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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

A549, HeLa VE Nlli3T3 HÜCRE KÜLTÜRLERİNDE FAKLİTAKSEL VE 

SODYUM NİTROPRUSSİD'İN TEK BAŞLARINA VE KOMBİNE ETKİLERİ: 

NİTRİKOKSİD'İN ANTİPROLiFERATiF ETKİDEKi ROLÜ 

Bez. QASEM MAHMOUD AREF ABDALLAH 

Anadolu Üniversitesi 
Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Farmakoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Yusuf ÖZTÜRK 

2003 

Bu tez çalışmasında, paklitaksel ve sodyum nitroprussid'in tek başianna ve 

kombine halde hücre kültüründe A549 küçük hücreli olmayan akciğer kanseri ve 

HeLa serviks adenokarsinomu üzerindeki antiproliferatif etkileri ve nitrikoksit'in 

bu etkilerdeki rolü araştınlmıştır. Ayrıca, normal (sağlıklı) hücrelere örnek olarak 

da Nlli3T3 hücreleri karşılaştırma amacıyla kullanılmıştır. Antiproliferatif etkileri 

araştırmak için MTT ölçümü ve akridin oranj boyama yöntemleri kullanılmıştır. 

Etkilerde nitrik oksidin muhtemel rolünü araştırmak için de Griess reaktifi ile 

spektrofotometrik nitrit tayini yöntemi uygulanmıştır. 

Paklitaksel, sodyum nitroprussid ve bunlann çeşitli oranlarda 

kombinasyonlannın, A549, HeLa ve Nlli3T3 hücreleri üzerindeki antiproliferatif 

etkilerinin komponenti olan apoptotik, sitostatik ve sitotoksik etkileri yukanda söz 

edilen yöntemler kullanılarak araştınldı. Elde edilen bulgular, her iki maddenin de 

antiproliferatif etkilerinin olduğunu ve bu etkilere nitrikoksid' in katıldığını 

düşündürmektedir. Sodyum nitroprussid'in ortamına ilavesinin paklitaksel'in 

antiproliferatif etkilerini arttırdığı gözlenmiştir. Buna göre, sodyum 

nitroprussid'in paklitaksel ile antineoplastik tedaviye katkı olarak ilave edilmesi 

olası görülmektedir. Bu çalışmada elde edilen bulgular, literatür verileri ışığında 

tartışılmıştır . 
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ABSTRACT 

M. Sc. Thesis 

EFFECTS OF PACLITAXEL AND SODIUM NITROPRUSSIDE ALONE AND 

IN COMBINATION ON CELL A549, HeLa AND NIH3T3 CELL CULTURES: 

THE ROLE OF NITRICOXIDE IN THE ANTIPROLIFERATIVE EFFECT 

QASEM MAHMOUD AREF ABDALLAH 

Anadolu University 
Graduate School of Health Sciences 

Department of Phannacology 

Supervisor: Prof. Dr. Yusuf ÖZTÜRK 

2003 

In this study, antiproliferative effects of paclitaxel and sodium 

nitroprusside alone and in combination were investigated hücre kültüründe on 

cultured A549 non-small cell lung carcinoma ve HeLa cervix adenocarsinoma 

ce lls as well as the role of nitricoxide in these effects. In order to compare with 

them, NIH3T3 cells were also usedas a representative of normal (healthy) cells. 

MTT measurement and acridine orange staining method were used to study 

antiproliferative effects. To examine the possible role of nitricoxide in these 

effects, a spectrophotometical determination method was applied using Griess 

reagent. 

Being a component of antiproliferative effect, apoptotic, cytostatic and 

cytotoxic actions of Paclitaxel, sodium nitroprusside and their combinations in 

various ratio were evaluated on A549, HeLa ve NIH3T3 cells using above­

mentioned methods. Findings obtained here suggested that both compounds 

possess antiproliferative effects and nitricoxide is involved in these effects. I was 

observed that the addition of sodium nitroprusside to culture media increases the 

antiproliferative effects of paclitaxel. Therefore, it, seems likely that sodium 

nitroprusside may be used as a useful adjunct to antineoplastic therapy with 

pactitaxel. Findings obtained in this study are discussed on the basis of literature 

data. 
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SiMGELER VE KISALTMALAR DiZİNİ 

A'Pm 

AO 

Apaf-1 

APC 

ATP 

CAPP 

Cd k 

DMSO 

EDRF 

EDTA 

ELISA 

FAD 

HIF-1 

IFN-a 

IFN- y 

JNK 

m dr 

MMP 

MPT 

MTT 

NO 

NOS 

NSCLC 

Pa c 

PARP 

PBS 

PCNA 

pRB 

PTP 

: mitokondriyal transmembran potasiyalİ 

: Acridine Orange - Akridin Turuncusu 

: apoptotic protease activating factor-1 

: Anaphase promoting compleks 

: adenosine 5'-triphosphate 

: Ceramid activeted protein phosphatase 

: Siklin-bağımlı kinazlar (Cyclin depedent kinase) 

: Dimetilsülfoksit 

: endothelium-derived relaxing factor 

: Etilen-diamintetra asetik asit 

: Enzyme- Linked Immunosorbent Assay 

: Flavin adenin dinükleotid 

: Hipoksi inducible faktör-I 

: İnterferon-a 

: İnterferon-y 

: c-jun N-terminal kinase 

: multi drug rezistans 

: Matriks Metalloproteinazlar 

: M- faz promoting faktör 

: 3-( 4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromür 

: Nitrik oksid 

: Nitrik oksid sentaz 

: Küçük hücreli dışı akciğer kanserleri (Non Small Cell Lung 

Cancer) 

: Paklitaksel 

: poly (ADP-ribose)polymerase 

:Fosfat tuz tamponu ( Phosphate Buffe~ Saline) 

: Proliferation Cell Nucleus Antigen 

: Retinoblastoma süpressör 

: mitokondriyal por tanzisyon permeabilitesi 
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pRB 

PTP 

Rb 

RNOS 

ROS 

SNP 

TIMP 

TNF-a 

VEGF 

: Retinoblastoma süpressör 

: mitokondriyal por tanzisyon permeabilitesi 

: Retino-blastoma 

: reactif nitric oxide species 

: reactif oxygen species 

: sodium nitroprusside 

: Matriks metalloproteinazlann doku inhibitörleri 

:Tümör nekrozis Faktör-u 

:Vasküler endotelial büyüme faktörü 
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ı. GİRİŞ 

Tarihin yazılmaya başladığından bugüne kadar kanser hastalığı hakkında 

yapılan yoğun çalışmalara rağmen radikal tedavisi henüz bulunmamıştır. Son iki 

yüzyıl içinde .kanser hastalarının sayısı hızlı bir şekilde arttığı bildirilmiştir 

(Franks, 1998). Kanser tiplerinin insidensi, coğrafık faktörler, cinsiyet, yaş, ırk, 

genetik predispozisyon ve çevresel karsinogenlere maruziyet gibi pek çok 

faktörlerle ilişki göstermektedir. Kanserin sebebi ne olursa olsun, kanser esas 

olarak hücre proliferasyonu ve farklılaşmasını idare eden kontrol 

mekanizmalarındaki sapma ile karakterize olan bir hücre hastalığıdır (Katzung, 

1995). Gelişmiş ülkelerde örneğin A.B.D.' de kalp hastalığından sonra ölümün en 

başta gelen nedenidir ve yılda 500.000'in üzerinde hastanın ölmesine sebep 

olmaktadır (Kayaalp, 1998; Katzung, 1995). Bu verilerin total kanser insidensinin 

yaklaşık % 70'ini oluşturan en sık görülen 1 O kanser çeşidine ait olduğunu 

Amerikan Kanser Derneği (American Cancer Society) tarafından yayımlanmıştır. 

En sık görülen kanser çeşitleri, ülkeden ülkeye oran olarak değişmekle beraber 

pek çok ülkede hemen hemen aynı sıraya sahiptir. Erkeklerde akciğer, prostat ve 

kolorektal kanserler; kadınlarda ise meme, kolorektal, akciğer ve uterus kanserleri 

bu sıralamaların başında yer almaktadır (Kayaalp, 98). 

Ampirik tarama ve bilgisayar destekli rasyonel tasarım ile yeni antikanser 

ilaçların geliştirilmesi için gösterilen büyük çabalara rağmen, ne yazık ki, 

geliştirilen ilaçların hiçbiri kanser dokusuna selektif etkili değildir. Bu ilaçların 

rasyonel klinik kullanımına uygun terapötik indeks elde etmek için yapılan 

araştırmalar, taksisiteye karşı yararlılığın kıyaslanınası esasına dayanmaktadır 

(Katzung 1995). Kanserin radikal tedavisinin henüz bulunmaması nedeniyle, diğer 

hastalıklara göre hem hastada hem de hastanın yakınlarında yol açtığı duygusal ve 

fiziksel sıkıntılar yüzünden trajik bir şekil kazandığı için, tedavisinde daha iyi 

ilaçların gereksinimi şiddete vurgulamaktadır. 
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2. NORMAL VE KANSERLİ DOKU ARASINDAKİ FARKLAR 

2.1. Normal Hücreler ve Dokular 

Vücuttaki dokular genel olarak, defans hücrelerinden oluşan 

retiküloendoteliyel sistem dokusu, sinir sistemi dokusu, mezenkim-bağ dokusu ve 

epiteliyel doku şeklinde dört temel gruba ayrılabilir. 

Retiküloendoteliyel dokunun büyük kısmı kemik iliğinden çıkan kırmızı 

ve beyaz kan hücrelerini oluşturan prekürsör hücrelerdir. Sinir dokusu, beyin, 

omuritik ve periferik sinirlerden oluşur. Mezenkim bağ doku, kollajen liflerini 

sentezleyen fibroblastlar, kemik, kan damarları, kas ve lenfatikleri içermektedir. 

Epitelial doku ise, deri, bağırsak, salgı bezleri ve karaciğer gibi spesifik hücreler 

içermektedir. 

Embriyodaki hücrelerin çoğu çağalabilme yeteneğine sahip olmasına 

rağmen, erişkin dokularda - birkaç tipi hariç - bu yetenek yitirilmiştir. Örneğin 

erişkinlerde çok farklılaşmış hücreler olan sinir ve kas hücreleri sadece embriyo 

safhasındayken ve farklılaşmadan önce çoğalabilmekte, ancak farklılaştıktan 

sonra çoğalması durmaktadır. Diğer bazı erişkin dokularda, son derece iyi 

düzenlenmiş hassas mekanİzmalarla dokunun hacmini arttırmak veya doku 

zedelenmesi söz konusu olduğunda hasar yerini kapatmak için hücre çoğalması 

görülebilmektedir (Franks, 1 998). Embriyo safhasından gelişmeye kadar geçen 

süre içinde, her biri çok az fonksiyonel aktivite gösteren farklılaşmamış hücreler, 

çok daha etkin ve spesifik fonksiyonlar gösterebilen bir dizi farklılaşmış hücreye 

dönüşmüşmektedir. Hücrenin bu özelleşme işlemi, "hücre farklılaşması 

( diferansiyasyon)" olarak bilinmektedir. Bu esnada, "kök hücreler" olarak 

adlandırılan embriyonik hücreler farklılaşarak özel işlevleri olan hücrelere 

dönüşmektedir. Farklılaşma esnasında morfolojik değişiklikler, kimyasal 

değişikliklere ve hücre fonksiyonianna uyum gösterecek şekilde 

düzenlenınektedir (Jungueira, 1993; Karp, 1999 ). 

2.2. Kanserli Hücreler 

Kanser hücrelerinin maliynitesini belirleyici üç temel özelliği 

bulunmaktadır: 1) büyüme kontrolünün kaybolması; 2) lokal dokulara invazyon; 

2 



3) vücudun diğer kısımlarına yayılma veya metastaz. Beniyn (iyicil) tümör 

hücrelerinde büyürnede azalmış olan bir kontrol gözlenmektedir, fakat bunlar 

lokal dokuları istila etmemekte ve/veya vücudun diğer kısımlarına yayılarak 

metastaz yapmamaktadır. 

Bir. hücre tümör hücresi haline dönüşümünde bu hÜcreye ait kuşakların 

yukarıdaki üç özellikle tanımlanan davranışı sabit kalmamaktadır, aksine 

malinyitenin daha da artması yönünde bir eğilim vardır. Bu da giderek artan 

anormal karyotipler, artmış büyüme hızları ve artan yayılma ve metastaz bulguları 

ile kendini belli etmektedir. Henüz yeni transforme olmuş hücrelerin 

biyokimyasal profillerini, ileri derece maliyn hızlı büyüyen tümör 

hücrelerininkinden ayırt etmek çok önemlidir. Baştaki hücreler, kansere yöneiten 

ana değişiklikler dışında normal hücrelerden farklı olan çok az sayıda değişiklik 

gösterirler ve bu değişiklikler de genelde transformasyon ile ilişkili olanlardır. 

İleri derecede maliyn olan hücrelerin biyokimyasal profili normal 

hücrelerinkinden çok farklı olabilir; enzim profilinde ve diğer biyokimyasal 

parametrelerde pek çok değişiklik gözlenebilir, diğer bir değişle kanser hücresi 

hemen hemen tamamen çoğalma üzerinde yoğunlaşmaktadır. Değişen 

biyokimyasal profil nedeniyle klinikte tümör işaretleyicileri olarak kullanılan bazı 

fetal proteinlerin sentezi artarken, büyüme faktörleri veya hormonların uygunsuz 

üretimi gibi gen düzenienişini yansıtan biyokimyasal değişiklikleri de 

oluşmaktadır. (Murray, 1993) 

2.2.1. Tümörlerin isimlendirilmesi 

Mikroskobik ve makroskobik özellikleri ile nispeten sessiz kabul edilen, 

yani lokalize kalarak diğer bölgelere yayılmayan bir tümörün beniyn olduğu ve bu 

nedenle lokal cerrahiyle çıkarılma ile hastanın sağ kalacağı kabul edilmektedir. 

Ama komşu yapılara yayılarak istila eden ve uzak bölgelere sıçrayarak metastaz 

ile ölüme yol açan tümörler veya lezyonlar maliyn olarak kabul edilmektedir. 

Maliyn tümörler, genel olarak "kanser" adı ile tanımlanmaktadır. 

Beniyn tümörler, genel olarak tümörün kaynaklandığı hücre tipinin sonuna 

"-om" ya da "-oma" ilavesi ile adlandırılırlar. Örneğin "fibröz" dokudan 

kaynaklanan beniyn tümör "fibrom" adını alır. 
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Maliyn tümörlerin isimlendirilmesi de bazı istisnalar hariç esas olarak 

belirli eklemeler ile beniyn tümörlere benzemektedir. Mezenkimal doku ve 

türevlerinden kaynaklanan maliyn tümüdere sarkoma denilir. Örneğin "fibröz" 

doku kanserine "fibrosarkoma" denilmektedir. Epitelial hücre kökenli maliyn 

nepolazmlara ise "karsinom" adı verilmektedir (Kumar ve ark. 2000). 

