave edilerek 3 dakika 1200 rpm’de santrifiij edilerek
stipernatant atilmistir. Daha sonra 500 ul Cytofix/Cytoperm igerisinde siispansiyon
haline getirilmistir ve Thoma laminda hiicre saymmi yapilmistir. Hiicre
siispansiyonu 500 pl soliisyonun igerisinde 1x10® hiicre olacak sekilde diliie
edilmistir. Orneklerden 500ul alinarak farkli kiiltiir tiiplerine aktarilmistir. Daha
sonra hiicrelere 500 pl Cytofix/Cytoperm eklenerek 20 dakika buzda inkiibasyona
tabi tutulmustur. 3 dakika 1200 rpm’de santrifiij isleminden sonra, siipernatant
atilarak, 500ul Perm/Wash buffer eklenmistir. Yikama isleminden sonra drneklere
daha 6nce hazirlanan 100ul Perm/Wash ve 20ul antibody eklenip 30 dakika oda
sicakhiginda inkiibasyona birakilmistir. Her bir 6rnege 500ul Perm/Wash eklenerek
akim sitometrisinde okuma gergeklestirilmistir.

TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end
labeling) Yontemi

Hiicreler farkli konsantrasyon araligindaki (3-10 pM) antrakinon tiirevleri ya da
mitoksantron (2.6-4.4 uM) ile 6, 12 veya 24 saat 37°C’de inkiibasyona tabi
tutulmustur. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler % 2’lik paraformaldehit igeren
PBS ile 15 dakika 15-25 °C’de fiksasyona tabi tutulmustur. Fiksasyon islemi
sonrasinda PBS ile yikanan hiicreler permeabilizasyon i¢in 2 dakika buzda % 0.1
polioksietilen 20 (Tween 20) ve % 0.01 sodyum sitrat ile inkiibe edilmislerdir. Daha
sonra hiicrelere 50 ul TUNEL reaksiyon karigimi eklenerek 37°C’de karanlik
ortamda 60 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun bitiminde, floresan
isaretli DNA kiriklar1 floresan mikroskobunda 40x biiylitmede incelenmis ve
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fotograflanmistir. Goriintiilerin yatay eksen oOlcegi 164 um uzunlugundadir.
Cizelge 9’un olusturulmasinda kullanilan apoptotik indeks verileri floresan
goriintiilerde, birim alanda sayilan apoptotik hiicre sayisinin, ayni alanda sayilan
toplam hiicre sayisina oranmin yiizde deger elde edecek sekilde hesaplanmasi ile
bulunmustur.

VERILERIN iSTATIKSEL ANALIiZi

Istatiksel degerlendirmeler icin Graphpad 6 programu kullanilmistir. Elde edilen
verilerin iki yonli ANOVA ile tekrarli ve ¢oklu karsilastirmalar1 uygulanarak
anlamliliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak p< 0.05 kabul edilmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA
Antrakinon Tiirevlerinin Hiicre Canlihg Uzerine Etkileri

Farkli konsantrasyonlardaki yeni sentezlenen antrakinon tiirevlerinin
(Sekil 4) ve pozitif kontrol maddesi olan mitoksantronun HeLa hiicre
canliligi {izerine etkileri zamana bagli olarak MTT deneyi ile
belirlenmistir.

Mitoksantron

OH
/rNH
OH 0 HN
OH © HN\L
NH
OH

5

)LN /\\\_
5 K
Chemical Formula: Cq HoN;055,

Exact Mass: 409,09

OO0
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Chemical Formula: €5, H;N;0, 58,
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]
Ant-1 I I I
N
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Ani-7 9
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Chemical Formula: CayHaa Ny 045,
Exact Mass: 450,12
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Chemical Formula: CagHagN 055,
Exact Mass: 512,13

Sekil 4. Mitoksantron ve Antrakinon Tiirevlerinin Kimyasal Y api Formiilleri

Elde edilen sonuglar, 0.5 uM mitoksantron ile muamele edilen HelLa
hiicrelerinin, 24 saatte % 151.35 canlilik gosterdigini inkiibasyon siiresinin
48 saatte uzatilmasi ile hiicre canliliginm % 81.62°ye diistiigiinii
gostermistir  (Sekil 5). Mitoksantronun konsantrasyonunun 10 Kkat
arttirtlmasi ile (5 pM) HeLa hiicre canliligi maddesiz kontrol hiicrelerine
gbre zamana bagli olarak anlamli bir sekilde inhibe edilmistir (p<0.0001)
(Sekil 5). Mitoksantron i¢in maksimum yar1 inhibitér konsantrasyon (1Csp)
degeri 4,4 uM, % 80 hiicre canliliginin tespit edildigi maksimum % 20
inhibitér konsantrasyon (ICso) degeri ise 2,6 uM olarak belirlenmistir

(Cizelge 1).
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Sekil 5. Mitoksantronun Farklh Konsantrasyon ve Zaman Arahginda Belirlenen %
Canlihk Oram. Kontrol grubunun hiicre ¢ogalma oram % 100 olarak kabul
edilmistir. Her bir veri noktasi 8 bagimsiz kuyunun ortalamasim temsil
etmektedir

Dimetilditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-antra[1,2-
d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 1) bilesiginin 5 pM dozu 24 saat
inkiibasyonu siiresi HeLa hiicrelerinin canlilig1 iizerine anlamli bir etki
olusturmamistir. Ancak 5 uM dozda inkiibasyon siiresi 48 saatte
uzatildiginda zamana bagli olarak, Ant 1 tiirevi hiicre canlilig1 % 60 olarak
bulunmustur (Sekil 6). Bununla birlikte, 10-50 uM yiiksek doz uygulamasi
her iki inkiibasyon siiresinde de HeLa hiicre canliligmin doza bagli olarak
% 60 ile % 20 oraninda bulunmustur (Sekil 6). Ant 1 i¢in ICsp 18 uM
olarak, 1Cgo degeri ise 7 uM olarak belirlenmistir (Cizelge 1).

ANT 1
C21H19N302S2
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X
< 100- = sum
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P-4
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o
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E3 soum
50uM
0
N °
) N
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Sekil 6. Ant 1 Tiirevinin Farklh Konsantrasyon ve Zaman Araliginda Belirlenen %
Canlilik Orani. Kontrol grubunun hiicre ¢ogalma orani % 100 olarak kabul
edilmistir. Her bir veri noktasi 8 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil
etmektedir

21



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Pirolidin-1-ditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-antra[1,2-
d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 2) bilesiginin 5, 10 15, 20, 30 ve 50 uM ile
24 ve 48 saat inkiibe edilen HeLa hiicrelerinin canlilik oranlar1 zamana ve
doza baglh olarak azalis gostermistir (Sekil 7). 10 uM Ant 2 ile muamele
edilen HeLa hiicre canliligi % 77. 79 olarak bulunurken, 15 uM Ant 2 ile
24 saat inkiibe edilen HeLa hiicre canliliginin % 51.77 oldugu tespit
edilmistir. Ant 2 tiirevinin diisiik dozu Ant 1 tiirevine gore daha sitotoksik
etki gostermistir. Bu sonug, Ant 2’ye eklenen pirolidin substitiientinin
sitotoksite iizerinde daha etkili oldugunu gostermektedir. Ant 2 i¢in ICsp
25 uM olarak, 1Cgo degeri ise 8 uM olarak belirlenmistir (Cizelge 1).

ANT 2
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KONSANTRASYON

Sekil 7. Ant 2 Tiirevinin Farkl Konsantrasyon ve Zaman Araliginda Belirlenen %
Canlilik Orani. Kontrol grubunun hiicre ¢cogalma oram % 100 olarak kabul
edilmistir. Her bir veri noktasi 8 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil
etmektedir

Morfolin-4-ditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-antra[1,2-
d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 3) bilesiginin uygulanan tiim
konsantrasyonlar1 ( 5, 15, 20, 30, 50 uM) ile 24 ve 48 saat inkiibe edilen
HeLa hiicrelerinin canlilik oranlar1 zamana ve doza bagl olarak azalig
gostermistir (Sekil 8). Bu tiirevin 1Cso degeri diger tiirevlere (Ant 1, 2, 5,
7, 8) oranla daha diisiik bulunmustur, yani HeLa hiicre canliligi {izerine
diisiik dozda etkili bir tiirev oldugu tespit edilmistir. Ant 3 i¢in ICso 10 uM
olarak, ICgo degeri ise 6 uM olarak belirlenmistir (Cizelge 1).
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Sekil 8. Ant 3 Tiirevinin Farkh Konsantrasyon ve Zaman Araliginda Belirlenen %
Canlibik Orami. Kontrol grubunun hiicre ¢ogalma oram % 100 olarak kabul
edilmistir. Her bir veri noktas:1 8 bagimsiz kuyunun ortalamasim temsil
etmektedir

Piperidin-1-ditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-antra[1,2-
d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 4) bilesiginin, HeLa hiicreleri {izerinde,
doza ve zamana baglh olarak sitotoksik etkide artis gostermistir (Sekil 9).
Bu tiirevin 1Csp degeri 8 uM ve % 80 hiicre canliliginin tespit edildigi
konsantrasyon degeri ise 5 uM olarak bulunmustur (Cizelge 1). Bu tiirev
diger antrakinon tiirevlerine oranla (Ant 1, 2, 5, 7, 8) daha diisiik dozlarda
etki gostermistir.  Ant 3 tiirevine benzer sekilde HeLa hiicrelerinin
canlilig1 iizerinde diisiik dozda etkili bir tiirev oldugu tespit edilmistir.

