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A549, HeLa VE NIH3T3 HUCRE KULTURLERINDE PAKLITAKSEL VE
SODYUM NITROPRUSSID’IN TEK BASLARINA VE KOMBINE ETKILERI:
NITRIKOKSID’IN ANTIPROLIFERATIF ETKIDEKI ROLU

Ecz. QASEM MAHMOUD AREF ABDALLAH
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Saghik Bilimleri Enstitiisit
Farmakoloji Anabilim Dah

Danigman: Prof Dr. Yusuf OZTURK
2003

Bu tez ¢aligmasinda, paklitaksel ve sodyum nitroprussid’in tek baglarina ve
kombine halde hiicre kiiltiiriinde A549 kiigik hiicreli olmayan akciger kanseri ve
HeLa serviks adenokarsinomu iizerindeki antiproliferatif etkileri ve nitrikoksit’in
bu etkilerdeki rolii aragtirilmstir. Ayrica, normal (saglikh) hiicrelere 6rnek olarak
da NIH3T3 hiicreleri karsilagtirma amaciyla kullanilmigtir. Antiproliferatif etkileri
aragtirmak igin MTT ol¢iimii ve akridin oranj boyama yontemleri kullamimigtir.
Etkilerde nitrik oksidin muhtemel roliinii aragtirmak igin de Griess reaktifi ile
spektrofotometrik nitrit tayini yontemi uygulanmistir.

Paklitaksel, sodyum nitroprussid ve bunlanin ¢esitli oranlarda
kombinasyonlarinin, A549, HeLa ve NIH3T3 hiicreleri iizerindeki antiproliferatif
etkilerinin komponenti olan apoptotik, sitostatik ve sitotoksik etkileri yukanda soz
edilen yontemler kullanilarak aragtinldi. Elde edilen bulgular, her iki maddenin de
antiproliferatif etkilerinin oldugunu ve bu etkilere nitrikoksid’in katildigim
digiindirmektedir. Sodyum nitroprussid’in ortamina ilavesinin paklitaksel’in
antiproliferatif ~ etkilerini  arttirdifi  gézlenmigtirr Buna gore, sodyum
nitroprussid’in paklitaksel ile antineoplastik tedaviye katki: olarak ilave edilmesi
olasi goriilmektedir. Bu galismada elde edilen bulgular, literatiir verileri 115inda
tartigtlmigtir .



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 Pharmacology

Supervisor: Prof.Dr. Yusuf OZTURK
2003

In this study, antiproliferative effects of paclitaxel and sodium
nitroprusside alone and in combination were investigated hiicre kiltiriinde on
cultured A549 non-small cell lung carcinoma ve HeLa cervix adenocarsinoma
cells as well as the role of nitricoxide in these effects. In, order to compare with
them, NIH3T3 cells were also used as 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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1. GIRIS

Tarihin yazilmaya bagladigindan bugiine kadar kanser hastalig1 hakkinda
yapilan yogun ¢aligmalara ragmen radikal tedavisi heniiz bulunmamstir. Son iki
. ylizyll icinde kanser hastalarnin sayist hizli bir sekilde arttifi bildirilmistir
(Franks, 1998). Kanser tiplerinin insidensi, cografik faktorler, cinsiyet, yas, irk,
genetik predispozisyon ve ¢evresel karsinogenlere maruziyet gibi pek ¢ok
faktorlerle iligki gostermektedir. Kanserin sebebi ne olursa olsun, kanser esas
olarak hiicre proliferasyonu ve farklilagmasint idare eden kontrol
mekanizmalarindaki sapma ile karakterize olan bir hiicre hastalifidir (Katzung,
1995). Gelismis tlkelerde 6rnegin A.B.D.’de kalp hastalifindan sonra 6liimiin en
basta gelen nedenidir ve yilda 500.000’in iizerinde hastanin Slmesine sebep
olmaktadir (Kayaalp, 1998; Katzung, 1995). Bu verilerin total kanser insidensinin
yaklasik % 70’ini olusturan en sik goriilen 10 kanser ¢esidine ait oldugunu
Amerikan Kanser Dernegi (American Cancer Society) tarafindan yayimlanmstir.
En sik gorulen kanser gegltlerl tilkeden iilkeye oran olarak deZismekle beraber
pek ¢ok iilkede hemen hemen ayni siraya sahiptir. Erkeklerde akmger prostat ve
kolorektal kanserler; kadinlarda ise meme, kolorektal, akciger ve uterus kanserleri
bu siralamalarin basinda yer almaktadir (Kayaalp, 98).

Ampirik tarama ve bilgisayar destekli rasyonel tasarim ile yeni antikanser
ilaglarin | gelistirilmesi igin gosterilen biiyllk ¢abalara ragmen, ne yazik ki,
gelistirilen ilaglarin higbiri kanser dokusuna selektif etkili degildir. Bu ilaglarin
rasyonel klinik kullanimina uygun terapotik indeks elde etmek i¢in yapilan
arastirmalar, toksisiteye kars: yararhlifin kiyaslanmasi esasina dayanmaktédlr
(Katzung ‘1 995). Kanserin radikal tedavisinin heniiz bulunmamasi nedeniyle, diger
hastaliklara gére hem hastada hem de hastanin yékmlannda yol agtig1 duygusal ve
fiziksel sikintilar yiiziinden trajik bir sekil kazandig: igin, tedavisinde daha iyi

ilaglarin gereksinimi siddete vurgulamaktadir.

Anadoin v o3
Liaroz Rl
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2. NORMAL VE KANSERLI DOKU ARASINDAKI FARKLAR

2.1. Normal Hiicreler ve Dokular

Vicuttaki  dokular  genel olarak, defans hiicrelerinden olusan
retikﬁloendoteliyel sistem dokusu, sinir sistemi dokusu, mezenkim-bag dokusu ve
epiteliyel doku seklinde dort temel gruba ayrilabilir. |

Retikiiloendoteliyel dokunun biiyiikk kismi kemik iliginden ¢ikan kirmuzi
ve beyaz kan hiicrelerini olusturan prekiirsér hiicrelerdir. Sinir dokusu, beyin,
omurilik ve periferik sinirlerden olugur. Mezenkim bag doku, kollajen liflerini
sentezleyen fibroblastlar, kemik, kan damarlari, kas ve lenfatikleri igermektedir.
Epitelial doku ise, deri, bagirsak, salgi bezleri ve karaciger gibi spesifik hiicreler
icermektedir.

Embriyodaki hiicrelerin ¢ogu ¢ogalabilme yetenegine sahip olmasina
ragmen, erigkin dokularda — birkag tipi hari¢ — bu yetenek yitirilmistir. Omegin
erigskinlerde ¢ok farklilagmig hiicreler olan sinir ve kas hiicreleri sadece embriyo
safhasindayken ve - farklilagmadan 6nce ¢oZalabilmekte, ancak farklilagtiktan
sonra ¢ofalmasi durmaktadir. Digér bém eriskin dokularda, son derece iyi
diizenlenmis hassas mekanizmalarla dokunun hacmini arttirmak veya doku
zedelenmesi s6z konusu oldugunda hasar yerini kapatmak i¢in hiicre ¢ogalmasi
goriilebilmektedir (Franks, 1998). Embriyo safthasindan gelismeye kadar gegen
stire iginde, her biri ¢ok az fonksiyonel aktivite gosteren farklilasmamus hiicreler,
¢ok daha etkin ve spesifik fonksiyonlar gosterebilen bir dizi farklilasmig hiicreye
déniismiismektedir. Hiicrenin bu Ozellesme islemi, “hiicre farklilagmasi
(diferansiyasyon)” olarak bilinmektedir. Bu esnada, “kdk hiicreler” olarak
adlandirilan embriyonik hiicreler :farkhlasarak Ozel islevleri olan hﬁcfele;e
ddnﬁsmektedir.' Farklilagma esnasinda morfolojik degisiklikler, kimyasal
degisikliklere =~ ve  hiicre  fonksiyonlarina uyum  gosterecek  sekilde

diizenlenmektedir (Jungueira, 1993; Karp, 1999 ).

2.2. Kanserli Hiicreler
Kanser hiicrelerinin maliynitesini  belirleyici {i¢ temel &zelligi

bulunmaktadir: 1) biiyiime kontroliiniin kaybolmasi; 2) lokal dokulara invazyon;



3) vicudun diger kisimlarina yayilma veya metastaz. Beniyn (iyicil) timor
hiicrelerinde biiyiimede azalmis olan bir kontrol goézlenmektedir, fakat bunlar
lokal dokulari istila etmemekte ve/veya viicudun diger kisimlarina yayilarak
metastaz yapmamaktadr.