·--------- . 

2.2.2. Kansere Neden Olan Faktörler 

Başlıca olarak kansere neden olabilen faktörler; 1- Fiziksel, 2- Kimyasal 

ve 3- Biyolojik Faktörler şeklinde üç katagoriye ayrılmaktadır. Fiziksel nedenlerin 

başında radyasyon enerjisi yer almaktadır. Ultraviyole ışınları, X ışınları ve y 

ışınları mutajenik ve karsinojeniktir. Bu ışınlar DNA'yı çeşitli yönlerinde 

zedelemektedir. Ultraviyole radyasyonu primidin dirnerierinin oluşmasına neden 

olabilmektedir. Ayrıca, X ışınları ve y ışınları dokularda serbest radikallerin 

oluşmasına neden olmakta ve sonuçta meydana gelen -OH, superoksid ve diğer 

radikaller DNA ve başka makromoleküller ile etkileşerek moleküler hasara yol 

açmaktadır. 

Kimyasal bileşiklerin pek çok çeşidi karsinojeniktir. İnsan kanserinin% 80 

kadarının başta kimyasallar olmak üzere çevresel faktörler nedeni ile meydana 

geldikleri belirlenmiştir. Kişinin mesleğinden yaşadığı ortam (kalabalık şehir, 

fabrika çevresi v.s.) veya yaşam tarzından ve alışkanlıklardan (sigara içimi gibi) 

bir çok kanserojenik kimyasal maddeye maruz kalabilmektedir. Kimyasal 

karsinojenler başlıca iki alt sınıfa ayrılır; 

1) Direkt karsinojenler (azotlu hardal gibi): Bunlar hedef moleküller ile 

direkt etkileşirler. 

2) Prokarsinojeriler: Bunlar bir veya daha fazla enzımın kataliziediği 

reaksiyonlar ile karsinojenlerle dönüşür. Prokarsinojinlerin karsinojenlere 

dönüşme olayına metabolik aktİvasyon ve bu olay sırasında oluşan ara ürünlere 

proksimal karsinojen adı verilmektedir. 

Biyolojik karsinojenler arasında RNA ve DN~ virüsler yer almaktadır. 

Örneğin Po lmavirüs ve SV -40 gibi onkojen virüsler genomolarak ya DNA yada 

RNA molükülü taşımaktadır (Murray, 1993). 
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2.2.3. Hücre Siklusu, Bölünmesi ve Kanser 

Hücre bölünmesi ve olgunlaşması embriyonik gelişirnde ve doku 

zedelenmesi sonrası doku tamirinde görülen fizyolojik olaylardandır. Ancak bu 

olayların regülasyonunun bozulması, hücre gelişmesi, farklılaşması ve 

bölünmesindeki kontrolün kaybolmasına neden olmakta ve anormal hücre 

gelişmesi görülmektedir (Tripathy, 2000). 

Genellikle hücreler İstirahat fazındadır ("Go fazı"), ancak hücre dışarıdan 

gelen sinyallere cevap vererek ya farklılaşmaya başlar ya da bölünmek için 

mitotik siklusa girer. Hücre mitotik siklusu, G1 fazı ile başlar ve sırasıyla S fazı -7 

Gı fazı -7 M fazı olarak devam eder. M fazından sonra hücre ya Go fazına döner 

ya da tekrar bölünmek için G1 fazına girerek yeni bir siklusa başlar. G1 fazı 

yaklaşık 10 saat sürer, sitokinler gibi büyüme faktörleri ve hücre adhezyonu 

ve/veya hücre-hücre etkileşimi tarafından kontrol edilir. Gı süreci içinde RNA 

sentezi ve protein sentezi yapılır. DNA tamiri ve yeterli proliferasyon da olur. 

Başka bir deyişle S evresi için gerekli hazırlıklar yapılır. G1 sonuna doğru hücre 

apoptozise de girebilir. S fazı yaklaşık 9 saat sürer. DNA sentezi başlaması ile 

başlar ve bitişi ile biter. Bu evrede protein sentezi zirveye ulaşır. RNA sentezi ise, 

G1 fazındaki gibi devam eder. Evrenin başlaması ile kromatin paketleri açılır ve 

evre sona erdiğinde ise tekrar katlanır. G2 fazı yaklaşık 4 saat sürer. DNA sentezi 

durması ile başlar ve mitoz'un birinci safhası olan profaz'ın başlaması ile biter. 

Bu evrede RNA sentezi devam eder. Protein sentezi ise, G1 evresindeki düzeye 

iner, DNA tamiri ve kromatine ipliklerinin düzenlenmesi ve kontrolü gerçekleşir. 

Hücre bu evrenin sonuna doğru apoptozise girebilir. Gı, S ve Gz'nin tümüne 

"interfaz" adı da verilemektedir. 

M fazı veya mitoz fazı'nda interfaz'da hazırlıkları başarısıyla tamamlanan. 

hücre 1 saat içinde bölünür. M fazı kendi içinde profaz; prometafaz, metafaz, 

anafaz ve telofaz olarak ayrılır. Profaz'da nükleus kromatini giderek spiralleşir ve 

yoğunluk kazanır. Nükleus membranı değişmiştir., Kromozomlar nükleusta 

kıvrımlaşmış olarak görünür. Sentriyoller ayrılır ve her bir çifti hücrenin bir 

kutbuna göç eder. Mikrotübüller sentriyol çiftleri arasında belirginleşir. 

Prometafaz' da mikrotübüllerin ipçikleri nükleus zarını parçalayarak içine girer ve 
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hala birbirine bağlı olan çiftleşmiş kromatidiere sentromerlerden tutunur. Metafaz 

da ise nükleus zarı ve nükleolus tamamen kaybolur. Kromatidier hücre merkezine 

dizilirler. Anafazda eş kromatidier birbirinden ayrılır ve mekik mikrotübüllerin 

proteini olan "tübülin", aktin ve miyozin mekik bölgesinde bulunmuştur. Bu 

proteinlerin kromozomların kutuplara göçünde bir yardımcı rolü o.lasıdır. 

Telofazda kardeş hücrelerin nükleuslarının yeniden görünmesi ile karakterizedir. 

Kromozomlar yarı dağınık halleri ile geri döner. Nükleuslar, kromatin ve nükleus 

kılıfı yeniden belirlenir. Nükleuslar bu değişmeler olurken, ana hücrenin 

membranında ekvator düzleminde bir kasılma oluşur. Bu kasılma aktin ve 

miyozin fılamintlerden oluşan "kontraktil halka" tarafından gerçekleştirilir. 

Siteplazma ve siteplazmanın içerdiği organüllerin yarı yarıya bölünmesine kadar 

devam eder. Böylece yukarıda anlatılan aşamalardan sonra, ana hücreye genetik 

olarak benzeyen iki hücre çıkmaktadır. (Başaran ; 2002 ; Alberts ve ark., 2002; 

Karp, 1999; Franks, 1998; Alberts ve ark. 1998). 

2.2.4. intterfaz ve Mitoz Evrelerine Ait Kontrol sistemi 

Hücre siklusunu, hem enzim hem de enzim olmayan çeşitli proteinler 

kontrol etmektedir. Bunlardan en belli başlıları şunlardır: 

1- Siklin-bağımlı kinazlar: Siklin-bağımlı kinaziarın (Cyclin depedent kinase­

Cdk) kompleks oluşturması gerekir. Bu kompleks, kontrol noktasındaki olaylar 

tamamlanınca ya da bir sonraki evreye geçerken parçalanır. Parçalanmazsa bir 

sonraki evreye geçiş olamaz ve hücre siklusu bulunduğu evrede kalır. 

2- Siklinler: Siklinler aynen Cdk'larda olduğu gibi ancak Cdk ile kompleks 

oluşturduklarında aktifleşerek hücre siklusunun kontrolünde rol oynarlar. 

Hücre mitoz siklusunun çeşitli aşamalarda kontrol noktaları 

bulunmaktadır: 

1- G1 kontrol noktası: G1 fazındaki hücrelerin S fazına geçişinde ve Gı 

nükleusunun aniden DNA sentezini başiatacak faktörlerin varlığınında aktive olur. 

Bu kontrol noktasında INK4 (PI6·proteini kodları), p,53, Rb (Retino-blastoma), 

p21 gibi tümör süpressör genlerinin ürettiği proteinlerle kontrol sağlanır. İnsan 

normal hücrelerinde görüldüğü gibi interfaz hücresinin Gı kontrol noktasındaki 

bekleme süresi 17. kromozom'daki p53 geni ile kodlanan p53 proteini tarafından 
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düzenlenir. Eğer normal p53 genine sahip bir hücrede DNA'da bir hasar meydana 

gelirse kontrol noktalarında Cdk/siklin inhibisyonunu sağlayan p53 proteininin 

sentezi hızla artar ve hasarlı DNA'nın onarımı için hücre G1 kontrol noktasında 

durur. Bu rnekanİzınada p53 proteinin karbaksil ucu çift sarmallı DNA'ya değil, 

kırılarak tek iplikçikli hale geçmiş DNA'yı tanıyarak ona bağlanır. Bunun sonucu 

olarak p21 proteini sentezlenir. p21 Proteini ise, G 1 fazından S fazına geçişe 

yardım eden Cdk2/Siklin E kompleksine bağlanarak inhibe etmekte ve böylece 

Gı/S geçişi olamamaktadır. Ayrıca p21, PCNA (Proliferation Cell Nucleus 

Antigen) ile bağlanarak S fazındaki hücrelerde hasarlı DNA replikasyonunu 

durdurur. Bazı insan kanserlerinde p53 geni mutasyona uğrar. Bu mutasyondan 

dolayı p53 proteini üretilmez ve dolayısıyla hasarlı DNA tamir edilmeden hücre 

mutasyonu sayısı artar ve genom dengesi bozulur. 

2- G2 kontrol noktası : G2 fazındaki hücreler S fazındaki hücrelerde bir 

araya konulduğunda G2 fazındaki hücrelerde DNA sentezi gerçekleşmediğini 

görülmüştür. Böylece G2 den S fazına geri dönüş olmadığı görülmüştür. Bunu 

engelleyen, "lisansing faktör" adlı bir mekanizmadır. Bu mekanizma faktörün 

mitoz süresince kromozoma bağlı kalmasını sağlamaktadır ve DNA replikasyonu 

süresince inaktiftir. 

3- Mitoz konrol noktası: Bu kontrol noktasında en çok rol oynayan protein 

M- faz promoting faktör (MPT) Cdk ile bağlanmış mitetik siklin kompleksinden 

ibarettir. Mi toz'un metafaz/anafaz sınırında mitetik sİklinin kompleksinden ayrılıp 

dağılması ile MPT inaktifleşir ve hücre ınİtozu tamamlayarak mitazdan çıkar 

(Başaran, 2002). 

2.2.5. Kanserli Hücrelerin Büyüme Profıli 

Solid tümörlerin bir çoğunda (akciğer, uterus gibi) büyüme hızı tümör 

büyüdükçe azalır. Bu kısmen tümör kanlanmasının azalmasının nekroza neden 

olması ve kısmen de her hücrenin sürekli çoğalmamasından kaynaklanır. Bir solid 

tümörlin hücreleri 3 tabaka oluŞturur. A tabakası, bölünen hücreleri içerir, 

muhtemelen hücreler sürekli olarak siklustadır. B tabakası İstirahat halindeki 

hücreleri (Go) , yani bölünmeyen ancak bölünmeye potansiyel olan hücreleri 

içerir. C tabakası ise artık bölünmeyen ama tümörün hacmine katkı da bulunana 
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hücreleri içerir. Esas olarak bazı solid tümörlerin %'5 'ini oluşturan A 

tabakasındaki hücreler halen mevcut olan ilaçlara duyarlıdır. C tabakasındaki 

hücreler ise bir sorun yaratmaz. Ancak B tabakasındaki hücreler sikluste 

olmadıkları için kemoterapiye cevap vermezler, ancak zamanda A tabakasındaki 

tümör hücreleri kemoterapi ile öldürdükten sonra B tabakasındaki hücreler 

bölünmeye başlar (Bozkurt, 2002). 

2.2.6. Anjiyojenezis ve Kanser 

Erişkinlerde anjiyojenezin tamamlanmış olduğu ve çoğunlukla patolojik 

doku büyümesi durumlarında oluştuğu bilinmektedir. Bazı kardiyak iskemisi ve 

yara iyileşmesi gibi durumlarda anjiyojenez oluşması istenilen, ancak tümör 

büyümesi ve inflamasyon gibi durumlarda ise anjiyojenez oluşması istenmeyen 

bir durumdur (Augudtin, 1998). 

Solid tümörlerin çoğu, 1-2 mm3 kitleye sahip olduğunda kitlenin içindeki 

oksijen basıncı azalır ve hipoksi durumu oluşur (Dachs 2000). Hipaksiye bağlı 

olarak HIF-1 (Hipoksi inducible faktör-I) indüklenir. HIF-1 ise VEGF (Vasküler 

endotelial growth · faktör) up-regülasyonuna neden olur ve anjiyojenez 

mekanizmasını devam ettirir (Risau 1977). Anjiyojenez oluşması ile hem tümörün 

metabolik gereksinimi için yeni arteriyol ve venüller sağlanmış olur hem de tümör 

metastaz yapma şansı kazanmış olur (Xie ve ark., 1998; Xie ve ark., 1996). 

Antianjiyojenik ilaçların kullanım amacı tümörün kanlanması engelleyerek 

tümörün büyümesi inhibe etmektir. Bu ilaçların tercih nedenleri ise 1) erişkinlerde 

sadece patolojik durumlarda görülen anjiyojenezi engelledikleri için yan etkileri 

olmayacaktır. 2) anjiyojenez fizyolojik bir olay olduğundan ona karşı rezistans 

gelişmez. 3) tümör yeni damarlar oluşması yüzlerce tümör hücresi karilanması 

sağlar ve antianjiyojenik ilaçları kullanımı ile antitürnöral etki sağlanabilir 

(Augustin, 1998). Yeni damar oluşumunun engellemesi, tümör hücrelerinin başka 

organiara metastaz yapmalarını zorlaştırır. 

