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BAZ| SENTETIK BILESIKLERIN TOPOIiZOMERAZ ENZIiM
AKTIVITESI UZERINE ETKIiSi

OZET

Cagimizin en 6nemli hastaliklarindan birisi olan kanserin tedavisinde antrakinon
tirevleri siklikla kullanilmaktadir. Antrakinonlarin ana yapilaria yan zincirlerin
eklenmesi, tiirevlerin ¢ok farkli biyolojik aktiviteler kazanmasini1 saglamaktadir.
Bu nedenle yeni sentezlenen antrakinon tiirevlerinde gozlemlenen yiiksek anti-
kanser aktivite, ila¢ direnci mekanizmalarinin engellenmesi ve diisiik sitotoksik
etki, tlirevlerin kemoterapotik ajan aragtirmalarinda onemli yer teskil etmesini
saglamaktadir.

Yapilan tez c¢alismasinda, daha Once serviks adenokarsinoma hiicre hatti
tizerinde sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirilan yeni sentezlenmis 3 adet
antrakinon tlirevinin topoizomeraz I enzim inhibisyonu ve hiicre i¢i apoptotik
mekanizma iizerindeki etkileri incelenmistir. Tim deneysel ¢alismalarda
tirevlerin maksimum yar1 ve maksimum %20 inhibitér konsantrasyonlari
kullanilmistir. Plazmid siiperheliks gevseme analizi ile tiirevlerin topoizomeraz I
inhibitor etkileri tespit edilmistir. Tirevlerin her iki konsantrasyonda da
topoizomeraz | enzimini inhibe ettigi belirlenmistir. Tiirevlerin hiicre i¢i apoptotik
proteinler iizerindeki etkilerinin incelenmesi i¢in Western Blot metodu
kullanilmistir. Yapilan ¢alismada antiapoptotik proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-xL ile
proapoptotik proteinler olan p53, Bax ve BID’in ekspresyon diizeyleri tespit
edilmistir. En yiiksek apoptotik etki 4-Metilpiperazin-1-ditiyokarbamik asit 6,11-
Diokso-6,11-dihidro-1H-antra[1,2-d]imidazol-2-il-metil  ester’de  gbzlenmekte
iken tiirevlerin timi hiicre i¢i apoptotik mekanizmayi uyarmaktadir. Serviks
adenokarsinoma hiicre hatt1 ile tlirevlerin 12 saatlik inkiibasyonu sonrasinda p53
ve Bax ekspresyonlarinda artis gozlenirken, Bcl-2 ve Bcl-xL ekspresyon
seviyelerinin sabit kaldig1 tespit edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise
p53 ve Bax proteinlerindeki artis korunurken Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerinin
ekspresyon seviyelerinin diistiigii tespit edilmistir.

Tiirevlerin diisiik konsantrasyonda kamptotesin ve mitoksantrondan daha
yiikksek topoizomeraz I enzim inhibisyonu goéstermesi, kanser tedavisinde
kullanilmasima olanak saglamaktadir. Aym1 zamanda apoptotik etkiye sahip
olmalari, sentezlenen yeni antrakinon tiirevlerinin diger bir yoldan kemoterapide
kullanilabilme potansiyellerini arttirmaktadir.

Anahtar Kelimeler: HeLa, topoizomeraz I, apoptoz, antrakinon, hiicre kiiltiirii
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EFFECT of SOME SYNTHETIC COMPOUNDS on TOPOISOMERASE
ENZYME ACTIVITY

ABSTRACT

Anthraquinone derivatives are often used in therapy of cancer, which is one of
the most important diseases of our century. Adding substituents to the main
structure of anthraquinone, provides very different biological activities to them.
Thus, the observed high anti- cancer activity of the newly synthesized derivatives
of anthraquinone, prevention of drug resistance mechanisms and low cytotoxic
effect, provides an important place in the research of chemotherapeutic agents to
derivatives.

In this thesis, topoisomerase | enzyme inhibition and effects on intracellular
apoptotic mechanisms of newly synthesized 3 anthraquinone derivative were
investigated. Their cytotoxic and apoptotic effects on the cervix adenocarcinoma
cell line were studied before. Half maximum and maximum 20% inhibitory
concentrations of derivatives were wused in all experimental studies.
Topoisomerase | inhibiton of derivatives were determined in both concentration
by using plasmid supercoil relaxation assay. Western blot method was used to
analyse the effects of derivatives on intracellular apoptotic proteins. In this study,
expression levels of Bcl-2, Bcl-xL, Bax, p53 and BID which are apoptotic
proteins were analysed. While the highest apoptotic effect is observed on 4-
Methylpiperazine-1-dithiocarbamic acid 6,11-Dioxo-6,11-dihydro-1H-anthra[1,2-
d]imidazole-2-il-methyl ester, all derivatives are inducing intracellular apoptotic
mechanism. An increase in expression levels of Bax and p53 was observed
whereas a stability in expression levels of Bcl-2 and Bcl-xL was determined after
12 hours incubation of cervix adenocarcinoma cell line with derivatives. After 24
hours incubation, the increase of Bax and p53 expression levels was protected, but
a decrease in expression levels of Bcl-2 and Bcl-XL was determined.

Showing higher topoisomerase inhibition than mitoxantrone and camptothecin
in lower concentration, allows derivatives to use in cancer treatment. Also having
an apoptotic effect, increases the potentials of newly synthesized anthraquinone
derivatives to be used in chemotherapy in another way.

Keywords: Hela, topoisomerase |, apoptosis, anthraquinone, cell culture
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CIZELGELER DiZINi

CIZELGE NO ve ADI SAYFA

Cizelge 1 12 ve 24 Saat Inkiibasyon Sonrasinda HeLa Hiicrelerinden Elde 27
Edilen Total Protein Miktarlar1 (mg/ml)

Cizelge 2 Tiirevler ile 12 Saat Inkiibe Edilen HeLa Hiicrelerinde 41
Proteinlerin Ekspresyon Seviyeleri
Cizelge 3 Tiirevler ile 24 Saat Inkiibe Edilen HeLa Hiicrelerinde 41

Proteinlerin Ekspresyon Seviyeleri

viii
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SEKILLER DIiZiNi

SEKIL NO ve ADI SAYFA

Sekil 1 Kanserlesme Mekanizmasindaki Etkenler
Sekil 2 Antrakinonlarin Kimyasal Yapisi

Sekil 3 Topoizomeraz Il ve DNA’nin Yapisal Sekli
Sekil 4 Topoizomeraz I ve DNA’nin Yapisal Sekli

Sekil 5 Apoptozun Asamalar1 Esnasinda Hiicrenin Faz Kontrast
Mikroskop Goriintiileri

Sekil 6 Apoptotik Sinyal Mekanizmalari
Sekil 7 Proapoptotik ve Antiapoptotik Proteinler

Sekil 8 Mitoksantron ve Antrakinon Tiirevlerinin Kimyasal Yap1
Formiilleri

Sekil 9 Supersarmal DNA ve Gevsemis DNA Formu

Sekil 10 Maksimum Yar1 Inhibitér Konsantrasyonlarinda Ant 3, Ant 4
Ant 6 ve Mitoksantron ile Kamptotesinin Jel Goriintiileri

Sekil 11 Maksimum %20 Inhibitér Konsantrasyonlarinda Ant 3, Ant 4
Ant 6 ve Mitoksantron ile Kamptotesinin Jel Goriintiileri

Sekil 12 HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 12 Saat
Inkiibasyonu Sonucunda Elde Edilen Aktin Proteini Ekspresyonu

Sekil 13 HeLa Hiicreleri ile Ant 6’nin 12 Saat Inkiibasyonu Sonucunda
Elde Edilen Aktin Proteini Yogunluk Grafigi

Sekil 14 HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 24 Saat
Inkiibasyonu Sonucunda Elde Edilen Aktin Proteini Ekspresyonu

Sekil 15 HeLa Hiicreleri ile Ant 6 nin 24 Saat Inkiibasyonu Sonucunda
Elde Edilen Aktin Proteini Yogunluk Grafigi

Sekil 16 HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 12 Saat
Inkiibasyonu Sonucunda Elde Edilen Bax Proteini Ekspresyonu

Sekil 17 HeLa Hiicreleri ile Ant 6’nin 12 Saat Inkiibasyonu Sonucunda
Elde Edilen Bax Proteini Yogunluk Grafigi

Sekil 18 HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 24 Saat
Inkiibasyonu Sonucunda Elde Edilen Bax Proteini Ekspresyonu

Sekil 19 HeLa Hiicreleri ile Ant 6’nin 24 Saat Inkiibasyonu Sonucunda
Elde Edilen Bax Proteini Yogunluk Grafigi
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SEKILLER DiZINi DEVAM

SEKIL NO ve ADI SAYFA

Sekil 20 HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 12 Saat
Inkiibasyonu Sonucunda Elde Edilen Bcl-2 Proteini Ekspresyonu

Sekil 21 HeLa Hiicreleri ile Ant 6’nin 12 Saat Inkiibasyonu Sonucunda
Elde Edilen Bcl-2 Proteini Yogunluk Grafigi

Sekil 22 HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 24 Saat
Inkiibasyonu Sonucunda Elde Edilen Bcl-2 Proteini Ekspresyonu

Sekil 23 HeLa Hiicreleri ile Ant 6’nin 24 Saat Inkiibasyonu Sonucunda
Elde Edilen Bcl-2 Proteini Yogunluk Grafigi

Sekil 24 Hela Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 12 Saat
Inkiibasyonu Sonucunda Elde Edilen Bcl-xL Proteini Ekspresyonu

Sekil 25 HeLa Hiicreleri ile Ant 6’nin 12 Saat Inkiibasyonu Sonucunda
Elde Edilen Bcl-xL Proteini Yogunluk Grafigi

Sekil 26 HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 24 Saat
Inkiibasyonu Sonucunda Elde Edilen Bcl-xL Proteini Ekspresyonu

Sekil 27 HeLa Hiicreleri ile Ant 6'nin 24 Saat Inkiibasyonu Sonucunda
Elde Edilen Bcl-xL Proteini Yogunluk Grafigi

Sekil 28 HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 12 Saat
Inkiibasyonu Sonucunda Elde Edilen BID Proteini Ekspresyonu

Sekil 29 HeLa Hiicreleri ile Ant 6'min 12 Saat inkiibasyonu Sonucunda
Elde Edilen BID Proteini Yogunluk Grafigi

Sekil 30 HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 24 Saat
Inkiibasyonu Sonucunda Elde Edilen BID Proteini Ekspresyonu

Sekil 31 HeLa Hiicreleri ile Ant 6’nin 24 Saat Inkiibasyonu Sonucunda
Elde Edilen BID Proteini Yogunluk Grafigi

Sekil 32 HelLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 12 Saat
Inkiibasyonu Sonucunda Elde Edilen p53 Proteini Ekspresyonu

Sekil 33 HeLa Hiicreleri ile Ant 6’nin 12 Saat Inkiibasyonu Sonucunda
Elde Edilen p53 Proteini Yogunluk Grafigi

Sekil 34 HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 24 Saat
Inkiibasyonu Sonucunda Elde Edilen p53 Proteini Ekspresyonu

Sekil 35 HeLa Hiicreleri ile Ant 6’nin 24 Saat Inkiibasyonu Sonucunda
Elde Edilen p53 Proteini Yogunluk Grafigi

Sekil 36 HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 12 Saat
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SEKILLER DiZINi DEVAM
SEKIL NO ve ADI SAYFA

Sekil 37 HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 24 Saat 40
Inkiibasyonu Sonucunda Elde Edilen Tiim Proteinlerin Ekspresyonlari

Xi
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GIRIS ve AMAC

Saglikli hiicrelerin anormal bir sekilde biiylime ve kontrolsiiz ¢ogalmalarini
saglayarak, bulunduklari dokuyu isgal etmelerine ve viicudun diger dokularina
yayillmalarina sebep olan kanser cagimizin en Onemli saglik sorunlarindan
birisidir (http-1). 2012 yilinda diinya iizerinde 14,1 milyon yeni kanser vakasi
meydana gelirken, bunlarin yaklasik olarak 8,2 milyonu 6liimle sonuglanmistir.
Kanser sebebiyle gergeklesen oliimlerin toplam oliim vakalarinin %14,1’ini
olusturdugu tespit edilmistir. Servikal kanser, hem kadinlar arasinda goriilen en
yaygin, hem de en yiiksek Oliim oranina sahip kanser siralamasinda, dordiincii
sirada gelmektedir. 2012 yilinda 528,000 servikal kanser vakasi meydana gelirken
bunlarin  266,000’1 o6limle sonuglanmistir. Kanser sebebiyle gergeklesen
Olumlerin %8’ini servikal kanser olusturmaktadir (Anonim, 2014)

Giliniimiizde kanser tedavisinde kullanilan yontemlerin basinda kemoterapi ve
radyoterapi gelmektedir. Hastaligin ilerledigi vakalarda kemoterapi ve radyoterapi
ya da farkli kemoterapotik ajanlar kombine kullanilmaktadir. Fakat her iki
yontemin de biiylik yan etkileri bulunmaktadir. Bu sebeple tedavide kullanilan
kemoterapoétik ajanlardan daha diisiik yan etkilere sahip yeni kemoterapoétiklerin
arastirmalari kanser ¢alismalarinin birincil konusudur (Poggi ve ark., 2001).

Fizyolojik stirecte hiicrelerin dogal bir 6liim sekli olan, programli hiicre 6limii
olarak da bilinen apoptozu uyaran anti-kanser ajanlarin kullanilmasi, yeni
kemoterapotik ilag gelistirilmesi ¢aligmalarinda etkili bir yontemdir. Bu sayede
kanserli hiicreler oliirken bulunduklar1 dokuya zarar vermemekte, ilacin yan
etkileri azalmaktadir (Ellis ve ark., 1997).

Anti-kanser ajan ve antibiyotik olarak da kullanilabilen topoizomeraz
inhibitorleri, kanserle miicadelede genis bir yer edinmektedir. Hiicre boliinmesi
esnasinda DNA sarmalimin diiz iplik¢ikler halinde agilmasini saglayan
topoizomerazlarin inhibisyonu, boliinmeyi durdurarak hiicrenin ¢ogalmasini
engellemektedir (Potmesil ve Pinedo, 1995)

Antrakinonlar, anti-kanser aktiviteleri sebebiyle 30 yili askin siiredir
kemoterapétik ¢aligmalarinda onemli yer teskil etmektedir. Antrasenin en dnemli
kinon tiirevleri olan antrakinonlarin diizlemsel trisiklik yapilar1 DNA iplik¢ikleri
ile etkilesime gecmektedir. Bu sayede topoizomeraz I ve topoizomeraz II tiirevi
enzimlerin ¢aligmasini inhibe ederek hiicre cogalmasini engellemekte, dolayisiyla
kanserin ilerlemesini durdurmaktadir (Alibadi ve ark., 2004). Buna karsin diger
anti-kanser ajanlar gibi sa¢ kaybi, kusma, mide bulantisi ve viicut direncini
azaltmalar1 yaninda kardiyotoksik etkilert bulunmaktadir. Antrakinonlarin,
ozellikle kalpte serbest radikal olusturarak kardiyotoksik etki gostermektedirler
(Zhang ve ark., 2012). Yan etkileri sebebiyle hayat boyu alinabilecek antrakinon
miktar1 smirlandirilmaktadir. Tedavi esnasinda kullanilan antrakinon miktar
hayat boyu alinabilecek miktara ulastiginda antrakinon tiirevleri ile yapilan tedavi
durdurulmaktadir (Minotti ve ark., 2004).