ANT 4
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Sekil 9. Ant 4 Tiirevinin Farklh Konsantrasyon ve Zaman Araliginda Belirlenen %
Canlilik Orani. Kontrol grubunun hiicre ¢ogalma oram % 100 olarak kabul
edilmistir. Her bir veri noktasi 8 bagimsiz kuyunun ortalamasimi temsil
etmektedir
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4-Metilpiperidin-1-ditiyokarbamik  asit  6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-
antra[1,2-d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 5) bilesiginin HeLa hiicreleri
canliliginda zamana ve doza bagl olarak diisiis gostermistir. 24 saat, 20
uM ve 30 uM Ant 5 ile inkiibe edilen hiicrelerin canliliklar: sirasiyla %
57.84 ve % 5294 olarak bulunmustur. Konsantrasyonun 50 uM
cikarilmasi ile canlilik % 19.80’¢ kadar gerilemistir (Sekil 10). Ant 5 i¢in
ICs0 34 uM olarak, ICgo degeri ise 8 uM olarak belirlenmistir (Cizelge 1).

ANT 5

C23H21N302S2

Z 100 = sum
; 7 — O 10um
S =1 ™ = 2 15uM
= " E % N = ||| 1 20uM
E % \ i E & \ i Ed 3oum
sMé%ﬁ% . =
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Sekil 10. Ant 5 Tiirevinin Farkli Konsantrasyon ve Zaman Aralhiginda Belirlenen %
Canlilik Orani. Kontrol grubunun hiicre ¢ogalma oram % 100 olarak
kabul edilmistir. Her bir veri noktasi 8 bagimsiz kuyunun ortalamasini
temsil etmektedir

4-Metilpiperazin-1-ditiyokarbamik  asit  6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-
antra[1,2-d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 6) bilesiginin 5uM dozu % 51.65
canlilik gosterirken, 10 uM % 48.28, 15 uM % 43.67, 20 uM % 44.20, 30
uM % 38.66 ve 50 uM % 22.27 hiicre canlilik oranina 24 saat inkiibasyon
siiresi sonrasinda ulasilmustir. Inkiibasyon siiresinin 48 saate ¢ikarilmast ile
etkili dozun 5 uM yerine 10 uM oldugu bulunmustur. Zamana bagli olarak
diger Ant 6 konsantrasyonlar: ile inkiibe edilen HeLa hiicreleri 24 saat
sonuclar1 ile benzer canlilik oranlar1 gostermistir (Sekil 11). Bu tiirevin
ICso degeri Ant 4 ve Ant 3 tiirevlerine benzer sekilde diger tiirevlere oranla
daha diisik bulunmustur, yani HeLa hiicre canliligi iizerine diisiik dozda
etkili bir tiirev oldugu tespit edilmistir. Ant 6 i¢in ICsp 8 pM olarak, ICgo
degeri ise 3 uM olarak belirlenmistir (Cizelge 1).
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Sekil 11. Ant 6 Tiirevinin Farkli Konsantrasyon ve Zaman Aralhiginda Belirlenen %
Canlilik Orani. Kontrol grubunun hiicre ¢ogalma oram % 100 olarak
kabul edilmistir. Her bir veri noktasi 8 bagimsiz kuyunun ortalamasim
temsil etmektedir

4-Etilpiperazin-1-ditiyokarbamik  asit  6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-
antra[1,2-d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 7) bilesiginin 5, 10 ve 15 uM
konsantrasyonlar1 HeLa hiicre canlilig1 iizerine diger konsantrasyonlara
gore daha az etkili bulunmustur. 5uM Ant 7 ile 24 saat inkiibasyona tabi
tutulan HeLa hiicrelerinin canlilik oran1 % 81.04, 10 uM’da % 80.93 ve 15
uM’da ise % 79.04 olarak tespit edilmistir. Ant 7 tiirevinin daha yiiksek
konsantrasyonlar1 ise doza bagli olarak hiicre canliligin1 baskilamistir (20
uM; % 57.40, 30 uM; % 46.07, 50 uM; % 36.51) (Sekil 12).

Inkiibasyon siiresinin 48 saate uzatilmasi, doza bagl olarak HeLa hiicre
canlilig1 baskilanmistir. 5 uM Ant 7 ile 48 saat inkiibe edilen HeLa hiicre
canliligt % 54.14 iken bu konsantrasyonun iki katmna ¢ikarilmasi ile
canlilik degismezken, on katma ¢ikarilmasi ile de canlilik % 9.76 olarak
tespit edilmistir.

Zamana bagli olarak Ant 7 tiirevinin 50 uM dozu haricinde canlilik iizerine
etkisinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmemistir (Sekil
12). Ant 7 i¢in ICsp 25 puM olarak, ICg degeri ise 6 pM olarak
belirlenmistir (Cizelge 1).
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Sekil 12. Ant 7 Tiirevinin Farklh Konsantrasyon ve Zaman Arahiginda Belirlenen %
Canhlik Orani. Kontrol grubunun hiicre ¢ogalma oram % 100 olarak
kabul edilmistir. Her bir veri noktasi 8 bagimsiz kuyunun ortalamasim
temsil etmektedir

4-Benzilpiperazin-1-ditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-
antra[1,2-d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 8) bilesigi ile 24 saat inkiibe
edilen HeLa hiicre canliliginin doza bagl olarak azaldig1 gézlenmistir. 5
UM Ant 8 ile muamele sonrasinda Hela hiicre canliligi % 80.79
bulunurken, konsantrasyonun iki katmna ¢ikarilmasi ile canlilik % 54.45°e
diismiis ve konsantrasyonun bes kat arttirilmasi ile de canlilik % 13.32°¢
kadar azalmistir. HeLa hiicrelerinin tiirev ile 48 saat inkiibasyonu
sonrasinda ise 10 uM konsantrasyonda % 45.66, 15 uM konsantrasyonda
% 43.46, 20 uM konsantrasyonda % 35.03, 30 uM konsantrasyonda %
24.17 ve 50 uM konsantrasyonda ise % 5.87 hiicre canliligina neden
olmustur (Sekil 13). Ant 8 i¢in ICso 18 uM olarak, 1Cgo degeri ise 6 uM
olarak belirlenmistir (Cizelge 1).
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Sekil 13. Ant 8 Tiirevinin Farkli Konsantrasyon ve Zaman Aralhiginda Belirlenen %
Canlilik Orani. Kontrol grubunun hiicre ¢ogalma oram % 100 olarak
kabul edilmistir. Her bir veri noktasi 8 bagimsiz kuyunun ortalamasini
temsil etmektedir
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MTT deneyi sonucunda tiirevlere ait 1Cso degerleri sirasiyla soyledir;
Mitoksantron 1Cso 4,4 uM, Ant 1 ICs0 18 uM, Ant 2 I1Cs0 25 uM, Ant 3
ICs0 10 uM, Ant 4 1Csp 8 uM, Ant 5 ICsp 34 uM, Ant 6 1Cso 8 uM, Ant 7
ICs0 25 uM, Ant 8 ICsp 18 uM (Cizelge 1). Antrakinon tiirevlerinin
kimyasal yapilar1 karsilastirildiginda benzer substitiie gruplara sahip
tiirevlerin ICso degerleri arasinda paralellik goriilmektedir. Tiirevler
icerisinde Ant 3, Ant 4 ve Ant 6 bu duruma Ornek teskil etmektedirler.
Ancak Ant 1, Ant 2, Ant 5, Ant 7 ve Ant 8 tiirevleri genel olarak diger li¢
tiireve oranla daha yiiksek dozda sitotoksik etki gostermislerdir. Aliabadia
(2004) tarafindan HeLa hiicreleri kullanilarak yapilan sitotoksite ¢alismasi
sonucunda, yeni sentezlenen 1, 4-diamino-anthrakinon tiirevlerinin 1Csg
degeri 25,2 uM ve 20,3 uM olarak bulunmustur. Bu ¢alismada etKileri
arastirilan sekiz antrakinon tiirevinden besinin (Ant 1, 3, 4, 6, 8) HelLa
hiicreleri lizerinde literatiire oranla daha diisiik dozda etkili oldugu
saptanmustir.

Cizelge 1. Mitoksantron ve Antrakinon Tiirevlerinin % 50, % 60 ve % 80 HelLa
Hiicre Canhlik Oranina Neden Olduklar1 Konsantrasyon Arahklar.
Bilesiklere ait 1Cso ve 1Cso degerleri 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda
elde edilen verilere gore belirlenmistir

Uygulanan Canhlik Yiizdeleri
Bilesikler (%)
%50 %60 %080

Mitoksantron 4,4 uM 3,7 uM 2,6 uM
Ant 1 18 uM 10 uM 7 uM
Ant 2 25 uM 13 uM 8 uM
Ant 3 10 pM 9 uM 6 M
Ant 4 8 uM 7 uM 5 uM
Ant5 34 uM 19 M 8 uM
Ant 6 8 uM 4 uM 3 uM
Ant 7 25 uM 19 uM 6 uM
Ant 8 18 uM 8 uM 6 uM

Tez kapsaminda mitoksantronun 5uM konsantrasyonu ile 24 saat inkiibe
edilen HeLa hiicrelerinin canlilik oran1 % 42.06 olarak bulunmustur ve bu
oran inkiibasyon siliresinin uzatilmasi ile anlamli bir sekilde azalig
gostermistir. Benzer sekilde, Kumar ve arkadaslarinin (2011) yaptiklar1 bir
calismada 59.36 nM mitoksantronun 24 saat inkiibasyon sonrasinda HeLa
hiicrelerinin canlilifinda % 50 diisiise neden oldugu bulunmustur.