2.2.7. Metastaz ve Kanser 

Kanser hastalığının ilerlemesinin ve kansere bağlı ölümün en önemli 

nedenlerinden birisi metastazdır (Duffy, 1998; Fidler, 1990). Aynı zamanda 

8 



kanserli hastaların çoğuna prımer tümör tanısı konulduğunda, metastaz ile 

kanserin lenf nodlarına veya başka organiara sıçraması gerçekleşmiş 

olabilmektedir (Xie ve ark., 1998). Metastazın genel olarak evreleri: 

1. Metastazın gerçekleşmesi için tümör hücrelerinin gelişme adımlarını 

tamamlaması şarttır (Poste, 1979). 

2. Tümör kitlesi 2 mm3 den küçükken oksijen ve beslenmesi diffiizyon ile 

gerçekleşir (Xie ve ark., 1996). Ancak 2 mm civarında olduğunda hipoksi gelişir 

ve beslenme için yeniden damarianma olayına yani "anjiyojenez" e ihtiyaç duyar 

(Griffioen, 1990). Anjiyojenezin gerçekleşmesi için büyük sayıda anjiyojenik 

faktör molekülleri üretimi başlar. Bunların en belli başlıları, HIF-I (Hipoksi 

inducible faktör-I), TNF-a ve IFN-u ve IFN-y dır 

3. Tümör hücreleri hareket etmeyi kolaylaştıran enzimleri (tip IV 

kollajenaz ve sistein proteaz gibi) sentezleyerek hücrelerin ekstrasellüler matrikse 

ve sonra da kan ve lenf damarlarına girerek dolaşıma katılmalarını sağlamaktadır. 

4. Dolaşıma katıldıktan sonra lökositlerle ve/veya trombositlerle homotipik 

agregat veya heterotipik agregat oluşturmaktadır. Bunlar ise kapiller damarlarda 

durabilir. 

5. Tümör hücreleri organ parankimasma girerek proliferasyon gösterir. 

Klinik çalışmalar göstermiştir ki, hastalarda tümör kitlesinden çok fazla 

sayıda hücre dolaşıma katılırken, vücudun savunma mekanizmaları nedeniyle 

sadece birkaç tanesi canlı ve çağalabilecek durumda kalmaktadır (Xie ve ark., 

1996). 

2.2.8. Apoptozis ve Kanser 

Maliyn hastalıklar, klasik olarak kontrolsüz ve aşırı hücre 

pm liferasyonunun olduğu hastalıklar olarak bilinir. Oysa proliferasyonun yanında, 

apoptotik hücre ölümü yani "programlanmış hücre ölümü" hızınında azalmanın da 

maliynite gelişimine katkıda bulunduğu görülmüştür. Zamanı geldiğinde normal 

olarak apoptozise gidemeyen, dolayısıyla beklenenden daha uzun süre yaşayan 

hücreler, genomlarında biriktirdikleri mutasyonların etkisi ile maliyn hücrelere 

dönüşme potansiyeli taşırlar (B ratton ve Co hen, 2001 ). Hücrelerin ölümü ya 

nekroz ya da apoptozis şeklinde gerçekleşebilir (Alberts, 1998), nekroz ile 
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apoptozis arasında belirgin farklar olduğu ilk kez Kerr ve arkadaşları (ı 972) 

tarafından anlaşılmıştır. Nekroz patolojik bir olay sonucunda görülür, hücre 

şişmesi sitoplazma organüllerinin dağılması ve sonucu olarak hücre membranının 

bozulması ve patlaması şeklinde olur, dokunun nekroza verdiği yanıt genellikle 

inflamasyon şeklindedir. Apoptozis ise patolojik olarak görülebilir, ancak esas 

olarak normal fizyolojik durumlarda çok yaygındır. Apoptotik hücreler morfolojik 

inceleme sonucunda hücre büzülmesi, girintili çıkıntılı "blebbing" görüntüsü, 

sitoplazma organülleri bozulmamış ama DNA'sı parçalanmış görülmektedir 

(Studzinski, ı 999). Sonuç olarak doku inflamasyon cevabı vermeden hücre 

parçalanır ve makrofajlar gibi fagositoz özelliği olan hücreler tarafından fagosite 

edilir (W ard, ı 999). 

2.2.8.1. Apoptozis ve p53 

p53 proteini apoptoziste Gı/S ve G2/M fazlarında check-point "geçiş 

noktası" kontrolünde önemli rol oynamaktadır, ancak bu protein kanser tipierin 

çoğunda ya inaktif durumdadır ya da bulunmamaktadır (Das ve ark., 200ı; Lane 

ve Lain, 2002). 

Çok sayıda stress sinyalleri, DNA hasarına yol açıklamaktadır, bu hasarın 

oluşumu p53 aktivasyonunaneden olur. p53 aktivasyonu hem hücre membranında 

bulunan ve ölüm reseptörleri olarak adlandırılan reseptörleri aktive eder hem de 

sitoplazmada bulunan Bas proteini aktif hale getirir. Ölüm reseptörlerinden örnek 

olarak F ADD reseptörü (Fas-associated death domain protein), bu reseptör p53 

tarafından aktif hale getirildİkten sonra Kaspaz 8'i aktifleştirerek apoptotik kaspaz 

yolağını başlatır. Aktif bax proteini ise mitokondri membranına yapışarak uyarır, 

uyarı sonucu mitokondriden sitokrom c salıverilir, sitokrom c salıverilmesi 

irriversible apoptozis dönemi başlangıcı olarak bilinir çünkü bu aşamadan sonra 

ne yapılırsa yapılsın apoptozis engellenemez. 

Mitokondriden salıverilen sitokrom c sitoplazmadaki bulunan Apaf-1 

( apoptotic protease activating factor- ı) ile bağlanarak ve sonra da oluşan 

komplekse ATP (adenosine 5'-triphosphate) molekülü katılarak aktif apoptozom 

kompleksi oluşmaktadır. Apoptozom kompleksi ise prokaspaz-9'u aktifleştirerek 
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kaspaz-9 ortaya çıkar, kaspaz-9 ıse prokaspaz-3'ü aktifleştirerek kaspaz-3 

meydana gelir. 

Aktif kaspaz-3 sitoplazmzda aktif durumda bulunan ICAD (Inhibitor of 

caspase activated deoxyribonuclease)'i inaktivasyonunu yaparak CAD (caspase 

activated deoxyribonuclease) serbestlenmesine neden olmaktadır~ Serbestlenen bu · 

molekül hem kromatin kondansasyonu (yoğunlaşması) hem de DNAaz enzimi 

aktive ederek oligonükleozomel DNA fragmantasyonuna neden olur(Ulukaya, 

2003; Schulze-Osthoff ve Peter ı 999; Balint ve Vousden, 200 ı). 

2.2.8.2. Apoptozis ve Seramid 

Seramid, bir fosfolipid olan sfıngomiyelin'in hidrolizi sonucunda meydana 

gelen bir ikincil ulaktır (Kasof ve ark., ı999; Schulze-Osthoff ve Peter 1999). 

Seramid'in TNF-a. ve 11..-1 'in aracılık ettiği apoptoziste rol oynadığını 

düşünülmektedir. Seramid ayrıca CAPP (Ceramid activeted protein phosphatase) 

enzimini aktive etmektedir. Söz konusu bu enzim hem apoptozisi indüklemekte 

hem de hücre siklusuna katılmak isteyen hücreleri Go/Gı geçiş noktasında bloke 

etmektedir. Seramid'in apoptozisi indüklemesinin Bcl-2 ile ilişkili olduğu 

düşünülmektedir (Long ve Hannun, 1999). Bcl-2 antiapoptotik özelliğe sahip bir 

protein olup fosforHasyon durumuna bağlı olarak aktif veya inaktif biçimde 

bulunmaktadır. JNK (c-jun N-terminal kinase) tarafından Bcl-2 fosforilasyonunun 

gerçekleştirilmesi Bcl-2'nin inaktivasyonuna neden olmaktadır. Bcl-2'nin 

inaktivasyonu sonucu antiapoptotik etkisi kalkmış olur, çünkü Bcl-2, mitokondri 

membranına bağlanarak sitokrom c salıverilmesini engelieyebilmektedir (Kasof 

ve ark., 1999; Schulze-Osthoff ve Peter ı999; Bratton ve Cohen, 2001; Ward, 

1999). Bcl-2 proteinlerinin antiapoptotik fonksiyonunun ilaçla bloke edilmesi 

gelecekte kanser tedavisi için yeni bir terapötik modalite oluşturabilir (Kinloch ve 

ark., 1999). 
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3. ÇALIŞMALARDA KULLANILAN HÜCRELER, TEST 

MADDELERİ VE YÖNTEMLER 

3.1. Çalışmalarda Kullanılan Hücrelerin Özellikleri 

3.1.1. A549 Küçük Hücreli Olmayan Akciğer Karsinomu 

Akciğer kanseri, dünyada kanser bağlı olarak oluşan ölüınierin en başta 

gelenlerindendir. Akciğer kanserinin yaklaşık olarak %80'i küçük olmayan hücreli 

(Non Small Cell- NSCLC) akciğer kanserleridir. Bunlardan arasında 

adenokarsinoma yer almaktadır (Michael ve ark., 2002). Küçük olmayan hücreli 

akciğer kanseri agresif tümörlerdir. Tanı anında bölgesel ya da uzak metastaz 

sıklığı %70 kadar yüksektir (Guarino ve ark., 2002). Epidemiyolojik verilere göre 

akciğer kanserinin kadınlarda tüm kansere bağlı ölüınierin %25'inden ve 

erkeklerde ise %30'undan sorumlu olduğunu göstermektedir (Greenlee ve ark., 

200 ı). A549 kanser hücreleri küçük olmayan hücreli epiteliyat akciğer 

adenokarsinomudur. 58 yaşında Orta Asyalı bir erkekten D.J.Giard tarafından 

alınmıştır. Bu hücreler keratin üretmektedir, tümörde p53 düzeyinin nOrmal 

olduğu, IL-lB ve TNF-a ile indüklenebilen iNOS enziminin bulunduğu ancak 

eNOS bulunmadİğı tespit edilmiştir (Evdokiou ve ark., ı998; Delar ve ark., 200ı; 

Kwon ve George ı999; Lewis; ve ark., ı996). 

3.1.2. HeLa Serviks Adenokarsinomu 

He La 3 ı yaşında zenci bir kadının serviks adenokarsinomundan W .F. 

Scherer tarafından stoktanmış adherent, epiteliyat serviks adenokarsinoma 

hücreleridir. HeLa hücerlerinin pRB (retinoblastoma supresör) düzeyi normal 

(Baldi ve ark., 1996), ancak p53 ekspresyonu düşüktür. HeLa hücrelerinin ekzojen 

NO'ye karşı verdiği cevap, esas olarak Bax ekspresyonuna bağlı olup kaspazların 

aktivitesinden ve p53 ekspresyonundan bağımsız bir yolak izleyerek apoptozis 

oluşturmaktadır. Bu hücrelerde ekzojen NO, LDH (laktat dehidrojenaz) enzimi 

üzerine etkisizdir (Okuno ve ark., 1998). HeLa hücreleri tek sıra çoğalan 

özelliktedir ve kendine özgü dört tipik marker kromozom tespit edilmiştir. 

Hücrelerin %98'inde küçük telosentrik kromozom bulunmuştur. Restgele seçilmiş 

1385 hücrenin tümü inceleyerek anöploidi olduğu bulunmuştur. HeLa hücreleri 
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ayrıca adenovirüs'e duyarlı olup IL-8 ekspresyonuna neden olmaktadır. 

Hücrelerde AP-I ve c-jun-terminal kinaz aktivitesi oluşabilmektedir (Jang ve ark., 

1996; Chen, 1995; Loffeler ve ark., 1997; Lee ve ark., 1996; Kumenis ve ark., 

1997; Zhao ve ark., 1996; Macville ve ark., 1999; Burder ve ark., 1997; 

Scheffener ve ark., 1991; Schwarz ve ark., 1985; Schnider-Gadiche ve Schwarz, 

1986). 

3.1.3. NIH3T3 Fibroblast Hücreleri 

Aoronson tarafından NIH/SWISS fare embriyosundan elde edilen 

adherent, fibroblast hücrelerdir. Kültür ortamında kontakt inhibisyona çok 

duyalıdır. Çoğalma eğilimi göstermekle beraber stabil morfolojik özelliklere 

sahiptir. Bu özelliklere sahip olduğundan, DNA transfeksiyon ve tranformasyon 

çalışmaları için uygun ve kullanışlıdır. Fare sarkorna virüsleri vernurine leukernia 

virüslerine duyarlıdır. Ectcprnelia virüsü için yapılan test negatif sonuç vermiştir 

(Anonim, 2000; Chang ve ark., 1996; Jainchill ve ark., 1969; Anderson, 1979). 

3.2. Çalışmalarda Kullanılan Maddelerin Özellikleri 

3.2.1. Paklitaksel (Taxol~ 

1960'lı yıllarda Arnerikan Ulusal Kanser Enstütüsü (NCI) tarafından Taxus 

brevifolia ağaçlarının dal kabuğundan hazırlanan ekstrede antitümör aktiviteli 

sitotoksik bir bileşik bulunduğu açıklanmıştır (W ani ve ark., 197ı; Vererra ve ark., 

ı999). Faz I denemelerine sunulduğu andan itibaren çok sayıda kanser tipine 

özellikle de sisplatine dirençli over karsinamuna karşı (Runowicz ve ark., 1995) 

yüksek etki gösteren antineoplastık bir ajan olduğu anlaşılmıştır (Makino ve ark., 

200 ı). Paklitaksel, primer ve sekonder over kanserlerinde, erken evre ve ilerlemiş 

metastatik meme kanserlerinde, küçük hücreli olmayan akciğer kanserlerinde, 

Kaposi sarkornunda, küçük hücreli akciğer kanserlerinde, rnelanoma'da, 

Lösemi'de ve daha pek çok kanser çeşidinde etkili bulunmuştur (Preisler ve ark., 

1999; Runowicz ve ark., ı995; Nicholson ve ark., ı997; Ranzandi ve ark., 2000). 

Paklitaksel, tübülin polirnerizasyonu ve mikrotübül stabilizasyonu yapmakta, 

hücre siklusunü bloke etmekte ve apoptozise neden olmakta, bu arada gen 

ekspresyon u da değiştirebilmektedir (Makino ve ark., 200 ı). 
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Paklitaksel, kolşisin ve Vinca alkaloidleri gibi klasik antimikrotübül 

ajanlar~n aksine mikrotübül depolimerizasyonunu sağlayarak değil mikrotübül 

polimerizasyonunu stabilize ederek etkili olmaktadır. Mikrotübüllerin normal 

dinamik reorginazasyonunu inhibe ederek ve fonksiyonsuz ve stabil olmalarına 

yol açarak hücre siklusunda daha çok G2/M fazında blokaja yol açması ile etki 

gösterir (Makino ve ark., 200 ı; Preisler ve ark., ı999; Charles ve ark., 200 ı). 