Bu tez kapsaminda etkileri arastirilan antrakinon tiirevlerinin Hela hiicre hatti
tizerindeki apoptotik etkileri laboratuvarimizda yapilan bir yiiksek lisans tezi ile
gosterilmistir (Onder, 2013). Bu tez kapsaminda da Antrakinon tiirevlerinin pro-
ve anti-apoptotik protein ekspresyonu {izerine etkilerinin arastirilmasi ve
topoizomeraz inhibitor etkisinin belirlenmesi amaclanmistir. Bu sayede ilag aday1

1



@ ANADOLU UNIVERSITESI

olan Antrakinon bilesiklerinin apoptotik etki mekanizmasinin belirli diizeyde
aydinlatilmas1  saglanacak ve topoizomeraz inhibitér etkisi literatiire
kazandirilacaktir.
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KAYNAK BILGiSi
Kanser

Neoplazi, bir doku veya organi olusturan hiicrelerin anormal ve kontrolsiiz
sekilde cogalmasidir. Neoplazmalar ¢ogunlukla ayirt edilebilecek kitleler yani
timorler olusturacak sekilde biiyiirler. Kot huylu olarak nitelendirilen
neoplazmalar yiiksek derecede degisim gosterirler ve lenf sistemi ve kan dolagimi
yolu ile metastaz olustururlar ya da baska bir deyisle ikincil organlara yayilarak
viicudu isgal ederler. Kanser terimi neoplazma ile asagi yukari es anlamlidir ve
kontrolsiiz, anormal hiicre ¢ogalmasi ile karakterize edilen bir¢cok hastalik icin
genel bir terim olarak kullanilir.

Sik goriilmesi ve Oldiiriiciiliigiiniin yiiksek olmasi nedeniyle kanser giiniimiiziin
en Onemli saglik sorunudur. Tami olanaklarinin gelismesi ve saglik
kuruluslarindan yararlanma olanaklarinin artmasi ile her yil daha ¢ok kanser
vakast teshis edilmektedir. Ayrica enfeksiyon hastaliklarinin kontrol altina
alinmasi; diger hastaliklara karsi etkin tedavi yontemlerinin kullanima girmesi ve
yasam standardinin yiikselmesi ile ortalama yasam siiresinin uzamasi, dolayisi ile
yaslt niifusun artmasi; toplumun bilgi seviyesinin yiikselmesi ve kanser
tedavisindeki gelismeler sebebi ile daha ¢ok hastanin hekime bagvurmasi ve
gelisen teknoloji ile cevresel karsinojenlere maruziyetin artis1 kanser teshisi
sikligint arttiran etkenlerdir (http-2).

Diinyadaki kanser vakasinin sayis1 gectigimiz 30 yil i¢inde iki kattan daha fazla
artmistir. 2008’de 12 milyon yeni kanser vakasinin teshis edildigi, kanserden
kaynaklanan 7 milyon 6liimiin gerceklestigi ve kanserli 25 milyon kisinin halen
hayatta oldugu tahmin edilmektedir. Diinya niifusunun siiregelen artist ve
yaslanmasi kanser yiikii lizerinde de biiyiik degisikliklere yol agacaktir. 2030°a
gelindiginde 27 milyon kanser vakasi, kanserden kaynaklanan yillik 17 milyon
olim ve son bes yil i¢inde kanser tanist konmus 75 milyon kisi rakamlarina
ulagilmas1 beklenmektedir. Bu artigin etkilerinin ¢ogu kaynaklar1 az ya da orta
seviyede olan iilkeler iizerinde gergeklesecektir. Bu tiir iilkelerin kaynaklar1 ¢ok
olan iilkelere oranla kanserden daha biiylik 6l¢iide etkilendigi sOylenebilir. Bu
iilkelerin saglik biitceleri genellikle kisithi olup bulasici hastaliklar yiliksek
diizeyde seyretmektedir. Kanser tedavi klinikleri herkesin erisimine agik olmayip
hayat kurtaric1 tedaviler ¢ogu zaman ekonomik nedenlerle ulasilamaz durumda
olmaktadir (Boyle ve Levin, 2008).

Ulkemizde 1970'i yillarda sebebi bilinen dliimler arasinda 4. sirada yer alan
kanser, son yillarda kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra 2. siraya
yiikselmistir. Erkeklerde en sik rastlanan kanserler nefes borusu, brons ve akciger
(%33), mide (%9), idrar torbast (%9), kalin bagirsak ve rektum (%8), prostat
(%06), ve larinks kanserleridir. Kadinlarda en sik rastlanan kanserler meme (%24),
kalin bagirsak ve rektum (%9), mide (%7), yumurtalik (%6), nefes borusu, brons
ve akciger (%06), 16semi (%5) ile serviks (%5) ve korpus (%5) kanserleridir
(Tuncer, 2009).

Kanserin Mekanizmasi

Kanser olusumunu hizlandiran onkogenler genellikle mutasyon ya da baska
nedenlerle yeni bir islev veya aktivite kazanarak otozomal dominant etKi
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gosterirler. Normal hiicrede ¢ogalmanin kontrolii i¢in gerekli olan ve hasara
ugradiklar1 veya ortadan kalktiklart zaman hiicrenin denetimsiz ¢ogalmasina
neden olan ve otozomal resesiflik gosteren genlere de tiimor siipressor genler
denir. Onkogenlerin aktivasyonu ve timor siipresor gen inaktivasyonlari, hiicrenin
kontrolsiiz ¢ogalmasi, kontak inhibisyonun kaybolmasi, invazyon ve metastaz
yetenegi kazanmasi gibi malign 6zellikler kazanmasina yol agmaktadir (Sekil 1).
Hiicre biiyiimesi, farklilasmasi ve g¢ogalmasinda rolii olan proto-onkogenlerde
meydana gelen mutasyonlar tiimor gelisimine, tiimor baskilayici genlerde
meydana gelen mutasyonlar ise hiicre siklusunun inhibisyonunu engelleyerek
anormal hiicre biiyiimesine neden olur (Ringer ve Schnipper, 2001).

Sekil 1. Kanserlesme Mekanizmasindaki Etkenler

Kanserli hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar sonucu hiicre islevini
kaybetmekle birlikte metabolizmasinda anormal durumlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu
anormallikler kanserli hiicrelerin ¢ogalmasint hizlandirdigi gibi  boliinme
sonrasinda olusan yeni hiicreler de ayn1 anormallikleri tasimaktadir. Mutasyona
ugrayan hiicrelerin bazilar1 Oliirken bazilar1 saglikli hiicrelere gore daha hizlh
cogalma yetenegi kazanmaktadir. Hiicreler eger kanserlestikleri bolgede kalirsa
bunlar iyi huylu; invazyon yani dokuyu istila etme egilimi gostererek olustuklar
dokudan farkli dokulara go¢ ederlerse kotii huylu olarak adlandirilmaktadirlar
(Hartwell, 2003).

Kanserin dliimlere sebep olmasinin ana nedenlerinden birisi metastaz yaparak
diger dokulara yayilmasidir. Olustugu dokuda biiyiimesi bu olayin ilk agamasidir.
Daha sonra baglanma yeteneklerini kaybederek kilcal kan damarlar1 aracilig ile
dolasim sistemine girmektedirler. Damar sisteminde integrin, selektinler ve CD44
gibi hiicre baglanma molekiilleri ile bazal membrana baglanma 6zelligi kazanan
timor hiicreleri dokuya niifuz ederek cogalmalarima devam etmektedirler. Bu
durum kanserli hiicrenin farkli bir dokuda ¢ogalarak viicuttaki olumsuz etkilerini
arttirmasina sebep olmaktadir (Tracey ve ark., 2013)

Timor hiicreleri de saglikli  hiicreler gibi besin ve oksijene ihtiyag
duymaktadirlar. Anormal hiicre biiyiime ve ¢ogalmalarini devam ettirmeleri i¢in

4
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ihtiyaclari normal diizeyin {izerine ¢ikmaktadir. Viicuttaki tiim dokularin besin ve
oksijen ihtiyacin1 kilcal damarlar karsilamaktadir. Var olan kilcal damarlar
kanserli hiicrelerin besin ve oksijen ihtiyaglarin1 karsilamadiklar1 durumda,
kanserli hiicreler yiiksek miktarda biliylime faktorii sentezleyerek cevrelerindeki
kilcal damar sayisim1 arttirmaktadirlar. Bu olay “Anjiyogenez” olarak
adlandirilmaktadir (Birbrair ve ark., 2013).

Kanserin Nedenleri

Kanserin olusum nedenleri ¢ok c¢esitli olup, bunlar arasinda bakteri, viriis,
radyasyonun etkileri, kaliim, beslenme aliskanligi ve kimyasallar sayilabilir
(Williams 2001).

Kalitim yoluyla kanser meydana gelme olasilig1 yaklasik olarak % 15, cevresel
faktorler sebebiyle meydana gelme olasiligi ise % 85°tir. Normalde timor
gelisimini 6nleyen tiimor baskilayici genlerdeki bir bozuklugun, kalitimsal olarak
aktarilmasi ve sigara gibi bir karsinojenin ilave katkisi ile bireyler kansere yatkin
bir hale gelebilmektedirler. Meme ve yumurtalik kanseri gibi bazi kanser
tiirlerinde, kanserin kalitimsal gegisine ait bazi genler tespit edilmistir. Benzer
sekilde, losemiler ve Wilms tiimorii, retinoblastoma gibi bazi1 cocukluk cagi
timorleri de kalitimsal o6zellik gosterir. Kalin barsakta polip gelisimine olan
genetik yatkinlikta, kalin barsak kanseri diger adiyla kolon kanserlerinin gelisim
riskini artirmaktadir. Her ne kadar kalin barsak kanserlerinin ¢ogu (yaklasik % 85-
90’1) dogumdan sonra meydana gelen mutasyonlarin bir sonucu olsa da geriye
kalan kismi kalitsaldir. (Yokus ve Cakir, 2012).

Kimyasal kanserojen ajanlar c¢evresel faktorlere dahil olup, ya DNA
molekiiliiniin yap1 taslari ile reaksiyona girerler ya da kromozomlarin yapisinda
bulunan proteinlerle c¢apraz baglar olusturarak DNA molekiiliinde baz
delesyonlarina, zincir kiriklarina, inversiyon gibi yapisal degisikliklere yol agar.
Meydana gelen bu mutasyonlar sonucunda DNA’nin replikasyonu, genlerin
transkripsiyonu ve translokasyonu veya aktivasyonunda anormal durumlar
meydana gelebilir (Ringer ve Schnipper 2001).

Kanserojen 6zellige sahip baz1 kimyasal ajanlar sunlardir; alfatoksinler gibi bazi
kiifler, yanmis yaglar1 igeren besinler, sigara, alkol, hardal gazi, benzen, komiir
tozu ve zifti, madeni yaglar ve naftalin (Yokus ve Cakir, 2012).

Ozellikle her yil yaklagik bir milyon insanin sigara kullanimma bagl olarak
kanserden yasamini yitirdigi tahmin edilmektedir. Tiim kanser tiplerinde artisa
sebep olan sigara kullanimi Oncellikle akciger kanserinde etki gdstermektedir.
Sigara dumaninin igerisinde bulunan polisiklik aromatik hidrokarbonlar, 6zellikle
benzopiren, DNA hasar1 meydana getirerek ve hiicre dongiisiiniin korunmasinda
gorev alan p53 proteinini lireten geni mutasyona ugratarak kansere sebep
olmaktadir. Sigara kullanimi olmayan akciger kanseri vakalarinda DNA iizerinde
guanin timin niikleik asitlerinin yer degistirmesiyle meydana gelen mutasyon %12
oraninda iken, sigara kullanim1 olan vakalarda bu oran %30’a ¢ikmaktadir (Pfeifer
ve ark, 2002).

Radyasyon, 1s1, glines 15181, mekanik darbeler kansere sebep olan baslica
fiziksel etmenlerdir. X 111, gamma 1sinlari, niikleer emisyonlar, ultraviyole
1sinlart gibi iyonize radyasyon i1sinlari biyolojik makromolekiillere direkt olarak
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etki edebilecek yeterli enerjiye sahiptirler. Boylelikle biyolojik makromolekiillerin
kimyasal yapilarinda degisime neden olabilirler. Ornegin; molekiilden elektron
kopartabilir ya da molekiillii pozitif yiikle yiikleyebilir. Bu tiir degisimler DNA
yapisinda tek ve ¢ift zincir kiriklarinin olusmasina ya da baz ve deoksiriboz seker
yapisinda modifikasyonlara sebep olur (Heynick ve ark., 2003) .

Helicobacter pylori, T hiicreli 16semi viriisii, human papilloma viriisii, servikal
kanser gibi virlis ve bakteriler de fiziksel ve kimyasal etkenler gibi, biyolojik
olarak normal karaktere sahip bir hiicre kiiltiiriinii transforme ederek kanser
olusturabilirler (Yokus ve Cakir, 2012).

Kanser Tiirleri

En sik rastlanan kanser tiirii, derideki epitel hiicreleri, gastrointestinal sistem ve
i¢ organlarda ortaya ¢ikan kotii huylu tiimoérler, yani karsinomlardir. Sarkomlarin
kaynag1 kaslar, kan damarlari, yag dokusu gibi yumusak dokular ve kemik
dokusudur. Merkezi sinir sisteminde bulunan glia hiicrelerinin degisimi sonucu ise
gliomalar ortaya ¢ikmaktadir (Boyle ve Levin, 2008).

Midenin epitel dokusunda olusan karsinoma genellikle uzun siiren gastritin
ardindan meydana gelmektedir. Diger organlara dogrudan yayilabildigi gibi
metastaz yoluyla da yayilim gostermektedir. Kan damarlarinda invazyon ve lenf
dokusunda metastaz gergeklestirmektedir. Karsinomlar kolon ve rektumda da
meydana gelebilmektedir. Bulundugu bolgede kas dokusuna niifuz ettigi zaman
kotii huylu olarak siniflandirilmaktadir. Kolonda bulunan karsinoma farklilagarak
adenokarsinoma sekline doniisebilmektedir (Hamilton ve Aaltonen 2000).

Glia hiicreleri ve beynin destek dokularindan olusan tiim tiimdrler glioma olarak
adlandirilir ve koken aldigr dokuya gore isimlendirilmektedir. En sik karsilasilan
glioma tipi yildiz seklindeki astrosit hiicrelerinden olusan astrositomalardir.
Gliomalarin tiimorlerin derecelendirilme sistemlerine gore 4 ayri1 dereceye ayrilir.
Tiimoriin derecesi ylikseldikge biliylime ve ¢ogalma hizi ile viicutta meydana
getirdigi tehlike artmaktadir. Beyin tiimdrleri arasinda en tehlikeli olani 4. derece
glioma olan glioblastomalardir. Glioblastomalar, biiylimeleri i¢in ¢evrelerinde
bulunan kan damar1 sayisin arttiklar1 gibi nekroz mekanizmas: ile beyinde 6li
dokuya sebebiyet vermektedirler. Glioma tedavisinde birincil olarak cerrahi
miidahale kullanilmaktadir. Bunun yaninda radyoterapi ve kemoterapi de ileri
derecedeki beyin tiimdrlerinde kullanilan tedavilerdir (Anonim, 2012)

Servikal Kanser

Rahim agzinda hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasiyla olusan serviks
kanseri viicudun diger kisimlarina yayilabilme 6zelligine sahip bir kanser tlirtidiir
(http-3). Serviks kanseri olusumunda en biiyiik faktoriin Human Papilloma Viriis
(HPV) oldugu bilinmektedir. Yiiksek, orta ve diigiik risk kategorilerine ayrilan
HPV tiplerinin hepsi serviks kanserine sebep olmamaktadir. Diisiik risk faktorii
HPV tipleri olan HPV6 ve 11 condyloma acuminatum adi verilen sigillere sebep
olmaktadir ve nadiren kansere sebep olmaktadir. Bunun aksine HPV 16, 18, 31,
33 ve 45 gibi yiiksek risk faktorii HPV tipi olanlarin kanserle iliskisi yapilan
caligmalarla gosterilmistir. Bazen kanserin gelisme evresine kadar higbir belirti
meydana getirmeden c¢ogalabilmektedirler (http-4). HPV enfeksiyonu her zaman
kanser olusumunda yeterli olmayabilir, kanserin olusabilmesi i¢in bazi yan
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etkenlere ihtiya¢ duyar. Sigara kullanimi, cinsel yolla bulasan diger g¢evresel
ajanlar ve bazi genetik ve hormonal faktorler serviks kanseri olusumundaki yan
faktorler arasindadir (Caligkan ve ark., 2010).