Bir hiicre tlimér hiicresi haline dénﬁs‘ﬁmﬁndé bu hiicreye ait kugaklarin .
yukaridaki ti¢ oOzellikle tanimlanan davramisi sabit kalmamaktadir, aksine
malinyitenin daha da artmasi yoniinde bir egilim vardir. Bu da giderek artan
anormal karyotipler, artmig bityiime hizlan ve artan yayilma ve metastaz bulgular
ile kendini belli etmektedir. Heniiz yeni transforme olmus hiicrelerin
biyokimyasal profillerini, ileri derece maliyn hizli biiyliyen timor
hiicrelerininkinden ayirt etmek ¢ok 6nemlidir. Bastaki hiicreler, kansere yonelten
ana degisiklikler diginda normal hiicrelerden farkli olan ¢ok az sayida degisiklik
gosterirler ve bu degisiklikler de genelde transformasyon ile iliskili olanlardir.
Ileri derecede maliyn olan hiicrelerin  biyokimyasal profili normal
hiicrelerinkinden ¢ok farkli olabilir; enzim profilinde ve diger biyokimyasal
parametrelerde pek ¢ok degisiklik gozlenebilir, diger bir degisle kanser hﬁcre;si
hemen hemen tamamen ¢ogalma tizerinde ydéunlégmaktadlr.“ Dégisen :
biyokimyasal proﬁl nedeniyle klinikte tiimér isaretleyicileri olarak kullanilan bazi
fetal proteinlerin sentezi artarken, biiylime faktorleri veya hormonlarin uygunsuz
liretimi gibi gen diizenlenisini yansitan biyokimyasal degisiklikleri de
olusmaktadir. (Murray, 1993)

2.2.1. Tiimérlerin Isimlendirilmesi

Mikroskobik ve makroskobik 6zellikleri ile nispeten sessiz kabul edilen,
yani lokalize kalarak diger bélgelere yayilmayan bir tiimériin beniyn oldugu ve bu
nedenle lokal cefréhiyle cikarilma ile hastainn sag kal‘acagl kabul edilmektedir.
Ama komsu yapilara yayilarak istila eden ve uzak bolgelere sigrayarak metastaz
ile 6liime yol acan tiimérler veya lezyonlar maliyn olarak kabul edilmektedir.
Maliyn tiimorler, genel olarak “kanser” ad: ile tanimlanmaktadir.

Beniyn tiimorler, genel olarak tiimoriin kaynakla:mdlgl hiicre tipinin sonuna
“om” ya da “oma” ilavesi ile adlandirilirlar. Omegin “fibréz” dokudan

kaynaklanan beniyn tiimér “fibrom” adin alir.



Maliyn tiimoérlerin isimlendirilmesi de bazi istisnalar hari¢ esas olarak
belirli eklemeler ile beniyn tiimérlere benzemektedir. Mezenkimal doku ve
tiirevlerinden kaynaklanan maliyn tiimiirlere sarkoma denilir. Ornegin “fibréz”
doku kanserine “fibrosarkoma” denilmektedir. Epitelial hiicre kokenli maliyn
nepolaimlara ise “karsinom” adi Verilmekted_ir'(Kumar ve ark. 2000).

o .
2.2.2. Kansere Neden Olan Faktorler

Bagslica olarak kansere neden olabilen faktorler; 1- Fiziksel, 2- Kimyasal
ve 3- Biyolojik Faktorler seklinde ti¢ katagoriye ayrilmaktadir. Fiziksel nedenlerin
basinda radyasyon enerjisi yer almaktadir. Ultraviyole 1ginlari, X 1smnlar ve vy
1isinlari mutajenik ve karsinojeniktir. Bu i1sinlar DNA’y1 ¢esitli y6nlerinde
zedelemektedir. Ultraviyole radyasyonu primidin dimerlerinin olugmasina neden
olabilmektedir. Ayrica, X 1sinlar1 ve vy isinlar1 dokularda serbest radikallerin
olusmasina neden olmakta ve sonugta meydana gelen —OH, superoksid ve diger
radikaller DNA ve bagka makromolekiiller ile etkileserek molekiiler hasara yol
agmaktadir. _ |

Kimyésal bilesiklerin pek gok cesidi karSinoj eniktir. insén kanserinin % 80
kadarinin basta kimyasallar olmak fizere ¢evresel faktorler nedeni ile meydana
geldikleri belirlenmistir. Kisinin mesleginden yasadigi ortam (kalabalik sehir,
fabrika ¢evresi v.s.) veya yasam tarzindan ve aligkanliklardan (sigara igimi gibi)
bir ¢ok kanserojenik kimyasal maddeye maruz kalabilmektedir. Kimyasal
karsinojenler baglica iki alt sinifa ayrilir;

1) Direkt karsinojenler (azotlu hardal gibi): Bunlar hedef molekiiller ile
direkt etkilesirler. |

2) Prokarsinojenler: Bunlar bir veya daha fazla enzimin Katalizledigi
reaksiyonlar ile karsinojenlerle ~doniistir. .Prokarsinojinlerin karsinojenlere
doniisme olayina metabolik aktivasyon ve bu olay sirasinda olugan ara iiriinlere
proksimal karsinojen ad1 verilmektedir.

Biyolojik karsinojenler arasinda RNA ve DNA virtisler yer almaktadir.
Ornegin Polmaviriis ve SV-40 gibi onkojen viriisler genomolarak ya DNA yada

RNA moliikiilii tagimaktadir (Murray, 1993).



2.2.3. Hiicre Siklusu, Boliinmesi ve Kanser

Hiicre bolinmesi ve olgunlagmas: embriyonik gelisimde ve doku
zedelenmesi sonrasi doku tamirinde goriilen fizyolojik olaylardandir. Ancak bu
olaylarin regiilasyonunun bozulmasi, hiicre. gelismesi, farklilasmas1 ve
boliinmesindeki kontroliin kaybolmasma neden olmakta '{/e anormal hﬁcre'
gelismesi goriilmektedir (Tripathy, 2000).

Genellikle hiicreler istirahat fazindadir (“Gy faz1”), ancak hiicre disaridan
gelen sinyallere cevap vererek ya farklilagmaya baglar ya da béliinmek igin
mitotik siklusa girer. Hiicre mitotik siklusu, G, fazi ile baglar ve sirasiyla S faz1 2
G, faz1 > M faz olarak devam eder. M fazindan sonra hiicre ya Gy fazina déner
ya da tekrar bolinmek i¢in G, fazina girerek yeni bir siklusa baglar. G; faz
yaklastk 10 saat siirer, sitokinler gibi biiyiime faktorleri ve hiicre adhezyonu
ve/veya hiicre-hiicre etkilesimi tarafindan kontrol edilir. G, siireci iginde RNA
sentezi ve protein sentezi yapilir. DNA tamiri ve yeterli proliferasyon da olur.
Baska bir deyisle S evresi igin gerekli hazirliklar yapilir. G; sonuna dogru hiicre
apoptozise de girebilir. S faz1 yaklagik 9 saat siirer. DNA sentezi baslamast ile -
baslar ve bitisi ile biter. Bu evrede protein sentezi zirvéye ulagir. RNA sentezi i.se,
G, fazindaki gibi devam eder. Evrenin baglamas: ile kromatin paketleri agilir ve
evre sona erdiginde ise tekrar katlanir. G, faz1 yaklasik 4 saat slirer. DNA sentezi
durmas: ile baglar ve mitoz’un birinci safhasi olan profaz’in baglamas ile biter.
Bu evrede RNA sentezi devam eder. Protein sentezi ise, G, evresindeki diizeye
iner, DNA tamiri ve kromatine ipliklerinin diizenlenmesi ve kontrolii gergeklesir.
Hiicre bu evrenin sonuna dodru apoptozise girebilir. G;, S ve Gy’nin tiimiine

“interfaz” ad1 da verilemektedir.