Paklitaksel çekirdeğinde kompleks taksan halkaları içeren bir diterpenoid 

yapıda semisentetik bir bileşiktir (Preisler ve ark., ı999). Yan zincir taksan 

halkaları, aktivite için gerekli olan 13 nolu karbon atomundan bağlanmıştır 

(Bakınız: Formül ı). Yan zincirin modifikasyonu, meme ve over kanserlerine 

karşı daha yüksek klinik aktiviteye sahip bir analog olan dosetaksel'e önderlik 

etmiştir. Molekülün çözünürlüğü düşüktür ve taşıyıcı olarak %50 etanol ve %50 

polietoksillenmiş hint yağı (Cremophor EL) içinde uygulanmaktadır (Korkmaz, 

2002). 

0 111111111 

OH 

NH Ü r-
Formüll Paklitaksel'in formülü (Runo\\icz ve ark ı993) 

3.2.1.1 Paklitakselin Hücre Siklusu Üzerine Etkileri 

Genel olarak paklitaksel'in antineoplastik etkisi, mikrotübül fonksiyonu 

üzerine bozucu etkisinden ibaret . olup, hücreyi mi tozu tamamlamayacak hale 

getirmektedir (Saunders ve ark., ı997). Mitotik dönüşlerin formasyonunu inhibe 

etmeye neden olan düşük doz paklitaksel, yüksek dozda bağlama formasyonunu 

kolaylaştırarak polimer kitleyi arttırır ve bunun sonucu mikrotübüllerde aşırı hasar 

oluşturur. Paklitaksel mikrotübüllerin a- ve P-alt ünitelerine spesifik olarak 
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bağlanır (Day, 2000) ve böylece tübülin polimerizasyonu gerçekleştirerek 

mikrotübüllerin stabilizasyonuna ve mitotik spindlelerin oluşumunun 

inhibasyonuna (Makino ve ark., 2001; Zobel ve ark., 2000) neden olup hücre 

siklusunun esas olarak G2/M fazında durmasına neden olmaktadır (Makino ve 

ark., 200ı). Bunun yanısıra 3T3, HeLa ve MCF-7 hücreleri üzerinde yapılan 

araştırmalar, paklitakselin P55Cdc'ye bağımlı myelin protein kinaz aktivitesi 

arttırarak hücreyi hem metafazianafaz geçiş noktasında hem de G2/M fazında 

durdurabildiğini göstermektedir. Bu etki paklitaksel'in hem P55Cdc gen 

ekspresyonu hem de P34 cdc2 kinaz protein aktivitesini arttırarak P55Cdc-bağımlı 

siklozom/APC (Anaphase promoting compleks) aktivasyonuna yol açıp hücre 

siklusunu Gı!M fazıda (Makino ve ark., 200ı; Charles ve ark., 200ı) veya 

metafazlanafaz geçiş noktasında durdurabildiğini gösterilmiştir. P55Cdc gen 

ekspresyonu farklılaşmış hücrelerde değil, proliferasyon eğilimi gösteren 

hücrelerin büyümesini durdurup hücrelerin apoptozise gitmelerine neden olduğu 

ileri sürülmektedir (Makino ve ark., 2001 ). 

A549 p53(+/+) ve· Hı299 p53(-/-) küçük hücreli olmayan akciğer 

adenakarsinama hücreleri üzerinde yapılan bir araştırma G2/M fazda kalan hücre 

sayısı, uygulanan paklitaksel dozları ile doğru orantılı bir şekilde artarken Gı 

fazındaki kalan hücre sayısı ters orantı ile azaldığını göstermektedir. Yine aynı 

çalışmada, paklitakselin 2-25 nM arası dozları uygulandığında S fazında kalan 

hücre sayısının hafifçe artmakta olduğu, ancak daha yüksek dozlarda (50-1000 

nM) doza bağımlı olarak A549 p53(+/+) hücrelerinde dramatik bir azalma 

olduğu, H1299 p53(-/-) hücrelerindeki azalmanın daha az olduğu görülmüştür 

(Das ve ark 2001). Palitakselin epitop 3t3/2 proteinin refosforilasyonu ve bazı 

birleştirilmemiş kinetokorlara neden olup Mad2 proteinin seviyesini arttırdığı 

He La hücrelerinde gösterilmiştir (Abal ve ark., 200 ı; Waters ve ark., 1998). Mad2 

proteini hücrenin metafazlanafaz da kalmasına, dolayısıyla anormal ınİtoz veya 

apoptozis oluşumuna neden olmaktadır (Jordan ve ark ı 996). 

3.2.1.2. Paklitaksel'in Aracılık Ettiği Apoptozis 

Paklitaksel, A549 ve HeLa hücrelerini de içeren bir kaç farklı kanser tipi 

üzerine in vivo koşullarda uygulandığında (Das ve ark., 200ı; Olalı. ve ark., ı996; 
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Abal ve ark., 200 ı) veya implante edilmiş tümörlerde apoptozis oluşturduğu 

gösterilmiştir (Saunders ve ark., ı 997). 

Paliktakselin 2-25 nM konsantrasyonlarına maruz kalmış MCF-7 

hücrelerinde DNA bantlarında kırılma insidensinin maruziyet zamanı ile doğru 

orantılı olduğu ve bu kırılmanın hızlı ve gayrimuntazam büyük (50-300 kbp) 

Dl\'A fragınanlar oluşturarak gerçekleştiği gösterilmiştir. Bu artış eğrisi 

paklitaksel'in indüklediği apoptozis'in eğrisine benzemektedir (Huang ve ark., 

ı997; Saunders ve ark., ı997). A549 üzerinde yapılan başka bir çalışmada, 

uygulanan paklitakselin :::; 25 nM dozları ile benzer apoptik cevaplar alınırken, 

daha yüksek dozlarda (50-ıOOOnM) oluşan genel sitotoksik etki doza bağımlı 

olarak artarken apoptotik etki düşmekte olduğunu göstermiştir (Das ve ark., 

2001 ). A549 dışında bir kaç farklı kanser hücre tipinde de aynı cevaplar alınmıştır 

(Das ve ark., 200ı; Charles ve ark., 200ı). Buna karşın Allium sativum hücreleri 

üzerine uygulanan yüksek paklitaksel konsantrasyonu (10-6-ıo-3 M), ı-3 saat 

içinde sitotoksik etki gösterip kromozomların bozulmasına ve 24 saat içinde hücre 

ölümüne neden olduğunu gösterilmiştir. Bu dozların uygulanması ila birlikte 

hücrelerde mikronükleus, binükleus oluşumu ve hücre iskeleti yokluğu 1-3 saat 

inkübe ettikten sonra morfolojik olarak gösterilmiştir (Zobel ve ark., 2000). 

Paklitaksel'in oluşturduğu apoptotik etkinin mikrotübül üzerine olan 

etkisinden bağımsız olduğunu gösterilmiştir (Das ve ark., 2001; Charles ve ark., 

2001). Aynı zamanda paklitaksel farklı yolakları aktive ederek apoptozise ve 

hücre siklusunun durmasına neden olabildiği düşünülmektedir (Halder ve ark., 

ı 996; Shtil ve ark., ı 999). A549 hücreleri üzerine yapılan diğer bir çalışmada 

paklitaksel'in p53 protein düzeylerini arttırdığı gösterilmiştir (Tishler ve ark., 

ı995). Ancak p53 protein yokluğu, paklitakselin oluşturduğu apoptozis'in 

maksimum yanıtını etkilemezken, paklitaksel 'in istenen yanıt için gerekli 

dozunun yükseltilmesine sebep olmuştur (Das ve ark., 2001). Meme, over ve 

lösemi hücrelerinde Paklitaksel p53 gen ekspresyonu değiştirmediğini ve bu 

proteinin paklitaksel'in etkisinde ·rol oynamadığı gösterilmiştir (Olalı ve ark., 

1996). 

Paklitaksel MCF-7 hücrelerinde Bcl-2 down-regülasyonu yapmazken 

(Saunders ve ark., ı997), c-jun N-terminal kinaz (JNK) aktivitesini stimüle 
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etmektedir. Stimüle edilmiş JNK, Bcl-2 ve Bel-xl fosforilasyonu yaparak inaktif 

duruma getirmektedir. Böylece bu proteinlerinin apoptozise baskılı etkilerini 

azaltarak prokaspaz-9 aktivasyonu dotaylı bir şekilde gerçekleşmektedir. Bunun 

sonucu ise DNA fragmentasyonu ve apoptozis oluşmaktadır (Razandi ve ark., 

2000). 

Paklitaksel ayrıca hücresel ikinci haberci olarak apoptozisi indükleyen 

seramid'in oluşumuna aracılık ederek apoptozis'i indüklemektedir. MCF -7 

üzerinde yapılan bir çalışma hücresel seramid miktarı uygulanan paklitaksel 

konsantrasyonu ile doğru orantılı olduğunu gösterilmiştir. Seramid jenerasyonu 

hücre siklusunun durması ile ilişkili olmadığı için seramid paklitaksel'in genel 

sitotoksisitesinin sadece bir kısmını teşkil ettiğini düşünülmektedir (Charles ve 

ark., 2001). 

3.2.1.3 Paklitaksel ve Nitrikoksit 

Paklitaksel endoteliyal hücrelerde, (Su ve ark., 2002) M~ Makrofaj 

hücrelerinde (Mullins ve ark., 1997) ve lösemi hücrelerinde (Al-alami ve ark., 

1998) nitrik oksidin (NO) üretimini artırdığı, insan C6 glioblastoma multiforma 

hücrelerinde NO üretimini değiştirdiğini gösterilmiştir (Abdallah ve ark., 2003). 

Hem normal hem de lösemik monositlerde paklitakselin aracılık ettiği apoptozis'te 

NO'in eses rol oynadiğı gösterilmiştir (Al-alami, ve ark., 1998). Paklitaksel M~ 

makrofajlarda, TNF-a sentezini arttırarak NO üretimini arttırır. Bu şekilde hem 

parakrin hem de otokrin yolla sitostatik etki gösterdiği belirtilmektedir (Mullins 

ve ark., 1998). Paklitaksel 'in ayrıca fare meme kanserlerinde ve makrofajlarda 

iN OS ve IL-1 p gen upregulasyonuna neden olduğunu gösterilmiştir (Zaks­

Zilberma:n ve ark2001). 

3.2.1.4. Paklitaksel'e Karşı Gelişen rezistans 

Diğer antitümör ajaniarda ~lduğu gibi kanser hücreleri paklitaksele karşı 

rezistans geliştirebilmektedir. Bu rezistans olayı, birden fazla mekanizma ile 

gerçekleşebilmektedir. Bunlar: 

1) a- ve P- tübülin modifıkasyonu gerçekleşerek 
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2) mdr (multi drug rezistans) genin olaya karışması (Runowcz ve ark., 

1993; Day ve ark., 2000). 

3) P-glikoprotein düzeyinin yükselmesi (Sheppard ve ark., 1999; 

Broxterman ve ark., 2003). 

4) paklitaksel'in penetrasyonunun azalması (Nicholson ve ark., 1997; 

Broxterman ve ark., 2003). 

Ayrıca solid tümörlerin oluşturduğu sferoidlerin paklitaksel'e karşı 

gösterdiği rezistans kültürde tek sıra çoğalan hücrelerden fazla ve daha hızlı 

gelişmektedir (Nicholson ve ark., 1997). Paklitaksel'in yüksek dozuna karşı 

gelişen rezistans düşük dozuna nazaran daha hızlıdır (Sheppard ve ark., 1999). 

Uzun süreli düşük doz paklitaksel uygulanması sonucundaki görülen etki kısa 

süreli yüksek doz uygulanmasından daha fazla bulunmuştur (Nicholson ve ark., 

1997). 

3.2.2. Sodium Nitroprussid ve NO 

NO'nin · keşfine yol açan araştırmalar 1979 yılında Furchgott ve 

Zawadzki'nin ilginç bir gözlemi ile başlamıştır. Furchgott, endoteliyal hücrelerden 

salınverilen bu maddeye endotel kökenli gevşetici faktar ( endothelium-derived 

relaxing factor) EDRF adını vermiştir. Hücrelerde NO sentezinde kullanılan 

arnina asid L-arjinindir. Bu arnina asid, proteinlerin parçalanması sonucunda 

intresellüler ortamda bulunabildiği gibi, endojen olarak sentez edilebilmekteyada 

dış kaynaklardan sağlanabilmektedir (Akar, 2000). NO kısa yarılanma ömre sahip 

inorganik serbest bir radikaldir, çeşitli dokularda farklı fonksiyonlara sahiptir. NO 

biosentezi L-arjinin'in NOS (Nitrik oksid sentaz) enzimi aracılığıyla L-sitrüllin ve 

NO'e dönüşmesinden ibarettir. NOS enziminin 3 izoformu vardır, nöral NOS 

"nNOS", endoteliel NOS "eNOS" ve indüklenebilir NOS "iNOS", ilk iki izoform 

kalsiyum intresellüler düzeyine bağlı olarak kalmodulin ile bağlanarak 

aktifleşirler, iNOS'un aktivitesi ise kalsiyum düzeyine bağlı değildir (Al-alami ve 

martin, 1998; moncada ve ark., 1990; Esteevez ve jordan, 2002; Rang ve ark., 

1995; Tomson ve Miles, 1998) ancak aktivasyonu için kalmodulin ile bağlanması 

şarttır (Akar, 2002). Son. zamanlarda, mitokondride de bir NOS "mtNOS" 

varlığından söz edilşmektedir. Mitokondriden sitokrom c salıverilmesinde rol 
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oynadığı düşünülmektedir. nNOS ve eNOS aktivasyonu post-translasyonel 

aşamada pirimer olarak regüle edilir, genellikle bu enzimierin aktivasyonu kısa 

süreli olduğundan intresellüler NO düzeyi pikomalar ile nanomalar arasında kalır. 

iNOS regülasyonu transkripsyonal aşamada gerçekleşmektedir. NO sentezi sürekli 

ve uzun süreli olduğundan NO intresellüler düzeyi mikromalara kadar 

yükselebilir. NO, NOS'deki bulunan hem ile bağlanıp kendi sentezini "negatif 

feed-back" mekanizma ile inhibe ederek durdurabilir (Kim ve ark., 2001). 

NO hücre sinyalleri üzerine etkisi cGMP ile sınırlı değildir, hücrenin tipine 

ve NO düzeyine bağlı olarak apoptotik veya antiapoptotik; mitokondriyal veya 

non-mitokondriyal yolaklar izleyerek gerçekleşir (Boyd, 2002). NO süperoksid ile 

reaksiyona girerek ONOO- peroksinitrit oluşmaktadır (Kim ve ark., 2001). 