Serviks kanserinden gergeklesen Oliimler tiim kanser Oliimlerinin % 8’ini
olusturmaktadir. 2014 yilinda yapilan istatistiklere gore diinya ¢apinda kadinlarda
kanserden gerceklesen Oliim vakalarinda dordiincii sirada serviks kanseri yer
almaktadir. 2012 yilinda 528 bin serviks kanseri vakasi tespit edilmis olup
bunlarin 266 bin’i 6liimle sonuglanmistir. Gelismekte olan iilkelerde gézlemlenen
serviks kanseri vakalarin toplamin % 70’ini olusturmakta iken Sliimlerin biiyiik
bir kismu diisiik gelirli iilkelerde yasanmaktadir (Stewart ve Wild, 2014).

Serviks kanserinin biiyiik bir kism1 adenokarsinomdan meydana gelebildigi gibi
rahim agzinin dis yilizeyinde bulunan yass1 karaktere sahip skiiamoz hiicrelerde de
meydana gelebilir ve skiiamoz karsinom adini alir. Son yapilan ¢aligmalara gore
serviks kanseri adenoskiiamoz tipte yani hem salgi hiicrelerinde hem de skilamoz
hiicrelerde olusabilmektedir (Tang ve ark. 2013).

Serviks kanserinin biiyiime fazinda oksijensiz kalmasi yani hipoksi durumunda
lenf damarlar1 iizerinden anjiojenez gerceklestirdigi tespit edilmistir. Hipoksiye
maruz birakilmig serviks kanser hattinda vaskiiler endotelyal biiylime faktorii 3’{in
asir1 ekspresyonu gozlemlenmektedir (Chaudary ve ark., 2011).

Servikal kanserin olusumunda en biyiik faktér olan HPV, hiicrenin
kanserlesmesini sentezledigi E6 ya E7 proteinleri araciligiyla ya da dogrudan
hiicrenin genomuna entegre olarak gerceklestirmektedir. E6 ve E7 proteinleri
birbirilerinden bagimsiz olarak ya da sinerjistik etki ile keratinosit, servikal epitel
ve meme epitelini doniisime ugratarak oliimsiizlestirmektedir. Yapilan
caligmalarda E7 proteinin insan servikal epitelinde Ras proteinini aktive ettigi
gozlemlenmistir. Hiicre ici proteinleri aktive edebildikleri gibi hiicrenin
genomunda da degisikliklere sebep olmaktadirlar. Cogunlukla 1, 3 ve 5.
kromozomlar iizerinde kromatin bosluklarina ve kirilmalara sebep olmaktadirlar.
Bunun yaninda kromozomlar iizerinde meydana getirdikleri hasarin ardindan
hiicrenin DNA tamir mekanizmasin1 engellemektedirler. E6 proteini inaktif
formda bulunan p53 proteinine, E7 proteini ise inaktif formda bulunan p21
proteinine baglanarak, p53 proteinin hiicre dongiisii esnasinda dongiiyii
durdurmasinin  ardindan  gergeklestirdigi DNA tamirini  engellemektedir.
Kanserlesmenin ileri asamalarinda HPV genomu konak hiicrenin DNA’sina
entegre olmaktadir. K&tii huylu karsinomlarda HPV’nin DNA’ya baglanmasi daha
stk gozlenirken, yayilici olmayan tiimorlerde gézlemlenmemektedir. Buna karsin
her iki tip tiimorde de HPV, Ras genini mutasyona ugratmaktadir (Miinger ve
ark., 2004).

Cerrahi miidahale, radyoterapi ve kemoterapi serviks kanseri tedavisinde
kullanilan yontemlerdir. Sivi nitrojen ile sogutulmus metal bir sonda araciliiyla
yapilan operasyon, odaklanmig lazer kullanilarak kanserli hiicrelerin yakilmasiyla
yapilan operasyon, konik yapida olan kanserlesmis dokularin alinmasi ve uterus
ya da serviksin dogrudan alinmasi, serviks kanseri tedavisinde kullanilan cerrahi
miidahalelerdir. Kanserlesmenin asamalarina gore bazen radyoterapi kullanilsa da
kemoterapi ¢ogunlukla daha iyi sonu¢ vermektedir. Sisplatin, karboplatin,
paklitaksel, topotekan ve gemsitabin gibi ve bu ilaglarin kombinasyonlar: tedavide
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siklikla kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira dosetaksel, ifosfamit, 5-florourasil,
mitomisin ve irinotekan da tedavide kullanilan ilaglardandir (http-4).

Son yapilan ¢alismalarda, serviks kanseri tedavisinde antrakinon-
tiyosemikarbazon bilesiklerinin etkili oldugu gozlemlenmistir. Bu bilesikler
kanserli hiicreleri boliinme esansinda durdurarak proliferasyonlarini 6nlemekte
ayni zamanda kaspaz-bagimli yolak {izerinden apoptoza siiriiklemektedir. Meme
kanseri hiicre hatt1 antrakinon-tiyosemikarbazon bilesiklerine kars1 direng
gosterirken serviks kanseri hiicre hattinin tedaviye yanit verdigi gézlenmektedir
(Markovi ve ark., 2013)

Antrakinonlar

Acik sar1 renkte kristal yapida olan antrakinon, C14HgO», ilk olarak 1834 yilinda
A. Laurent tarafindan antrasenin oksitlenmesiyle hazirlanmistir. Genig kullanim
alanina sahip olan antrakinon 1868 yilinda boya sanayisinde, 1977 yilinda ise
kagit sanayisinde kullanilmaya baglanmistir. Tiirevlerinin yliksek biyolojik
aktivite gostermesinin aksine, antrakinon ana yapisi biyolojik olarak higbir etki
gostermemektedir (Vogel, 2000).

Polisiklik bir yapiya sahip olan antrakinon (Sekil 2) tiirevlerinin bazilar1 dogal
olarak bitki ve boceklerde bulunmakta olup sentetik olarak da iiretilmektedir.
Biyolojik olarak aktif olan tlirevler, tibbi ve biyolojik {irliin olarak
kullanilmaktadir. 1939°da antibakteriyel o6zellikleri tanimlanan antrakinon
tirevlerinin, 1960’larda anti-kanser etkisi bulunmustur. Streptomyces peucetius
varcaesitue’den izole edilen doksorubisin ve daunorubisin kemoterapide siklikla
kullanilan anti-kanser antrakinon tiirevleridir. Kardiyotoksik yan etkiye sahip
olmalarina ragmen ¢ok sayida kanser tipine etki etmektedirler (Rabbani ve ark.,
2004).

O

o

Sekil 2. Antrakinon’un Kimyasal Yapis1 (http-5)

30 yili askin bir siiredir aktrakinon tiirevi olan doksorubisin ve onunla ayni
siifta yer alan daunorubisin kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Doksorubisin
daha ¢ok meme kanseri, akciger kanseri, endometriyal dokularda ve osteosarkoma
gibi kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilmakta iken daunorubisin 16semi
tedavisinde kullanilmaktadir. Antrakinon tiirevleri ¢ok sayida mekanizma ile
antiproliferatif ya da sitotoksik etkiye sahiptirler. Makromolekiil sentezini inhibe
etmeleri, DNA hasar1 araciligiyla ya da lipit peroksidasyonu yaparak serbest
radikal olusturmalari, DNA’y1 alkillemeleri, DNA iizerinde capraz baglanmaya
sebep olmalari, DNA iplik¢iklerinin agilmasini engellemeleri ya da helikaz
aktivitesini baskilamalari, dogrudan membran hasar1 olusturmalari, topoizomeraz
I veya II’yi inhibe ederek hiicre dongiisiinii durdurmalart ve bu etkilerinin bir st



@) ANADOLU UNIVERSITESI

basamagi olarak apoptoza sebep olmalari gibi aktiviteleri ile ilag etkisi
gostermektedirler (Gewitz, 1999).

Cilt kanseri (M14, LOX IMVI, MALME-3M, SK-MEL-2), kolon kanseri
(HT29, KM12, SW-620, HCT-116, HCT-15), akciger kanseri (A549, EKVX,
HOP-62, HOP-92, NCI-H226) ve beyin tiimdoriine (U251, SF-268, SF-295, SNB-
19, SNB-75) ait ¢ok sayida hiicre hatti ile yapilan bir c¢alismada katyonik
antrakinon tlirevlerinin cilt kanseri haricinde diger tiim kanser tiirevlerinde diisiik
dozda yiiksek anti-kanser aktivite gosterdikleri, ayn1 zamanda antibakteriyel
etkiye de sahip olduklar1 bulunmustur. Calismada kullanilan antrakinon tiirevleri
antrakinon ana yapisi iizerinde alkil zinciri yerine aromatik grup tasimaktadir.
Yapi-etki iligkileri (SAR) calismalari, aromatik halka iizerinde elektron verici
siibstitiientin anti-kanser aktiviteyi arttirdigini ortaya koymaktadir (Jaya ve ark.,

2014)

Antrakinon’un platinli bilesigi insan kolon kanseri hiicre hatt1 {izerinde
denendiginde kemoterapide siklikla kullanilan sisplatine gore ve bilesigin
antrakinon kismini olusturan 1-[(3-Aminopropyl)amino]-anthracene-9, 10-dione’a
gore daha yiiksek sitotoksisiteye sahip oldugu gozlemlenmistir. Platin igeren
antrakinon tiirevinin DNA hasar1 olusturarak hiicreyi apoptoza siiriikledigi
diisiiniilmektedir. Diger bir yandan bilesigin platin grubu icermesi, hiicre
tarafindan kisa siirede inaktif hale getirilmesine sebep olmaktadir. Doksorubisin
hiicre c¢ekirdeginde yer alirken, platinli antrakinon bilesigi lizozomda yer
almaktadir (Alderden ve ark., 2006)

Tirozin ya da fenilalanin iceren antrakinon tiirevlerinin, topoizomeraz I
inhibitorii olarak kullanilan kamptotesinden daha yiiksek derecede inhibitor
ozellige sahip oldugu da gozlenmistir (Giles ve Sharma, 2005).

Topoizomeraz |

Topoizomerazlar tiim prokaryot ve Okaryotlarda bulunan, yiiksek derecede
korunan bir enzim ailesidir. Insan genomu 7 adet topoizomeraz geni tasimaktadir.
Bu genler niikleer topoizomeraz I, mitokondriyel topoizomeraz I, topoizomeraz II
a ve P, topoizomeraz III o ve B ve lreme hiicreleriyle smirli Spoll’i
kodlamaktadir. Topoizomerazlar DNA’nin tek ya da cift iplik¢igi tizerindeki
kesme ve baglama islemlerine gore iki ana gruba ayrilmaktadir (Hande, 2008)

Birinci grupta topoizomeraz |, mitokondriyel topoizomeraz | ve topoizomeraz
IIT o/B yer alirken, ikinci grup topoizomeraz II o/ ve Spoll’dan olusmaktadir.
Tip | topoizomerazlar ise tip 1A ve topoizomeraz | ve mitokondriyel topoizomeraz
I’i igeren tip IB olarak iki alt gruba ayrilmaktadir. Topoizomeraz IB grubu
DNA’nin 3’ ucu ile kovalent bag kurarken, diger tiim topoizomerazlar tirozin
aminoasidi araciligi ile DNA’min 5’ wucuna 5’-fosfotirozil kovalent bag
kurmaktadir. Topoizomeraz II (Sekil 3), DNA ¢ift iplik¢iginin ikisini de
kopararak disiilfit bagiyla tamir i¢in kopriiler kurmaktadir. Bu sayede replikasyon
ve transkripsiyon esnasinda olugan DNA biikiilmelerini diizeltmektedirler ve
yapilan islemler ATP bagimlhidir (Elsea ve ark., 1997)
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Sekil 3. Topoizomeraz II ve DNA’nin Yapisal Sekli (http-6)

1971°de James C. Wang tarafindan kesfedilen, ATP’ye ihtiya¢ duymadan
stipersarmal DNA’y1 gevsemis forma geviren topoizomeraz I (Sekil 4) baslangicta
omega proteini olarak adlandirilmistir. Insan topoizomerazi 1 geni kromozom
200911.2—-13.1 iizerinde yer almaktadir ve 100 kDa’lik bir protein sentezlemektedir
(Burt ve ark., 1991). Protein, ATP’ye ihtiya¢ duymadan DNA’nin tek iplik¢igi
tizerinde endoniikleaz aktivitesi gdstermektedir. Topoizomeraz I’in hiicre canlilig
icin en Onemli gorevlerinden biri DNA tamiri esnasinda silipersarmali
gevsetmesidir. Okaryotlar DNA’sinin  kromatin seklinde biikiilmesi, bazi
durumlarda silipersarmal yapinin agilmasini gerektirmektedir. Topoizomeraz I’in
katalitik kisminda yer alan tirozil kalintis1 kovalent bag ile DNA’1n 3’ ucuna bag
kurarak kirmaktadir. Enzim aktivasyonun geri doniisiimlii olmasi inhibitorlerin
etkili olabilmelerini saglamaktadir. Aktivasyon i¢in ATP’ye ihtiya¢ duyulmadig:
gibi Mg® da kullanilmamaktadir. DNA’nin serbestlestirilmesinin ardindan
topoizomeraz I iplik¢igin geri baglanmasimni saglamaktadir. Geri baglanma hizi
iplik¢igin koparilma hizindan ¢ok daha hizhidir. Topoizomeraz | ekspresyonu
boliinme fazinda olan ve olmayan hiicrelerde proliferasyondan bagimsiz bir
sekilde yapilmaktadir (Tao ve ark., 2003).
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Sekil 4. Topoizomeraz I ve DNA’nin Yapisal Sekli (http-7)

Topoizomerazlarin ekspresyonu tiimdr ile baglantili olmamasina ragmen,
kanserli dokularda normal dokulara gore daha yiiksektir. Topoizomeraz |
ekspresyonunun hiicre dongiisii ile bagimsiz olmasina karsin Topoizomeraz II o
hiicre dongiisiiniin S fazinda ve kanserli dokularda artmaktadir. Ayn1 zamanda
yiikksek metabolik aktiviteye sahip hiicrelerde topoizomeraz I ekspresyonunun
arttigl gézlemlenmistir. Topoizomeraz I geninin bozulmasi erken embriyonik
evrede fare ve sineklerde Oliime sebep olmaktadir. Topoizomeraz Il geninde
bozulma ise embriyonik ve perinatal evrede 6liime sebep olmaktadir (Korwek ve
ark., 2012).

En 1yi1 bilinen topoizomeraz I inhibitorii olan kamptotesin, topoizomeraz I’in
DNA tek iplik¢igini 3’ ucundan koparmasi ardindan geri baglama asamasinda
enzimi inhibe etmektedir (Hsiang ve ark., 1985) Kamptotesinin topoizomeraz | ile
olusturdugu kompleks, DNA’nin transkripsiyonu yapilacak olan iplik¢igi tizerinde
oldugu zaman RNA polimerazin aktivasyonu sebebiyle DNA {izerinde geri
dontigimsiiz  kiriklar olusmaktadir. Kamptotesin-topoizomeraz | kompleksi
transkripsiyon esnasinda transkripsiyonda kullanilmayacak olan DNA iplik¢igi
tizerinde yer aliyorsa RNA polimeraz ile etkilesime girmemektedir.
Topoizomerazin inhibisyonu ile dolayli yoldan olusan DNA kiriklar
transkripsiyonun durmasina sebep olmaktadir (Wu ve Liu, 1997).

Topoizomeraz ve p53 hem aktivasyon hem de inhibisyon agamalarinda birbiri
ile baglantilidirlar. Yapilan ¢alismalarda topoizomeraz I’in ¢alismasinin p53 ile
dogrudan baglantili oldugu anlasilmistir. Hiicrede transkripsiyon faktorii olarak
gorev alan p53 baglandigi bolgede tomoizomeraz I’in uyarilmasini saglamaktadir
(Gobertz ve ark., 1999). Topoizomeraz I’in inhibe edilmesi durumunda ise olusan
topoizomeraz-inhibitér kompleksi dolayli yoldan hiicrede p53 diizeyinin artmasini
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saglamaktadir. Yapilan ¢alismalar, kamptotesin gibi topoizomeraz I inhibitorleri
ile topoizomeraz I'in olusturdugu kompleksin dogrudan p53 ekspresyonunu
etkilemedigi gostermektedir. Buna karsin topoizomeraz I-inhibitér kompleksinin
dolayli yoldan olusturdugu DNA kiriklart p53 ekspresyonunun artis sebebidir
(Nelson ve Kastan, 1994).