M fazi véya mitoz fazi’nda interfaz’da hazirliklan basarisiyla tamamlanan
hiicre 1 saat i¢inde boliiniir. M fazi kendi i¢inde profaz; prometafaz, metafaz,
anafaz ve telofaz olarak aynlir. Profaz’da niikleus kromatini giderek spirallesir ve
yogunluk kazamr. Nikleus membrani deZismistir. Kromozomlar niikleusta
kivrimlasmis olarak goriiniir. Sentriyoller ayrilir ve her bir ¢ifti hiicrenin bir
kutbuna go¢ eder. Mikrotiibiiller sentriyol ¢iftleri: arasinda belirginlesir.

Prometafaz’da mikrotiibiillerin ipgikleri niikleus zarim pargalayarak igine girer ve



hala birbirine bagl olan ¢iftlesmis kromatidlere sentromerlerden tutunur. Metafaz
da ise niikleus zar1 ve niikleolus tamamen kaybolur. Kromatidler hiicre merkezine
dizilirler. Anafazda es kromatidler birbirinden ayrlir ve mekik mikrotiibiillerin
proteini olan “tiibiilin”, aktin ve miyozin mekik bolgesinde bulunmustur. Bu
proteinlerin kromozo_miarm kutuplara goglinde bir yardimei rolii olasidir.
Telofazda kardes hiicrelerin niikleuslarinin yeniden gériinmesi ile karakterizedir.
Kromozomlar yar1 daginik halleri ile geri déner. Niikleuslar, kromatin ve niikleus
kilifi yeniden belirlenir. Niikleuslar bu degismeler olurken, ana hiicrenin
membraninda ekvator diizleminde bir kasilma olugur. Bu kasilma aktin ve
miyozin filamintlerden olusan “kontraktil halka” tarafindan gerceklestirilir.
Sitoplazma ve sitoplazmanin igerdigi organiillerin yar1 yariya béliinmesine kadar
devam eder. Boylece yukarida anlatilan asamalardan sonra, ana hiicreye genetik
olarak benzeyen iki hiicre ¢gikmaktadir. (Basaran ; 2002 ; Alberts ve ark., 2002;
Karp, 1999; Franks, 1998; Alberts ve ark. 1998).

2.2.4._inlterfaz ve Mitoz Evrelerine Ait Kontrol sistemi
Hiicre siklusunu, hem enzim hem de enzim olmayan gesiﬂi proteinler

kontrol etmektedir. Bunlardan en belli baglilari sunlardir:

1- Siklin-bagimh kinazlar: Siklin-bagimli kinazlarin (Cyclin depedent kinase-
Cdk) kompleks olusturmasi gerekir. Bu kompleks, kontrol noktasindaki olaylar
tamamlaninca ya da bir sonraki evreye gegerken pargalanir. Pargalanmazsa bir
sonraki evreye gecis olamaz ve hiicre siklusu bulundugu evrede kalir.
2- Siklinler: Siklinler aynen Cdk’larda oldugu gibi ancak Cdk ile kompleks
olusturduklarinda aktifleserek hiicre siklusunun kontroliinde rol oynarlar.

Hiicre mitoz siklusUhﬁn gesitli  agamalarda  kontrol  noktalari
bulunmaktadir: |

1- G;_kontrol noktasi: G; fazindaki hiicrelerin S fazina gegisinde ve G

niikleusunun aniden DNA sentezini baglatacak faktorlerin varligininda aktive olur.
Bu kontrol noktasinda INK4 (P16 proteini kodlart), p53, Rb (Retino-blastoma),
p21 gibi tiimdr siipressor genlerinin iirettigi proteinlerle kontrol saglamr. Insan
normal hiicrelerinde gﬁrﬁldﬁgﬁ gibi interfaz hiicresinin G, kontrol noktasindaki

bekleme siiresi 17. kromozom’daki p53 geni ile kodlanan p53 proteini tarafindan



diizenlenir. Eger normal p53 genine sahip bir hiicrede DNA’da bir hasar meydana
gelirse kontrol noktalarinda Cdk/siklin inhibisyonunu saglayan p53 proteininin
sentezi hizla artar ve hasarli DNA’nin onarimi i¢in hiicre G, kontrol noktasinda
durur. Bu mekanizmada p53 proteinin karboksil ucu ¢ift sarmalli DNA’ya degil,
kinlarak tek iplikc;ikli hale geémis DNA’yl'tanlyarak ona baglanir. Bunuri sonucu
olarak p21 proteini sentezlenir. p21 Proteini ise, G1 fazindan S fazina gegise
yardim eden Cdk2/Siklin E kompleksine baglanarak inhibe etmekte ve bdylece
G1/S gegisi olamamaktadir. Ayrica p21, PCNA (Proliferation Cell Nucleus
Antigen) ile baglanarak S fazindaki hiicrelerde hasarli DNA replikasyonunu
durdurur. Bazi insan kanserlerinde p53 geni mutasyona ugrar. Bu mutasyondan
dolay1 p53 proteini liretilmez ve dolayisiyla hasarli DNA tamir edilmeden hiicre
mutasyonu sayisi artar ve genom dengesi bozulur.

2- G, kontrol noktas1 : G, fazindaki hiicreler S fazindaki hiicrelerde bir
araya konuldugunda G, fazindaki hiicrelerde DNA sentezi gerceklesmedigini
goriilmiigtiir. Boylece G, den S fazina geri donitis olmadig: goriilmiistiir. Bunu
engelleyen, “lisansing faktor” adhi bir mekanizmadir. Bu mekanizma faktSriin
mitoz siiresince kromozoma bagl kélmasml saglamaktadlr' ve DNA replikasybnﬁ
sliresince inaktiftir'.

3- Mitoz konrol noktasi: Bu kontrol noktasinda en ¢ok rol oynayan protein
M- faz promoting faktor (MPT) Cdk ile baglanmig mitotik siklin kompleksinden
ibarettir. Mitoz’un metafaz/anafaz sinirinda mitotik siklinin kompleksinden ayrlip
dagilmasi ile MPT inaktiflesir ve hiicre mitozu tamamlayarék mitozdan ¢ikar
(Basaran, 2002).

i 2.2.5. Kanserli Hiicrelerin Biiyiime Profili

Solid tﬁrﬁérle'rin bir ¢ogunda (akciger, uterus gibi) bliyiime hlZl timor
biiyiiditkge azalir. Bu kismen tiimér kanlanmasinin azalmasinin nekroza neden
olmas1 ve kismen de her hiicrenin siirekli ¢ogalmamasindan kaynaklanir. Bir solid
timoriin hiicreleri 3 tabaka olugturur. A tabakasi- boliinen hiicreleri igerir,
muhtemelen hiicreler siirekli olarak siklustadir. B tabakasi istirahat halindeki
hiicreleri (Go) , yani boliinmeyen ancak bolinmeye potansiyel olan hiicreleri

icerir. C tabakasi ise artik boliinmeyen ama tiimériin hacmine katki da bulunana



hiicreleri igerir. Esas olarak bazi solid tiimorlerin %’5 ‘ini olusturan A
tabakasindaki hiicreler halen mevcut olan ilaglara duyarlidir. C tabakasindaki
hiicreler ise bir sorun yaratmaz. Ancak B tabakasindaki hiicreler sikluste
olmadiklar i¢in kemoterapiye cevap vermezler, ancak zamanda A tabakasindaki
timor  hiicreleri kemoterépi. ile oldiirditkten. sonra B tabakasindaki' hiicreler

boéliinmeye baslar (Bozkurt, 2002).

2.2.6. Anjiyojenezis ve Kanser

Eriskinlerde anjiyojenezin tamamlanmig oldugu ve ¢ogunlukla patolojik
doku biiytimesi durumlarinda olustugu bilinmektedir. Bazi kardiyak iskemisi ve
yara iyilesmesi gibi durumlarda anjiyojenez olusmasi istenilen, ancak tiimor
biiylimesi ve inflamasyon gibi durumlarda ise anjiyojenez olusmasi istenmeyen
bir durumdur (Augudtin, 1998).

Solid tiimérlerin ¢ogu, 1-2 mm? kitleye sahip oldugunda kitlenin i¢indeki
oksijen basinci azalir ve hipoksi durumu olusur (Dachs 2000). Hipoksiye bagh
olarak HIF-I (Hipoksi inducible fakttr-I) indiiklenir. HIF-I ise VEGF (Vaskiiler
endotelial grbwth ' faktﬁr) up-regiilasyonuné neden olur ve anjiyojenez
mekanizmasini devam ettirir (Risau 1977). Anjiyojenez olusmast ile hem tiimériin
metabolik gereksinimi i¢in yeni arteriyol ve veniiller saglanmis olur hem de tiimor
metastaz yapma sans1 kazanmis olur (Xie ve ark., 1998; Xie ve ark., 1996).