Peroksinitrit potent nükleufilik bir RNOS (reaktif NO türü) olup, fenol içeren 

bileşikleri, örneğin proteinlerde bulunan tirozin artığının nitrolasyonu yaparak 

tirazinin fosforilasyonu inhibe etmektedir. Genellikle RNOS oluşturduğu 

reaksiyonlar ile hücre ölümüne neden olmaktadır. (Kim ve ark, 2001). (Kim ve 

ark., 2001; Cocks, 1996). NO tek başına proteinlerle veya nükleik asitlerle 

etkileşmediği halde, 0 2 veya 0 2- ile reaksiyona girerek NOı, Nı03 ve Nı04 gibi 

reaktif NO türleri oluşturabilir. NO'in önemli fizyopatolojik rollerinden birisi de 

enzimlerdeki pozitif yüklü kompleks oluşturan metal iyonlarıyla bağlanmasıdır. 

Çeşitli hücrelerde NO, guanilil siklaz enzimindeki demirle bağlanarak demir­

nitrasil kompleksi oluşturur. NO ayrıca genellikle değişen afınitelerle sitokrom 

"P450" enzimi ile reaksiyona girmektedir. Bunlann bazıları reversibi bazıları da 

irreverisbl, bazıları inhibisyon şeklinde ve bazıları stimülasyon şeklinde olur ki, 

bu değişkenlik P450 çeşitli izetiplerile ilişkilidir. Nı03 potant bir S-nitrozilleme 

ajanıdır. Aktif bölgesinde sistein. arninaasidi ile sülfidril gruplarından herini 

taşıyan enzimlerde N20 3 ile S-nitrozilasyon olur. Bu reaksiyon sonucunda 

enzimierin aktif bölgelerinde değişiklik oluşmakta ve buna bağlı olarak 

fonksiyonu değişebilmektedir (Kim ve ark, 2001). 

NO ve peroksinitrit hem· DNA üzerine direkt etki ederek hem de 

mitokondri üzerine direkt ve indirekt etki ederek apoptotik hücre ölümüne neden 

olmaktadır (Kim ve ark, 2001; Kim ve ark, 2002; Lamas ve ark., 1 998), ancak 

NO'in apoptotik etkisi hücre tipine, NO konsantrasyonuna ve maruz kalma 
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süresine bağlı olarak bazen antiapoptotik etki şeklinde karşımıza çıkabilmektedir 

(Kim ve ark, 200 ı; Am bs ve ark., ı997). NO etkisini üç şekilde göstermektedir: 

ı. NO'in oluşturduğu ROS (reaktif oksijen türleri) ve RNOS, DNA ile 

direkt bir reaksiyona girerek DNA hasarı oluşturmaktadır (Kim ve ark, 

200ı). 

2. DNA tamirini inhibe ederek hasann kalıcı ve uzun süreli olmasını 

sağlamaktadır (Kim ve ark, 200ı), bu etki ribonükleotid reduktaz 

enziminin inhibisyonuna bağlı olduğunu gösterilmiştir (Kolb, 2000). 

3. "N-nitroso bileşikler" gibi genotoksiklerin oluşmalarına neden 

olmaktadır (Tamir ve Tannenbum, 1996). 

DNA'da oluşan bu hasarlar, p53 proteini (Ambs ve ark., ı997), PARP 

(poly(ADP-ribose )polyınerase) aktivasyonuna ve bcl-2 down-regülasyonuna 

neden olup apoptozisi indüklemektedir (Kolb, 2000; Pieper ve ark., 1999; 

Nicotera ve ark., 1997; Tamir ve Tannenbum, 1996). Endojen NO'in (Tamir ve 

Tannenbum, ı996) ve NO donörlerin (Takuma, 2002) gösterdiği sitotoksik etkinin 

büyük kısmı bu şekilde gerçekleştiğini gösterilmiştir. SNP'in (sodyum 

nitroprussid) mezanjiyal hücrelerde (MC) apoptozisi indüklediği, makrofajlarda 

hem endojen NO hem de SNP'in p53 ekspresyonu arttırdığını gösterilmiştir 

(Patel ve ark., 2000). NO'in, HeLa üzerinde proapoptotik özelliğinin olduğu da 

görülmüştür (Kim ve ark., 2001). NO, proteozomu inhibe ederek p53 proteininin 

birikmesine neden olmaktadır (Kolb, 2000). Bu etkinin, iNOS down-regülasyonu 

ile azatıldığı gösterilmiştir (Ambs ve ark., 1997). Sıçan serebral kortikal 

kültüründe NO donörlerinin oluşturduğu sitotoksisitenin, PARP inhibitörleri 

tarafından engellendiği görülmüştür (Tamir ve Tannenbum, 1996). NO'in, izole 

kaspazları in vitro koşullarda inhibe ettiği, ancak in vivo koşullarda indirekt yolla 

aktive ederek apoptozisi indükleyebildiği gösterilmiştir. İnsan miyelomonositik 

HL60 hücrelerinde SNP'in, kaspaz-3'ü stimüle ettiği görülmüştür (Kolb, 2000). 

NO, nöron hücrelerinde protein fosforilasyonu veya defosforilasyonu 

ve/veya protease aktivasyonu gibi· mekanizmalar ile sitoskeletal organizasyonunu 

bozarak hücre ölümüne neden olmaktadır. Başka bir deyişle, hücredeki 

mikrofılament veya mikrotübül dağılması ile NO, nöron hücrelerinde apoptotik 
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etki gösermektedir. Bu etkiler paklitaksel ile kısmen engellenebilmektedir 

(Nicotara ve ark., 1995). 

NO mitokondriyal enzim sistemi ile reaksiyona girerek hücresel solunumu 

reversibi şekilde inhibe etmektedir, ancak "tiyol içeren" mitokondriyal 

enzimlerden bazılarının irriversibl inaktivasyonuna neden olmaktadır. Fizyolojik 

konsantrasyonlarda NO, oksijen ile yarışarak sitokrom c oksidaz enzimlerinde 

kompititif inhibisyona neden olmaktadır. Öte yandan hücreler, uzun süreli NO'e 

maruz kaldıklarında S-nitrozilasyon reaksiyonu ile kompleks I, ll ve III irreversibl 

şekilde inhibe olmaktadır (Laınas ve ark., 1998; Kim ve ark., 2002; Kolb, 2000). 

NO'in düşük konsantrasyonunun elektron transportunu inhibe ederek 

hücresel solunumu ve ATP sentezini bozduğu ve buna bağlı olarak mitokondriden 

sitoplazmaya doğru salınımı ile intrasellüler kalsiyum düzeyleri arttırdığı 

gözlenmiştir. Mitokondrideki bu değişikliklere ilave olarak NO'in, mitokondriyal 

"permabilite transizyon por (PTP)" geçirgenliğini direkt olarak arttırdığı 

bildirilmiştir. NO ayrıca mitokondriyal transmembran potansiyalinin (~\}'m) 

dağılımını direkt olarak etkilemektedir. Sonuç olarak, NO'in mitokondri 

üzerindeki etkilerine bağlı olarak hem serbest sitoplazmik kalsiyum düzeylerinin 

artması, hem de mitokondriden apoptotik faktörler salınması olayları gözlenmiştir. 

Sonradan bu faktörler izole edilmiş ve nüklear apoptozis oluşturabildiğini 

görülmüştür (Kolb, 2000). NO'in antiapoptotik etkilerinin genellikle cGMP 

bağımlı ve/veya bağımsız mekanizmalar aracılığıyla kaspazların inhibisyonuna 

bağlantılı olduğu gösterilmiştir ve bu, S-nitrozilasyon reaksiyonu ile 

gerçekleşmektedir (Lamas ve ark., 1998; Kim ve ark., 2002). Melanoma 

hücrelerinde iNOS sentaz inhibitörleri, endojen NO sentezini inhibe ederek ve 

hücre siklüsünü etkilerneden hücrede apoptotik ölüme neden olmakta ve bu etkiler 

SNP ile bloke edilmektedir (Salvucci ve ark., 2001). NO'in antiapoptotik 

etkilerinin intrasellüler "glutatyon sistemi gibi" antiaksidan sistemlerin up­

regülasyonuna bağlı olarak gerçekleştiği düşünülmektedir (Kiechle ve Zhang, 

2000). NO, hem sitostatik hem de sitotoksik olup (Martin ve ark., 1999) hücre 

proliferasyonu engellediği için endojen antitürnöral bir madde olarak kabul 

edilmektedir (Lamas ve ark., 1998). 
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3.3. Çalışmalarda Kullanılan Yöntemler Hakkında Genel Bilgiler 

3.3.1. Mitokondriyal Aktiviteye Dayalı Testler ve MTT Ölçümü 

MTT ölçümü, in vitro kuşullarda hücre metabolizmasını, canlılığı ve 

sitotoksisiteyi ölçmek için uygulanan kantitatif kolorimetrik bir yöntemdir (Holst­

Hansen ve Brünner, 1998). Bu yöntem, hızlı, kolay ve yüksek oranda doğruluğa 

sahiptir. Bir tetrazolyum tuzu olan MTT (3-( 4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil 

tetrazolyum bromür) sarı renkli olup, yaşayan hücrelerin mitokondrilerinde 

bulunan süksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak bağlanmaktadır. Bu 

bağlanmanın sonucunda suda çözünmeyen koyu mavi renkte kristaller 

oluşmaktadır. Kristaller DMSO ve izopropanol gibi organik çözücülerde kolayca 

çözünmektedir. Çözünmüş olan bu boya, konsantrasyona bağımlı olarak 

spektrofotometrik yöntemle görünür dalga boylarında ölçülebilen bir absorbans 

vermektedir. Böylece direkt olarak hücrelerin metabolik aktiviteleri 

ölçülmektedir. Ayrıca ölçülen değer yaşayan hücre sayısı ile ilişkilendirilmektedir 

(Mosmann, 1983; Denizot ve Lang, 1986; Carmichael ve ark., 1987). Süksinat­

dehidrojenaz mitokondri matriksinde yer alan Krebs siklusundaki enzimlerden 

birisidir ve diğer enzimlerinden farklı olarak mitokondriyal iç membranın içe 

bakan yüzeyinde bulunmaktadır. Bu enzim, FAD (Flavin adenin dinükleotid) 

demir-kükürt (Fe:S) proteini içermektedir. Malanat ve okzaloasetat, süksinat­

dehidrojenazi kompetitif olarak inhibe etmektedir (Murrey ve ark, 1993; Voet ve 

Voet, 1995; Alberts ve ark, 1994). Bu yöntem, çalışma basamaklarının az olması 

açısından hızlı, kolay ve çok sayıda örneğin çalışılmasına imkan veren bir testtir 

(Reile ve ark., 1990; Kueng ve ark., 1989; Senaratne ve ark. 2000). 

3.3.2. Kantitatif Nitrit Tayini 

Biyolojik sistemlerde nitrik oksit (NO), ancak saniyelerle ifade 

edilebilecek çok kısa bir yarılanma ömrü olan (Kim ve ark. 2001; Al-alami, 1998) 

bir serbest radikaldir (Hajri, 1998; Soonjo, 2001). NO stabil olmadığı için, stabil 

olan son metaboliti Nitrit (NOı") Griess reaktifi ile ölçülebilmektedir (Al-alami, 

1998). Besiyerde toplanan nitrit Griess reaktifi ile reaksiyona girerek kırmızımsı­

mor renkli bir azo bileşiği oluşturmaktadır. Oluşan rengin absorbansı UV /görünür 

dalga boyundaki spektrofotometrelerle ölçülmektedir. Besiyerde toplanan nitrit'in 
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miktarı ile absorbansın değeri arasında doğru orantı bulunmaktadır. Griess reaktifı 

iki çözeltinin eşit oranla karışması ila elde edilir. Birinci çözelti distile suda 0.1% 

oranla çözünmüş naftiletilendiamin iken, ikinci çözelti ise 5%'lik fosforik asit 

solüsyonu içinde 1% oranla çözünmüş sülfanilamid veya sülfanilik asittir (Green 

ve ark., 1982). 

3.3.3. Hücrelerdeki DNA ve RNA Miktarları ve Akridin Oranj ile Boyama 

Akridin oranj ve etidyum bromür gibi maddeler nükleik asidere 

bağlanarak DNA'yı yeşil RNA'yı turuncu floresans verecek biçimde boyamaktadır 

(Kas ten, 1981 ). UV ışığında, nükleik asi tl ere bağlı bu floresan maddeler serbest 

kalmış olanlara göre daha çok fazla floresans göstermektedir. DNA ve RNA 

miktarlarına bağlı olarak floresans şiddeti değişmektedir (Celis, 1998). Böylece 

hem floresans şiddetine göre hem de rengine göre DNA'nın ve RNA'nin miktarı 

ve dağılımı incelenebilmektedir. 
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1. Gereçler 

4.1.1. Kimyasal Maddeler ve Çözeltiler 

Akridin oranj (Sigma) · 

Amfoterisin-B (Sigma) 

Dimetilsülfoksit -DMSO (Sigma, Merck) 

Dulbecco's Modifıcation Eagles Besiyeri (Biological Industries) 

Etanol (Merck) 

F eta! Calf Serum (Biological Industries) 

Fosfat Tuz Tamponu (PB S-A) 

Fosforik as id H3P04 (Merck) 

Hank's Balans Tuz Solüsyonu (Sigma) 

Hidroklorik asi d HCl (Merck) 

Kalsiyum klorür- CaClı (Merck) 

MTT (3-( 4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromür) (Sigma) 

Naftilendiamin dihidroklorid (Merck) 

Paklitaksel (Bristol-Myers-Squibb) 

Penisilin-Streptomisin Solüsyonu (Sigma) 

Sodium hidroksid NaOH (Merck) 

Sodium nitrit (Merck) 

Sodyum nitroprussid (NIPRUS®, Bilim) 

Sülfonilamid (Merck) 

Tripsin-EDTA Solüsyonu (Biological Industries) 

4.1.2. Malzemeler 

Otoklavlanabilir cam şişe (Iso-Iab) 

I, 2, 5 ı o ve 25 ıni'lik cam pipet (Iso-Iab) 

ı O, ı 00 ve 1 OOO~tl mikropipet ucu 

ı5 ve 50 ml'lik santrifüj tüpü (TPP) 

22x22 Lamel 

25 ve 75 cm2'lik kültür şişeleri (TPP) 

24 



5, 10 ve 25 ml'lik tek kullanımlık pipet (Serological Pipette) 

96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP) 

Çok kanallı mikropipet (Eppendorf) 

Lam 

Neubauer lamı (Iso-Iab) 

Stepet pipet (Eppendorf) 

Steril petri (Coming) 

4.1.3. Cihazlar 

Steril Kabin (Holten) 

ELI SA cihazı (Bi o-Tek) 

İmmüno-floresan mikroskop ve fotoğrafataçmanı (Olympus) 

İnverted mikroskop (Olympus) 

Karbondioksit inkübatörü (Heraeus) 

Kuru hava sterilizatörü (Heraeus) 

Otoklav (Hirayama) 

Soğutmalı santrifüj (Heraeus) 

4.2. Yöntemler 

4.2.1. Hücrelerin Testler İçin Hazırlanması 

Uygun kuşularda çoğalmaya bırakılan hücreler yeterli sayıya eriştikleri 

zaman tripsin ile muamele edilerek toplandı. 1 ml'de 250000 hücre olacak şekilde 

Neubauer lamı kullanarak süspansiyon hazırlandı. 250.000 hücre/ml şeklinde 

süspansiye edilmiş hücreler 96 kuyucuklu plakaya her kuyucuğa 0.1 ml olacak 

şekilde ekildi. Böylece her kuyucukta 25.000 hücre ekilmiş oldu. Hücrelerin 

yapışması ve yeni ortama alışması için 24 saat inkübasyona bırakıldı. Süre sona 

erdiğinde hücrelerin üzerindeki besiyerleri plakaların ters çevrilmesi suretiyle 

uzaklaştırıldı. Hücrelerin üzerine test maddelerinin istenilen konsantrasyonlarını 

içeren taze besiyerleri ilave edilip test maddeleri için aşağıda belirtilen sürelerde 

(24, 48, 72 ve 96 saat) inkübe edildi. 