Kinon c¢ekirdegi tasiyan bilesiklerle yapilan oOnciil ¢aligmalar, bu
bilesiklerin antitiimér ve sitotoksik etkilere sahip olabilecegini
gostermektedir (Iwamoto ve ark., 1974).

Tiirevlerin  tamaminda  substitiie diizeyinde sitotoksik etkilerine
bakildiginda 1H-Anthra[1,2-d]imidazol anayapisina 2. konumdan siibstitiie
edilmis c¢esitli sekonder amin ditiyokarbamat tuzlarinin HeLa hiicre
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canlilig1 lizerine onemli etkilerinin oldugu gozlemlenmistir. Ant 1, Ant 2,
Ant 5, Ant 7 ve Ant 8 maddelerinin 24 ve 48 saat inkiibasyon sonrasinda
HeLa hiicre canliligini diger antrakinon tiirevlerine gore daha yliksek
dozlarda inhibe etmistir (Cizelge 1). Bilesiklerden, morfolin, piperidin, 4-
metilpiperazin tasiyan Ant 3, Ant 4 ve Ant 6 kodlu tiirevlerin daha diisiik
dozlarda etkili tiirevler oldugu saptanmistir.

Yapilan literatiir taramasinda, antrakinon tiirevlerinin siibstitiie diizeyinde
etkilerine  bakildiginda  1H-Anthra[1,2-d]imidazol  anayapismna 2.
konumdan siibstitiie edilmis c¢esitli sekonder amin ditiyokarbamat
tuzlarinin HeLa hiicre canlilig1 lizerine etkilerinin arastirildigi herhangi bir
caligmaya rastlanmamistir. Ancak, ovaryum kanser hiicrelerinin canliligi
iizerine yapilan deneysel calismada, metilpiperazin siibstitiie edilmis
antrakinon tiirevlerinin en etkili bilesikler oldugu gosterilmistir (Chen ve
ark., 2013). Ayrica, tiyosemikarbazon siibstitiie edilmis yeni sentezlenen
antrakinon tiirevlerinin HelLa hiicre canlilig1 lizerine etkisinin arastirildig:
bir deneysel ¢alismada, en etkili bilesigin ICso dozunun, Ant 3, Ant 4 ve
Ant 6 tiirevlerine benzer sekilde 7.66 + 2.44 oldugu bildirilmistir
(Markovig ve ark., 2013).

Elde edilen sitotoksite sonuclari, aktivitenin 6 liyeli siklik sekonder amin
varliginda arttifina isaret etmektedir. Ayrica bu siklik aminler 4.
konumlarinda metil grubundan daha biiyiik siibstitiient tasidiklarinda (Ant
7 ve Ant 8) sitotoksitede azalma goze ¢arpmaktadir.

Yapilan bir calismada yeni sentezlenen antrakinonlarn metil ve
dimetilamino tilirevlerinin, diger tiirevlere oranla daha yiiksek anti-
proliferatif etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Shchekotikhin ve ark., 2006).

MTT deneyi sonrasinda Olgiilen absorbans degerleri Graphpad 6
programinda iki yonlii ANOV A yontemi ile tekrarli ve ¢oklu karsilagtirma
ile analiz edilmistir. Anlamlilik degerleri; p>0.05 fark yok, p<0.05* fark
var, p<0.01** énemli derecede fark var, p<0.001***, p<0.0001**** cok
onemli derecede fark var olarak degerlendirilmistir.  Sekil 14-17°de
istatistiksel degerlendirme sonuglar1 verilmistir.

Istatistiksel degerlendirme sonucunda, Ant 3 tiirevinin 5 pM hari¢ tiim
konsantrasyonlar1 ile 24 saat inkiibe edilen HeLa hiicrelerinin canlilik
oranlar1 maddesiz kontrol hiicrelerinin canlilik oranma (% 100) gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalis tespit edilmistir (10, 15, 20, 30, 50
1M icin p<0.0001). Inkiibasyon siiresinin 48 saate uzatilmasi ile Ant 3iin
uygulanan tiim konsantrasyonlar1 istatistiksel olarak HeLa hiicrelerinin
canlilig1 tizerinde anlamli bir diisiise neden olmustur. 5 puM ile inkiibe
edilen HeLa hiicrelerinin canlilik oran1 % 73.92 (p<0.05), 10 uM’da %
69.95 (p<0.01), 15 uM’da % 51.67 (p<0.0001), 20 uM’da % 47.91
(p<0.0001), 30 uM’da % 18.36 (p<0.0001) ve 50 uM’da % 2.5 (p<0.0001)
olarak bulunmustur (Sekil 14).
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Sekil 14. Ant 3 Tiirevinin Farkl Konsantrasyon ve Zaman Arahginda Belirlenen
Yiizde Canlihk Oranlarimn Istatistiksel Analizi

Ant 4 tiirevinin 5 uM dozu haricinde uygulanan tiim dozlar1 24 saat
inkiibasyon sonrasinda HeLa hiicre canliliginda istatistiksel olarak 6nemli
bir azalisa neden olmustur (Sekil 15). 10, 15, 20, 30 ve 50 uM
konsantrasyonlarinda HeLa hiicre canlilig1 sirastyla % 43.19, % 34.48, %
30.89, % 24.45 ve % 16.33 olarak bulunmustur. Bu % canlilik
oranlarindaki konsantrasyona bagl azalis maddesiz kontrol hiicre canlilik
oranina gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (10 uM; p<0.001, 15
uM; p<0.001, 20 uM; p<0.0001, 30 uM; p<0.0001, 50 uM; p<0.0001).

Inkiibasyon siiresinin iki katma ¢ikarilmasi ile hiicre canlilik oranlarinda 5
ve 10 uM hari¢ Ant 4 tiirevinin diger konsantrasyonlari ile inkiibasyon
sonrasinda kontrol hiicrelerine goére anlamli bir azalis olmustur (15 uM;
p<0.0001, 20 uM; p<0.0001, 30 uM; p<0.0001, 50 puM; p<0.0001).
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Sekil 15. Ant 4 Tiirevinin Farklh Konsantrasyon ve Zaman Arahiginda Belirlenen
Yiizde Canlihk Oranlarinin Istatistiksel Analizi
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24 saat inkiibasyon siiresinde Ant 6 tiirevinin uygulanan tiim
konsantrasyonlari, HeLa hiicrelerinin canlilik orani lizerinde kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalis gostermistir (5 pM; p<0.01, 10 uM;
p<0.01, 15 uM; p<0.001, 20 uM; p<0.0001, 30 uM; p<0.0001, 50 uM;
p<0.0001). Ant 6 tiirevi ile 24 saat inkiibasyon sonrasinda elde edilen
sonuclara gore 50 pM Ant 6 hiicre canliliginn % 22.27°ye kadar
diismesine neden olmustur ve bu deger istatistiksel olarak kontrole gore
onemli derecede anlamhidir (p<0.0001) (Sekil 16). Ayrica, inkiibasyon
stiresi 48 saat oldugunda da hiicre canlilig izerine en etkili Ant 6 dozunun
50uM oldugu goriilmiistiir, bu dozdaki hiicre canliliginin = % 9.44 oldugu
ve bu uygulama ile kontrole gore istatistiksel olarak Onemli derecede
(p<0.0001) anlamlilik saptanmistir. Sonuglar Sekil 16°da gosterilmistir.
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Sekil 16. Ant 6 Tiirevinin Farkh Konsantrasyon ve Zaman Arahginda Belirlenen
Yiizde Canhhk Oranlarimn Istatistiksel Analizi

Antrakinon tiirevlerinin HeLa hiicre canliligi iizerine etkilerinin
mitoksantrona gore degerlendirildiginde, 5 uM mitoksantronun 24 saat
inkiibasyonu sonrasinda % 42.06 canlilik gosterirken buna goére en etkili
tiirevin % 51. 65 canlilik orani ile Ant 6 oldugu tespit edilmistir. 5 uM Ant
3 veya Ant 4 uygulamalarinda canlilik oranlar1 sirasiyla % 94.16 ve %
73.48 oranlarinda bulunmustur. Bundan dolayi, bu tiirevlerin hiicre
canlilig1 {izerinde mitoksantrondan daha diisiik diizeyde etki gdsterdikleri
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 17). Konsantrasyonun iki
katina ¢ikarilmasi ile madde uygulanan HeLa hiicre canliliginda anlamhi
bir disiis gozlenmistir. 10 pM mitoksantron uygulanan HeLa hiicre
canlilig1 % 7.69, 10 pM Ant 3 uygulanan HeLa hiicre canlilig1 % 51.84,
10 uM Ant 4 uygulanan HeLa hiicre canlilig1 % 43.29 olarak bulunmustur.
Ancak konsantrasyon artig1 ile Ant 6’nin hiicre canlilik oran1 % 48.28
olarak bulunmustur.