Antianjiyojenik ilaglarin kullanim amac tiimoriin kanlanmasi engelleyerek
tiimoriin biiylimesi inhibe etmektir. Bu ilaglarin tercih nedenleri ise 1) eriskinlerde
sadece patolojik durumlarda goriilen anjiyojenezi engelledikleri igin yan etkileri
olmayacaktir. 2) anjiyojenez fizyolojik bir olay oldugundan ona karsi rezistans
gelismez. 3) tiimdr yeni damarlar olugmast yiizlerce timdr hﬁéreéi Kanlanmast
saglar ve antianjiyojenik ilaglar1 kullamimi ile antitimoral etki saglanabilir
(Augustin, 1998). Yeni damar olusumunun engellemesi, tiimor hiicrelerinin bagka

organlara metastaz yapmalarini zorlastirir.

2.2.7. Metastaz ve Kanser
Kanser hastaliginin ilerlemesinin ve kansere bagli &liimiin en &nemli

nedenlerinden birisi metastazdir (Duffy, 1998; Fidler, 1990). Aym zamanda



kanserli hastalarin ¢oguna primer tiimér tamist konuldugunda, metastaz ile
kanserin lenf nodlarina veya baska organlara sigramasi gergeklesmis
olabilmektedir (Xie ve ark., 1998). Metastazin genel olarak evreleri:

1. Metastazin gergeklesmesi igin tiimdr hiicrelerinin gelisme adimlarim
tamamlamast sarttir (Poste, 1979). | |

2. Tiimér kitlesi 2 mm’ den kiigiikken oksijen ve beslenmesi diffiizyon ile
gergeklesir (Xie ve ark., 1996). Ancak 2 mm civarinda oldugunda hipoksi gelisir
ve beslenme i¢in yeniden damarlanma olayina yani “anjiyojenez” e ihtiya¢ duyar
(Griffioen, 1990). Anjiyojenezin gergeklesmesi igin biiyiik sayida anjiyojenik
faktér molekiilleri iiretimi baglar. Bunlarin en belli baglilari, HIF-I (Hipoksi
inducible faktér-1), TNF-a ve IFN-a ve IFN-y dir

3. Tumoér hiicreleri hareket etmeyi kolaylagtiran enzimleri (tip IV
kollajenaz ve sistein proteaz gibi) sentezleyerek hiicrelerin ekstraselliiler matrikse
ve sonra da kan ve lenf damarlarina girerek dolasima katilmalarini saglamaktadir.

4. Dolasima katildiktan sonra lokositlerle ve/veya trombositlerle homotipik
agregat veya heterotipik agregat olusturmaktadir. Bunlar ise kapiller damarlarda -
durabilir. B L |

5. Tmér hiicreleri organ parankimasina girerek proliferasyon gosterir.

Klinik galigmalar gostermistir ki, hastalarda timor kitlesinden ¢ok fazla
sayida hiicre dolagima katilirken, viicudun savunma mekanizmalari nedeniyle
sadece birkag tanesi canli ve ¢ogalabilecek durumda kalmaktadir (Xie ve ark.,
1996).

2.2.8. Apoptozis ve Kanser

Maliyn hastaliklar, klasik ~ olarak . kontrolstiz ve agii . hiicre
proliferasyonunuh oldugu hastaliklar olarak bilinir. Oysa proiiferasyonun yaninda,
apoptotik hiicre 6liimil yani "programlanmig hiicre 61iimit" hizininda azalmanin da
maliynite gelisimine katkida bulundugu gériilmiistiir. Zamam geldiginde normal
olarak apoptozise gidemeyen, dolayisiyla beklenenden daha uzun siire yasayan
hiicreler, genomlarinda biriktirdikleri mutasyonlarin etkisi ile maliyn hiicrelere
donilisme potansiyeli tasirlar (Bratton ve Cohen, 2001). Hiicrelerin &liimii ya

nekroz ya da apoptozis seklinde gergeklesebilir (Alberts, 1998), nekroz ile



apoptozis arasinda belirgin farklar oldugu ilk kez Kerr ve arkadaslari (1972)
tarafindan anlagilmistir. Nekroz patolojik bir olay sonucunda goriiliir, hiicre
sismesi sitoplazma organiillerinin dagilmasi ve sonucu olarak hiicre membraninin
bozulmas: ve patlamas: seklinde olur, dokunun nekroza verdigi yamit genellikle
inﬂamasyon seklindedir. Apoptozis ise patolojik olarak géi'riil_ebilir, ancak esas
oiarak normal fizyolojik durumlarda ¢ok yaygindir. Apoptotik hiicreler rhorfoloj ik
inceleme sonucunda hiicre biiziilmesi, girintili ¢ikintili "blebbing" goriintiisti,
sitoplazma organiilleri bozulmamig ama DNA’si pargalanmig goriilmektedir
(Studzinski, 1999). Sonu¢ olarak doku inflamasyon cevabi vermeden hiicre
pargalanir ve makrofajlar gibi fagositoz 6zelligi olan hiicreler tarafindan fagosite
edilir (Ward, 1999).

2.2.8.1. Apoptozis ve p53

p53 proteini apoptoziste Gi/S ve G,/M fazlarinda check-point "gegis
noktas1" kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir, ancak bu protein kanser tiplerin
cogunda ya inaktif durumdadir ya da bulunmamaktadir (Das ve ark., 2001; Lane
' veLain, 2002). o

Cok sayldé stress sinyalleri, DNA hasarina yol agiklamaktadir, bu hasarin
olusumu p53 aktivasyonuna neden olur. p53 aktivasyonu hem hiicre membraninda
bulunan ve 6liim reseptérleri olarak adlandirilan reseptérleri aktive eder hem de
sitoplazmada bulunan Bas proteini aktif hale getirir. Oliim reseptorlerinden 6rnek
olarak FADD reseptorii (Fas-associated death domain protein), bu reseptdr p53
tarafindan aktif hale getirildikten sonra Kaspaz 8'i aktiflestirerek apoptotik kaspaz
yolagini baslatir. Aktif bax proteini ise mitokondri membranina yapisarak uyarir,
uyart sonucu mitokondriden sitokrom ¢ saliverilir, sitokrom ¢ saliverilmesi
irriversible apopfozis dénemi baslangici olarak bilinir ¢linkii bu asamadan sonra
ne yapilirsa yapilsin apoptozis engellenemez.

Mitokondriden saliverilen sitokrom c sitoplazmadaki Bulunan Apaf-1
(apoptotic protease activating factor-1) ile baglanarak ve sonra da olusan
komplekse ATP (adenosine 5'-triphosphate) molekiilii katilarak aktif apoptozom
kompleksi olugmaktadir. Apoptozom kompleksi ise prokaspaz-9'u aktiflestirerek
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kaspaz-9 ortaya ¢ikar, kaspaz-9 ise prokaspaz-3'ii aktiflestirerek kaspaz-3
meydana gelir.

Aktif kaspaz-3 sitoplazmzda aktif durumda buiunan ICAD (Inhibitor of
caspase activated deoxyribonuclease)'i inaktivasyonunu yaparak CAD (caspase
activated déoxyribonucle_asé) serbestlenmesine neden olmaktadir. Serbestlenen bu -
molekiil hem kromatin kondansasyonu (yogunlasmasi) hem de DNAaz enzimi
aktive ederek oligoniikleozomel DNA fragmantasyonuna neden olur(Ulukaya,

2003; Schulze-Osthoff ve Peter 1999; Balint ve Vousden, 2001).