Sodyum nitroprusid (SNP)'in 20 ve 100 mM'lık, paklitaksel'in 0.8, 4, 20 

ve 100 J.lM'lık dilüsyonları hazırlandı. SNP için injeksiyonluk distile su, 
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paklitaksel için DMSO çözücü olarak kullanıldı. Hazırlanmış olan bu 

dilüsyonlardan ı 'er Jll alınarak ı 'er ml'lik hacimdeki besiyerlerine ilave edildi. 

Paklitaksel ve SNP korobinasyon konsantrasyonlarını hazırlamak için ı lll'lik 

paklitaksel dilüsyonları ile karıştırılan ı ml'lik besiyerlerine ı 111 20 mM'lık veya 

ıoo mM'lik SNP çözeltisinden ilave edildi. 

Bu şekilde oluşan fina! konsantrasyonlar, paklitaksel için 0.8 ,4, 20 ve ıoo 

nM, SNP için 20 ve ıoo J.!M, kombinasyonlar için 20 J.!M SNP + 0.8 , 4, 20 ve 

100 nM Paklitaksel ve ıoo J.!M SNP + 0.8, 4, 20 ve ıoo nM paklitaksel. Besiyeri 

içindeki DMSO konsantrasyonu %0. ı civarındadır. Bu konsantrasyonda DMSO 

tarafından oluşturulan etkiler ihmal edilebilir ya da hücreler tarafından tolere 

edilebilir olarak kabul edilmektedir (Berlt ve ark ı999). 

Bu konsantrasyonlarda besiyerinde hazırlanan test maddelerinin 

konsantrasyonları, kontrol grubu (boş) ve %O.ı DMSO içeren çözücü kontrol 

grubu da teste eklendi. Test maddeleri içeren besiyerleri 96 kuyucuklu plakaların 

24 ve 48 saat sayımları için 0.2 ml, 72 ve 96 saat sayımları için 0.3 ml koyularak 

belirtilen sürelerde inkübe edildi. Bu süreler sonunda hücrelerde gerekli test 

yöntemleri uygulandı. 

Akridin oranj deneyi için, 50 cm2'lik petriye yerleştirilmiş 7 adet 22 x 22 

mm steril lamellerin üzerine 250.000 hücre/ml'lik hücre süspansiyonu her petri'ye 

5 ml olmak üzere ilave edilerek ekim yapıldı ve inkübasyona bırakıldı. 24 saat 

sonra lameller alınarak 9 cm2'lik bölmeler içeren plakalara aktanldı ve üzerine test 

maddesi çözeltisinden 2 ml içeren taze besiyerleri ilave edildi. Hücreler diğer 

testlerde maksimum etki görülen süre (72 saat) bekletildikten sonra boyama işlemi 

uygulandı. 

4.2.2. MTT Ölçümü 

MTT 5 mg/ml olacak şekilde PBS içinde çözülerek stok solüsyon 

hazırlandı. Çalışma solüsyonu stok solüsyonundan ı :9 oranla besiyeri ile 

seyreltilerek elde edildi. Hazırlanmış olari (0.5 mg/ml MTT) çalışma solüsyonu 96 

kuyucuklu plakanın her kuyucuğuna o.ı ml olarak ilave edildi ve 4 saat 

inkübasyonda bekletildikten sonra plaklardaki hücrelerin optik dansiteleri ELISA 

cihazı ile 540 nın dalga boyunda okutuldu (Mosmann, ı983; Denizot ve Lang 
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1986; Alley ve ark.,1988; Reile· ve ark., 1990; Hclst-Hansen ve Brünner 1998; 

Tedone ve ark. 1996; Horakova ve ark., 2001; Korkmaz, 2002; Abdallah, 2003). 

4.2.3. Kantitatif Nitrit Tayini 

NO'in yarılanma ömrü çok kısa olduğundan besiyerdeki oluşan metaboliti 

NOı- ölçülmektedir (Mullins, 1998). 96 kuyucuklu plakada her kuyucuktan 100 ı.ıl 

süpematant alıp üzerine eşit miktarda Griess reaktifı (0.05% naftilendiamin 

dihidroklorid, 0.5% sülfonilamid, 2.5% H3P04) ilave edilip 1 O dakika oda 

sıcaklığında bekletildikten sonra ELISA cihazi ile 540 nın dalga boyunda 

okutuldu (Green, 1982; Abdallah, 2003; Mullins ve ark, 1998; Al-alami ve ark, 

1998). Elde edilen değerler, besiyerinde saptanan nitrit miktarı ve boş plaka 

absorbansından arındırılmıştır. Standart olarak 50ı.ıM sodium nitrit kullanılmıştır. 

4.2.4. Akridin Oranj ile Floresan DNA ve RNA Boyaması 

Test maddeleri ile üç gün muamele edilmiş lamelierin üzerindeki hücreler 

plakalardan alındı ve 3 kez 2 dakika PBS ile yıkandıktan sonra 5 dakika % 70 

etanolde bekletildi, 5 dakika içerisinde birkaç defa distile su ile yıkandı. Sonra 2 

dakika PBS'de bekletilidi, oda ısısında ve karanlıkta 15 dakika akridin oranj 

çalışma çözeltisi ile fıkse ederek boyandı. Boyayı uzaklaştırmak için 4 kez PBS 

ile yıkandı. lameller hücrelerin bulunduğu kısımlar arada kalacak şekilde üzerine 

birer damla PBS damlatılmış lamların üzerlerine kapatıldı. Lamelierin etraflarına 

şeffaf tırnak cilası sürülerek sabitleştirildikten sonra floresan mikroskobunda 

incelendi ve fotoğrafları çekildi (Celis 1998, Kasten 1981; Korkmaz, 2002). Boya 

ışıkta bozulduğu için preparatlar karanlıkta bekletildi. 

4.2.5. İstatistiksel Değerlendirmeler 

Elde edilen sonuçlar, SPSS istatistik programında günler ve gruplar 

parametrelerine karşı tek yön ANOVA ve post-hoc olarak Tukey kullanılarak 

değerlendirildi. 
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S. AMAÇ 

Kanser hastalığı neden olduğu mortilite ve psikolojik bozukluklardan 

dolayı hep göndernde olmuştur. :Maalesef en çok araştırılan konulardan biri 

olmasına rağmen henüz radikal tedavisi bulunamamaktadır. 

Ölüm oranı açısından akciğer kanseri ilk sırayı almaktadır (Kayaalp, 

2002). Akciğer kanserleri bir çeşidi olan küçük hücre dışı akciğer kanserine karşı 

paklitaksel etkili bulunmuş (Korkmaz, 2002). Paklitaksel ayrıca sisplatine dirençli 

over karsinamaya karşı (Runowicz ve ark., 1995) yüksek etkiye sahip bir 

antineoplastık ajan olduğunu anlaşılmıştır (Makino ve ark., 2001). 

Nitrik oksid donorleri tarafından kanser hücrelerin kemoterapiye karşı 

gösterdiği rezİstansı düşürüldüğünü gösterilmiştir (Matthews, 2001 ).bu sonucu 

gösteren çalışma NO donorleri kemoterapi ajanlarının potansiyelini arttırarak 

avantaj sağladığını ve bu nedenle NO donorlerini düşük dozları kemoterapi 

ajanları ile kombine ederek kullanılması önermiştir. 

Bundan dolayıbu çalışmada, paklitaksel ile NO donorü olan SNP kombine 

ederek, akciğer ve over kanser hücreleri üzerinde nasıl bir etki gösterdiğini 

araştırınayı amaçladık. 
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6.BULGULAR 

6.1. Paklitaksel Sonuçları 

6.1.1. Paklitakselin MTT ölçümü Sonuçları 

NIH3T3 

ŞEKİL 1. Paklitakselin Nlli3T3 hücreleri üzerine MfT proliferasyon testi ölçümü ile 

değerlendirilmeleri. (*)Günlere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama 

değerler± St. Hata (n= 6) 

A549 

120 

-+-DMSO 
100 

~ 
* --11--Pac > 
* li! 80 0,8nM 

cv 
-.-Pac4nM ii ·c 

60 "O 

~ ---Pac20nM 
j 40 :E ---Pac .,.e. 100nM 

20 

o 
2 

Zaman (gün) 
3 4 

ŞEKİL 2. Paklitakselin A549 hücreleri üzerine MfT proliferasyon testi ölçümü ile 

değerlendirilmeleri. (*)Günlere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama 

değerler± St. Hata (n= 6) 
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ŞEKİL 3. Paklitakselin HeLa hücreleri üzerine MTT proliferasyon testi ölçümü ile 

değerlendirilmeleri. (*)Günlere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<O,OS, Ortaıama 

değerler± St. Hata (n= 6) 

6.1.2. Paklitakselin nitrit ölçümü sonuçları 

NIH3T3 
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ŞEKİL 4. Paklitakselin NllDT3 hücreleri üzerine Nitrit konsantrasyonu ölçümü ile 

değerlendirilmeleri. (*)Günlere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<O,OS, Ortalama 

değerler± St. Hata (n= 6) 
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NIH3T3 

8 

* 

2 
Zaman (gün) 

3 4 

C Kontrol CDMSO CPac O,SnM EIPac4nM BPac20nM 

ŞEKİL 5. Paklitakselin Nlli3T3 hücreleri üzerine Nitrit konsantrasyonu ölçümü hücre 

proliferasyonu ile oraniayarak değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. Hata (n= 6) 

A549 

4 

ŞEKİL 6. Paklitakselin A549 hücreleri üzerine Nitrit konsantrasyonu ölçümü ile 

değerlendirilmeleri. (*)Günlere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama 

değerler± St. Hata (n= 6) 
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ŞEKİL 7. Paklitakselin A549 hücreleri üzerine Nitrit konsantrasyonu ölçümü hücre 

proliferasyonu ile oraniayarak değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<O,OS, Ortalama değerler± St. Hata (n= 6) 
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ŞEKİL 8. Paklitakselin HeLa hücreleri üzerine Nitrit konsantrasyonu ölçümü ile 

değerlendirilmeleri. (*)Günlere göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri p<O,OS, Ortalama 

değerler± St. Hata (n= 6) 
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ŞEKİL 9. Pak:litakselin HeLa hücreleri üzerine Nitrit konsantrasyonu ölçümü hücre 

proliferasyonu ile oraniayarak değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<O,OS, Ortalama değerler± St. Hata (n= 6) 
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6.1.3. Paklitakselin akridin oranj boyama sonuçları 

Şekil 10. Pak:litak:sel uygulanan NIH3T3 hücrelerin ak:ridin oranj ile boyaması sonucunda 

floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı-RNA, San-yeşil DNA. a- Kontrol, b­

DMSO, c- 0,8 nM, d- 4 nM, e-20 nM, f-100 nM Paklitak:sel. (Icm = 62,5 ıım, büyütme 

1600X) 
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Şekil ll. Paklitaksel uygulanan A549 hücrelerin akridin oranj ile boyaması sonucunda 

floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı-RNA, Sarı-yeşil DNA a- Kontrol, b­

DMSO, c- 0,8 nM, d- 4 nM, e-20 nM, f-100 nM Paklitaksel. (lcm = 62,5 ı.ım, büyütme 

1600X) 
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Şekil 12. Paklitaksel uygulanan HeLa hücrelerin akridin oranj ile boyaması sonucunda 

floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı-RNA, San-yeşil DNA. a- Kontrol, b­

DMSO, c- 0,8 nM, d- 4 nM, e-20 nM, flOO nM Paklitaksel. (I cm= 62,5 J.lill, büyütme 1600X) 
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6.2. Paklitaksel ve SNP 20 ııM kombinasyonu sonuçları 

6.2.1. Paklitaksel ve SNP 20 ııM kombinasyonunun MTT ölçümü 

ŞEKİL 13. Paklitaksel ve SNP 20J.!M kombinasyonu Nlli3T3 hücreleri üzerine MTT 

proliferasyon testi ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. Hata (n= 6) 
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41 . 20rricroM :ı:: . . ::: 80 ---..-- Pac 4nM 
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o 40 = - Pac 20nM+SI\P :& 

*' 20 20rricroM 
.....,.._ Pac 1 OOnM 

o 
~ Pac 100nM+SI\P 

2zaman (gün) 3 4 20rricroM 

ŞEKİL 14. Paklitaksel ve SNP 20J.!M kombinasyonu A549 hücreleri üzerine MTT 

proliferasyon testi ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<O,OS, Ortalama değerler± St. Hata (n= 6) 

37 



He la -+- ı:l'v1SO 

120 -11-- SI\P 20nicroM 

100 
---•--- Pac 0,8nM 

.s -11-- Pac 0,8nM+ SNP 
:~ 80 20nicroM 
l2 • -.-Pac4nM IV ** 
~ 60 

* 
__._ Pac 4nM+ SfiP "' c 

20nicroM o 
~ 40 --*- Pac 20nM 
:ı::: 
:s 
:::ıt --Pac 20nM+ SfiP o 20 • 20nicroM 