Apoptoz
Hiicre oliim sekilleri

Hiicre oliimii gelisme, homeostazi ve immiin diizenlemede kritik bir islemdir.
Genellikle viicudun savunma sisteminin patojen enfeksiyonlara Kkarsi
savagsmasiyla olusan hiicre Oliimii iic ana baglikta toplanmaktadir. Bunlar
programli hiicre 6liimii apoptoz, cogunlukla kontrolsiiz olarak gergeklesen hiicre
6limii nekroz ve hiicrenin kendi kendini parcalamasi anlamina gelen otofajidir.
Hiicre 6liim sekilleri 6liim esnasindaki morfolojik degisimler ile hiicrede aktive
olan proteazlar ve niikleazlara gore siniflandirilmaktadir. Kaspaz-bagimli apoptoz
en sik goriilen hiicre 6liim sekli mekanizmasidir. Nekrozda goriilen sinyal yolu ise
serin/treonin kinaz reseptorii izerinden gerceklesmekte iken otofajik hiicre 6liimii
otofaji vakuolleri ile ger¢eklesmektedir (Galluzi ve ark., 2007).

Otofaji, hiicre igerigini yeniden kullanmak tizere okoryatlarda evrimsel olarak
korunmus bir 6lim seklidir. Viicutta diisiik seviyelerde meydana gelen otofaji
hiicreler arast1 homeostazi korumak icin gergeklesmektedir. Bunun yani sira
yapilan calismalar otofajinin hiicresel stres, farklilasma ve immiin savunma da
gorev aldigint gostermektedir (Maiuri ve ark., 2007). Saperonlarin diizenledigi
otofaji, makrootofaji ve mikrootofaji olmak lizere 3 farkli sekilde gerceklesen
otofajinin en c¢ok bilinen tipi makrootofajidir. Makrootofaji, proteinleri
lizozomlardan koruma amagli 6zellesmis vakuollerin diizenlenmesi ardindan
gerceklesmektedir. Otofajinin gergeklesmesinde sinyal, bir protein kinaz olan
mTOR’un (memelilerde rapamisin hedefi) inhibe edilmesi ile ger¢eklesmektedir.
Bunun ardindan ULK-Atg13-FIP200 kompleksi aktive olarak hiicrede otofajik
diizenlemeyi baglatmaktadir (Jung ve ark., 2009)

Nekroz uzun bir siire boyunca molekiiler mekanizmasi olmayan, kazara ve
kontrol dis1 gergeklesen bir hiicresel Olim sekli olarak bilinmesine karsin
kazpazlardan bagimsiz olan bir mekanizma ile gerceklesebilmektedir. Fiziksel
hasar, hipertermi ve deterjan kaynakl hiicrelerin lizizi molekiiler sinyal yolagina
bagli olmadan gergeklesen nekroz tipleridir. Nekroz sitoplazma ve organelleri
sismesi ardindan hiicre zarinin gegirgenligini kaybetmesi ve hiicresel igerigin
hiicre disina ¢ikmasi ile karakterize edilir (ChFautan ve ark., 1999). Tiimor nekroz
faktor reseptorii tip 1’in (TNF1) aktive olmasi hiicre i¢inde nekrotik sinyali
baslatmaktadir. Programli nekrozda hiicre i¢ginde gorev alan en 6nemli molekiil
olan RIPI’in (reseptor etkilesimli serin/treonin kinaz 1) aktif kaspaz 8 tarafindan
parcalaniyor olmasi onun anti-apoptotik 6zelligini gostermektedir (Degterev ve
ark., 2005)

Hiicre 6liim tiplerinden biri olan apoptoz yunanca agactan diisen yaprak veya
cicekten ayrilan petal anlamina gelir. Apoptoz terimi ilk kez 1972’de Avustralyali
bir patolog olan J.F.K. Kerr tarafindan tanimlanmigtir. Apoptoz mekanizmasi
hiicre diizeyinde uyarilmakta ve hiicrelerin bulunduklari dokuya zarar vermeden
kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle diizenlenen, programli, protein sentezi ve
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enerjiye gereksinim duyan, organizmada homeostazi koruyan bir olaydir. Apoptoz
ile ilgili yapilan ilk c¢alismalar Caenorhabditis elegans nematodu ile
gerceklestirilmistir. Cok basit yapida ve birgok hiicreli olan bu nematodlarda yer
alan ced-3, ced-4 ve ced-9 genlerinin apoptozu kontrol ettigi bulunmustur.
Mutasyon ile inaktif olmus ced-3 ve ced-4 genlerini tasiyan nematodlarda
apoptozun meydana gelmedigi ve normalde Slmesi gereken hiicreler yasamaya
devam ettigi gorilmiistir. Bu nedenle ced-3 ve ced-4’iin 6lim genleri olup
apoptozu indiikledikleri, ced-9’un ise 6liime karsi koruyan gen olup apoptozu
inhibe ettigi belirlenmistir. Bugilin bu genlerin insan genomundaki karsiliklar ced-
3 i¢in kaspazlar, ced-4 i¢in Apaf-1 ve ced-9 igin Bcl-2 oldugu tanimlanmistir.
Apoptoz mitoz gibi normal gelisim i¢in gerekli oldugu gibi organizmanin
biitiinligiine kars1 tehdit olusturan hiicreleri uzaklastirmak i¢in de gerekli bir
mekanizmadir (Yuan ve ark., 1993)

Apoptozun uyarildig: hiicreler bulundugu ortamdan uzaklasir, komsu hiicrelerle
baglantisin1 koparir ve biiziislir, kromatini yogunlasir piknotik bir goriiniim
almaktadir (Sekil 5).
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Apoptotik Sinyal Hiicre Kiiciilmesi Tomurcuk Olusmasi Apoptotik Cisimlere Parcalanma
Kromatin Yogunlasmasi DNA Parcalanmast

Sekil 5. Apoptozun Asamalar1 Esnasinda Hiicrenin Faz-Kontrast Mikroskobu Géoriintiileri
(Janicke, 2012)

Hiicre organelleri yapisal biitiinliiklerini korumakta ancak hiicre zarinin ig
kisminda lokalize olmus fosfotidil serin molekiilii apoptotik uyarilar sonrasinda
hiicre zarinin dis yiiziine transloke olur. Cekirdek kiiciiliir, parcalara ayrilir. Hiicre
zarla sarili tomurcuklar halinde kopar, apoptotik cisimciklere ayrilir. Apoptotik
cisimcikler makrofajlar tarafindan tanmnir ve fagosite edilir, bu sayede hiicrenin
oliimi inflamasyona sebep olmamaktadir (Kerr ve ark., 1972).

Apoptoz Mekanizmasi

Apoptoz, intrinsik (hiicre i¢i uyarilarin mekanizmasi) ve ekstrinsik (hiicre digi
uyarilarin mekanizmasi) olmak tiizere iki tip mekanizma ile ger¢eklesmektedir.
Apoptozu tetikleyen hiicre i¢i sinyaller; DNA hasari, hiicre i¢i Ca** diizeyi artis,
pH azalig1, metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklari ve hipoksidir. Hiicre dig1
sinyaller ise biiylime ve tireme faktorlerinin yetersizligi, TNF ya da FAS 6lim
reseptorlerinin aktivasyonu, sitotoksik T lenfosit ve iskemi, toksinler, UV,
kemoterapotik ilaglar, radyasyon gibi dis etkenlerdir. Her iki sinyal yolunda da
kaspaz enzimleri gorev almaktadir. Hiicre i¢i sinyaller instrinsik apoptoz yolunu
devreye sokarken, hiicre dist sinyaller ekstrinsik yol ile apoptozu indiikler
(Scaffidi ve ark., 1998).

Hiicre i¢i sinyallerle apoptotik uyarit alinmasindan sonra proapoptotik
proteinlerden Bid; bir antiapoptotik protein olan Bcl-2‘yi inaktive eder, Bax ve
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Bak’1 aktiflestirir. Aktiflesen Bax ve Bak mitokondri membraninda por
olusumunu indiikleyip zar potansiyelini degistirir (Spierings ve ark., 2004).
Boylelikle  mitokondri  membranindaki  porlardan  sitokrom-c,  Smac
(Mitokondriyel ikincil kaspaz aktivatérii), Endo-G (Endonukleaz-G), Ca** ve AIF
(Apoptoz indiikleyici faktor) salinimini uyarir. Sitokrom-c, oksidatif fosforilasyon
icin elektron tasir. SMAC, IAF (Inhibitdr apoptotik faktdr)’ii inhibe eder ve
apoptozu hizlandirir. IAF’nin ortamda bulunmasi ise kaspaz-3 ve kaspaz-8
aktivasyonunu engeller. AIF, ¢ekirdege transloke olarak kromatin yogunlasmasina
ve DNA fragmentasyonuna sebep olmaktadir. Endo-G de DNA’y1
fragmentasyona ugratir. Mitokondriyal porlardan salinan sitokrom-c, Apaf-1
(Apoptotik proteaz aktive eden faktor) ve ATP’nin katilmasiyla sitozolde
Apoptozom  kompleksini  meydana getirir.  Apoptozom, kaspaz- 9’un
aktiflesmesini kaspaz-9 da prokaspaz-3’t aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif
kaspaz-3 de ICAD (inaktif kaspaz aktive edici DNaz)1 inaktiflestirerek CAD
(Kaspaz aktive edici DNaz)’1 serbestlestirir. CAD ise ¢ekirdekte kromatin
yogunlagsmasina ve DNA’nin nukleozomal alt birimler halinde fragmante
olmasina neden olmaktadir (Sekil 6) (Adams ve Cory, 2001).
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Sekil 6. Apoptotik Sinyal Mekanizmalari (http-5)

Hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerine (Fas, TNFR, DRS) 6liim sinyallerinin
(FasL, TNF-alfa, TRAIL) baglanmasiyla reseptorler trimerik yap1 kazanir. Bu
sekilde trimerik yap1 kazanan reseptor; adaptor molekiilleri ve prokaspaz-8 ile
birleserek DISC (Oliim Uyaric1 Sinyal Kompleksi) ad1 verilen yapiyr olusturur.
Bu birlesmeden sonra inaktif durumdaki prokaspaz-8’in uzun ve kisa kollar1
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kesilerek aktif kaspaz-8’in olusmasi saglanir. Aktif kaspaz-8 dogrudan ve dolayli
olmak tizere iki yolla kaspaz-3’i aktive eder. Kaspaz-8 ya dogrudan kaspaz-3’i
aktive eder ya da Bid’i keserek dolayli olarak instrinsik mekanizma ile kaspaz-9’u
aktive ettikten sonra kaspaz-3’ii aktive eder. Her iki yolla da aktive olan kaspaz-3
yine CAD aktivasyonu ile DNA fragmantasyonuna neden olur. Ekstrinsik
yollardan biriside sfingolipid yoludur. Sfingomyelin, hiicre zar1 yap: taslarindan
biridir. Radyasyon, kemoterapi, 6liim reseptorleri ile aktive olan sfingomyelinaz,
sfingomyelini seramid’e donistiiriir. Seramid seramidaz ile sfingozine doniiserek,
Bid sentezini uyarir ve apoptozu tetikler (Sellers ve Fisher, 2014).

Fas, 24 iiyeli TNF reseptor ailesinin en iyi tanmimlanmis lyesidir. Bagisiklik
sisteminde hiicre 6liimiinii kontrol eden Fas hiicre reseptdrii, sitotoksik T hiicreleri
ve naturel killer hiicreleri iizerinde bulunur. 43 kDa molekiil agirligindaki Fas
proteini hiicre ylizeyinde kendi reseptoriine baglanir ve reseptdr trimerizasyonunu
saglar. Aktive olmus reseptorler Fas-ilgili 6liim domain proteini (FADD) reseptor
molekiili ile birlesir. Bu sekilde; Fas reseptoriiniin karboksil ucun yakin 80
aminoasitlik bolgenin uyarilmasiyla prokaspazlar aktive olur ve apoptoz baslar.
Fas ve TNF-a disinda TRAIL ve TRAIL reseptorleri de benzer yolla apoptozu
uyarabilmektedir. (Scaffidi ve ark., 1998).

Apoptozda Gorev Alan Proteinler
Kaspazlar

Sistein proteaz olan kaspazlar, aspartik asitten sonraki peptit bagin1 kirarlar.
Normal durumlarda hiicrede inaktif halde bulunurlar, ancak proteolitik olarak
birbirlerini aktiflestirirler. 100 farkli hedef proteini keserek apoptoza neden
olurlar. Kaspaz 2, 8, 9 ve 10’u igeren baslatict kaspazlar, kaspaz 3, 6 ve 7’yi
igceren efektor kaspazlar ve kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14’1 igeren inflamatuar
kaspazlar olarak 3 gruba ayrilmaktadirlar. DNA tamiri ve replikasyonu igin
gerekli enzimleri inaktive ederler. Hiicre iskeleti proteinlerini keserek hiicre
zarmin tomurcuklanmasina neden olmaktadirlar (Li ve Yuan, 2008).

Bagslatict kaspazlar apoptotik uyari ile baslayan Oliim sinyallerini efektor
kaspazlara iletmektedir. Efektor kaspazlar ise hiicre iskeleti proteinleri, niikleer
membran proteini laminin A ve DNA tamirinde rol alan poli ADP-riboz
polimeraz (PARP) gibi ilgili proteinleri parcalayarak apoptotik hiicre
morfolojisinin meydana gelmesine neden olmaktadir. ilk tammlanan enzim
ICE’dir (interlokin 1-fB doniistiirlicii enzim) ve prokaspaz 1 olarak bilinmektedir.
Kaspaz kaskadi, sitokrom c¢’nin sitoplazmaya salinmasiyla aktiflestirildigi gibi,
kaspazlar da sitokrom c salinimina neden olabilmektedir. Bir kaspaz inhibitor
ailesi olan IAP (apoptoz inhibitdrleri), kaspazlar1 segici olarak inhibe ederler,
boylece apoptotik mekanizmayr durdurmaktadirlar. Bu inhibitorler tiimorlerde
yiiksek ekspresyon diizeylerini sahiptir. IAP’ler ayrica hiicre siklusunu da
etkileyerek apoptozu durdurabilmektedir. Kaspazlardaki bozukluklar otoimmun
hastaliklara, kansere ve bazi ndrolojik bozukluklarin olusumuna sebebiyet
vermektedir (Reed, 2000).
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Bcl-2 Ailesi

Bir hiicrenin apoptoza siiriiklenmesi B-hiicre lenfome 2 (Bcl-2) ailesi genlerinin
heterodimer ya da homodimer formuna baglidir. Bcl-2 ailesi proapoptotik ve
antiapoptotik olmak iizere iki alt gruba ayrilir.

Proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerin ekspresyon diizeyleri hiicrenin 6lim
ve yasam arasindaki se¢ciminden sorumludur. Proapoptotik tiyeler Bad, Bax, Bid,
BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa’dir. Bu proteinler sitozolde yer alirlar. Sitokrom-
¢ ve AIF salinimini artirarak apoptozu indiiklerler. Antiapoptotik tiyeler ise Bcl-2,
Bcl-xL ve Mcl-1"dir (Sekil 7). Bu proteinler de mitokondri membraninin disinda,
endoplazmik retikulumda ve ¢ekirdek zarinda yer alirlar. Por olusumunu saglayip
iyon transportunu diizenlerler. Ozellikle hiicredeki Ca*" oranini kontrol ederler.
Ayrica kaspazlarin 6ncli formlariyla AIF ve sitokrom-c salinimini bloke ederek
apoptozu inhibe ederler (Taneja ve ark., 2001).