2.2.8.2. Apoptozis ve Seramid

Seramid, bir fosfolipid olan sfingomiyelin’in hidrolizi sonucunda meydana
gelen bir ikincil ulaktir (Kasof ve ark., 1999; Schulze-Osthoff ve Peter 1999).
Seramid’in TNF-o¢ ve IL-1’in aracilik ettigi apoptoziste rol oynadigint
diistintilmektedir. Seramid ayrica CAPP (Ceramid activeted protein phosphatase)
enzimini aktive etmektedir. S6z konusu bu enzim hem apoptozisi indiikklemekte
hem de hiicre siklusuna katilmak isteyen hiicreleri Go/G, gecis noktasinda bloke
etmektedir. - S.eramid’in‘ apopt‘ozisi.‘ indiiklemesinin Bcl-2 ile. iligkili oldugu
diistintilmektedir (Long ve Hannun, 1999). Bcl-2 antiapoptotik 6zellige sahip bir
protein olup fosforilasyon durumuna bagh olarak aktif veya inaktif bigimde
bulunmaktadir. JNK (c-jun N-terminal kinase) tarafindan Bcl-2 fosforilasyonunun
gerceklestirilmesi Bcl-2’nin  inaktivasyonuna neden olmaktadir. Bcl-2’nin
inaktivasyonu sonucu antiapoptotik etkisi kalkmis olur, ¢iinkii Bcl-2, mitokondri
membranina baglanarak sitokrom c saliverilmesini engelleyebilmektedir (Kasof
ve ark., 1999; Schulze-Osthoff ve Peter 1999; Bratton ve Cohen, 2001; Ward,
1999). Bcl-2 proteinler‘inin antiapoptotik fonksiyonunun ilagla bloke edilmesi
gelecekte kansér fedévisi i¢in yeni bir terapstik modalite olugturabilir (Kinloch ve
ark., 1999).
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3. CALISMALARDA KULLANILAN HUCRELER, TEST
MADDELERI VE YONTEMLER

3.1. Caliymalarda Kullanilan Hiicrelerin Ozellikleri
3.1.1. A549 Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Karsinomu

Akciger kanseri, diinyada kanser bagl olarak olusan 6liimlerin en basta
gelenlerindendir. Akciger kanserinin yaklagik olarak %80'1 kiigiik olmayan hiicreli
(Non Small Cell- NSCLC) akciger kanserleridir. Bunlardan arasinda
adenokarsinoma yer almaktadir (Michael ve ark., 2002). Kiigiik olmayan hiicreli
akciger kanseri agresif tiimorlerdir. Tai aninda bolgesel ya da uzak metastaz
siklig1 %70 kadar yiiksektir (Guarino ve ark., 2002). Epidemiyolojik verilere gore
akciger kanserinin kadimnlarda tiim kansere bagh 6liimlerin %25’inden ve
erkeklerde ise %30°undan sorumlu oldugunu gostermektedir (Greenlee ve ark.,
2001). AS549 kanser hiicreleri kiiglik olmayan hiicreli epiteliyal akciger
adenokarsinomudur. 58 yasinda Orta Asyali bir erkekten D.J.Giard tarafindan
alinmigtir. Bu hiicreler keratin iiretmektedif, tiimérde p53  diizeyinin normal
oldugu, IL-1B ve TNF-a ile indiiklenebilen iNOS enziminin bulundugu ancak
eNOS bulunmadigi tespit edilmigtir (Evdokiou ve ark., 1998; Delar ve ark., 2001;
Kwon ve George 1999; Lewis; ve ark., 1996).

3.1.2. HeLa Serviks Adenokarsinomu

Hela 31 yasinda zenci bir kadinin serviks adenokarsinomundan W.F.
Scherer tarafindan stoklanmig adherent, epiteliyal serviks adenokarsinoma
~ hiicreleridir. HeLa hiicerlerinin pRB (retinoblastoma supresor) diizeyi normal
(Baldi ve ark., 1996), ancak p53 ekspresyonu diistiktiir. 'HeLa hiicrelerinin ekzojen
NO’ye kars1 verdigi cevap, esas olarak Bax ekspresyonuna bagli olup kaspazlarin
aktivitesinden ve p53 ekspresyonundan bagimsiz bir yolak izleyerek apoptozis
olusturmaktadir. Bu hiicrelerde ekzojen NO, LDH (laktat dehidrojenaz) enzimi
lizerine etkisizdir (Okuno ve ari(., 1998). HeLa hiicreleri tek sira g¢ogalan
ozelliktedir ve kendine 6zgii dort tipik marker kromozom tespit edilmistir.
Hiicrelerin %98¢inde kiigiik telosentrik kromozom bulunmugtur. Restgele se¢ilmis

1385 hiicrenin tiimii inceleyerek andploidi oldugu bulunmustur. HeLa hiicreleri
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ayrica adenovirﬁs’e duyarlh olup IL-8 ekspresyonuna neden olmaktadir.
Hiicrelerde AP-1 ve c-jun-terminal kinaz aktivitesi olusabilmektedir (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;
Sch_effener ve érk., 1991; Schwarz ve ark., 1985; Schnider-Gadiche ve Schwarz,
1986). |

3.1.3. NIH3T3 Fibroblast Hiicreleri

Aoronson tarafindan NIH/SWISS fare embriyosundan elde edilen
adherent, fibroblast hiicrelerdir. Kiiltiir ortaminda kontakt inhibisyona ¢ok
duyahdir. Cogalma egilimi gdstermekle beraber stabil morfolojik &zelliklere
sahiptir. Bu 6zelliklere sahip oldugundan, DNA transfeksiyon ve tranformasyon
calismalari i¢in uygun ve kullanighdir. Fare sarkoma viriisleri ve murine leukemia
viriislerine duyarlidir. Ectcpmelia viriisii i¢in yapilan test negatif sonug¢ vermistir

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

'3.2. Cahsmalarda Kullanilan Maddelerin Ozellikleri
3.2.1. Paklitaksel (Taxol®)
1960'l1 yillarda Amerikan Ulusal Kanser Enstiitiisii (NCI) tarafindan Taxus

brevifolia agaglaninin dal kabugundan hazirlanan ekstrede antitimér aktiviteli
sitotoksik bir bilegik bulundugu agiklanmigtir (Wani ve ark., 1971; Verena ve ark.,
1999). Faz I denemelerine sunuldugu andan itibaren ¢ok sayida kanser tipine
Ozellikle de sisplatine direngli over karsinomuna karsi (Runowicz ve ark., 1995)
yliksek etki gosteren antineoplastik bir ajan oldugu anlagilmistir (Makino ve ark.,
2001). Paklitaksel, primer ve sekonder over kanserlerinde, erken evre ve ilerlemis |
metastatik meme kanserlerinde, kiig;ﬁk hiicreli olrﬁayan akciger kanserlerinde,
Kaposi sarkomunda, kiigiik hiicreli akciger kanserlerinde, melanoma'da,
Losemi’de ve daha pek gok kanser ¢esidinde etkili bulunmugtur (Preisler ve ark.,
1999; Runowicz ve ark., 1995; Nicholson ve ark., 1997; Ranzandi ve ark., 2000).
Paklitaksel, tiibiilin polimerizasyonu ve mikrotiibiil stabilizasyonu yapmakta,
hiicre siklusunii bloke etmekte ve apoptozise neden olmakta, bu arada gen

ekspresyonu da degistirebilmektedir (Makino ve ark., 2001).
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Paklitaksel, kolsisin ve Vinca alkaloidleri gibi klasik antimikrotiibiil
ajanlarin aksine mikrotiibiil depolimerizasyonunu saglayarak degil mikrotiibiil
polimerizasyonunu stabilize ederek etkili olmaktadir. Mikrotiibiillerin normal
dinamik reorginazasyonunu inhibe ederek ve fonksiyonsuz ve stabil olmalarina
yol agarak hiicre siklusunda daha g:‘ok G2/M fazinda blokaja yol agmasi ile etki
gosterir (Makino ve ark., 2001; Preisler ve ark., 1999; Charles ve ark., 2001).

Paklitaksel gekirdeginde kompleks taksan halkalar1 i¢eren bir diterpenoid
yapida semisentetik bir bilesiktir (Preisler ve ark., 1999). Yan zincir taksan
halkalari, aktivite igin gerekli olan 13 nolu karbon atomundan baglanmigtir
(Bakimz: Formiil 1). Yan zincirin modifikasyonu, meme ve over kanserlerine
kars1 daha yiiksek klinik aktiviteye sahip bir analog olan dosetaksel’e dnderlik
etmistir. Molekiillin ¢ozliniirltigii diisiiktiir ve tasiyict olarak %50 etanol ve %50
polietoksillenmis hint yag1 (Cremophor EL) i¢inde uygulanmaktadir (Korkmaz,
2002).