--*- Pac 100nM 
o 

2 3 4 -Pac 100nM+SfiP 
Zaman (gün) 20nicroM 

ŞEKİL 15. Paklitaksel ve SNP 20ı.ıM kombinasyonu He La hücreleri üzerine MTT 

proliferasyon testi ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<O,OS, Ortalama değerler± St. Hata (n= 6) 

6.2.2. Paklitaksel ve SNP 20 ııM kombinasyonunun nitrit ölçümü 

sonuçları 
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ŞEKİL 16. Paklitaksel ve SNP 20ı.ıM kombinasyonu Nill3T3 hücreleri üzerine Nitrit 

konsantrasyonu ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<O,OS, Ortalama değerler± St. Hata (n= 6) 
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ŞEKİL 17. Paklitaksel ve SNP 20ııM kombinasyonu A549 hücreleri üzerine Nitrit 

konsantrasyonu ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. Hata (n= 6) 
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ŞEKİL 18. Paklitaksel ve SNP 20ııM kombinasyonu HeLa hücreleri üzerine Nitrit 

konsantrasyonu ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. Hata (n= 6) 
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6.2.3. Paklitaksel ve SNP 20 11M kombinasyonunun akridin oranj boyama 

sonuçları 

Şekil 19. Paklitaksel ve SNP 20!JM kombinasyonu uygulanan Nllf3T3 hücrelerin akridin 

oranj ile boyaması sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı-RNA, 

Sarı-yeşil DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- SNP20!JM, d- 0,8 nM Pac + SNP20ı.ıM, e- 4 nM 

Pac + SNP20ı.ıM, f-20 nM Pac + SNP20!JM, g- 100 nM Pac + SNP20!JM. (lcm = 62,5 f.Ull, 

büyütme 1600X) 
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Şekil 20. Paklitaksel ve SNP 20~ kombinasyonu uygulanan A549 hücrelerin akridin oranj 

ile boyaması sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı-RNA, San­

yeşil DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- SNP20ı.ıM, d- 0,8 nM Pac + SNP20~, e- 4 nM Pac + 

SNP20~, f-20 nM Pac + SNP20~, g- 100 nM Pac + SNP20~. (I cm= 62,5 J.Un, büyütme 

1600X) 
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Şekil 21. Paklitaksel ve SNP 20~ kombinasyonu uygulanan HeLa hücrelerin akridin oranj 

ile boyaması sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı-RNA, Sarı­

yeşil DNA a- Kontrol, b- DMSO, c- SNP20ı.ıM, d- 0,8 nM Pac + SNP20ı.ıM, e- 4 nM Pac + 

SNP20~, f-20 nM Pac + SNP20~, g- 100 nM Pac + SNP20~. (lcm = 62,5 ı.ını, büyütme 

1600X) 
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6.3. Paklitaksel ve SNP 100 ııM kombinasyonu sonuçları 

6.3.1. Paklitaksel ve SNP 100 ııM kombinasyonunun MTT ölçümü 
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ŞEKİL 22. Paklitaksel ve SNP lOOııM kombinasyonu Nlli3T3 hücreleri üzerine Nitrit 

konsantrasyonu ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. Hata (n= 6) 
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ŞEKİL 23. Paklitaksel ve SNP 1 OOııM kombinasyonu A549 hücreleri üzerine Nitrit 

konsantrasyonu ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler± St. Hata (n= 6) 
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ŞEKİL 24. Paklitaksel ve SNP 1 00~ kombinasyonu HeLa hücreleri üzerine Nitrit 

konsantrasyonu ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<O,OS, Ortalama değerler± St. Hata (n= 6) 

6.3.2. Paklitaksel ve SNP 100 ııM kombinasyonunun nitrit ölçümü 

sonuçları 
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ŞEKİL 25. Paklitaksel ve SNP 100~ kombinasyonu Nlli3T3 hücreleri üzerine Nitrit 

konsantrasyonu ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<O,OS, Ortalama değerler± St. Hata (n= 6) 
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ŞEKİL 26. Paklitaksel ve SNP 1 OO!JM kombinasyonu A549 hücreleri üzerine Nitrit 

konsantrasyonu ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<O,OS, Ortalama değerler± St. Hata (n= 6) 
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ŞEKİL 27. Paklitaksel ve SNP lOO!JM kombinasyonu HeLa hücreleri üzerine Nitrit 

konsantrasyonu ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) Günlere göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<O,OS, Ortalama değerler± St. Hata (n= 6) 

' -- '. ··-~1· ....... 
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6.3.3. Paklitaksel ve SNP 100 J.1M kombinasyonunun akridin oranj 

boyama sonuçları 

Şekil 28. Paklitaksel ve SNP lOOJ.!M kombinasyonu uygulanan Nlli3T3 hücrelerin akridin 

oranj ile boyaması sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı-RNA, 

Sarı-yeşil DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- SNPlOOJ.!M, d- 0,8 nM Pac + SNPlOOJ.!M, e- 4 nM 

Pac + SNPlOOJ.!M, f-20 nM Pac + SNPlOOJ.!M, g- 100 nM Pac + SNPlOOJ.!M. (lcm = 62,5 

Jlm, büyütme 1600X) 
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Şekil29. Paklitaksel ve SNP 100~ kombinasyonu uygulanan A549 hücrelerin akridin oranj 

ile boyaması sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı-RNA, San­

yeşil DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- SNP100~ d- 0,8 nM Pac + SNPIOO~ e- 4 nM Pac 

+ SNP100~ f-20 nM Pac + SNP100~ g- 100 nM Pac + SNP100~. (lcm = 62,5 J.Ltn, 

büyütme 1600X) 
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Şekil30. Paklitaksel ve SNP lOOı.ıM kombinasyonu uygulanan HeLa hücrelerin akridin oranj 

ile boyaması sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen görüntüleri. Kırmızı-RNA, San­

yeşil DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- SNPlOOJ.IM, d- 0,8 nM Pac + SNPIOOJ.!M, e- 4 nM Pac 

+ SNPlOOı.ıM, f-20 nM Pac + SNPlOOı.ıM, g- 100 nM Pac + SNPlOOJ.!M. (lcm = 62,5 J.lffi, 

büyütme 1600X) 
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7. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

7.1. SONUÇLAR 

7.1.1. Pak.litaksel Sonuçları 

.7.1.1.1. Paklitakselin MTT Ölçüm Sonuçları 

Paklitaksel hücrelerden elde edilen MTT sonuçlarına göre NIH3T3 

hücrelerinde ıOONm'lik konsantrasyon haricinde üçüncü günde ikinci güne 

nazaren etki düşüşü görünmektedir, dördüncü günde ise etki tekrar artmaktadır. 

ı OOnM paklitaksel uygulanması ile etki üçüncü güne kadar artarak maksimuma 

ulaşmaktadır, dördüncü günde ise artık üçüncü günün grafığine benzeyen grafik 

alınmaktadır (Şekil ı). A549 hücrelerinde maksimum yanıt üçüncü günde 

gözükmektedir ve dördüncü gün etki azalışı gözükmektedir (Şekil 2). HeLa 

hücrelerinde 0,8-4nM konsantrasyonlarda 4nM'ın üçüncü günde gösterdiği etki 

haricinde etkisizdir, 20-ı OOnM konsantrasyonlarda ise ilk günden itibaren 

başlayıp dördüncü güne kadar etki devarn etmektedir. Bu hücrelerde metabolizma 

ve proliferasyon paklitakselin konsantrasyonuna ve maruz kalma süresine bağımlı 

olarak azaldığı gözleıunektedır (Şekil 3). 

7.1.1.2. Pak.litakselin Nitrit Ölçüm Sonuçları 

Paklitaksel uygulanmış NIH3T3 hücrelerinde birinci ve ikinci günde 

konsantrasyondan bağımsız şekilde nitrit konsantrasyonunda düşüş 

gözlenmektedir, üçüncü ve dördüncü günlerde ise değişiklikler istatiksel açıdan 

anlamsızdır (Şekil 4). Nitrit konsantrasyonu, canlı kalmış hücre yüzdesine 

oranlandığında konsantrasyona bağımlı nitrit artışı gözükmektedir (Şekil 5). 0,8-

20nM paklitaksel uygulanan A549 hücrelerinde üçüncü günde nitrit 

konsantrasyonunda azalma görünmektedir, ancak diğer doz nitrit 

konsantrasyonunda anlamlı değişikliğe · neden olmamaktadır (Şekil 6). Nitrit 

konsantrasyonu, canlı kalmış hücre yüzdesine oraniandığın da 20-ı 00 nM 

palditaksel uygulanan hücrelerde nitrit konsantrasyonuda bir artış gözlenmektedir 

(Şakil, 7). Paklitaksel'in 0,8-100 nM konsantrasyonları uygulanan HeLa 
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hücrelerinde nitrit konsatrasyonu üzerindeki etki konsantrasyondan bağımsız 

olarak gözlenmektedir (Şekil 8). Nitrit konsantrasyonu, canlı kalmış hücre 

yüzdesine oranlandığında birinci günde nitrit konsantrasyonunda düşme 

görünmektedir, 20- lOOnM paklitaksel konsantrasyonu uygulanan hücrelerde 

ikinci günden itibaren konsantrasyona bağımlı biçimde salıverilen nitrit 

konsantrasyonunda artış gözlenmektedir (Şekil 9). 

7.1.1.3. Paklitakselin Akridin Oranj Boyama Sonuçları 

1) NIH3T3 hücreleri (Şekil 10) 

Kontrol: Hücreler sağlıklı, çekirdekler tek, hücre kenarları belirgin. 

DMSO: Hücreler arası uzantılar kısalmış. 

Pac 0,8nM: Az sayıda vakül, mikronükleus ve apoptotik cisimcikler ıçeren 

hücreler görülmüştür. 

Pac 4nM: Hücre sayısı azalmış ve büyümüş, apoptotik cisimcikler mevcuttur. 

Pac 20nM: Hücreler tümü apoptotik cisimcikler çok sayıda içermektedir. 

Hücreler büyümüş ve kenarları kalkmıştır. 

Pac 100nM: Hücre kenarları düzelsiz, vaküller büyük ve çoksayıda. 

2) A549 hücreleri (Şekil ll) 

Kontrol: Hücreler sağlıklı, çekirdekler tek. 

DMSO: Hücreler sağlıklı, çekirdekler tek. 

Pac O,SnM: Hücrderin çekirdekleri bölünmek üzere iken görüntüsü mevcut, bazı 

çekirdekler parçalı. 

Pac 4nM: Sitoplazına sınırları belirgin değil, apoptotik cisimcikler çok sayıdadır. 

Pac 20nM: RNA sentezi çok azalmış, apoptotik cisimcikler çok sayıda, hücrelerin 

bazıları uzamıştır. 

Pac 100nM: Hücreler azalmış, büyümüş ve vakül içermektedir. RNA sentezi 

görünmemektedeir. 

3) HeLa hücreleri (Şekil 12) 

Kontrol: Hücreler kalabalık, çekirdekler parçalanmamıştır. 

Dl\ISO: Hücreler arası uzantılar kısalmıştır. 
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Pac O,SnM: Çekifdekler bazıları ikili veya üçlü, RNA sentezi mevcuttur. 

Pac 4nM: Hücreler çok sayıda apoptotik cisimcikler içermektedir, Siteplazma 

kenarları belirgin değildir. 

Pac 20nM: Siteplazma niteliği kaybetmiş, çekirdekler parçalayarak apoptotik 

cisimcikler oluşturmuştur. 

Pac lOOnM: Hücreler çok azalmış, çekirdekler ikili veya üçlü, hücre hacminde bir 

az büyüme vardır. 

7.1.2. Paklitaksel ve SNP 20 flM Kombinasyonu Sonuçları 

7.1.2.1. Paklitaksel ve SNP 20f.1M Kombinasyonunun MTT Ölçüm Sonuçları 

Paklitaksel ile SNP 20j.tM kombinasyonu uygulanan NIH3T3 hücrelerinde 

maksimum cevap üçüncü ve dördüncü günlerde Pac 4nM + SNP 20j.tM 

kombinasyonu ile gözükmektedir. SNP 20j.tM tek başında uygulandığında etkisi 

ikinci günden başlayarak dördüncü güne artarak devam etmektedir. Sonuç olarak 

bu korobinasyon ile NIH3T3 hücreleri üzerinde hem· sinerjistik etki oluşmakta 

hem de etki uzaması sağlamaktadır (Şekil 13). A549 hücrelerinde Pac ı OOnM + 

SNP 20j.tM kombinasyonu dışındaki konsantrasyonlar maksimum cevapları ikinci 

günde ortaya çıkarmaktadır, Pac ı OOnM + SNP 20 J.lM kombinasyonuyla ise dört 

gün boyunca hemen hemen aynı cevap görülmektedir. Burada kombinasyon, etki 

şiddetini arttırmazken etki süresini uzatmaktadır (Şekil ı4). Kombinasyonun 

HeLa hücreleri üzerinde sağladığı etki paklitakselinkinden daha fazladır, ancak 

dördüncü günde kombinasyonun etkisi azalarak paklitaksel etkisine 

benzemektedir. Burada korobinasyon etki süresinde uzama sağlamazken etkinin 

şiddetini arttırmaktadır (Şekil ıs). · 

7.1.2.2. Paklitaksel ve SNP 20f.1M Kombinasyonunun Nitrit Ölçüm Sonuçları 

Paklitaksel ile SNP 20j.tM kombinasyonu uygulanan NIH3T3 (Şekil ı6), 

A549 (Şekil 17) ve HeLa (Şekil ıS) hücrelerinde nitrit konsantrasyonunda zamana 

bağlı artışlar gözükmektedir. A549 hücrelerinde kombinasyonun orta dozları, SNP 

20 ~LM neden olduğu nitrit artışına nazaren daha düşük artışa neden olmaktadır 

(Şekil, ı7). Buna benzer biçimde, NIH3T3 hücrelerinde birinci günde tüm 
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kombine konsantrasyonlarda gözükmekle beraber, diğer günlerde düşüş orta 

dozlarda gözükmektedir (Şekil ı 6). He La hücrelerinde ise sadece birinci ve 

dördüncü günde 4-20 nM paklitaksel dozları ile kombine edilmiş 20ı.ıM SNP 

konsantrasyonuyla elde edilene benzeyen bir cevap gözlenmektedir, ikinci günde 

önemli değişiklik olmaZken üçüncü günde SNP'li kontrol grubuna nazaren artış 

gözükmektedir (Şekil ı 8). 

7.1.2.3. Paklitaksel ve SNP 20J.1M Kombinasyonunun Akridin Oranj Boyama 

Sonuçları 

1) NIH3T3 hücreleri (Şekil, 19) 

Kontrol: Hücreler sağlıklı, çekirdekler tek, hücre kenarları belirgin. 

DMSO: Hücreler arası uzantılar kısalmış. 