Antiapoptotik Proteinler Proapoptotik Proteinler
dizenlenme reseptor bolgesi 2' Coklu bolge icerenler
Bel-2 I 5| ] ligant bolgesi
Bel-B CO—a—a— - B e
Bak =} =3 .-
Bel-w - g, =1 = -
Belx, T H—ss—=—
Mcl-1 —+——{T—{"HER  sadece BH3 bolgesi icerenler
Bfi-1 ——— Nbk/Bik C .
Bim —i—
Hrk —il—_.
Bad =3
Bid =
Bmf ——
Noxa —i—a.—
Puma =3

Sekil 7. Proapoptotik ve Antiapoptotik Proteinler (http-8)

Bax ve Bak gibi proapoptotik Bcl-2 protein ailesi iiyeleri ise antiapoptotik
proteinlerden daha yiiksek oranda eksprese edildigi takdirde mitokondri
membranin1  depolarize ederek kaspaz-9 ve kaspaz-3’in aktivasyonunu
saglamaktadir (Tsujimoto, 1998). Heterodimer yapi olusturmus Bcl-2 ve Bax
proteinleri apoptoz iizerinde etki gostermezken, apoptozun baskilanmasi
heterodimer yapidan serbestlesmis Bcl-2 proteinlerinin miktarina baghdir. Buna
karsin Bax’in asir1 ekspresyonu serbestlesmis olan Bcl-2’nin antiapoptotik
aktivitesine etki gostermemektedir (Otter ve ark., 1998).

Bir onkogen olan Bcl-2 geni ilk kez B hiicreli folikiiler lenfomada klonlanmustir.
Asir1 sentezi apoptozu engelleyerek lenfomaya neden olmaktadir. Lenfoma ve
l6semiler yaninda barsak, meme, akciger ve deri kanserinde de asir1 sentezi
gbzlemlenmistir. Normalde ektoserviksin skuamoz epitelinin bazal katinda yiiksek
seviyede, endoservikal hiicrelerde de diisiik seviyede sentezlenmektedir. Bcl-2’nin
serviks kanserinde normale gore daha az sentezlendigini bildiren ¢alismalar olsa
da pek ¢ok calismada yayillma egilimi olan kanserde ve yiiksek dereceli
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lezyonlarda daha fazla sentezlendigi gosterilmistir. Bu sonuglar Bcl-2 asirt
sentezinin serviks kanserinde rol oynadigi diisiindiirmektedir. Bel-2°nin serviks
kanserinin prognozu ile iliskisine baktigimizda prognozu etkilemedigini bildiren
caligmalar yaninda pozitif veya negatif yonde etkiledigini bildiren ¢alismalar da
mevcuttur (Burt ve ark., 1991).

Bcl-2 proteini ¢ogu hiicre tipi i¢in en bilinen antiapoptotik proteindir. Yapay
olarak Bcl-2 ekspresyonu arttirilmis serviks adenokarsinoma hiicre hattinin
(HeLa) yasam siiresinin, dogal HelLa’ya gore daha kisa oldugu tespit edilmistir.
Hiicre hatlar1 yliksek konsantrasyonda H,O; ile inkiibe edildiginde, dogal HeLa
hiicrelerinde apoptoz gozlenmekte iken Bcl-2 ekspresyonu yiiksek olan HelLa
hiicrelerinde nekroz gozlenmektedir. Bu durum Bcl-2’nin yiliksek antiapoptotik
aktivitesini kanitlamaktadir (Du ve ark., 2006).

Bcl-2 ilgili-x protein anlamina gelen Bax, proapoptotik bir proteindir. Bcl-2 ile
% 43 yapist aynidir ve Bcel-2 ile homodimerler ve heterodimerler olusturabilir.
Bax predominant oldugunda apoptoz artmaktadir. Hiicre oliim sinyali geldigi
durumlarda Bax sentezi artar ve Bcl-2’nin etkisini nétralize ederek apoptozu
arttirtr. Normalde sitozolde bulunan Bax proteinin apoptoz sirasinda mitokondri
membranina transloke olur. iyon kanallarini acarak mitokondriden sitokrom c
saliimina gerceklestirir (Giiltekin ve ark., 2008). Sitokrom ¢ salinimi1 kaspaz 3’i
aktive ederek membranin kabarciklar olusturmasina, niikleer parcalanmaya sebep
olarak hiicrede apoptozu gergeklestirmektedir. Kaspaz 3 inhibitorleri Bax’in
sitokrom ¢ salinimmni engellememekte fakat apoptozu durdurmaktadirlar. Bcl-
2’nin hiicrede asir1 eksprese edilmesi, Bax’in sitokrom ¢ salinimini baslatmasini
engellememektedir. Buna karsin  hiicrede yiikksek Bcl-2  ekspresyonu
gbzlemlendiginde Bax sitokrom c salinimina sebep olsa da hiicrenin apoptoza
striiklenmesi ya da hayatta kalmasmma dair herhangi bir sinyal
gozlemlenmemektedir (Rosse ve ark., 1998).

Is1 sok proteinlerinin (Hsp105a ve Hspl05B) noéronlar1 stres tarafindan
indiiklenen apoptoza karsi korudugu bilinmektedir. Serviks adenokarsinoma hiicre
hatt1 lizerinde yapilmis olan bir ¢alismada Hsp105’in apoptozu nasil engelledigi
ortaya konmustur. Apoptozun gerceklesebilmesi igin kaspaz-3 ve kaspaz-9’un
aktive olmast gerekir. Hsp105, Bax’in mitokondriye lokalizayonunu engelleyerek
sitokrom ¢ salimmimi engellemektedir. Bu sayede sitokrom ¢ saliimi
gerceklesmedigi icin kaspaz-3 aktive olmamakta ve apoptoz baskilanarak
hiicrenin stres aninda dlmesi engellenmis olur (Yamagishi ve ark., 2006).

Servikste Bax sentezini inceleyen az calisma olmasina karsin bu ¢aligmalarin
cogunda normal ve neoplastik dokuda Bax sentezinin farkli olmadigi
gosterilmistir. Literatiirde Bax proteininin serviks kanserinde prognoza etkisine
baktigimizda hemen biitiin ¢aligmalarda Bax pozitifliginin iy1 prognozla iligkili
oldugu bulunmustur. Ayica Bax eksikliginde serviks kanseri gelisiminin arttig
goriilmistiir (Tung ve ark., 2004)

Antikanser etkisi bilinen bir kimyasal olan indirubin’in bir tiirevi indirubin-3’-
monoxime’nin (I3M), serviks kanseri, kolon kanseri ve karaciger kanseri iizerinde
doza ve zamana bagli olarak etki gosterdigi saptanmistir. Hem ekstrinsik hem de
intrinsik yolak iizerinden kanserli hiicreleri apoptoza siiriiklemektedir. Serviks
kanseri hiicre hattinda kaspaz-8 aktivasyonu Bid’in (BH3 interacting-death
domain agonist) ayrilmasma yol a¢maktadir. Aktiflestiginde alt birimlerine
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ayrilan Bid, Bax iizerinde degisiklere sebep olarak mitokondriyel yolak tizerinden
apoptoza yol agmaktadir (Shi ve Shen, 2008)

T lenfositlerinin tiimorlii dokuda hayatta kalabilmeleri i¢in yapilmis bir
calismada, siRNA ve shRNA kullanilarak serviks adenokarsinoma hiicre hattinda
Bid ekspresyonu baskilanmis, CD8" lenfositi hiicrelerinde ise Bid geni
susturulmustur. HeLa, Fas reseptorii iizerinden gergeklesen apoptoza kismen
direng gosterirken, CD8+ lenfositi hiicrelerinin apoptoz karsisinda belirgin bir
sekilde hayatta kalma oranlarinin arttig1 gézlemlenmistir (Lei ve ark., 2009).

Antiapoptotik bir protein olan Bcl-xL’nin aktivasyonu hiicre dongiisii
bagimlidir. Bcl-xL’nin fosforilasyonu hiicre dongiisiinin S ve G2 fazlarinda
gozlemlenmektedir. Metafaz evresinde kaybolan Bel-xL, telofazda yeniden ortaya
cikmaktadir. DNA hasar1 durumunda G2 fazinda hiicre dongiisii durdurularak Bel-
xL ekspresyonu artmaktadir (Wang ve ark., 2011).

Niikleer faktor kappa B (NF-«xB), hiicrenin hayatta kalmasi i¢in 6nemli bir rol
oynamaktadir. NF-kB’nin inhibisyonu durumunda TNFa reseptorii {izerinden
sitotoksisite gerceklesebilmektedir. NF-kB’nin ve Bcl-2 protein ailesinin
antiapoptotik proteinlerinden olan Bcl-2, Bcl-w ve Mcl-1in aktif oldugu durumda
bile, Bcl-xL’nin tek basina devredisi birakilmasi durumunda TNFa iizerinden
apoptoz gergeklesmektedir. Bcl-xL’nin TNFa tizerinden gergeklesen apoptozda
onemli bir rol oynadig diistintilmektedir (Casanelles ve ark., 2013).

Ps3

Hiicrede DNA hasar1 olustugunda hiicre siklusunu G1 fazinda durdurup hiicreye
DNA tamiri i¢in zaman veren bir transkripsiyon faktoriidiir. Hasar tamir
edilemeyecek durumda ise Bax, Apaf-1 ve Fas yapimini artirip Bcl-2 ve Bel-xL’yi
baskilar ve apoptozu indiikler. Birgok anti-tiimor ilag, hedef olarak hiicre
DNA’sin1 secer ve p53 seviyesini artirir. Bu aktivasyon ya hasarin tamirine ya da
apoptoza yol agar. Bu aktivasyon ayni zamanda kromozom-17’nin kisa kolundaki
bir genin (17p53) iretimi ile ilgilidir. Bu genin mutasyonu p53 salgilanmasina
biiyiilk oOlclide katkida bulunur. Bu katki hasar1 onarabilir veya apoptozu
uyarabilir. Bu ihtimallerin ikisi de Bax, p53, p21 ve farkli birkag gene baglidir.
Sadece p53 geninin mutasyonundan kaynaklanan birka¢ tlir tlimor
belirlendiginden ve bu mutasyon tiim tiimor tiirlerinde de gerceklesen en yaygin
mutasyon oldugundan 6nemlidir. p53, genomun igerigini siirdiirerek gorev yapar.
Hiicrenin belli noktalarinda malign tip p53 bulunmasi, DNA tamir
mekanizmasinin dogru hasari tamir etmesinde kontrol noktasidir. Mutant p53 geni
tastyan hiicreler, artik genom icerigini garanti edemez. Ciinkii onlar artik hiicre
dongiisiiniin durma sinyallerini alamazlar. Sonu¢ olarak hiicre genomu stabil
degildir ve biitiin hiicreler potansiyel olarak timor olusturabilir. EK olarak p53 ile
ayni islevi goren p63 ve p73 genleri de tespit edilmistir (Miyashita ve Reed,
1995).

Serviks kanserinde HPV, % 90’1n iizerinde bir oranla p53 proteinin timor
baskilayicr etkisini ortadan kaldirmaktadir. HPV E6 proteini p53’iin bozulmasina
sebep olarak proteinin stabil yapisin1 ve aktivasyonunu bozmaktadir. 11-keto--
boswellic asit (BCDD), E6 ekspresyonunu diisiirerek DNA hasar1 ile p53’iin
niikleusta aktif hale gelmesini saglamaktadir (Khan ve ark., 2011). Niikleer bir
protein olan HMGB2’nin (High mobility group protein B2) asir1 ekspresyonu,
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HPYV pozitif serviks kanseri hiicrelerinde p53’iin aktivitesini korumaktadir. Buna
karsin meme kanseri hiicrelerinde ayni yanit gézlenememektedir. HMGB2 nin
artisiyla, serviks kanserinin hiicre ¢ogalma hizinda yavaslama ve p53
ekspresyonunda artis meydana gelmektedir. p53’iin aktiflesmesiyle birlikte hiicre
dongiisii erken G1 fazinda durdurulmaktadir (Lee ve ark., 2010).

Tez calismasinin amaci, yeni sentezlenen antrakinon tiirevleri olan Morfolin-4-
ditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-antra[1,2-d]imidazol-2-il-metil
ester (Ant 3), Piperidin-1-ditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-
antra[1,2-d]imidazol-2-il-metil  ester (Ant 4) ve 4-Metilpiperazin-1-
ditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-antra[1,2-d]imidazol-2-il-metil
ester (Ant 6)’nin, hiicre i¢i apoptotik proteinler olan Bax, p53 ve Bid ve anti-
apoptotik proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-xL ekspresyon diizeylerinin tespiti ve
antrakinon tiirevlerinin hiicre boliinmesinde gorev alan bir enzim olan
Topoizomeraz I inhibitdr etkilerinin saptanmasidir.
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GERECLER
Hiicre Hatt1

HelLa (A3, CRL-2570, ATCC, A.B.D.)(Servikal adenokarsinoma) hiicre hatti
Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’nden temin edilmistir.

Kullamilan Kimyasal Maddeler

Antrakinon tiirevleri Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Meslek Bilimleri
Boliimii Farmasotik Kimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. Yusuf
OZKAY tarafindan sentezlenmistir.

Dana timiis topoizomerazi I (Takara-Japonya); pBR322 plasmid DNA’s1 (Sigma-
A.B.D.); aprotinin (Sigma- A.B.D.); leupeptin (Sigma- A.B.D.), sodyum dodesil
stilfat (C12H2sNaSO,) (Merc-A.B.D.); aktin antikoru (Santa Cruz Bio.-A.B.D.);
p53 antikoru (Santa Cruz Bio.-A.B.D.); Bax antikoru (Santa Cruz Bio.-A.B.D.);
Bid antikoru (Santa Cruz Bio.-A.B.D.); Bcl-xL antikoru (Santa Cruz Bio.-
A.B.D.); Bcl-2 antikoru (Santa Cruz Bio.-A.B.D.); anti-fare antikoru (Santa Cruz
Bio.-A.B.D.); anti-tavuk antikoru (Santa Cruz Bio.-A.B.D.); Colorburst
Elektroforez Isaretleyicisi (Sigma, A.B.D.), dimetilsiilfoksit (DMSO)
(Applichem-Almanya); Disodyumbifosfat (Na,HPO,;) (Merck-A.B.D.); Metil
alkol (Sigma-, Aldrich-A.B.D.), Fetal Bovine Serum (FBS) (Biochrom-Germany);
Minimal Essential Medium (MEM) (Gibco-Iskogya); akrilamid/bis-akrilamid
karisimi (Sigma, Aldrich-A.B.D.); polivinilidin floriir (PVDF) membran (GE-
Heathcare-A.B.D.) tetrametilbenzidin (Sigma-A.B.D.); mitoksantron (Sigma,
Aldrich-A.B.D.); penisilin-streptomisin soliisyonu (Gibco-Iskogya); potasyum
dihidrojen fosfat (KH,PO,) (Merck-A.B.D.) sodyum bikarbonat (NaHCO;)
Merck-A.B.D.); sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO.) (Merck-A.B.D.); sodyum
hidroksit (NaOH) (Merck- Almanya); sodyum kloriir (NaCl) (Detsan-Tiirkiye);
sodyum sitrat (C¢HsNazO7) (Merck- Almanya); triton X-100 (Sigma- A.B.D.);
tripsin (Biochrom- Almanya); TUNEL hiicre 6liim tespiti kiti (Roche-Almanya);
tween 20 (Sigma- A.B.D.); Bradford boyasi (Sigma, Aldrich-A.B.D.);
fenilmetilsiilfonilflorit (Sigma- A.B.D.)