“OH
Qi

NH O

>,

Formiil 1 Paklitaksel’in formiilii (Runowicz ve ark 1993)

3.2.1.1 Paklitakselin Hiicre Siklusu Uzerine Etkileri

Genel olarak paklitaksel'in antineoplastik etkisi, mikrotiibiil fonksiyonu
iizerine bozucu etkisinden ibaret olup, hiicreyi mitozu tamamlamayacak hale
getirmektedir (Saunders ve ark., 1997). Mitotik doniiglerin formasyonunu inhibe
etmeye neden olan diisiik doz paklitaksel, yiiksek dozda baglama formasyonunu
kolaylastirarak polimer kitleyi arttirir ve bunun sonucu mikrotiibiillerde agir1 hasar

olusturur. Paklitaksel mikrotiibiillerin «- ve B-alt {nitelerine spesifik olarak

Ampraly et toa gy
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baglanir (Day, 2000) ve bdylece tiibiilin polimerizasyonu gergeklestirerek
mikrotiibiillerin ~ stabilizasyonuna ve mitotik spindlelerin  olusumunun
inhibasyonuna (Makino ve ark., 2001; Zobel ve ark., 2000) neden olup hiicre
siklusunun esas olarak G»/M fazinda durmasina neden olmaktadir (Makino ve
} érk., 2001). Bunun yanisira 3T3, ‘HeLa ve MCF-7 hﬁéreleri fizerinde yapllan‘
arastlrmalar; paklitakselin P55Cdc’ye bagumli myelin protein kinaz aktivitesi
arttirarak hiicreyi hem metafaz/anafaz gecis noktasinda hem de G,/M fazinda
durdurabildigini gostermektedir. Bu etki paklitaksel’in hem P55Cdc gen
ekspresyonu hem de P34 cdc2 kinaz protein aktivitesini arttirarak P55Cdc-bagimli
siklozom/APC (Anaphase promoting compleks) aktivasyonuna yol agip hiicre
siklusunu G»/M fazida (Makino ve ark., 2001; Charles ve ark., 2001) veya
metafaz/anafaz gecis noktasinda durdurabildigini gosterilmistir. P55Cdc gen
ekspresyonu farklilasmis hiicrelerde degil, proliferasyon egilimi gosteren
hiicrelerin biiytimesini durdurup hiicrelerin apoptozise gitmelerine neden oldugu
ileri stiriilmektedir (Makino ve ark., 2001).

A549 p53(+/+) ve: H1299 p53(-/-) kuc;uk hiicreli olmayan akciger
adenokarsmoma hiicreleri izerinde yapilan bir arastlrma G2/M fazda kalan hiicre -
say1s1, uygulanan pakhtaksel dozlar: ile dogru orantili bir sekilde artarken G
fazindaki kalan hiicre sayisi ters oranti ile azaldigin1 gostermektedir. Yine ayni
calismada, paklitakselin 2-25 nM arasi dozlari uygulandiginda S fazinda kalan
hiicre sayisinin hafif¢e artmakta oldugu, ancak daha yliksek dozlarda (50-1000
nM) doza bagimli olarak A549 p53(+/+) hiicrelerinde dramatik bir azalma
oldugu, H1299 p53(-/-) hiicrelerindeki azalmanin daha az oldugu goriilmiistiir
(Das ve ark 2001). Palitakselin epitop 3t3/2 proteinin refosforilasyonu ve bazi
b1rle$t1r11mem1$ klnetokorlara neden olup Mad?2 protelmn seviyesini arttirdig1
HeLa hiicrelerinde gosterilmigtir (Abal ve ark., 2001; Waters ve ark. , 1998). Mad2
proteini hiicrenin metafaz/anafaz da kalmasina, dolayisiyla anormal mitoz veya

apoptozis olusumuna neden olmaktadir (Jordan ve ark 1996).
3.2.1.2. Paklitaksel’in Aracilik Ettigi Apoptozis

Paklitaksel, A549 ve HeLa hiicrelerini de igeren bir kag farkli kanser tipi
fizerine in vivo kosullarda uygulandiginda (Das ve ark., 2001; Olah. ve ark., 1996;
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Abal ve ark., 2001) veya implante edilmis tiimorlerde apoptozis olusturdugu
gosterilmistir (Saunders ve ark., 1997).

Paliktakselin 2-25 nM konsantrasyonlarina maruz kalmig MCF-7
hiicrelerinde DNA bantlarinda kirilma insidensinin maruziyet zamam ile dogru
orantih oldugu ve bu kinlmann hizli ve gayrimuntazam biiyiik (50-300 kbp)
DNA fragmanlar olusturarak gerceklestigi gosterilmigtir. Bu artig  egrisi
paklitaksel'in indiikledigi apoptozis’in egrisine benzemektedir (Huang ve ark.,
1997; Saunders ve ark., 1997). A549 iizerinde yapilan bagka bir ¢alismada,
uygulanan paklitakselin < 25 nM dozlan ile benzer apoptik cevaplar alinirken,
daha yliksek dozlarda (50-1000nM) olusan genel sitotoksik etki doza bagimli
olarak artarken apoptotik etki diigmekte oldugunu géstermistir (Das ve ark.,
2001). A549 disinda bir kag farkli kanser hiicre tipinde de aymi cevaplar alinmigtir
(Das ve ark., 2001; Charles ve ark., 2001). Buna karsin Allium sativum hiicreleri
iizerine uygulanan yiiksek paklitaksel konsantrasyonu (107°-107 M), 1-3 saat
i¢inde sitotoksik etki gosterip kromozomlarin bozulmasina ve 24 saat i¢inde hiicre
Oliimiine neden oldugunu gosterilmistir. Bu dozlarin uygulanmasi ila birlikte
hiicrelerde mikroniikleus, biniikieus olusumu Ve'hiicr‘e'fisk'eleti yokluéu 1-3 saat
inkiibe ettikten sonra morfolojik olarak gosterilmistir (Zobel ve ark., 2000).

Paklitaksel’in olugturdugu apoptotik etkinin mikrotiibiil {izerine olan
etkisinden bagimsiz oldugunu gésterilmistir (Das ve ark., 2001; Charles ve ark.,
2001). Aynmi zamanda paklitaksel farkli yolaklar aktive ederek apoptozise ve
hiicre siklusunun durmasina neden olabildigi distiniilmektedir (Halder ve ark.,
1996; Shtil ve ark., 1999). AS549 hiicreleri lizerine yapilan diger bir ¢aligmada
paklitaksel’in p53 protein diizeylerini arttirdigi gosterilmistir (Tishler ve ark.,
1995). Ancak p53 protein yoklugu, paklitakselin olulsturdugu apoptozis’in
maksimum yamﬁm etkilemezken, paklitaksel’in istenen yanit igin gerekli
dozunun yiikseltilmesine sebep olmustur (Das ve ark., 2001). Meme, over ve
16semi hiicrelerinde Paklitaksel p53 gen ekspresyonu degistirmedigini ve bu
proteinin paklitaksel’in etkisinde rol oynamadigi gosterilmistir (Olah ve ark.,
1996).

Paklitaksel MCF-7 hiicrelerinde Bcl-2 down-regiilasyonu yapmazken

(Saunders ve ark., 1997), c-jun N-terminal kinaz (JNK) aktivitesini stimiile
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etmektedir. Stimiile edilmig JNK, Bcl-2 ve Bcl-xI fosforilasyonu yaparak inaktif
duruma getirmektedir. Bdylece bu proteinlerinin apoptozise baskili etkilerini
azaltarak prokaspaz-9 aktivasyonu dolayli bir sekilde gerceklesmektedir. Bunun
sonucu ise DNA fragmentasyonu ve apoptozis olugmaktadir (Razandi ve ark.,
2000 |

Paklitaksel ayrica hiicresel ikinci haberci olarak apoptozisi indiikleyen
seramid'in olusumuna araciik ederek apoptozis'i indiiklemektedir. MCF-7
Uzerinde yapilan bir galigma hiicresel seramid miktar1 uygulanan paklitaksel
konsantrasyonu ile dogru orantili oldugunu gosterilmistir. Seramid jenerasyonu
hiicre siklusunun durmas: ile iliskili olmadig1 igiﬁ seramid paklitaksel’in genel
sitotoksisitesinin sadece bir kismum tegkil ettigini diigtiniilmektedir (Charles ve
ark., 2001).