Dozun iki kat arttirilmasi ile % 22.10 hiicre canlilik orani ile Ant 6’nin
mitoksantronun etkisine en yakin etkili bilesik oldugu gorilmistiir. Ancak,
hiicre canliligr 10 uM Ant 3 de % 69.95 ve 10 uM Ant 4 de ise % 52.52
olarak bulunmustur (Sekil 17).
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Sekil 17. Ant 3, Ant 4 ve Ant 6 Tiirevleri ve Mitoksantronun Farkl Konsantrasyon
ve Zaman Araliginda Belirlenen Yiizde Canlilik Oranlarimn Istatistiksel
Analizi

Sonug olarak; 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda diisilk dozda (5
puM) uygulanan mitoksantron ve Ant 6 tiirevlerinin HeLa hiicre canlilig
lizerine etkisi benzerken, Ant 3 ve Ant 4 tiirevlerinin onlara oranla etkisi
daha diisiiktlir. Doza bagimli olarak uygulanan tiim bilesiklerin etkisi artis
gosterirken, inkiibasyon siiresi iki katina ¢ikarildiginda (48 saat), diisiik
dozda (5 uM), tiim antrakinon tiirevleri mitoksantrona gore HeLa hiicre
canlilig1 iizerinde anlamli derecede daha diisiik seviyede etki gostermektir
(p<0,0001).

Antrakinon Tiirevlerinin Erken Apoptoz Uzerine Etkileri

Hiicre canliligi lizerine etkileri MTT deneyi ile tanimlanmis ve diisiik
konsantrasyonda etki diizeyleri yiiksek Ant 3, Ant 4 ve Ant 6 tiirevlerinin,
HelLa hiicrelerinde apoptozu uyarip uyarmadigi oncelikle lipit fosfatidil
serin (PS) molekiiliiniin translokasyonuna (Overbeeke ve ark., 1998) baglh
olarak belirlenmistir. Ekstraselliiler membran yiizeyine transloke olmus PS
molekiiliintin, fluoresans isaretli Anneksin-V ile kompleks olusturmasi
erken apoptotik hiicrelerin, propidyum iyodiir ile isaretlenme ise geg
apoptotik hiicrelerin kantitatif olarak akim sitometrisinde 6l¢iimiine olanak
saglamaktadir.

Canli hiicrelerde PS lokalizasyonu inner membranda yer alirken, erken
apoptotik stirecte PS molekiilii dig membrana dogru yer degistirmekte ve
boylelikle Ca*>-bagimli fosfolipit baglanma proteini olan Anneksin-V ile
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kompleks olusturabilmektedir. Ayrica membran biitiinliigi bozulan geg
apoptotik hiicrelerin genetik materyalinin propidyum iyodiir ile boyanmasi
miimkiin olmaktadir (Overbeeke ve ark., 1998; Tesarik ve ark., 1998)
(Sekil 18).

Canl1 hiicre Apoptotik hiicre Geg Apoptotik Hiicre
+
m ( speleaiE L Anneksin V-FITC
s A b [ o
3 N >
+

Sekil 18. FITC ile isaretlenmis Anneksin V ve Propidyum iyodiir Boyamasi
PS: Fosfatidil serin; N: Nukleus; PI: Propidyum Iyodiir

HeLa hiicrelerinin Ant 3, Ant 4 veya Ant 6 ile 6, 12 veya 24 saat
inkiibasyonu sonrasinda Anneksin-V isaretleme sonuglar1 Sekil 19-21 ve
sayisal verilerde Cizelge 2-4’de gosterilmisti. Tim antrakinon
tiirevlerinin HeLa erken apoptoz iizerine etkileri mitoksantron maddesinin
etkisine ve zamana bagli olarak degerlendirilmistir.

Maddesiz HeLa hiicrelerinin 6 saat inkiibasyonu sonrasinda hiicre canlilig1
% 97, erken apoptoz oran1 1.1 ve ge¢ apoptoz orani ise 1.4 olarak
bulunmustur (Cizelge 2, Sekil 19a). 4.4 uM mitoksantronun ile 6 saat
inkiibe edilen HeLa hiicrelerinin canlilik orani kontrole gére daha diistiktiir
(canli hiicre % 91.1). Buna gore, erken apoptotik hiicre sayis1 % 2.6’ya ve
gec apoptoz hiicre orani ise % 4.8’¢ ¢ikmustir. Mitoksantronun (2.6 upM)
daha diisiik dozu ile hiicrelerin 6 saat inkiibasyonu ise hem erken apoptotik
hiicre oraninda (% 3.1) hem de ge¢ apoptotik hiicre oraninda (% 7.3) artisa
neden olmustur (Cizelge 2, Sekil 19b,c).

Uygulanan farkli konsantrasyonlardaki antrakinon tiirevlerinin 6 saat
inkiibasyon sonrasinda kontrole ve mitoksantrona gore erken ve gec
apoptoz tizerine etkileri Sekil 19d-i ve Cizelge 2°de gosterilmistir. Buna
gore, 6 uM Ant 3 tiirevi ile 6 saatlik inkiibasyon sonrasinda, HelLa
hiicrelerinde erken apoptoz mitoksantrona gore daha etkili olarak
uyartmistir. 6 uM Ant 3 uygulamas: hiicre canlilik oranmi % 84.8%¢
diisiiriirken erken apoptotik hiicre oranin1 % 4.5’a, gec¢ apoptotik hiicre
oranini ise % 9.3’e ¢ikarmustir (Cizelge 2, Sekil 19¢). Ayn1 sekilde, 5 uM
Ant 4 inkiibasyonu sonrasinda erken apoptotik hiicre orani mitoksantrona
(% 3.1) ve Ant 3’¢ (% 4.5) gore daha yiiksektir (% 7.9) Cizelge 2, Sekil
19g). 3uM Ant 6 uygulamasi sonrasinda ise hiicre canlilik orant % 60.4°¢
kadar gerilemis olup, erken apoptoz oran1 % 12.9’a, ge¢ apoptoz orani ise
% 26.4’¢ kadar yiikselmistir (Cizelge 2, Sekil 19i).

Sonug olarak; ti¢ antrakinon tiirevi de diisiik konsantrasyonda HeLa hiicre
erken apoptozunu mitoksantrona gore daha yiiksek oranda uyarmustir.
Bununla birlikte, Ant 6 tiirevi diger antrakinon tiirevlerine oranla HeLa
hiicre erken apoptozu lizerine en etkili tiirevdir.
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Sekil 19. Mitoksantron ve Antrakinon Tiirevlerinin HeLa Hiicreleri ile 6 Saat
Inkiibasyon Sonrasi Gézlenen Anneksin V-FITC/PI Boyamasimin Akim
Sitometrisi Analizi. a. Madde eklenmemis HeLa hiicreleri b.Mitoksantron
4.4 pM c. Mitoksantron 2.6 pM d. Ant 3 10 pM e. Ant 3 6 pM f. Ant 4 8 pM
g. Ant45pM h. Ant 6 8 uM i. Ant 6 3 pM
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Cizelge 2. Mitoksantron ve Antrakinon Tiirevleri ile 6 Saat Stimiilasyon Sonrasinda
Erken ve Ge¢ Apoptotik HeLa Hiicre Oranlari

Zaman Arahgi 6 Saat
% Degerler (A", PI") (A", PI") (A,PI) (A%, PI)
Q1 Q2 Q3 Q4
Kontrol 0.5 1.4 97.0 1.1
Mitoksantron 44 pM 1.6 4.8 91.9 2.6
Mitoksantron 2.6 pM 1.1 7.3 88.5 3.1
Ant 310 pM 1.3 5.1 91.2 2.5
Ant 3 6 pM 1.4 9.3 84.8 4.5
Ant 4 8 yM 0.5 3.8 89.8 5.9
Ant 4 5 uM 0.5 7.8 83.8 7.9
Ant 6 8 pM 0.9 11.7 81.3 6.1
Ant 6 3 pM 0.4 26.4 60.4 12.9

6 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda diisiik dozda en yiiksek erken veya gec
apoptotik oranlar: gosterilmistir. A", P1* (Q1); nekroz, A", PI” (Q2); gec apoptoz, A",
PI (Q3); canli hiicre, A*, Pl (Q4); erken apoptoz

Mitoksantron ve antrakinon tiirevleri ile 12 saat inkiibasyon sonrasinda
HeLa erken apoptoz ve ge¢ apoptoz hiicre orani birkag istisna haricinde
onemli dlgiide zamana baglh bir azalis gostermistir (Cizelge 3, Sekil 20).
Inkiibasyon siiresinin artisi, 4.4 uM mitoksantron ile muamele edilen HeLa
erken hiicre oranmmin % 2.6’dan (6 saat inkiibasyon sonrasi) % 3.3°e
yiikselmesine neden olmustur (Cizelge 3, Sekil 20b).