Kullanilan Cihazlar

Jel goriintiileme sistemi BioSpectrum 510 (UVP-Ingiltere); Dikey jel elektroforez
tinitesi SE 260 (Hoefer-A.B.D.); Blotlama iinitesi (Biometra-Almanya); akim
kaynagi E844 (Consdet-A.B.D); yatay jel elektroforezi iinitesi (Consdet-A.B.D);
ultraviyole spektrofotometre UV-2450 (Shimatzu-Japonya); Azot Tanki (Taylor
Wharton-Almanya); buzdolabi (Argelik- Tirkiye); karbondioksitli (CO’li) etiiv
(Hera Cell 240 Thermo Scientific-Almanya); derin dondurucu (-20°C) (Argelik
No Frost-Tiirkiye); distile su cihaz1 (Niive- Tiirkiye); etiiv (Niive- Tiirkiye);
hassas terazi (Ohaus-isvigre); inverted mikroskop (Leica-Almanya); laminar kabin
(Steril Kabin) (Heal Force-Cin); otoklav (ALP-Japonya); santrifiij (Hettich-
Almanya); sterilizatér (Niive FN 500-Tirkiye); su banyosu (Niive BM 302-
Tiirkiye); vorteks (Yellowline- Belgika).
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YONTEMLER
Hiicre Kiiltiirii

Servikal adenokarsinoma hiicreleri (HeLa), % 20 fetal bovine serum (FBS), % 1
penisilin-streptomisin ve % 4 sodyum bikarbonat igeren Eagle's Minimum
Essential Medium (EMEM) besiyeri icerisinde, % 5 CO, i¢ atmosfere sahip
inkiibatdrde 37 °C de kiiltiirde tutulmustur. Her 3 gilinde bir hiicreler tripsin/EDTA
soliisyonu ile muamele edilerek 1:3 oranda alt kiiltiirlere ayrilarak pasajlanmistir.

Antrakinon Tiirevleri, Mitoksantron ve Kamptotesinin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan  antrakinon tlirevleri ve kontrol bilesigi olan
mitoksantron’un stok cozeltileri 1 mM derisimde bidistile suda hazirlanmistir.
HeLa hiicre hatt1 kullanilarak yapilan deneylerde kimyasallarin alt derisimleri
hiicre besi yeri kullanilarak hazirlanmis olup, topoizomeraz I enzim inhibisyonu
deneylerinde kullanilacak kimyasal maddelerin alt derisimleri ise bidistile su
kullanilarak seyreltilmistir. Kamptotesin 1mM stok ¢ozeltisi 4:1 oraninda
Kloroform/metanol kullanilarak hazirlanmis olup, alt derisimleri bidistile su
kullanilarak yapilmustir.

Apoptotik etki mekanizmalari ve topoizomeraz [ enzim inhibisyonunun
saptanmasi i¢in daha Once sitotoksisite degerleri 6l¢iilen antrakinon tlirevlerinden
en etkili olan Ant 3, Ant 4 ve Ant 6 kullamlmistir (Onder, 2013). Mitoksantron
icin maksimum yar1 inhibitér konsantrasyon (ICsg) 4,4 uM, maximum %20
inhibitdr konsantrasyon (ICzp) 2,6 uM, Ant 3 i¢in i¢in maksimum yar1 inhibitor
konsantrasyon (ICsp) 10 uM, maximum %20 inhibitér konsantrasyon (IC20) 6 uM,
Ant 4 igin igin maksimum yar1 inhibitor konsantrasyon (ICsp) 8 uM, maximum
%20 inhibitor konsantrasyon (ICy) 5 uM, Ant 6 i¢in i¢in maksimum yar1 inhibitor
konsantrasyon (ICsp) 8 uM, maximum %20 inhibitor konsantrasyon (ICy) 3 uM
olarak kullanilmstir.

Plazmid Superheliks Gevseme Analizi

Test gruplarinda olusturulan topoizomeraz I enzim reaksiyonu i¢in 35 mM Tris—
HCI (pH: 8.0), 72 mM KCI, 0,5 mM MgCl,, 5 mM DTT, 5 mM spermidine ve
0.1% BSA iceren reaksiyon tamponu kullanilmistir. Bir {nite dana timiis
topoizomerazi I ile 0.5 pg plazmid DNA’s1 (pBR322) 25 ul reaksiyon tamponu
icerisinde 37 °C’de 30 dk’da reaksiyon gergeklestirilmistir. Kamptotesin (1
ug/ml) pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Reaksiyon iriinleri %1 agaroz jelde,
45 mM Tris borat ve 1 mM EDTA’dan (pH: 8.0) olusan TBE tamponu i¢inde, 5
V/cm akim kullanilarak yatay jel elektroforez tinitesinde 1 saat yiiriitiilmiistiir. Jel
0.5 pg/ml etidyum bromiir ile 15 dk muamele edildikten sonra UVP Jel
Goriintiileme Sistemi’nde gorlintiilenmistir. Bir linitenin aktivitesi 250 ng plazmid
DNA substratinda siiper heliks ayrilma aktivitesiyle 30 dk 37 °C’de tanimlanir.
Biitiin reaksiyonlar DNase-free durumda gergeklestirilmistir.

Western Blot Yontemi

Antrakinon tiirevlerinin varliginda apoptotik etki mekanizmalariin aragtirilmasi
icin hiicreler Ant 3, Ant 4 ve Ant 6, pozitif kontrol olarak da mitoksantron
kullanilarak 12 ve 24 saatlik inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon 37 °C
sicaklikta 75 cm? taban alanina sahip flasklarda 5 x 10° hiicre ile
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gergeklestirilmistir. Test edilen kimyasal maddeler hiicreler pasajlandiktan 2 saat
sonra ortama eklenmistir.

Inkiibasyon sonrasinda hiicreler, soguk 1 x PBS ile 2 defa yikandiktan sonra PBS
flasklardan mikropipet yardimi ile uzaklastirilmistir. 50mM Tris-HCI (pH: 7,4),
150 mM NaCl, 2 mM EDTA, % 1 Triton X-100, % 0,1 SDS, 1 mM PMSF ve 10
png/ml leupeptin igeren liziz soliisyonundan 500 pl hiicrelere eklenerek 20 dk buz
iistlinde inkiibasyona tabi tutulmus olup her 5 dk’da bir flasklar yavasca
calkalanmistir. Hiicreler, hiicre kazima aparati kullanilarak flask yiizeyinden
kazindiktan sonra toplanarak kapakli kiiciik santriflij tiiplerine aktarilmustir.
Lizatlar +4 °C’de 10 dk 15000 rpm’de santrifiij edilmistir. Stipernatant alindiktan
sonra protein miktar1 Ol¢iimii Spektrofotometre yardimiyla Bradford boyasi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Ol¢iim sonrasinda her 6rnek 50 pg total protein
icerecek sekilde kapakli tiiplere ayrilmistir. Ornekler calisma &ncesi -20 °C
buzdolabinda saklanmistir.

Elektroforez islemi icin % 12’lik yiriitme jeli ve % 5’lik yiikleme jeli
hazirlanmigtir. 5 ml % 12’lik yiiriitme jeli, 1,65 ml bidistile su, 2 ml % 30
akrilamid/bisakrilamid karisimi, 1,25 ml 1,5 M Tris (pH: 8,8), 50 ul % 10 SDS,
50 ul % 10 amonyum persiilfat ve 2 ul TEMED icermektedir. 2 ml %5°’lik
yikleme jeli, 1,35 ml bidistile su, 335 pl % 30 akrilamid/bisakrilamid karigima,
250 pul 1 M Tris (pH: 6,8), 20 ul %10 SDS, 20 pul %10 amonyum persiilfat ve 2 ul
TEMED igermektedir. Hazirlanan yiirlitme jeli, jel kasetine dokiildiikten sonra
yiizeyinin diiz olmast ve hava ile temas etmemesi i¢in lizerine 1 ml bidistile su
dokiiliip jelin polimerize olmasi i¢in 30 dk beklenmistir. Daha sonra 2 ml % 5’1lik
stacking jel hazirlanarak resolving jelin {izerinde dokiilmiis ve jel taragi hava
kalmayacak sekilde kasete yerlestirilmistir. 20 dk jelin polimerize olmasi i¢in oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Protein ornekleri 10:3,32 oraninda 2 x’lik 2-
merkaptoetanol ile karigtirildiktan sonra 95 °C suda kaynatma ile denatiire
edilmistir. Daha 6nce hazirlanan jel kaseti dikey elektroforez tankina yerlestirilip,
tank 500 ml’sinde 1,515 gr Tris, 7,2 gr glisin ve 0.5 gr SDS (pH: 8,3) igeren
yiiriitme tamponu ile doldurulmustur. Proteinlerin jel igerisinde yiiriitiilerek
molekiiler agirliklarina gore ayristirilmasi i¢in protein Orneklerinin jel {izerine
yiikklenmesinden sonra, yiikleme jeli i¢in 80V, yiiriitme jeli i¢in 120V olacak
sekilde 3 saat siiresince elektrik akimi verilmistir. Proteinlerin molekiiler
agirliklarina gore tespiti icin 8-220 kDa araliginda elektroforez isaretleyicisi
kullanilmistir.

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile molekiiler
agirliklarina gore ayristirilan proteinleri igeren jel ylriitme sonrasi kasetten
cikartilmistir. Yiikleme jeli kesildikten sonra jelin boyutu dl¢iilerek ayni boyutta 6
adet filte kagidi ve poliviniliden floriir (PVDF) membran kesilmistir. Saf metanol
igerisinde 1slatilan PVDF membran ve kasetten ¢ikartildiktan sonra bidistile su ile
yikanan jel, kalibrasyonlarmin yapilmasi icin 1x transfer tamponunda oda
sicakliginda 15 dk  bekletilmigtir.  Filtre kagitlar1  transfer {initesine
yerlestirilmeden Once transfer tamponu ile 1slatilmistir. 1x transfer tamponu, 2,93
gr glisin, 5,81 gr Tris, 0,37gr SDS, 200 ml saf metanol ve 800 ml bidistile su
icermektedir. Kalibrasyon sonrasinda transfer tamponu ile 1slatilan transfer
iinitesinin igerisine sirasiyla, 3 adet filtre kagidi, PVDF membran, jel ve 3 adet
kagidi yerlestirilmistir. 30 mA elektrik akimi 12 saat siiresince uygulanarak
proteinlerin membrana transfer edilmesi saglanmustir.
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Proteinlerin analizi i¢in membran, 500 ml bidistile su igerisinde 1,57 gr Tris-HClI,
4 gr NaCl ve 500 pul Tween 20 igeren yikama tamponunda 3 defa hizli ve 15 dk
hizli calkalamada yikanmistir. Yikama tamponu dokiiliip % 5 BSA iceren 10 ml
bloklama tamponunda 1 saat hafif¢ce calkalanacak sekilde calkalayici iizerinde
inkiibe edilmistir. 1 saat sonunda hizlica 3 defa yikama soliisyonu ile yikanmustir.
Ardindan 15 dk yikama soliisyonu ile ¢alkalayici tizerinde hizli ¢alkalamada
yikanmistir. Protein orneklerine spesifik birincil antikor soliisyonu 1:500
diliisyonda yikama soliisyonu ile hazirlanarak oda sicakliginda 2 saat inkiibe
edilmistir. Onceki basamaklardaki gibi yikama islemlerinden sonra, 1:200
diliisyon oraninda olan HRP konjuge ikincil antikor ile 1 saat oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. 1 saat sonunda once yikama soliisyonu daha sonra bidistile su
ile ykama islemi gerceklestirilmistir. Uzerindeki bidistile su tamamen
uzaklastirilan membran, analiz edilmesi istenen protein bandi goriiniir hale gelene
kadar 5 ml 3,3°,5,5’ tetrametilbenzidin (TMB) ile muamele edildikten sonra
bidistile suda yikanmistir. Protein bantlarinin goriintiilenmesi ve molekiiler
agirliklarinin elektroforez isaretleyicisine gore tespiti UVP Jel Goriintiileme
Sistemi ile yapilmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA
Antrakinon Tiirevlerinin Topoizomeraz I Inhibitér Etkileri

Yeni sentezlenen antrakinon tiirevleri olan Morfolin-4-ditiyokarbamik asit 6,11-
Diokso-6,11-dihidro-1H-antra[1,2-d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 3), Piperidin-
1-ditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-antra[1,2-d]imidazol-2-il-
metil ester (Ant 4) ve 4-Metilpiperazin-1-ditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-6,11-
dihidro-1H-antra[1,2-d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 6)’in topoizomeraz I
inhibitdr etkileri daha &nce belirlenen (Onder, 2013) maksimum yar1 inhibitor
konsantrasyonu (ICsp) ve maksimum %20 inhibitdr konsantrasyonunda (ICy),
Plasmid Siiperheliks Gevseme Reaksiyonu ile belirlenmistir. Yapilan deneylerde
yapisal benzerliklerinden dolay1r Mitoksantron (Sekil 8) ve metodun kontrol etken
maddesi olan Kamptotesin pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Mitoksantron

OH
/rNH
OH (0] HN
OH O HN\L
NH
OH

Ant-3

Q
M
a HN\_<; )L
s N/\‘
k/(}
Chemical Forimula: CqyHqpN;0,5,
Exact Mass: 423,07
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Ant-4

BSOS\
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Chemical Formula: CysH gN4048,
Exact Mass: 421,09

4
t*@

Chemical Formula: C55HagN4O48,
Exact Mass: 436,10

~

Sekil 8. Mitoksantron ve Antrakinon Tiirevlerinin Kimyasal Yap1 Formiilleri

Reaksiyon tamponu igerisinde 1 unite dana timiis topoizomerazi I, 0,25 pg
plazmid DNA’s1 ve test gruplarinin 30 dk inkiibe edilmesinin ardindan elde edilen
sonuglara gore antrakinon tlirevlerinin hem ICsy hem de IC, dozunda
topoizomeraz | inhibitor etkisi gosterdikleri tespit edilmistir. Kontrol grubunda
stipersarmal halde bulunan plazmid DNA’s1 topoizomeraz I’in etkisiyle gevsemis
DNA formuna gegmektedir (Sekil 9). Kamptotesin gibi topoizomeraz I inhibitorii
olan etken maddeler enzimin aktivitesini inhibe ederek plazmid DNA’sinin
stipersarmal formda kalmasini saglamaktadirlar.

Topoizomeraz lb

Siipersarmal DNA Gevsemis DNA Formu

Sekil 9. Siipersarmal DNA ve Gevsemis DNA Formu

Maksimum yar1 inhibitér konsantrasyonlarinin kullanildigr ¢alismada (Sekil
10), Ant 3 i¢in 10 uM, Ant 4 i¢in 8 uM, Ant 6 i¢in 8§ pM, Mitoksantron i¢in 4,4
uM ve deneyin pozitif kontrolii olan Kamptotesin 1 pg/ml konsantrasyon
kullanilmistir. Tim test gruplarinin, Ant 3, Ant 4 ve Ant 6’nin topoizomeraz |
inhibitor etkisi gosterdigi belirlenmistir. Test gruplarinda siipersarmal DNA
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formunda kalan plazmid DNA’smma bakildiginda antrakinon tiirevlerinin
Kamptotesin’e benzer aktivite gostermistir. Buna karsin tiirevler ile yapisal
benzerlik gosteren Mitoksantron maksimum yar1 inhibitor konsantrasyonu olan
4,4 uM konsantrasyonda inhibitor etki gostermemistir.

Kamptotesin
Mitoksantron

Sekil 10. Maksimum Yan Inhibitor Konsantrasyonlarinda Ant 3, Ant 4, Ant 6 ve
Mitoksantron ile Kamptotesinin (1png/ml) Jel Goriintiisii

Topoizomeraz | DNA iizerinde aktive oldugunda DNA topolojisi asamali bir
sekilde degismektedir. Siipersarmal DNA formundan Gevsemis DNA formuna
gecisteki topolojik doniisler farkli biiyiikliiklere sahip DNA molekiillerinin
meydana gelmesine sebep olmaktadir. Antrakinon tiirevlerinin maksimum % 20
inhibitoér konsantrasyonlariin test edildigi ¢aligmada, iki DNA formu arasindaki
farkli buytikliikteki DNA molekiilleri basamak seklinde gozlenmistir (Sekil 11).
Yapilan ¢alismada Ant 3 icin 6 uM, Ant 4 icin 5 pM, Ant 6 i¢in 3 pM ve
Mitoksantron i¢in 2,6 pM konsantrasyon kullanilmistir. Antrakinon tiirevleri
diisiik sitotoksisiteye sahip maksimum % 20 inhibitér konsantrasyonunda da
topoizomeraz I inhibitor etkisi gosterirken, Mitoksantron igeren test grubunda
inhibitdr etki gdzlenmemistir.