3.2.1.3 Paklitaksel ve Nitrikoksit
Paklitaksel endoteliyal hiicrelerde, (Su ve ark., 2002) M¢ Makrofaj

hﬁvc.rel‘e'rinde (Mullins ve ark., 1997) ve 16semi hiicrelerinde (Al-alami ve _ark'.,‘.-
1998) nitrik oksidin (NO) tiretimini aftlrdlgl, insan C6 glioblastoma multiforma
hiicrelerinde NO iiretimini degistirdigini gosterilmistir (Abdallah ve ark., 2003).
Hem normal hem de 16semik monositlerde paklitakselin aracilik ettigi apoptozis'te
NO’in eses rol oynadig1 gosterilmistir (Al-alami, ve ark., 1998). Paklitaksel M¢
makrofajlarda, TNF-a sentezini arttirarak NO {iretimini arttirir. Bu sekilde hem
parakrin hem de otokrin yolla sitostatik etki gosterdigi belirtilmektedir (Mullins
ve ark., 1998). Paklitaksel’in ayrica fare meme kanserlerinde ve makrofajlarda
. INOS ve IL-1B gen upregulasyonuna neden oldugunu gosterilmistir (Zaks-
Zilberman ve ark.2001). | '

3.2.1.4. Paklitaksel'e Kars1 Gelisen rezistans

Diger antitiimor ajanlarda oldugu gibi kanser hiicreleri paklitaksele karst
rezistans gelistirebilmektedir. Bu rezistans olayi, birden fazla mekanizma ile
gerceklesebilmektedir. Bunlar:

1) o- ve B- tiibiilin modifikasyonu gergekleserek
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2) mdr (multi drug rezistans) genin olaya karigmasi (Runowcz ve ark.,
1993; Day ve ark., 2000).

3) P-glikoprotein diizeyinin yiikselmesi (Sheppard ve ark., 1999;
Broxterman ve ark., 2_003).

4) paklitaksel'in penetrasyonunun azalmast (Nicholson ve ark., '1997;“
Broxterman ve ark., 2003).

Aynica solid tiimorlerin  olusturdugu sferoidlerin paklitaksel'e kars:
gosterdigi rezistans kiiltlirde tek sira gogalan hiicrelerden fazla ve daha hizli
gelismektedir (Nicholson ve ark., 1997). Paklitaksel'in yiiksek dozuna karsi
gelisen rezistans diisiik dozuna nazaran daha hzlidir (Sheppard ve ark., 1999).
Uzun siireli diisiik doz paklitaksel uygulanmas: sonucundaki goriilen etki kisa
stireli yiiksek doz uygulanmasmdén daha fazla bulunmugtur (Nicholson ve ark.,
1997).

3.2.2. Sodium Nitroprussid ve NO

NO'nin - kesfine yol agan aragtirmalar 1979 yilinda Furchgott ve
Zawadzki'nin ilging bir géziemi ile Baslamlstlr. Furchgotf, endoteliyal hiicrelerden
salinverilen bu méddeye endotel kokenli gevsetici faktor (endothelium-derived
relaxing factor) EDRF adini vermistir. Hiicrelerde NO sentezinde kullanilan
amino asid L-arjinindir. Bu amino asid, proteinlerin pargalanmasi sonucunda
intreselliiler ortamda bulunabildigi gibi, endojen olarak sentez edilebilmekte ya da
dis kaynaklardan saglanabilmektedir (Akar, 2000). NO kisa yarilanma dmre sahip
inorganik serbest bir radikaldir, ¢esitli dokularda farkli fonksiyonlara sahiptir. NO
biosentezi L-arjinin'in NOS (Nitrik oksid sentaz) enzimi araciliiyla L-sitriillin ve
NO'e doniismesinden ibarettir. NOS enziminin 3. izoformu vardur, né_iral‘NOS'
"1NOS", endoteliel .NOS "eNOS" ve indiiklenebilir NOS "iNOS", ilk iki izoform
kalsiyum intreselliller diizeyine bagli olarak kalmodulin ile baglanarak
aktiflesirler, iNOS’un aktivitesi ise kalsiyum diizeyine bagh degildir (Al-alami ve
martin, 1998; moncada ve ark., 1990; Esteévez ve jordan, 2002; Rang ve ark.,
1995; Tomson ve Miles, 1998) ancak aktivasyonu i¢in kalmodulin ile baglanmasi
sarttir (Akar, 2002). Son zamanlarda, mitokondride de bir NOS “mtNOS”

varligindan s6z edilsmektedir. Mitokondriden sitokrom c¢ saliverilmesinde rol
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oynadig1 distiniilmektedir. nNOS ve eNOS aktivasyonu post-translasyonel
agsamada pirimer olarak regiile edilir, genellikle bu enzimlerin aktivasyonu kisa
stireli oldugundan intreselliiler NO diizeyi pikomolar ile nanomolar arasinda kalir.
iNOS regiilasyonu transkripsyonal asamada gergeklesmektedir. NO sentezi siirekli
ve uzun . siireli 'oldugundan NO ',intrese,l'liiler diizeyi mikromalara kadar
yiikselebilir. NO, NOS'deki bulunan hem ile baglanip kendi sentezini "negatif
feed-back" mekanizma ile inhibe ederek durdurabilir (Kim ve ark., 2001).

NO hiicre sinyalleri tizerine etkisi cGMP ile sinirh degildir, hiicrenin tipine
ve NO diizeyine bagh olarak apoptotik veya antiapoptotik; mitokondriyal veya
non-mitokondriyal yolaklar izleyerek gergeklesir (Boyd, 2002). NO siiperoksid ile
reaksiyona girerek ONOO™ peroksinitrit olugmaktadir (Kim ve ark., 2001).
Peroksinitrit potent niikleufilik bir RNOS (reaktif NO tiirii) olup, fenol igeren
bilesikleri, 6rnegin proteinlerde bulunan tirozin artifinin nitrolasyonu yaparak
tirozinin fosforilasyonu inhibe etmektedir. Genellikle RNOS olusturdugu
reaksiyonlar ile hiicre 6liimiine neden olmaktadir. (Kim ve ark, 2001). (Kim ve
ark., 2001; Cocks, 1996). NO tek basina proteinlerle veya niikleik asitlerle
etkilesmedigi halde, 02 veya 02"ile reaksiyoha girerek NO,, N203 ve N204. gibi
reaktif NO tlirleri ‘olusturabilir. NO’in 6nemli fizyopatolojik rollerinden birisi de
enzimlerdeki pozitif yiiklii kompleks olusturan metal iyonlariyla baglanmasidir.
Cesitli hiicrelerde NO, guanilil siklaz enzimindeki demirle baglanarak demir-
nitrosil kompleksi olusturur. NO ayrica genellikle degisen afinitelerle sitokrom
"P450" enzimi ile reaksiyona girmektedir. Bunlarin bazilan reversibl bazilar da
irreverisbl, bazilari inhibisyon seklinde ve bazilar: stimiilasyon seklinde olur ki,
bu degiskenlik P450 cesitli izotiplerile iligkilidir. N2O; potant bir S-nitrozilleme
ajanidir. Aktif bolgesinde sistein aminoasidi ile stilfidril gmplarlndan berini
tagiyan enzimlerde N,0; ile S-nitrozilasyon olur. Bu reaksiyon sonucunda
enzimlerin aktif bolgelerinde degigiklik olugmakta ve buna bagh olarak
fonksiyonu degisebilmektedir (Kim ve ark, 2001).

NO ve peroksinitrit hem’ DNA iizerine direkt etki ederek hem de
mitokondri tizerine direkt ve indirekt etki ederek apoptotik hiicre 6liimiine neden
olmaktadir (Kim ve ark, 2001; Kim ve ark, 2002; Lamas ve ark., 1998), ancak

NO'in apoptotik etkisi hiicre tipine, NO konsantrasyonuna ve maruz kalma

19



sliresine bagl olarak bazen antiapoptotik etki seklinde kargimiza gikabilmektedir
(Kim ve ark, 2001; Ambs ve ark., 1997). NO etkisini ii¢ sekilde gostermektedir:

1. NO'in olusturdugu ROS (reaktif oksijen tiirleri) ve RNOS, DNA ile
direkt bir reaksiyona girerek DNA hasar1 olusturmaktadir (Kim ve ark,
2001). | "

2. DNA tamirini ihhibe ederek hasarin kalici ve uzun siireli olmasim
saglamaktadir (Kim ve ark, 2001), bu etki riboniikleotid reduktaz
enziminin inhibisyonuna bagli oldugunu gosterilmistir (Kolb, 2000).