12 saatlik inkiibasyon sonrasinda, Ant 4 ve Ant 6 tiirevlerinin HeLa erken
ve geg hiicre apoptoz oraninda dnemli diizeyde azalis olmustur. Ozellikle 6
saat inkiibasyonda en etkili tiirev olan Ant 6 (3 uM) 12 saat inkiibasyon
stiresi bitiminde % 1.8 erken apoptotik hiicre oranmna ve % 3.2 gec
apoptotik hiicre oranina neden olabilmistir (Cizelge 3, Sekil 20i). Halbuki
6 saat inkiibasyon sonrasinda bu oranlar sirastyla % 12.9 ve % 26.4 olarak
bulunmustur (Cizelge 2). HeLa hiicrelerinin apoptotik mekanizmasini,
Ant 6 tiirevi kisa inkiibasyon siiresinde etkili bir sekilde uyardigi
goriilmektedir.
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Sekil 20. Mitoksantron ve Antrakinon Tiirevlerinin HeLa Hiicreleri ile 12 Saat
Inkiibasyon Sonrasi Gézlenen Anneksin V-FITC/PI Boyamasinin Akim
Sitometrisi Analizi. a. Madde eklenmemis HeLa hiicreleri b.Mitoksantron

4.4 uM c. Mitoksantron 2.6 pM d. Ant 3 10 pM e. Ant 3 6 pM f. Ant 4 8§ pM

g. Ant45 pM h. Ant 6 8 pM i. Ant 6 3 pM
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Cizelge 3. Mitoksantron ve Antrakinon Tiirevleri ile 12 Saat Stimiilasyon
Sonrasinda Erken ve Ge¢ Apoptotik HeLa Hiicre Oranlari

Zaman Arahgi 12 Saat
% Degerler (A", PI") (A", PI") (A,PI) (A% PI)
Q1 Q2 Q3 Q4
Kontrol 2.0 1.1 96.1 0.8
Mitoksantron 4.4 pM 0.6 1.6 94.5 3.3
Mitoksantron 2.6 pM 2.0 1.1 94.9 2.0
Ant 310 pM 6.5 8.7 82.5 2.3
Ant 36 ptM 4.9 6.1 87.1 1.9
Ant 4 8 pM 34 3.6 92.0 1.0
Ant 45 pM 2.8 3.4 92.1 1.6
Ant 6 8 pM 8.7 6.9 82.4 2.0
Ant 6 3 pM 3.0 3.2 91.9 1.8

12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda diisiik dozda en yiiksek erken veya gec
apoptotik oranlar: gosterilmistir. A*, P1* (Q1); nekroz, A", PI” (Q2); gec apoptoz, A",
PI" (Q3); canli hiicre, A*, Pl (Q4); erken apoptoz

Inkiibasyon siiresinin 24 saate cikarilmasi ile 2.6 pM mitoksantron
muamelesi erken apoptotik hiicre oraninin % 5.5’e yiikselmesine neden
olmustur. Bu oran, hem 6 saat (% 3.1) (Cizelge 2) hem de 12 saat (% 2.0)
(Cizelge 3) inkiibasyon siiresine gore daha yiiksektir. Bu sonuglar
gostermistir ki; diisiik dozda mitoksantronun uzun siireli uygulamasi1 HeLa
hiicrelerinde erken apoptozun etkili bir sekilde uyarilmasina neden
olmaktadir (Sekil 21¢).

Ant 4 tiirevinin yiiksek konsantrasyonu (8 uM) disindaki diger iki tiirevin
24 saat inklibasyonu 12 saat inkiibasyon siliresine gore hiicre erken
apoptozunda diisiise neden olmustur (Cizelge 4, Sekil 21). Ant 4 tiirevinin
8 uM konsantrasyonu ile HeLa hiicre erken apoptoz oran1 12 saat
inkiibasyon siiresine gore ti¢ kat1 bir artis gostermistir (Sekil 21f). Ancak
bu artis 6 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda elde edilen % 5.9 oranma
ulasamamustir.

Sonu¢ olarak, antrakinon tiirevleri HeLa hiicrelerinde erken apoptozu
uyarmada etkili bulunmuslardir ve bu etkilerini diisiik doz araliginda ve
mitoksantrona gore daha kisa siireli (6 saat) inkiibasyon siiresi sonrasinda
gostermislerdir. Yapilan bir calismada yeni sentezlenen antrakinonlarin
dimetilamino siibstitiie tlirevinin serviks kanser hiicrelerinin membraninda
fosfatidil serin translokasyonuna neden olarak erken apoptotik apoptoz
tizerine etkili oldugu belirtilmistir (Weia ve ark., 2000).

Kimyasal olarak sentezlenmeyen, bitkisel kokenli antrakinon tiirevlerinin
HeLa hiicreleri iizerindeki apoptotik etkileri konusunda yapilan ¢aligmalar
da sonuglarimizi desteklemektedir. Rheum palmatum bitkisinden izole
edilen dogal bir antrakinon tiirevi olan Emodin maddesi, HelLa
hiicrelerinde doza ve zamana baglh olarak erken apoptotik etkide artis
gostermistir. Ayrica, emodinin HeLa hiicreleri iizerindeki gec¢ apoptotik
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etkisinin belirlenmesi amaciyla 20, 40, 80 puM dozlarda 48 saatlik
inkiibasyona tabi tutulmus, sonu¢ olarak hem doza hem zamana bagh
olarak artan bir apoptotik indeks vermistir (Yoaxian ve ark., 2013).
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Sekil 21. Mitoksantron ve Antrakinon Tiirevlerinin HeLa Hiicreleri ile 24 Saat
Inkiibasyon Sonrasi Gézlenen Anneksin V-FITC/PI Boyamasinin Akim
Sitometrisi Analizi. a. Madde eklenmemis HeLa hiicreleri b.Mitoksantron
4.4 uM c. Mitoksantron 2.6 pM d. Ant 3 10 pM e. Ant 3 6 pM f. Ant 4 8§ pM
g.Ant45pM h. Ant 6 8 pM i. Ant 6 3 pM
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Cizelge 4. Mitoksantron ve Antrakinon Tiirevleri ile 24 Saat Stimiilasyon Sonrasinda
Erken ve Ge¢ Apoptotik HeLa Hiicre Oranlari

Zaman Arahg 24 Saat
% Degerler (A", PIY) (A%, PI) (A, PI) (A%, PI)
Q1 Q2 Q3 Q4
Kontrol 3.9 2.6 93 0.4
Mitoksantron 44 pM 2.7 2.9 91.5 2.8
Mitoksantron 2.6 pM 3.0 6.9 84.6 55
Ant 310 pM 25.7 11.0 63.1 0.1
Ant 3 6 pM 9.7 14.6 75.3 0.4
Ant 4 8 uM 3.3 24.3 69.0 34
Ant 4 5 uM 5.9 15.0 78.3 0.8
Ant 6 8 uM 17.2 10.8 71.8 0.3
Ant 6 3 uM 5.4 8.3 85.8 0.5

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda diisiik dozda en yiiksek erken veya gec
apoptotik oranlar: gosterilmistir. A*, P1* (Q1); nekroz, A", PI” (Q2); gec apoptoz, A,
PI"(Q3); canh hiicre, A*, PI" (Q4); erken apoptoz

Antrakinon Tiirevlerinin Sitoplazmik ADP/ATP Seviyesi Uzerine
Etkileri

Apoptozun karakteristik adimlarindan biri olan mitokondriyal membran
potansiyelindeki degisimlerin ADP/ATP oranindaki artis ile iliskili oldugu
bildirilmistir (Eguchi ve ark., 1997; Bradbury ve ark., 2000).

Erken apoptotik etkileri belirlenen antrakinon tiirevlerinin, mitokondriyal
membran sistemi tlizerine muhtemel etkileri liisiferin-lusiferaz enzimi
kullanarak biyoliiminesans 1sima yontemi ile sitoplazmik ADP/ATP
oraninin dlglimii sonrasi belirlenmistir (Siragusa ve ark., 1996).

Sitoplazmik ADP/ATP oraninin belirlenmesi i¢in HelLa hiicreleri ya
maddesiz ya da farkli konsantrasyonlardaki mitoksantron veya antrakinon
tirevleri ile 6 ya da 12 saat 37 °C’de inkiibasyona tabi tutulmuslardir. Bu
stirenin sonunda elde edilen bulgular, madde ile muamele edilmeyen HelLa
hiicrelerindeki ADP/ATP oranmnin 6 saatte 0.87, 12 saatte ise 5.38
oldugunu gostermistir (Cizelge 5). Bradbury ve arkadaglarmin (2000)
yaptiklar1 bir caliyjmada ADP/ATP orani canli hiicrelerde 0.1 ile 1.0
degerleri arasinda bulunmustur. Buna gore elde ettigimiz negatif kontrol
hiicre verilerinden apoptotik bir etkinin olmadigi goriilmektedir.

38



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Cizelge 5. Mitoksantron ve Antrakinon Tiirevleri ile Muamele Edilen HeLa
Hiicrelerinde ADP/ ATP Orani

Maddeler 6 saat 12 saat
ADP/ATP ADP/ATP

Kontrol 0.87 5.38
Mitoksantron 4.4 pM 2.77 10.62
Mitoksantron 2.6 pM 1.83 8.95
Ant 310 pM 3.51 10.43
Ant 3 6 uM 2.23 9.31
Ant 4 8 pM 2.21 6.00
Ant 45 uM 1.84 5.69
Ant 6 8 uM 2.25 4.46
Ant 6 3 uM 2.23 3.71

Mitoksantronun 4.4 uM konsantrasyonu ile 12 saat uygulamasi sonrasinda
ADP/ATP oranmin 10.62 ve 2.6 uM uygulamasi sonrasinda ise 8.95
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 5). Bu oran istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p< 0.0001) (Sekil 22). Benzer sekilde, Ant 3 tiirevi (10 ve 6
uM) ile 12 saat muamele edilen hiicrelerin ADP/ATP oraninin sirasiyla
10.43 ve 9.31 oldugunu tespit edilmistir ve bu sonuglar, Ant 3 tiirevinin
mitokondriyal membran sistemi lizerinde mitoksantrona benzer etkiye
sahip oldugunu gostermektedir.