SNP 20J.1M: Hücrelerin durumu iyi. 

Pac 0,8nM+SNP20: Hücreler çoğu iğ şeklindedir. 

Pac 4nM+SNP 20J.1M: Hücreler büyük ve iğ şeklinde, hücreler fazla sayıda 

vakuol içermektedir. 

Pac 20nM+SNP 20J.1M: Sitoplazma kötü durumda, hücre kenarları belirgin değil, 

apoptotik cisimcikler çok sayıdadır. 

Pac 100nM+SNP 20J.1M: Çekirdek fragmantasyonu ve vakuoller artmıştır. 

2) A549 hücreleri (Şekil, 20) 

Kontrol: Hücreler sağlıklı, çekirdekler tek. 

DMSO: Hücreler sağlıklı, çekirdekler tek. 

SNP 20J.1M: Çekirdekler sağlam. Hücreler kontrol grubuna benzemektedir. 

Pac 0,8nM+SNP 20J.1M: Çekirdeler parlak ve çoğu parçalanarak apoptotik 

cisimcikler oluşturmuştur. 

Pac 4nM+SNP 20ııM: Hücre içindeki apoptotik cisimcikler parlak ve sayısı 

artmıştır. 

Pac 20nM+SNP 20J.1M: Hücre hacminde biraz artış vardır, apoptotik cisimcikler 

mevcut ve çok parlaktır. 

Pac 100nM+SNP 20ııM: RNA sentezi azalmış, apoptotik cisimciklerin görüntüsü 

mevcut ve çok parlaktır. 
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3) HeLa hücreleri (Şekil, 21) 

Kontrol: Hücreler kalabalık, çekirdekler parçalanmamıştır. 

DMSO: Hücreler arası uzarrtılar kısalmıştır. 

SNP 20J.tM: Siteplazma iyice bozulmuş ve dağılmıştır, çekirdekler tek ve çok 

parlaktır. 

Pac 0,8nM+SNP 20J!M: Çekirdekler ikili veya üçlü, prometafaz ve metafaz 

görüntüsü mevcuttur. 

Pac 4nM+SNP 20J!M: Hücre kenarları belirgin değil, apoptotik cisimcikler tüm 

hücrelerde ve çok sayıda bulunmaktadır. 

Pac 20nM+SNP 20J!M: Hücrelerin sayısı çok azalmış ve büyük vakuoller 

içermektedir, hücre hacmi büyümüş ve apoptotik cisimcikler içermektedir. 

Pac lOOnM+SNP 20J!M: Siteplazma sınırları belirgin değil, hücre hacmi 

büyümüş ve apoptotik cisimcikler içermektedir. 

7.1.3. Paklitaksel ve SNP lOOJ!M Kombinasyonu Sonuçları 

7.1.3.1. Paklitaksel ve SNP lOOJ!M Kombinasyonunun MTT Ölçüm Sonuçları 

SNP ile kombine edilmiş 0,8-100 nM paklitaksel konsantrasyon aralığı ile 

üçüncü günde maksimum cevap alınmaktadır. Dördüncü gündeki cevap ise, 

üçüncü güne benzemektedir (Şekil 22). Kombinasyonun A549 hücrelerinde 

üçüncü günde gösterdiği etki paklitakselin 20nM'lık konsantrasyonun gösterdiği 

cevaba benzemektedir. Paklitaksel'in lOOnM'lik konsantrasyonu ise üçüncü 

günde kombinasyondan etkilidir, dördüncü günde ise kombine etki paklitakselden 

fazladır. Burada korobinasyon etki şiddetinde artış sağlamazken, etki süresini 

uzatmaktadır (Şekil 23). HeLa hücrelerinde ise kombinasyon, tek başına 

paklitakselden daha etkili gözükmektedir'(Şekil24). 

f\ncıc·'·· 
·"· ',"'. " .. -. '\ 
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7.1.3.2. Paklitaksel ve SNP 100p.M Kombinasyonunun Nitrit Ölçüm 

Sonuçları 

Korubinasyon veya tek başına SNP ı OO)lM uygulanan NIH3T3 

hücrelerinin salıverdiği nitrit konsantrasyonunda zamana bağımlı biçimde artma 

gözükmektedir. Korobinasyon orta dozları ikinci günden itibaren SNP ı OO)lM 

kontrol grubuna nazaren daha düşük nitrit konsantrasyonu oluşturmaktadır (Şekil 

25). A549 hücreleri ise NIH3T3 hücrelerin cevabına benzeyen cevaplar 

vermektedir (Şekil, 26). Kombinasyonun ilk üç dozu uygulanan HeLa 

hücrelerinden salıverilen nitrit konsantrasyonu, SNP ıOO)lM kontrol grubuna göre 

konsantrasyona bağımlı düşüş göstermektedir. Kombinasyonun dördüncü 

konsantrasyonunda ise azalmadaki fark zamanla kapanarak dördüncü günde SNP 

100 ).tM kontrol grubuna benzemektedir (Şekil 27). 

7.1.3.3. Paklitaksel ve SNP 100p.M Kombinasyonunun Akridin Oranj 

Boyama Sonuçları 

1) NIH3T3 hücreleri (Şekil 28) 

Kontrol: Hücreler sağlıklı, çekirdekler tek, hücre kenarları belirgin. 

DMSO: Hücreler arası uzantılar kısalmış. 

SNP 100 p.M: Hücrelerde belirgin azalma vardır. 

Pac O,SnM +SNP 100 p.M: Siteplazma dağılmış, çekirdekler parlak ve tek. 

Pac 4nM +SNP 100 p.M: Siteplazma dağılmış, apoptotik cisimcikler oluşmuştur. 

Pac 20nM +SNP 100 p.M: Mikronükleus ve apoptotik cisimcikler oluşmuştur. 

Pac 100nM +SNP 100 p.M: Hücre kenarları belirgin değil vaküller büyük ve 

fazla sayıda, apoptotik cisimcikler oluşmuştur. 

2) A549 hücreleri (Şekil 29) 

Kontrol: Hücreler sağlıklı, çekirdekler tek. 

Dl\ISO: Hücreler sağlıklı, çekirdekler tek. 

SNP 100 p.M: Hücre sınırları belirgin değil. 

Pac O,SnM +SNP 100 p.M: Hücre sınırları belirgin değil, apoptotik cisimcikler 

oluşmuştur. 

Pac 4nM +SNP 100 p.M: Apoptotik cisimcikler çok sayıda ve parlaktır. 
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Pac 20nM +SNP 100 J!M: Parçalanmış çekirdek sayısı azalmış, bazı hücrelerde 

vakül oluşmuştur. 

Pac 100nM +SNP 100 J!M: Hücreler tümünde apoptotik cisimcikler oluşmuştur, 

apoptotik cisimcikler parlaktır. 

3) HeLa hücreleri (Şekil, 30) 

Kontrol: Hücreler kalabalık, çekirdekler parçalanmamıştır. 

Dl\iSO: Hücreler arası uzarrtılar kısalmıştır. 

SNP 100 J!M: Hücre kenarları belirgin değil, nükleus normal görünmektedir. 

Pac O,SnM +SNP 100 J!M: pro-metafaz ve metafazda kalan hücreler görünür, 

bazı hücrelerde apoptotik cisimcikler oluşmuştur. 

Pac 4nM +SNP 100 J!M: apoptotik cisimcikler oluşmuştur, hücre sınırları 

belirgin değildir. 

Pac 20nM +SNP 100 J!M: sitoplazma dağılmıştır, apoptotik cisimcikler çok 

sayıda oluşmuştur. 

Pac 100nM +SNP 100 J!M: apoptotik cisimcikler oluşmuştur ve bazılar 

dağılmıştır, hücreler büyümüş ve vaküller olşmuştur, Sitoplazma niteliği 

kaybetmiştir. 

7.2. TARTIŞMA 

Paklitaksel ile sodyum nitroprussid'in yaygın bazı kanser hücreleri (HeLa 

ve A549) üzerindeki kombine etkilerini normal (sağlıklı) hücreler olan NIH3T3 

ile karşılaştırmalı olarak araştırınayı amaçlayan bu tez kapsamında elde edilen 

bulgular, söZkonusu kombinasyonun klinik uygulamalar için yararlı olabilaceğine · 

ilişkin bazı ipuçları vermektedir. Paklitaksel son yıllarda antineoplastik tedavi 

amacıyla özellikle rahim, over ve metastatik meme kanseri olgularında yaygın 

biçimde kullanılanılan bir ilaçtır (Runowicz ve ark., 1 993). Sodyum nitroprossid 

ise NO donörü özelliği taşıyan antihipertansif etkili bir bileşiktir ve esas olarak 

hipertansif kriz tedavisinde kullanılmaktadır (Ülker, 2000). 
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Literatürde hem NO kanser ilişkisini araştıran (Kolb, 2000; Lamas ve ark., 

1998; Martin ve ark., 1999) hem de paklitaksel'in normal ve neoplastik 

hücrelerdeki NO yapımı üzerine etkilerini irdeleyen (Al-alami ve ark., 1998; 

Mullins ve ark., 1997; Su ve ark., 2002) çeşitli araştırmalar bulunmaktadır. 

Paklitaksel'in neoplastik hücrelerdeki NO yapımı üzerine etkisini araştıran tek 

çalışma ise Al-alami ve ark. (1998) tarafından gerçekleştirilmiş ve bu maddenin 

kültürlenmiş insan lösemi hücrelerinde (MHH225 CD34+ ve U937 CD34-) NO 

yapımını arttırdığı saptanmıştır. Laboratuvarımızda yapılan bir diğer çalışmada da 

paklitaksel 'in insan C6 glioblastoma multiforma hücrelerinde NO düzeylerini 

değiştirdiği gösterilmiştir ( Abdallah ve ark., 2003). Dolayısıyla, paklitaksel 'in 

tümör hücrelerindeki NO yapımı üzerine etkilerinin az sayıda araştırmaya konu 

olduğunu belirtmek yanlış olmayacaktır. Bu tez çalışmasında, paklitaksel'in HeLa 

over tümörü ve A549 akciğer kanseri hücrelerinde NO yapımını arttırdığı sonucu 

ilk kez tarafımızdan gözlenmiştir. Bilinen bir NO donörü olan SNP test ettiğimiz 

bütün kültür hücrelerinin medyumlarındaki nitrit konsantrasyonlarını arttırmıştır. 

Tahminlerimizle uyumlu olan bu gözlem, kültür ortamlarındaki NO salınımını 

doğrulamaktadır. 

Teorik beklentilerimiz doğrultusunda, paklitaksel'in hem kanser hücreleri 

olan HeLa ve A549 hem de normal hücreler olan Nlli3T3 üzerinde apoptotik, 

sitostatik ve sitotoksik etkilerini gözlemledik. Paklitaksel'in mikotübül 

fonksiyonlarını bozucu özellikleri nedeniyle ortaya çıkan bu etkiler literatür 

verileri ile tam bir uyum göstermektedir.(Runowicz ve ark., 1993; Das ve ark., 

2001; Korkmaz, 2002). Paklitaksel 'in A549 hücrelerindeki apoptotik, s İtostatik ve 

sitotoksik etkileri ise daha önceki çalışmalar ile rapor edilmiştir ve bunların 

sonuçları da tezin deneysel verileri ile uyumludur (Das ve ark., 2001; Korkmaz, 

2002) 

Nitrikoksit donörlerinin, bu arada SNP'in çeşitli normal ve neoplastik 

hücrelerde apoptotik (Takuma, 2002; Hajri ve ark., 1998), sitostatik (Kim, 1997), 

sitotoksik (Takuma, 2002; Tamir ve Tannenbaum, 1996) ve antimetastatik (Fidler, 

1990; Xie ve ark., 1998; Xie ve ark., 1996) etkilerini gösteren çok sayıda 
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araştırma daha önce çeşitli araştırma grupları tarafından gerçekleştirilmiştir. 

Ancak, ne HeLa ne de A549 hücrelerinde SNP'in bu tür etkileri daha önce başka 

bir araştırıcı tarafından incelenmemiştir. İlk kez bu tez deneyleri çerçevesinde elde 

edilen bulgular ile her iki hücre tipinde de, zamansal farklılıklar göstermesine 

karşın, SNP'in apoptik ve antiproliferatif etkileri saptanmıştır. 

Paklitaksel ile SNP kombinasyonun hücre proliferasonu üzerine etkileri bu 

tezin en ilginç bulguları olarak karşımıza çıkmaktadır. Paklitaksel ile NO veya 

NO donörlerinin apoptozis ve hücre proliferasyonu bağlamında etkileşimini 

araştıran ve daha önceden gerçekleştirilmiş tek bir araştırma mevcuttur. Buna 

göre, NO'in nöronlardaki apoptotik etkisi paklitaksel ile kımen önlenmektedir 

(Nicotara ve ark., 1 995). Ancak, tümör hücrelerinde bu tür bir etkileşim daha önce 

hiç araştırılmamıştır. İlk kez bu tez kapsamında kanser hücreleri üzerinde 

araştırılan paklitaksel ve SNP kombinasyonu bize bir ölçüde çarpıcı bulgular 

sağlamıştır.Buna göre SNP, ya etki süresinin uzaması ya da etki şiddetinin artması 

tarzında paklitakselin antineoplastik etkisini potansiyalize etmektedir. Bu gözlem, 

paklitaksel'in klinik kullanımı açısından yarar sağlayabilecek niteliktedir, çünkü 

bu etkileşim sayesinde paklitaksel'in antineoplastik dozu düşürülebilecek ve 

böylece "yan etkiler" bir ölçüde de olsa azaltılabilecektir. Olası diğer bir yarar ise, 

tümör hücrelerinin klinikte uygulanan paklitaksel yüksek dozuna karşı 

geliştirebileceği "rezistans olgusunun" bu tür bir korobinasyon sayesinde 

önlenebilmesidir, çünkü korobinasyon ile belki de paklitaksel antineoplastik 

tedavi dozu düşürülebilecektir. Burada, paklitaksel ve SNP kombinbasyonu ile 

ilgili olası tek sakınca, SNP'in oluşturacağı hipotansif etkidir, çünkü 

deneylerimizde kullandığımiz SNP konsantrasyonları in vitro deneylerde 

vazodilatasyon konsantrasyonlardan daha yüksektir (Karimi ve ark., 2002; 

Fujimoto ve ark., 2003). 

Sonuç olarak, bulgularımız en azından sodyum nitroprussidin 

antineoplastik tedaviye yardımcı bir ajan olarak katılabileceğini ve bazı klinik 

yararlarının olabileceğini düşündürmektedir. Ancak bu konuda daha kesin bir 

yargıya varahilrnek için daha detaylı araştırmalara gereksinim vardır. 
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