Kamptotesin
Mitoksantron

Kontrol
Topo 1
Ant 3
Ant 4
Ant 6

Relaxed DNA

Supercoil =

Sekil 11. Maksimum %20 inhibitor Konsantrasyonlarinda Ant 3, Ant 4, Ant 6 ve
Mitoksantron ile Kamptotesinin (1pg/ml) Jel Goriintiisii

Farkli antrakinon tiirevlerinin topoizomeraz I ve II iizerinde inhibitdr etki
gosterdigi daha Once yapilan caligmalar ile ortaya konmustur. Ana antrakinon
yapisina eklenen siibtitiiente gdre bazi tlirevler dogrudan DNA’ya baglanarak
topoizomeraz inhibisyonunu gergeklestirirken (Gheeya ve ark., 2010) bazilari
enzime baglanarak inhibisyon gerceklestirmektedirler. Yapilan bir ¢aligmada, yan
grup olarak serin amino asidi igeren antrakinon tiirevi, 3,4 uM konsantrasyonda
hem topoizomeraz I hem de topoizomeraz II iizerinde inhibitdr etki gdsterirken,
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yan grup olarak tirozin igeren antrakinon tiirevi, 7,4 puM konsantrasyonda
topoizomeraz I’in  enzim aktivitesini stabil tutmakta, inhibitdr etki
gostermemektedir (Meikle ve ark., 1995). Oligopirol karboksamid igeren
antrakinon tiirevinin ise 50 uM konsantrasyonda DNA’ya baglanarak
topoizomeraz | inhibitor etkisi gosterdigi ortaya konulmustur (Hotzel ve ark.,
2003). Epoksi antrakinon tiirevi ile yapilan bir g¢alismada topoizomeraz I
inhibisyonunun test edilen en yiiksek doz olan 100 uM konsantrasyonda
gerceklestigi goriilmiistiir (Gheeya ve ark., 2010) Morfolin-4-ditiyokarbamik asit
6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-antra[1,2-d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 3)’in 6
uM, Piperidin-1-ditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-antra[1,2-
d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 4)’iin 5 uM, 4-Metilpiperazin-1-ditiyokarbamik
asit 6,11-Diokso-6,11-dihidro-1Hantra[1,2-d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 6)’ nin
3 uM konsantrasyonda topoizomeraz I inhibisyonu ger¢eklestirmektedir. Ant
6’nin inhibitér etki meydana getirdigi konsantrasyonun daha oOnce caligilan
antrakinon tiirevlerinden daha diisiik olmasi tiirevin etkili bir topoizomeraz I
inhitibori oldugunu gostermektedir.

Antrakinon Tiirevlerinin Baz1 Apoptotik Proteinler Uzerindeki Etkileri

Antrakinon tiirevleri ile muamele edilen HelLa hiicreleri liziz edilerek zamana
bagl protein izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. Inkiibasyonda her bir test grubu
icin 7 x 10° hiicre/ml kullanilmustir. Elde edilen proteinlerin miktarlari (Cizelge
1), hazirlanan BSA protein standartlarinin  spektrofotometrede  verdigi
absorbans/konsantrasyon grafigi kullanilarak Bradford yontemi ile tayin edilerek,
jel elektroforezinde kullanilmak tizere 50 pg protein icerecek sekilde esit olarak
hazirlanmstir.

Cizelge 1. 12 ve 24 saat inkiibasyon sonrasinda HeLa hiicrelerinden elde edilen total protein
miktarlar1 (mg/ml).

Kontrol | Mito. Mito. Ant3 Ant 3| Ant 4| Ant 4| Ant 6| Ant 6
4,4 2,5 10puM | 6 uM 8 uM 5uM 8 uM 3 uM
M uM
12 saat 2,4 2,8 2,8 2,7 2,8 2,8 3 2,7 2,7
24 saat 3,1 3,7 3,7 3,1 3,4 3,6 3,4 3,7 3,7

Protein izolasyonlar1 sonrasi elde edilen protein miktarlarma gore, 12 saatlik
inkiibasyon sonrasinda kontrol grubu ile test gruplart karsilastirildiginda,
antrakinon  tiirevlerinin  total  protein  ekspresyonunda  belirgin  bir
artisgézlenmemistir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda kontrol grubundan elde
edilen protein miktarlarina gére, Mitoksantron, Ant 4 ve Ant 6 test gruplar
protein ekspresyonlarinda diisiik diizeyde bir artig gézlenmistir.,

Elde edilen proteinler, her bir 6rnek i¢in 50 pg protein olacak sekilde,
inkiibasyon saatlerine gore gruplandirilarak SDS-PAGE yontemi ile % 12’lik
poliakrilamid jel icerisinde 4 saat siireyle akim uygulanarak ayrigtiritlmistir. Daha
sonra Western Blot yontemi ile proteinler polisvinilidin difloriir (PVDF)
membrana transfer edilmistir. Ekspresyon diizeyleri belirlenecek olan spesifik
proteinlerin belirlenebilmesi icin istenilen proteine 06zel birincil antikor ve
peroksidaz tabanli ikincil antikorlar kullanilmistir. PVDF membran iizerindeki
proteinler Western Blot yontemi igin 6zel 3,3°,5,5’-tetramethylbenzidine (TMB)
kullanilarak goriiniir hale getirilmistir. Uzerinde protein bantlart bulunan
membranlarin (Sekil 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34) goriintiilenmesi
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UVP Biochem 510 jel goriintiileme sistemi ile gergeklestirilmistir. Membran
tizerindeki proteinlerin karsilagtirmali yogunluk grafikleri (Sekil 13, 15, 17, 19,
21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35) ve proteinlerin biiyiikliklerinin belirlenmesi
ColorBurst Electrophoresis Marker dikkate alinarak UVP Biochem 510 jel
goriintiileme sisteminde yapilmstir.

Oncelikle yapilan ¢alismada kullanilan toplam proteinden esit miktarda yiikleme
yapildigin1 kontrol etmek amaciyla, hiicrelerin yapisal proteinlerinden biri olan
aktin proteinin diizeylerine bakilmistir. 12 saatlik inkiibasyona tabi tutulmus
ornekleri iceren membran aktin proteinine 6zel birincil antikor (H-196, Santa
Cruz, A.B.D.) ile isaretlenerek hiicrelerin aktin miktarlar1 tespit edilmistir (Sekil
12). Antrakinon tiirevlerinin ve Mitoksantron’un maksimum yar1 inhibitdr ve
maksimum %20 inhibitér konsantrasyonunu igeren Ornekler ile hig¢bir etken
madde icermeyen kontrol grubundaki aktin ekspresyonunun esit oldugu
belirlenmistir.
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Sekil 12. HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 12 Saat Inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Aktin Proteini Ekspresyonu

Tiirevlerin olasi en etkili {iyesi olan 4-Metilpiperazin-1-ditiyokarbamik asit
6,11-Diokso-6,11-dihidro-1Hantra[1,2-d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 6)’in 8 uM
ve 3 uM konsantrasyonlarini igeren 12 saatlik inkiibasyona tabi tutulmus drnekler
ile kontrol grubunundaki aktin yogunluklar1 grafik {izerinde karsilastirildiginda
(Sekil 13), test gruplarindaki aktin ekspresyonlarinin esit oldugu tespit edilmistir.

Aktin 12 saat
&5 B Kontrol
B Ant68uM
B Ant63uM
112+
3
E" 160+
‘O
-
207
255- . . T 1
] 23 a7 70 a4

Sekil 13. HeLa Hiicreleri ile Ant 6’nin (8 pM ve 3 pM) 12 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Aktin Proteini Yogunluk Grafigi
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Antrakinon tiirevlerinin 24 saatlik apoptotik etkilerinin incelenmesi i¢in HelLa
hiicreleri tlirevlerin ve pozitif kontrol olan Mitoksantronun maksimum yar1
inhibitér ve maksimum %20 inhibitér konsantrasyonlar1 ile 24 saat muamele
edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan yapilan Western Blot ¢aligmalarinin
dogrulugunu ve hiicrelerden elde edilen protein miktarlarinin esit oldugunu tespit
etmek amaciyla Aktin proteini ekspresyon diizeylerine bakilmigtir. Kontrol,
pozitif kontrol ve test gruplarindaki Aktin ekspresyonlarinin esit oldugu tespit
edilmistir (Sekil 14).
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Sekil 14. HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 24 Saat Inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Aktin Proteini Ekspresyonu

4-Metilpiperazin-1-ditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-antra[1,2-
d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 6)’nin 8 ve 3 uM konsantrasyonlari ile higbir
etken madde icermeyen kontrol grubundan elde edilen Aktin miktarlar1 yogunluk
grafiginde karsilastirildiginda, Aktin ekspresyon diizeylerinin esit oldugu
belirlenmistir (Sekil 15).

Aktin 24 saat
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Sekil 15. HeLa Hiicreleri ile Ant 6’min (8 pM ve 3 pM) 24 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Aktin Proteini Yogunluk Grafigi

Antrakinon tlirevlerinin apoptotik aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla hiicre i¢i
en 6nemli apopototik proteinlerden biri olan Bcl-2 baglantili X proteininin (Bax)
ekspresyon diizeyleri tespit edilmistir. Bax proteinini isaretlemek i¢in Bax’a 6zel
birincil antikor (B-9 Santa Cruz, A.B.D.) kullanilmistir. Antrakinon tiirevleri ile
hiicrelerin 12 saatlik inkiibasyonu sonucunda tiirevlerin Bax ekspresyonunda
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degisiklige sebep oldugu gozlemlenmistir. Mitoksantron’un 4,4 uM, Ant 3’{in 10
uM, Ant 4’tin 8uM, Ant 6'nin 8§ ve 3 pM konsantrasyonlarinda Bax
ekspresyonunun kontrol grubuna gore artis gosterdigi belirlenmistir (Sekil 16).
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Sekil 16. HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 12 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Bax Proteini Ekspresyonu

Pozitif kontrol olan Mitoksantron ile Ant 3 ve Ant 4, 12 saatlik inkiibasyonda
Bax proteini ekspresyonunda doza bagli olarak artis gostermekte iken Ant 6’nin
her iki dozda da Bax protein ekspresyonunu arttirdigi saptanmistir (Sekil 17).
Diger test gruplarinin aksine Ant 6, sitotoksisitesi daha diisilk olan maksimum
%20 inhibitor konsantrasyonunda daha yiiksek Bax ekspresyonuna sebep oldugu
belirlenmistir.

Bax 12 saat
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Sekil 17. HeLa Hiicreleri ile Ant 6’min (8 pM ve 3 uM) 12 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Bax Proteini Yogunluk Grafigi

Tiirevler ile 24 saat inkiibasyon sonrasinda, Mitoksantron ve Ant 3 test
gruplarinda belirgin bir Bax ekspresyonu artig1 gézlenmezken Ant 4 ve Ant 6’nin
Bax ekspresyonunu arttirdigi tespit edilmistir (Sekil 18). En yiiksek Bax
ekspresyonu Ant 6 ile inkiibe edilmis test grubunda olmakla birlikte Ant 6’nin 3
uM konsantrasyonunda 6 puM konsantrasyonuna gore daha yiiksek Bax
ekspresyonu gozlemlenmistir.
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Sekil 18. HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 24 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen BAX Proteini Ekspresyonu

24 saat Ant 6 ile muamele edilen hiicrelerden elde edilen Bax miktarlar1 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, Ant 6 her iki dozunda da ¢ok yiiksek oranda Bax
ekspresyonuna sebep oldugu tespit edilmistir (Sekil 19).

Bax 24 saat
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Sekil 19. HeLa Hiicreleri ile Ant 6’min (8 pM ve 3 uM) 24 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen BAX Proteini Yogunluk Grafigi

Apoptotik mekanizma iizerinde apoptotik proteinlerin yaninda antiapoptotik
proteinlerin de ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Bu baglamda hiicre i¢inde en
onemli anti-apoptotik proteinlerden biri olan Bcl-2’nin ekspresyonuna bakilmustir.
Bcl-2 proteininin tespiti igin 6zel proteine 6zel birincil antikor kullanilmigtir (N-
19 Santa Cruz, A.B.D.). Antrakinon tiirevleri ile 12 saatlik inkiibasyonun ardinda
test grubu hiicrelerin tiimiinde Bcl-2 ekspresyonlarinda belirgin bir degisim
gozlenmemistir (Sekil 20).
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Sekil 20. HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 12 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Bcl-2 Proteini Ekspresyonu

Ant 6 ile 12 saat inkiibe edilmis hiicrelerde Bax diizeyinde artis gdzlemlenirken
(Sekil 17), Bcl-2 diizeylerinde artisin gozlenmemesi (Sekil 21), 4-Metilpiperazin-
1-ditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-antra[1,2-d]imidazol-2-il-
metil ester (Ant 6)’in apoptotik etkiye sahip oldugunu gostermistir.

Bcl-2 12 saat
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Sekil 21. HeLa Hiicreleri ile Ant 6’min (8 pM ve 3 pM) 12 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Bcl-2 Proteini Yogunluk Grafigi

24 saat antrakinon tilirevleri ile inkiibasyon sonrasinda hiicrelerdeki Bcl-2
proteini ekspresyon diizeylerine bakilmistir. Tiim test gruplarindan elde edilen
Bcl-2 miktarlarinin kontrolden daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Sekil 22). 4,4
ve 2,6 uM Mitoksantron ile 10 ve 6 uM Ant 3 test gruplarinda en diisiik Bcl-2
ekspresyon diizeyleri belirlenirken, Ant 4 ve Ant 6 test gruplarmin Bcl-2
ekspresyon diizeylerinin kontrolden daha diistik oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 22. HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 24 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Bcl-2 Proteini Ekspresyonu

Tirevlerden en yiiksek apoptotik etkiyi gosteren 4-Metilpiperazin-1-
ditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-antra[1,2-d]imidazol-2-il-metil
ester (Ant 6) ile 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicrelerden elde edilen Bcl-2
miktarlar1 kontrol grubu ile yogunluk grafiginde karsilastirildiginda Ant 6’nin
belirgin bir sekilde Bcl-2 ekspresyon seviyesini diislirdiigii gozlemlenmistir (Sekil
23).