8 veya 5 uM Ant 4 tiirevi ile 12 saat inkiibasyon sonrasinda ise ADP/ATP
orani sirastyla 6.00 ve 5.69 olarak tespit edilmistir. Ant 6 tiirevi ile 12 saat
inkiibasyonu ise diger tiirevlere gore en diisik ADP/ATP oranina neden
olmustur. Bu tirevin 8 uM konsantrasyonu 12 saatte 4.46 ADP/ATP
oranina neden olurken 3 uM konsantrasyonu ise ayni inkiibasyon siiresinde
3.71 ADP/ATP oranma neden olmustur (Cizelge 5). Bu deger istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p< 0.0001) (Sekil 22).

Tim maddelerin 6 saatlik inkiibasyon siireleri sonrasinda elde edilen
ADP/ATP oran1 12 saatlik inkiibasyon siiresine gore daha diisiik oldugu
tespit edilmistir ki; buna gore antrakinon tiirevleri veya mitoksantron ile
muamele edilen HeLa hiicrelerinde ADP/ATP orani1 zaman bagli olarak bir
artis gostermektedir. Madde konsantrasyonunun bu oran iizerine anlaml
bir etkisi tespit edilememistir. Ancak 6 saatlik inkiibasyon siiresinde
maddelerin HeLa hiicrelerinde ADP/ATP oranina etkileri tim doz
araliklarinda (5 veya 8 uM) madde eklenmemis hiicrelere gore anlamli
bulunmustur (p< 0.0001).

Antrakinon tiirevlerinin HeLa hiicrelerinin sitozolik ADP/ATP oram
tizerine yaptiklart etkinin arastirilmasi sonucu, uygulanan antrakinon
tiirevlerinin her birinin HeLa hiicrelerinde mitokondriyel membran
degisimine bagl olarak belli oranlarda apoptozu tetikleme yetenegine
sahip oldugu tespit edilmistir. Bradbury ve ark., 2000 yilinda yaptiklar1
calismada, ADP/ATP oran1 1.0-15 arasinda bulunan hiicreler apoptotik
olarak tespit edilmisken, ADP/ATP oran1 15 ve lizeri olan hiicrelerin
nekrotik olduklar1 belirlenmistir. Bu c¢alisma, 6 ve 12 saatlik madde
uygulamalarinin HeLa hiicrelerinin ADP/ATP oranin1 apoptotik ¢ercevede
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etkiledigini desteklemektedir. Ancak, yapilan literatiir taramasi sonucunda
yeni sentezlenen antrakinon tiirevlerinin HeLa hiicrenin ADP/ATP orani
iizerine etkisini konu alan bir ¢alisma bulunamamastir.
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Sekil 22. Mitoksantron ve Antrakinon Tiirevlerinin Farkh Doz ve Zaman
Araliklarinda Inkiibasyonu Sonrasi Belirlenen ADP/ATP Oraninin
Istatistiksel Analizi

Kaspaz-3 Aktivitesinin Belirlenmesi

ADP/ATP oranindaki degisimlerin kaspaz-3 aktivasyonunda da etkili
oldugu bilinmektedir (Eguchi ve ark., 1997). Bu nedenle antrakinon
tirevleri ile farkli zaman araliklarinda inkiibe edilen HeLa hiicrelerindeki
kaspaz-3 aktivasyon seviyesi akim sitometrisi kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Pro-kaspaz-3 yapisindan aktif kaspaz-3 haline gelen molekiilii epitop
bolgesinden isaretleyen poliklonal antikorlar akim sitometrisinde ylizde
deger verecek sekilde analiz edilmektedir. Buna gore elde edilen sonuglar
Sekil 23-28’de gosterilmektedir. Kapsaz-3 aktivasyonu, Q2 ve Q4
degerlerinin toplanmasi ile hesaplanmistir. Madde ilave edilmeyen Hela
hiicrelerinde kaspaz-3 aktivasyonu 6 saatte % 3.1, 12 saatte % 6.00, 24
saatte ise % 2.0 oraninda bulunmustur (Sekil 23a).

HeLa hiicrelerinin 2,6 M mitoksantron ile 6 saatlik inkiibasyonu sonrasi,
4,4 uM doza oranla daha yiiksek kaspaz-3 aktivasyonuna (% 3.1) neden
oldugu tespit edilmistir. Ant 3, Ant 4 ve Ant 6 tiirevlerinin uygulanan tiim
dozlarinin ise mitoksantrona oranla 6 saatlik inkiibasyon sonrasinda daha
yiiksek kaspaz-3 aktivasyonuna (% 6.3 - % 12.9 arasi) neden oldugu
bulunmustur. Tiim tiirevler icinde ise diisiik dozda en yliksek kaspaz
aktivasyonu goriilen % 10.6 ile Ant 3 maddesi olarak belirlenmistir (Sekil
24b). Bu oran mitoksantronun yaklasik kaspaz-3 aktivasyonunun ii¢
katidur.
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Sekil 23. 6 Saat Inkiibasyon Sonrasinda Mitoksantronun Kaspaz-3 Aktivitesi
Uzerine Etkisi. a. Madde eklenmemis HeLa hiicreleri, b. 4.4 pM
Mitoksantron c. 2.6 pM Mitoksantron
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Sekil 24. 6 Saat inkiibasyon Sonrasinda Antrakinon Tiirevlerinin Kaspaz-3 Aktivitesi
Uzerine Etkisi. a. 10 pM Ant 3 b. 6 uM Ant 3 ¢. 8 pM Ant 4 d. 5 uM Ant 4
e.8uM Ant 6 f. 3 uM Ant 6

Cizelge 6. Mitoksantron ve Antrakinon Tiirevleri ile 6 Saat Stimiilasyon Sonrasinda
Kaspaz-3 Aktivitesi

Zaman Arahg 6 Saat

% Degerler Canhhk Kaspaz-3 Aktivitesi
Kontrol 96.8 3.1
Mitoksantron 4.4 pM 97.9 2.0
Mitoksantron 2.6 pM 96.8 3.1
Ant 310 pM 87.1 12.9
Ant 3 6 pM 89.4 10.6
Ant 4 8 uM 88.2 11.8
Ant 4 5 uM 90.6 9.5
Ant 6 8 uM 85.5 14.5
Ant 6 3 uM 93.7 6.3

Mitoksantronun her iki dozu da 12 saat inkiibasyon sonrasinda 6 saate
oranla kaspaz-3 aktivasyonunda artisa neden olmustur (Cizelge 7, Sekil
26). Ant 4 (5 uM) ve Ant 6 (3 uM) tiirevlerinin diisiik dozlarina tabi
tutulan HeLa hiicrelerinde swrasiyla 13.1 ve 12.4 oraninda kaspaz-3
aktivasyonu gozlenmistir (Cizelge 7, Sekil 26) ve bu oranlar 6 saat
inkiibasyon stiresine gore artis gdstermistir.
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Sekil 25. 12 Saat inkiibasyon Sonrasinda Mitoksantronun Kaspaz-3 Aktivitesi

Uzerine Etkisi. a. Madde eklenmemis Hel a hiicreleri b. Mitoksantron

4.4 pM c. Mitoksantron 2.6 pM
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Sekil 26. 12 Saat inlfiibasyon Sonrasinda Antrakinon Tiirevlerinin Kaspaz-3
Aktivitesi Uzerine Etkisi. a. 10 pM Ant3b. 6 pM Ant 3 ¢c. 8 uM Ant 4

d.5puM Ant4e 8 uM Ant6 f. 3 pM Ant 6

Cizelge 7. Mitoksantron ve Antrakinon Tiirevleri ile 12 Saat Stimiilasyon

Sonrasinda Kaspaz-3 Aktivitesi

Zaman Arahg 12 Saat

% Degerler Canhhk Kaspaz-3 Aktivitesi
Kontrol 94.0 6.00
Mitoksantron 4.4 pM 90.4 9.6
Mitoksantron 2.6 pM 93.4 6.5
Ant 310 pM 77.0 23.0
Ant 36 pM 81.9 18.1
Ant 4 8 uM 82.6 17.4
Ant 45 M 86.9 13.1
Ant 6 8 uM 81.1 19.0
Ant 6 3 pM 87.6 12.4

HeLa hiicrelerinin mitoksantron ya da antrakinon tiirevleri ile 24 saat
inkiibasyonu ise kaspaz-3 aktivasyonunda diisiise neden olmustur (Cizelge
8, Sekil 28). Madde uygulamasi yapilmayan kontrol hiicrelerinde ve 2.6
uM mitoksantron ile 24 saat inkiibasyona tabi tutulan hiicrelerde kaspaz-3
aktivasyonu ayni bulunmustur (% 2.0). Buna gore mitoksantronun diisiik
konsantrasyonunda kaspaz-3 aktivasyonu gergeklestirmemistir. Ancak

46




IVERSITESI

@) ANADOLU UN

konsantrasyonun iki katina ¢ikarilmasi ile % aktivasyon degeri de % 4.0’e
cikmistir. Bu deger zamana bagli olarak artig géstermistir.

6 UM Ant 3 % 8.1, 5 uM Ant 4 % 5.3 ve 3 uM Ant 6 tiirevi % 6.0 oraninda
kaspaz-3 aktivasyonuna neden olmustur (Cizelge 8, Sekil 28).

Sonu¢ olarak; antrokinon tiirevlerinin HeLa hiicrelerindeki kaspaz-3
aktivasyonunu 12 saate maksimum uyardigini ve bu tiirevlerin
mitoksantrondan daha etkili bilesikler oldugunu gostermistir. Ayni sekilde,
tiirevler igerisinde Ant 3’iin ise kaspaz-3 aktivasyonunda en etkili bilesik
oldugu da belirlenmistir.

Chang ve ark. (2011) galigmalarinda yeni sentezledikleri 2 adet 1,2 nolu
konumdan hetero halkalarla siibstitiie antrakinon tiirevlerinin 16 saat
inkiibasyon sonrasinda HeLa hiicreleri tizerinde kaspaz-3 aktivasyonuna
neden olduklarini tespit etmiglerdir. Ayrica pozitif kontrol olarak
kullandiklari, mitoksantron ile olduk¢a benzer kimyasal yapiya sahip
doksorubisine gore de bu tlirevlerin daha yiiksek oranda kaspaz-3’ii aktive
ettiklerini bildirmislerdir.
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Sekil 27. 24 Saat Inkiibasyon Sonrasinda Mitoksantronun Kaspaz-3 Aktivitesi
Uzerine Etkisi. a. Madde eklenmemis HeLa hiicreleri b. Mitoksantron 4.4 pM
c. Mitoksantron 2.6 pM
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Sekil 28. 24 Saat inkiibasyon Sonrasinda Antrakinon Tiirevlerinin Kaspaz-3

Aktivitesi Uzerine Etkisi. a. Ant3 10 pM b. Ant 3 6 pM ¢. Ant 4 8 uM
d. Ant45puMe. Ant6 8 uM f. Ant 6 3 pM
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Cizelge 8. Mitoksantron ve Antrakinon Tiirevleri ile 24 Saat Stimiilasyon
Sonrasinda Kaspaz-3 Aktivitesi

Zaman Arahgi 24 Saat

% Degerler Canhhk Kaspaz-3 Aktivitesi
Kontrol 97.9 2.0
Mitoksantron 4.4 pM 95.9 4.0
Mitoksantron 2.6 pM 98.0 2.0
Ant 310 pM 86.2 13.7
Ant 3 6 pM 91.9 8.1
Ant 4 8 yM 91.8 8.2
Ant 4 5 uM 94.7 5.3
Ant 6 8 uM 87.2 13.8
Ant 6 3 pM 94.0 6.0

DNA Fragmentasyonunun Belirlenmesi

Apoptozun belirlenmesi amaci ile apoptotik hiicrelerdeki DNA sarmal
kiriklarinin in situ saptanmasinda kullanilan TdT-dUTP isaretleme,
apoptozun uyarilmasi ile DNA wuglarmin terminal deoksiniikleotidil
transferaz (TdT) kullanilarak isaretlemesini ve DNA kiriklarinin in situ
taninmasini saglamaktadir. Dolayisiyla apoptotik hiicreleri digerlerinden
ayirmakta kullanilmaktadir (Elmore, 2007).

Kaspaz-3  aktivasyonu sonucunda inaktiflesen ICAD, CAD’in
aktiflesmesine neden olarak apoptozun karakteristik bulgularindan biri
olan, kromatin kondensasyonuna ve oligoniiklecozomal DNA
fragmentasyonuna neden olmaktadr (Hunot ve Flavell, 2001). Bundan
dolay1 antrakinon tiirevleri ya da mitoksantron ile muamele edilen HelLa
hiicrelerinin DNA uglar1 terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) ile
isaretlenerek oligoniikleozomal DNA fragmentlerinin varhigir in situ
isaretleme yontemi ile belirlenmistir.

Farkli doz ve zaman araliklarinda inkiibasyona tabi tutulan HeLa
hiicrelerinin apoptotik indeks verileri Cizelge 9’da, floresan goriintiileri ise
Sekil 29-34°de verilmistir.

Madde verilmeyen kontrol hiicrelerinde 6 saat inkiibasyon siiresi
sonrasinda ¢ok diisiik oranda apoptotik hiicre varhig tespit edilmistir (%
6.75) (Cizelge 9 ve Sekil 29a). 4,4 uM mitoksantron ile muamele edilen
hiicrelerde ise bu oran % 37.5 olarak tespit edilmistir. Mitoksantronun
konsantrasyonunun disiiriilmesi ile apoptotik oranin da % 34.1’e diistigii
belirlenmistir (Cizelge 9 ve Sekil 29c). Buna karsilik diisilk dozda Ant 3
(6 uM) tirevi HeLa hiicreleri tizerinde % 60°lik apoptotik indeks ile
mitoksantrona oranla daha yiiksek apoptotik etki olusmustur (Cizelge 9,
Sekil 30b). 5 uM Ant 4 ve 3 uM Ant 6 da mitoksantrona gore yiiksek
oranda apoptotik DNA kiriklar1 gostermistir. Bu DNA kirilmalarinin
oranlari siras1 ile % 57.7 ve % 52.0 olarak hesaplanmstir (Sekil 30d ve f).
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Cizelge 9. Mitoksantron ve Antrakinon Tiirevleri ile 6, 12 ve 24 Saat Stimiile Edilen
HeLa Hiicrelerinin TUNEL Apoptotik indeksi

6 saat 12 saat 24 saat

Apoptotik Indeks (%)

Kontrol 6.75 8.0 11.1
Mitoksantron 4.4 pM 37.5 44.1 57.3
Mitoksantron 2.6 pM 34.1 40.0 50.0
Ant 310 pM 55.0 40.5 44.1
Ant 3 6 pM 60.0 39.6 42.2
Ant 4 8 pM 80.5 75.0 47.0
Ant 4 5 uM 57.7 82.3 51.6
Ant 6 8 uM 78.3 55.1 56.5
Ant 6 3 pM 52.0 46.6 54.0

@ ANADOLU UNIVERSITESI

Diisiik doz madde uygulamalari sonucu belirlenen en yiiksek apoptotik indeks
verileri koyu olarak belirtilmistir.

a)

Sekil 29. Mitoksantronun HeLa Hiicreleri ile 6 Saat inkiibasyon Sonras1 Gézlenen
DNA Fragmentasyonunun Floresan Mikroskobu ile Analizi. a) Madde
uygulamasi yapilmayan HeLa hiicreleri b) 4.4 pM Mitoksantron c) 2.6 pM
Mitoksantron
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Sekil 30. Antrakinon tiirevlerinin HeLa Hiicreleri ile 6 Saat inkiibasyon Sonrasi
Gozlenen DNA Fragmentasyonunun Floresan Mikroskobu ile Analizi.
a)10 pM Ant 3b) 6 pM Ant 3¢) 8 uM Ant 4 d) 5 uM Ant 4 verilen €) 8 pM
Ant 6 f) 3 uM Ant 6

Madde uygulamasi yapilmayan HeLa hiicrelerinde 12 saat sonrasinda
apoptotik indeks % 8.0 oraninda tespit edilmistir (Cizelge 9, Sekil 31a).

4.4 uM mitoksantron verilen HeLa hiicrelerinde ise % 44.1 oraninda
apoptoz  goriilmiistiir.  Mitoksantron  konsantrasyonun 2.6 uM’a
diisiiriilmesi ile apoptotik indeks % 40°a kadar azalmistir (Cizelge 9, Sekil
32b).

Ant 4 tiirevi disiik dozda (5 uM) daha yiiksek etkinlik gostererek % 82.3
orani ile en etkili madde olarak belirlenmistir (Sekil 32d). Bu oran Ant
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4’lin mitoksantrona oranla yaklasik iki kat daha etkili oldugunu
gostermektedir.

a)

Sekil 31. Mitoksantronun HelLa Hiicreleri ile 12 Saat inkiibasyon Sonrasi1 Gézlenen
DNA Fragmentasyonunun Floresan Mikroskobu ile Analizi. a) Madde
uygulamasi yapilmayan HeLa hiicreleri b) 4.4 pM Mitoksantron c) 2.6 pM
Mitoksantron
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Sekil 32. Antrakinon Tiirevlerinin HeLa Hiicreleri ile 12 Saat inkiibasyon Sonrasi
Gozlenen DNA Fragmentasyonunun Floresan Mikroskobu ile Analizi.
a)l0 pM Ant3b) 6 pM Ant 3¢) 8 uM Ant 4 d) 5 uM Ant 4 e) 8 uM Ant 6
f) 3uM Ant 6

Inkiibasyon siiresinin 24 saate uzatilmasi ile madde uygulamasi
yapilmayan kontrol hiicrelerinin apoptotik indeksi % 11.1 olarak tespit
edilmistir (Cizelge 9, Sekil 33a). Mitoksantron uygulamasi sonrasinda ise
doza ve zamana baglh artig goézlenmistir (Cizelge 9, Sekil 33b ve c).
Antrakinon tiirevleri ile muamele edilen HeLa hiicrelerinin en yiiksek
apoptotik indeksi % 54.0 olarak tespit edilmis olup, bu oran hiicrelerin 3
UM  metilpiperazin siibstitie Ant 6 ile inkiibasyonu sonrasinda
bulunmustur. Chen ve arkadaslarimmn (2013) yaptig1 calismada
metilpiperazin tasiyan yeni sentezlenmis antrakinon tiirevinin ovaryum
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kanser hiicrelerinde, DNA’nin kondanse halde bulunmasindan sorumlu
telomeraz enziminin aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir.