Bcl-2 24 saat
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Sekil 23. HeLa Hiicreleri ile Ant 6’min (8 pM ve 3 pM) 24 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Bcl-2 Proteini Yogunluk Grafigi

Apoptotik mekanizmanin protein diizeyinde tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in
hiicre i¢i diger bir anti-apoptotik protein olan Bcl-xL ekspresyon diizeyleri
incelenmistir. Bcl-xL proteinin membran {izerinde tespit edilmesi i¢in proteine
6zel birincil antikor (H-5 Santa Cruz, A.B.D.) kullanilmistir. Antrakinon tiirevleri
ile 12 saat inkiibasyon sonrasinda hiicrelerden elde edilen Bcl-xL diizeylerine
bakildiginda, kontrol grubu ile aralarinda belirgin bir fark olmadig
gozlemlenmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 12 Saat Inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Bcl-xL Proteini Ekspresyonu

Tiirevlerden en yiiksek apoptotik aktiviteyi gosteren Ant 6’nin 8 ve 3 uM
konsantrasyonlarint iceren test gruplart ile kontrol grubu yogunluk grafiginde
karsilastirildiginda Bcl-xL ekspresyon diizeylerinde belirgin bir degisim olmadigi
gozlemlenmistir (Sekil 25).
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Sekil 25. HeLa Hiicreleri ile Ant 6’nin (8 pM ve 3 pM) 12 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Bcl-xL Proteini Yogunluk Grafigi

HeLa hiicrelerine antrakinon tiirevlerinin 24 saat muamele edilmesinin ardindan,
Mitoksantron’un 4,4 ve 2,6 uM, Ant 3’lin 10 ve 6 uM, Ant 4’iin 8 ve 5 uM, Ant
6’'nin 8 ve 3 puM konsantrasyonlarinda Bcl-xL ekspresyonlarinin kontrol
grubundan daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Sekil 26).
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Sekil 26. HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 24 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Bcl-xL Proteini Ekspresyonu

4-Metilpiperazin-1-ditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-antra[1,2-
d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 6)’'nin 24 saatlik inkiibasyonda Bcl-xL
ekspresyonu tizerindeki etkileri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, Ant 6’nin 8
ve 3 uM  konsantrasyonlarinda  Bcl-xLL  ekspresyonunu  diisiirdiigii
gozlemlenmektedir (Sekil 27).
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Sekil 27. HeLa Hiicreleri ile Ant 6’nin (8 pM ve 3 pM) 24 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Bcl-xL Proteini Yogunluk Grafigi

Yapilan calismada hiicre i¢inde normal kosullarda inaktif formda bulunan ve
hiicre apoptoza gidecegi zaman iki alt birime ayrilan Bid proteinin varlig
incelenmistir. Proteinin inaktif halde bulunan Bid molekiiliine 6zel birincil antikor
(B-3 Santa Cruz, A.B.D.) kullanilmigtir. Tiirevler ile 12 saatlik inkiibasyonun
ardindan elde edilen sonuglara gore hiicre i¢inde Bid proteini seviyeleri test
gruplarinda kontrol grubuna gore daha diisiiktiir (Sekil 28). En diisiikk Bid proteini
seviyeleri 10 ve 6 uM Ant 3 ile 8 ve 5 uM Ant 4 test gruplarinda elde edilmistir.
Mitoksantron ve Ant 6’nin daha diisiik sitotoksik etkiye sahip maksimum %20
inhibitor konsantrasyonlarinda ICsy dozlarina gore daha diisiik Bid proteini
seviyesi tespit edilmistir. Bid proteininin diisiik seviyede olmasinin sebebi, Bax,
Bcl-2, Bel-xL ve p53 ile yapilan ¢aligmalar g6z oniine alinarak aktivasyon sonucu
alt birimlerine ayrilmasi oldugu belirlenmistir.
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Sekil 28. HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 12 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Bid Proteini Ekspresyonu

Antrakinon tiirevlerin i¢inde en yiiksek apoptotik etkiyi gosteren Ant 6 test
grubunun sonuglar1 kontrol ile karsilastirildiginda Bid seviyesinin belirgin bir
sekilde daha diisiik oldugu gozlemlenmistir (Sekil 29).
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Sekil 29. HeLa Hiicreleri ile Ant 6’nin (8 pM ve 3 pM) 12 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Bid Proteini Yogunluk Grafigi

Tiirevlerin hiicreler ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda hiicrelerdeki Bid
proteini seviyeleri incelenmistir (Sekil 30). Elde edilen sonuglara gore Ant 4’iin 8
ve 5 uM, Ant 6’'nin 8 ve 3 uM konsantrasyonlarini igeren test gruplarinin Bid
proteini seviyelerinin kontrole gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 30. HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 24 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Bid Proteini Ekspresyonu
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Yapilan caligmalara gore apoptotik agidan en etkin olan antrakinon tiirevi 4-
Metilpiperazin-1-ditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-antra[1,2-
d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 6)’nin hiicreler ile 24 saat muamele edilmesinin
ardindan elde edilen Bid proteini miktarlar1 kontrol ile karsilastirildiginda Ant
6’nin 8 ve 3 uM konsantrasyonlarinda kontrole gore Bid miktarlarinin daha diisiik
oldugu gbzlemlenmistir (Sekil 31).
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Sekil 31. HeLa Hiicreleri ile Ant 6’nin (8 pM ve 3 pM) 24 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Bid Proteini Yogunluk Grafigi

DNA diizeyindeki apoptotik etkinin belirlenebilmesi i¢in HeLa hiicrelerinde p53
proteini ekspresyon diizeylerine bakilmistir. p53 proteinin goriintiillenmesi igin
proteine Ozel birincil antikor (pab1801 Santa Cruz, A.B.D.) kullanilmistir. Test
gruplari ile hiicrelerin 12 saat inkiibe edilmesinin ardindan elde edilen sonuglara
gore ,8 pM Ant 6 igeren test grubunda kontrole gore daha yiiksek p53
ekspresyonu oldugu tespit edilmistir (Sekil 32).

Mitoksantron 4,4 pM
Mitoksantron 2,6 pM

Ant 3 10 pM
Ant 3 6 pM
Ant 4 8 pM
Ant 4 5 pM
Ant 6 8 pM
Ant 6 3 pM

Kontrol
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Sekil 32. HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 12 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen p53 Proteini Ekspresyonu

Ant 6 ile 12 saat inkiibe edilen hiicrelerden elde edilen p53 proteini miktarlar
yogunluk grafiginde kontrol ile karsilastirildiginda 8 uM Ant 6 igeren test
grubunda kontrole gore daha yiiksek, 8 uM Ant 6 igeren test grubunda ise
kontrole yakin p53 ekspresyonu oldugu gozlemlenmistir (Sekil 33).
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Sekil 33. HeLa Hiicreleri ile Ant 6’min (8 pM ve 3 pM) 12 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen p53 Proteini Yogunluk Grafigi

Apoptotik mekanizmanin tespit edilmesinde en 6nemli proteinlerden biri olan
p53 proteinin 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda ekspresyon diizeyleri
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gére Mitoksantron, Ant 3 ve Ant 4’{in diigiik
ve yiiksek konsantrasyonlarinda p53 seviyeleri kontrole gore diisiik bulunurken,
Ant 6’nin 8 ve 3 uM konsantrasyonlarinda p53 ekspresyonlarinin yliksek oldugu
bulunmustur (Sekil 34).
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Sekil 34. HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 24 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen p53 Proteini Ekspresyonu

Hiicreler ile 24 saat inkiibe edilen Ant 6 maksimum inhibitér ve maksimum
%20  inhibitor  konsantrasyonlar1  yogunluk  grafiginde kontrol ile
karsilastirildiginda, her iki dozda da p53 ekspresyonunun yiliksek oldugu
belirlenmistir (Sekil 35). 8 uM Ant 6 igeren test grubunda p53 ekspresyonu
kontrole ¢ok yakinken, 3 uM Ant 6 iceren test grubunda kontrole gore belirgin bir
sekilde ekspresyonun arttig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 35. HeLa Hiicreleri ile Ant 6’nin (8 pM ve 3 pM) 24 Saat Inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen p53 Proteini Yogunluk Grafigi

Antrakinon tiirevlerinin hiicrelere 12 saat muamele edilmesinin ardindan alinan
sonuglara gore (Sekil 36), antiapoptotik proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-xL
ekspresyon seviyeleri sabit kalirken apoptotik proteinler olan p53 ve Bax’in
ekspresyonunun arttig1 gézlemlenmistir. Bunun yaninda Bid proteini miktarlarinin
kontrole gore diistiigii tespit edilmistir. Elde edilen bulgulara gore ozellikle 6
numarali antrakinon tiirevi olan 4-Metilpiperazin-1-ditiyokarbamik asit 6,11-
Diokso-6,11-dihidro-1H-antra[1,2-d]imidazol-2-il-metil ester’in hiicrede
apoptotik proteinlerin aktivasyonunu gerceklestigi belirlenmistir.
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Sekil 36. HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 12 Saat inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Tiim Proteinlerin Ekspresyonlari
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Tiirevler ile 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise Bcl-2 ve Bcl-xL ekspresyon
seviyelerinde diisiis gozlenirken, Ant 6 test grubunu igeren drneklerde p53 ve Bax
ekspresyonlarinin arttigr gozlemlenmistir (Sekil 37). 12 saatlik inkiibasyon
sonrasinda apoptotik mekanizmada Ant 6’ya gore daha diisiik apoptozu uyarici
etki gosteren Ant 3 ve Ant 4, 24 saatlik inkiibasyonda etkilerini kaybetmektedir.
Buna karsin Ant 6’nin apoptozu uyarict etkisi 24 saatte yiikselmektedir.
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Sekil 37. HeLa Hiicreleri ile Antrakinon Tiirevlerinin 24 Saat Inkiibasyonu Sonucu Elde
Edilen Tiim Proteinlerin Ekspresyonlari

Yapilan ¢alismada Ant 6’nin 8 ve 3 uM konsantrasyonlarda, deneylerde kontrol
grubu olarak kullanilan Mitoksantron’un 4,4 ve 2,6 uM konsantrasyonlarindan
daha etkili oldugu bulunmustur. Ant 6 sitotoksisitesi daha diisiik olan 3 uM
konsantrasyonda Mitoksantron’un 4,4 puM konsantrasyonundan daha yiiksek
apoptozu uyarici etki gostermesi ¢alisma acisindan olumlu bir sonugtur.

HPV pozitif serviks kanseri hiicre hatt1 {izerinde yapilan bir ¢alismada
antrakinon tlirevlerinin, kemoterapide siklikla kullanilan sisplatinden daha etkili
oldugu goézlemlenmistir. 4-(benzylamino)-9, 10-dioxo-4a, 9, 9a, 10-
tetrahydroanthracen-1-yl  4-ethylbenzenesulfonate igeren antrakinon tiirevi,
kanserli hiicre hattinda %50 inhibitér konsantrasyonu 0,3 pM olup, sisplatinden
20 kat daha etkilidir. Bunun yaninda saglikli hiicre hattinda ise (WI-38) sitotoksik
etkisi kanserli hiicre hattina gére daha diisiiktiir. Antrakinon tiirevleri ile inkiibe
edilen serviks kanseri hiicre hattinda Bcl-2 ekpresyonu diismekte iken, p53
ekpresyonu artmaktadir (Shangtong ve ark., 2014).

Hiicrelerde p53 proteinin asir1 ekspresyonu sonucu Bax proteini aktive
olmaktadir (Miyashita ve ark., 1994). Korosolik asit (CRA), serviks
adenokarsinoma hiicre hattin1 doz ve zamana bagli olarak hiicre dongiisiiniin S
fazinda dongiliyli durdurmakta ve apoptoza siirliklemektedir. CRA ile inkiibe
edilen hiicrelerde Bax miktariin arttigi, hiicrenin mitokondriyel membran
potansiyelinin bozuldugu ve kaspaz 8, 9 ve 3’iin aktivasyonu gozlenmektedir.
CRA, serviks adenokarsinoma hiicre hattint mitokondriyel yolak iizerinden
apoptoza siiriikklemektedir (Xu ve ark., 2009).
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Daha oOnce c¢alisilmis olan antrakinon tiirevlerinden elde edilen sonuglara
bakilarak, test edilen antrakinon tiirevlerinin serviks adenokarsinoma hiicre
hattinda gergeklestirdigi protein aktivasyonlarina gére (Cizelge 2 ve 3) tiirevlerin
hiicreleri mitokondriyel yolak iizerinden apoptoza stiriikledigi ongoriilmiistiir.

Cizelge 2. Tiirevler ile 12 Saat inkiibe Edilen HeLa Hiicrelerinde Proteinlerin Ekspresyon
Seviyeleri

Kontrol | Mito. Mito. Ant3 Ant 3| Ant 4| Ant 4| Ant 6| Ant 6

44 2,5 10 uM | 6 uM 8 uM 5 uM 8 uM 3 uM
uM uM

Aktin ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

p53 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++

Bax ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ +++

Bid ++ + + + + + + + +

Bcl-2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Bcl-xL ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Cizelge 3. Tiirevler ile 24 Saat Inkiibe Edilen HeLa Hiicrelerinde Proteinlerin Ekspresyon
Seviyeleri

Kontrol | Mito. Mito. Ant3 Ant 3| Ant 4| Ant 4| Ant 6 | Ant 6

4.4 2,5 10 uM | 6 uM 8 uM 5 uM 8 uM 3 uM
uM uM

Aktin ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

p53 + + + + + + + ++ ++

Bax + + + + + + ++ +++ +++

Bid ++ ++ ++ + + + + + +

Bcl-2 ++ + + + + + + + +

Bel-xL + + + + + + + + +

Ayn1 zamanda tiirevlerin topoizomeraz I inhitibitor etkisi calismalarinda pozitif
sonug¢ vermesi, mitokondriyel yolak tizerinden gergeklestirdikleri apoptoz fikrini
desteklemektedir. Topoizomeraz [ inhibitorii olan etken maddelerin DNA
tizerinde kiriklar olusturarak p53 ekspresyonunda artisa sebep olduklari
bilinmektedir (Nelson ve Kastan, 1994). Tiyokolsisin dimerlerleri ile yapilmis bir
calismada, IDN5404 kodlu tiyokolsisin dimerinin topoizomeraz aktivitesi
gosterirken hiicrede p53 ekspresyonunu da arttirdigi tespit edilmistir (Raspaglio
ve ark., 2005). Kinolin halkas1 iceren topotekan ile 1s1 sok proteini inhibitdrii olan
geldanamisinin kolon kanseri hiicre hatt1 tlizerinde kombine kullanildig1 bir
calismada topoizomeraz I inhibisyonu, p53 ekspresyonunda artis ve Bcl-2
ekspresyonunda diisiis gozlenmistir. Topotekanin tek basma kullanimi Bcl-2
ekspresyonunu azaltmadig1 gézlemlenmistir (McNamara ve ark., 2012).

Tez kapsaminda test edilen tiirevlerden Ant 6, 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda
p53 ekspresyonunu arttirken Bcl-2 ekspresyonunu azaltmakta ayni zamanda
topoizomeraz | lizerinde inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir.
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SONUC ve ONERILER

Yapilan ¢alismalar sonucunda Morfolin-4-ditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-
6,11-dihidro-1H-antra[1,2-d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 3), Piperidin-1-
ditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-6,11-dihidro-1H-antra[1,2-d]imidazol-2-il-metil
ester (Ant 4) ve 4-Metilpiperazin-1-ditiyokarbamik asit 6,11-Diokso-6,11-dihidro-
1H-antra[1,2-d]imidazol-2-il-metil ester (Ant 6)’nin topoizomeraz I enzim
inhibitor etkisi gosterdikleri saptanmistir. Antrakinon tiirevleri, yiiksek inhibitor
etki gosterdigi bilinen kamptotesin ile benzer etki gostermektedir. Bunun yaninda
tiirevler ile yapisal benzerlige sahip olan mitoksantrondan daha yiiksek aktivite
gostermeleri, tiirevlerin etkili birer topoizomeraz I inhibitorii olduklarini ortaya
koymaktadir. Test edilen maddelerin konsantrasyonlart maksimum %20 inhibitor
konsantrasyona disiiriildiiglinde kamptotesin topoizomeraz I inhibitér etkisini
kaybederken antrakinon tiirevleri inhibitor etkilerini korumaktadir.

Antrakinon tiirevlerinin DNA {izerinde kiriklar meydana getirerek hiicrede p53
proteinin asir1 ekspresyonuna sebep oldugu tespit edilmistir. Yiiksek miktarda p53
proteini serviks adenokarsinoma hiicre hattinda hiicre i¢i apoptotik sinyal yolagini
baglatarak proapoptotik bir protein olan Bax’it uyarmaktadir. Anti-apoptotik
proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-xL ekspresyon seviyelerinin Ant 3, Ant 4 ve Ant 6 ile
muamele edilen test gruplarinda kontrole gére daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
Buna karsin hiicrede bulunan Bid proteini miktarlarinda diisiis ve 6zellikle Ant 6
iceren test gruplarinda p53 ve Bax proteinlerinin ekspresyonlarindaki artis,
tiirevlerin hiicre i¢i apoptotik mekanizmay1 uyardiginin gostergesidir.

Bid proteininin hiicre dist apoptotik yolak tizerinden de uyarilabilmesi
sebebiyle, tiirevlerin apoptotik mekanizmalarinin tam olarak anlasilabilmesi igin
kaspaz 8 gibi hiicre dis1 apoptotik yolak {izerinden uyarilan proteinlerin
aktivasyonlarinin tespiti gerekmektedir.

Hiicre cogalmasini durdurucu etkilerinin kesin olarak belirlenebilmesi i¢in
tirevlerin topoizomeraz II inhibitor etkilerine bakilmasi gerekmektedir. Bu
calismalar es zamanli hiicre analiz yontemi gibi hiicre ¢cogalmasinin belirlendigi
yontemler ile desteklenmelidir.

Hiicre boliinmesini durdurdugu ongoriilen, ayn1 zamanda hiicreyi apoptotoza
stiriikledigi tespit edilen antrakinon tiirevleri serviks kanseri tedavisinde biiyiik
umut vadetmektedir. Calismalarin in vivo ortamda devam ettirilmesi yeni
sentezlenen antrakinon tiirevlerinin serviks kanseri tedavisinde kullanilabilirligine
bliyiik katki saglayacaktir.
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