Sonug¢ olarak; HeLa hiicrelerinde, antrakinon tiirevlerinin zamana bagh
olarak apoptotik etkilerinin azaldigi, mitoksantronun ise apoptotik
etkisinin arttig1 belirlenmistir. Ancak bu artis biiylik Ol¢lide olmamakla
birlikte antrakinon tiirevlerinin diisik dozda ve kisa inkiibasyon
stirelerinde mitoksantrona oranla HelLa hiicreleri {izerinde daha yiiksek
apoptotik etki gosterdigi tespit edilmistir. Son donemde yapilan bir
calisgmada, amido mitoksantronlarin anologlarmin DNA baglantili
topoizomeraz inhibisyonu {lizerinde etkin olmadiklar1 ve bu durumun
antrakinon tiirevlerinin kimyasal yapismna bagli olarak DNA ile farkli
iligkiler kurabilecegini gostermektedir (Joseph ve ark., 2010).

Chang ve ark. (2011) ise 1,2 konumdan siklik halka siibstitiie antrakinon
tirevinin HeLa hiicrelerinde hem topoizomeraz hem telomerazi inhibe
ettigini bildirmislerdir. Ayrica literatiirde yer alan bir calismada, yeni
sentezlenen 1,3-dihidroksi stibstitiie antrakinon turevlerinin serviks kanser
hiicresinde ge¢ apoptozun Onemli belirteglerinden olan DNA
fragmentasyonuna neden olduklar1 tespit edilmistir (Weia ve ark., 2000).

a)

Sekil 33. Mitoksantronun HeLa Hiicreleri ile 24 Saat inkiibasyon Sonrasi Gézlenen
DNA Fragmentasyonunun Floresan Mikroskobu ile Analizi. a)Madde
uygulamasi yapilmayan HeLa hiicreleri b) 4.4 pM Mitoksantron c¢) 2.6 pM
Mitoksantron
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Sekil 34. Antrakinon Tiirevlerinin HeLa Hiicreleri ile 24 Saat Inkiibasyon Sonrasi
Gozlenen DNA Fragmentasyonunun Floresan Mikroskobu ile Analizi.
a)10upM Ant3b)6 pM Ant3¢c) 8 uM Ant4 d) 5 uM Ant 4 ¢) 8 uM Ant 6
f) 3uM Ant 6

Tez kapsaminda, yeni sentezlenen antrakinon tiirevlerinin HeLa hiicre
cogalmasindaki etkileri mitokondriyal aktiviteye bagl olarak incelenmis
olup, diisiik dozda tiimdr hiicreleri iizerine sitotoksik etkili olan Ant 3, Ant
4 ve Ant 6’nin apoptotik siiregteki rolleri ayrintili olarak aragtirilmigtir. Bu
kapsamda her ii¢ tiirevin de mitoksantrona gore iistiinliikleri oldugu tespit
edilmistir. Antrakinon tiirevlerinin HeLa hiicrelerinin membraninda
fosfatidil serin translokasyonuna neden olduklar1 gozlenerek, erken
apoptozda, mitoksantrona oranla, daha erken inkiibasyon siiresinde daha
etkili olduklar1 belirlenmistir.



Hiicre !l”"“ll”l”ll“““ “” l"l““””"l" Fosfatidil serin

Translokasyonu

Apoptozom
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Sekil 35. Antrakinon Tiirevlerinin HeLa Hiicrelerinde Tetikledikleri Apoptoz
Mekanizmasi
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Ayni sekilde bu 3 tiirevin, HeLa hiicrelerinde apoptotik DNA kiriklarina
neden olduklar1 tespit edilerek, ge¢ apoptozda da, mitoksantrona oranla
daha yiiksek etkinlik gosterdikleri belirlenmistir. Antrakinon tiirevlerinin
mitokondriyal membran potansiyeline bagh olarak HeLa hiicrelerinin
sitozolik ADP/ATP oraninda diisiise neden olmas1 dolayisi ile apoptozun
tetiklenmesinde  mitokondri  aracili  yolun izlenmis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Diger yandan tiirevlerin HelLa hiicrelerinde kaspaz-3
aktiflesmesine neden olmasi kaspaz bagimli apoptoza isaret ederek,
kaspazlarm aktiflesmesinin de diger verilerden yola ¢ikarak mitokondriyal
yoldan olabilecegini isaret etmektedir. Antrakinon tiirevlerinin HeLa
hiicrelerinde tetikledikleri apoptoza iligskin etki mekanizmasi Sekil 35°de
gosterilmistir.
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SONUC ve ONERILER

Calismamizin sonucunda, yeni sentezlenen antrakinon tiirevlerinin HelLa
hiicreleri lizerinde sitotoksik etkiye sahip olduklar1 ve 6zellikle
metilpiperazin siibstitiie, piperidin siibstitie ve morfolin siibstitiie
tiirevlerinin apoptozu mitoksantrona oranla etkili bir sekilde HeLa hiicre
apoptozunu uyardiklar1 tespit edilmistir. Antrakinon tiirevlerinin HelLa
hiicreleri iizerinde erken apoptotik etkileri mitoksantrona gore diisiik dozda
ve erken evrede daha yiiksek oranda oldugu, ayni sekilde gec apoptotik
etkilerinin de DNA fragmentasyonu tayini ile olusturulan apoptotik indeks
verilerine dayanarak daha yiliksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu
tiirevlerin apoptotik yolakta DNA kirilmasini uyaran kaspaz-3 aktivitesine
neden olduklar1 deneysel olarak gosterilmistir. Bu sonuglar tiirevlerin
apoptotik  etki  mekanizmasmin  kaspaz-bagimli  olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bunun i¢in intrinsik ve ekstrinsik yolakta gorev alan
diger kaspaz molekiillerinin aktivasyon seviyelerinin arastirilmasi
gerekmektedir. Bununla birlikte DNA fragmentasyonunda rol oynayan
ICAD (inhibitor of caspase-aktivated deoxyribonuclease) ve CAD
(caspase-aktivated  deoxyribonuclease)  molekiillerinin  aktivasyon
seviyeleri belirlenmelidir. Kaspazlar tarafindan parcalanarak CAD’1in
serbestlesmesini ve oligoniikleozomal DNA fragmentasyonuna neden
olmasini tetikleyen ICAD varliginin tespit edilmesinin 6nemli olacagi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte antrakinon tlirevlerinin hiicre
yiizeyindeki reseptorlere baglanarak apoptozu tetikleyen 6liim aktivatorleri
olabilme ihtimalleri ile ilgili ¢alismalar yapilmas1 hedeflenmektedir.

Diger yandan HeLa hiicrelerinin, antrakinon tiirevleri ile 6 ve 12 saatlik
inkiibasyonu sonrasinda Olgiilen ADP/ATP orani, zamana bagli olarak
artmis ve mitokondriyal membran potansiyelinin diisiisii ile iliskilendirilen
bu durum, tiirevlerin etki mekanizmasinda mitokondrinin rolii noktasinda
ipuclart vermistir. Bu yolagin tamimlanabilmesi igin mitokondriyal
kaynakli  sitokrom ¢ molekiilinin deneysel olarak 6lgiilmesi
gerekmektedir.

Apoptoz mekanizmasi aydimnlatildiktan sonra, uygulanan ilag tedavilerinde
etken maddenin terapotik etkinligini sinirlayan P glikoproteinin etkinligi
tespit edilerek, sentezlenen yeni tiirevlerin, kanser tedavisi noktasinda
etkinliklerinin detayli sekilde belirlenmesi, ¢alismalarin in vivo ortamda
yiirlitiilmesi, yeni sentezlenen bu tiirevlerin serviks kanseri i¢in umut
vadeden kemoterapétik ajan olabilmeleri yolunda Onemli katk1
saglayacaktir.
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EK 1
Mitoksantron ve Antrakinon Tiirevlerinin Sitotoksik Etki Grafikleri
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Sekil 36. Antrakinon tiirevlerinin HeLa hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri. Her bir veri
noktasi 8 bagimsiz kuyunun ortalamasim temsil etmektedir. Madde verilmeyen
kontrol grubunun hiicre ¢ogalma orani % 100 olarak kabul edilmistir. Anlamhilik
degeri p <0,05, ortalama degerler £St. Hata (n = 8)
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Sekil 37. Mitoksantronun HeLa hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi. Her bir veri noktas: 8
bagimsiz kuyunun ortalamasim temsil etmektedir. Madde verilmeyen kontrol
grubunun hiicre ¢ogalma oram % 100 olarak kabul edilmistir. Anlamlilik degeri
p <0,05, ortalama degerler £St. Hata (n = 8)
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