3. "N-nitroso bilesikler” gibi genotoksiklerin olusmalarina neden
olmaktadir (Tamir ve Tannenbum, 1996).

DNA'da olugan bu hasarlar, p53 proteini (Ambs ve ark., 1997), PARP
(poly(ADP-ribose)polymerase) aktivasyonuna ve bel-2. down-regiilasyonuna
neden olup apoptozisi indiikklemektedir (Kolb, 2000; Pieper ve ark., 1999;
Nicotera ve ark., 1997; Tamir ve Tannenbum, 1996). Endojen NO'in (Tamir ve
Tannenbum, 1996) ve NO donérlerin (Takuma, 2002) gosterdigi sitotoksik etkinin
bliyik kismi bu sekilde gergeklestigini gdsterilmisti. SNP’in  (sodyum
| nitroprussid) mezanjiyal hiicrelerde (MC) apopfozisi indiikledigi, makrofajlarda
hem endojen NO hem de SNP’in p53 ekspresyonu arttirdifim gosterilmistir
(Patel ve ark., 2000). NO’in, HeLa tizerinde proapoptotik 6zelliginin oldugu da
goriilmistiir (Kim ve ark., 2001). NO, proteozomu inhibe ederek p53 proteininin
birikmesine neden olmaktadir (Kolb, 2000). Bu etkinin, iNOS down-regiilasyonu
ile azatildif: gdsterilmigtir (Ambs ve ark., 1997). Sican serebral kortikal
kiiltiirinde NO donoérlerinin olugturdugu sitotoksisitenin, PARP inhibitérleri
tarafindan engellendigi gorilmiigtiir (Tamir ve Tannenbum, 1996). NO’in, izole
kaspazlari in vitro kosﬁllarda inhibe ettigi, ancak in vivo kolsullardan indirekt yolla
aktive ederek apoptoiisi indiikleyebildigi gosterilmistir. Insan miyelomonositik
HL60 hiicrelerinde SNP’in, kaspaz-3'ii stimiile ettigi goriilmiistiir (Kolb, 2000).

NO, néron hiicrelerinde protein fosforilasyonu veya defosforilasyonu
ve/veya protease aktivasyonu gibi mekanizmalar ile sitoskeletal organizasyonunu
bozarak hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Bagka bir deyisle, hiicredeki

mikrofilament veya mikrotiibiil dagilmasi ile NO, néron hiicrelerinde apoptotik
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etki gosermektedir. Bu etkiler paklitaksel ile kismen engellenebilmektedir
(Nicotara ve ark., 1995).

NO mitokondriyal enzim sistemi ile reaksiyona girerek hiicresel solunumu
reversibl sekilde inhibe etmektedir, ancak "tiyol igeren" mitokondriyal
‘enzimlerden bazilarinin irriversibl inaktivasyonuna neden olmaktadir. Fizyolojik
konsantrasyonlarda NO, oksijen ile yarigarak sitokrom c oksidaz enzimlerinde
kompititif inhibisyona neden olmaktadir. Ote yandan hiicreler, uzun siireli NO'e
maruz kaldiklarinda S-nitrozilasyon reaksiyonu ile kompleks I, I ve III irreversibl
sekilde inhibe olmaktadir (Lamas ve ark., 1998; Kim ve ark., 2002; Kolb, 2000).

NO’in diisiik konsantrasyonunun elektron transportunu inhibe ederek
hiicresel solunumu ve ATP sentezini bozdugu ve buna bagli olarak mitokondriden
sitoplazmaya dogru salinimi ile intraselliler kalsiyum diizeyleri arttirdidi
g6zlenmistir. Mitokondrideki bu degisikliklere ilave olarak NO’in, mitokondriyal
“permabilite transizyon por (PTP)” gegirgenligini direkt olarak arttirdig:
bildirilmigtir. NO aynica mitokondriyal transmembran potansiyalinin (A¥m)
dagilimin ‘direkt olarak etkilemektedir. Sonu¢ olarak, NO'in mitokondri
tizerindeki etkilerine bagli olarak hem serbest sitoplazmik kalsiyum diizeylerinin
artmast, hem de mitokondriden apoptotik faktorler salinmasi olaylar1 gézlenmistir.
Sonradan bu faktorler izole edilmis ve niiklear apoptozis olusturabildigini
goriilmistiir (Kolb, 2000). NO’in antiapoptotik etkilerinin genellikle cGMP
bagimli ve/veya bagimsiz mekanizmalar aracilifiyla kaspazlarin inhibisyonuna
baglantili oldugu gosterilmistir ve bu, S-nitrozilasyon reaksiyonu ile
gerceklesmektedir (Lamas ve ark., 1998; Kim ve ark., 2002). Melanoma
hiicrelerinde iNOS sentaz inhibitorleri, endojen NO sentezini inhibe ederek ve
hiicre siklﬁSﬁhﬁ etkilehiedén hiicrede apopfotik slime neden olmakta ve bu etkiler
SNP ile bloke edilmektedir (Salvucci ve ark., 2001). NO’in antiapoptotik
etkilerinin intraselliiler “glutatyon sistemi gibi” antioksidan sistemlerin up-
regiilasyonuna bagli olarak gergeklestigi diistiniilmektedir (Kiechle ve Zhang,
2000). NO, hem sitostatik hem de sitotoksik olup (Martin ve ark., 1999) hiicre
proliferasyonu engelledigi i¢in endojen antitiimdral bir madde olarak kabul

edilmektedir (Lamas ve ark., 1998).
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3.3. Caliymalarda Kullanilan Yéntemler Hakkinda Genel Bilgiler
3.3.1. Mitokondriyal Aktiviteye Dayal Testler ve MTT Ol¢iimii

MTT olgiimii, in vitro kusullarda hiicre metabolizmasini, canliligi ve
sitotoksisiteyi 6lgmek igin uygulanan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir (Holst-
- Hansen ve Briinner, 1998). Bu yéntem, hizh, kolay ve y.iiksekloranda‘dogruluga
sahiptir. Bir tetrazolyum tuzu olan MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromiir) sari renkli olup, yasayan hiicrelerin mitokondrilerinde
bulunan siiksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak baglanmaktadir. Bu
baglanmanin sonucunda suda ¢oziinmeyen koyu mavi renkte kristaller
olugmaktadir. Kristaller DMSO ve izopropanol gibi organik ¢éziiciilerde kolayca
¢oziinmektedir. Co6ziinmiiy olan bu boya, konsantrasyona bagimli olarak
spektrofotometrik y6ntemle goriinitir dalga boylarinda 6lgiilebilen bir absorbans
vermektedir. Boylece direkt olarak  hiicrelerin  metabolik  aktiviteleri
Ol¢lilmektedir. Ayrica 6lgiilen deger yasayan hiicre sayisi ile iliskilendirilmektedir
(Mosmann, 1983; Denizot ve Lang, 1986; Carmichael ve ark., 1987). Siiksinat-
dehidrojenaz mitokondri matriksinde yer alan Krebs siklusundaki -enzimlerden
birisidir ve diger enzimlerinden farkls 6larak mitokondriyal i(; membranin ig:e‘
bakan yiizeyinde bulunmaktadir. Bu enzim, FAD (Flavin adenin diniikleotid)
demir-kiikiirt (Fe:S) proteini igermektedir. Malonat ve okzaloasetat, siiksinat-
dehidrojenazi kompetitif olarak inhibe etmektedir (Murrey ve ark, 1993; Voet ve
Voet, 1995; Alberts ve ark, 1994). Bu y6ntem, ¢aligma basamaklarinin az olmasi
agisindan hizli, kolay ve ¢ok sayida 6rnegin galisilmasina 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 ¢ok kisa bir yarilanma omrii olan (Kim ve ark. 2001; Al-alami, 1993)
bir serbest radikaldir (Hajri, 1998; Soonjo, 2001). NO stabil olmadig1 igin, stabil
olan son metaboliti Nitrit (NOZ') Griess reaktifi ile olgiilebilmektedir (Al-alami,
1998). Besiyerde toplanan nitrit Griess reaktifi ile reaksiyona girerek kirmizimsi-
mor renkli bir azo bilesigi olusturmaktadir. Olusan rengin absorbans1 UV/goriiniir

dalga boyundaki spektrofotometrelerle 6lgiilmektedir. Besiyerde toplanan nitrit'in
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miktari ile absorbansin degeri arasinda dogru orant: bulunmaktadir. Griess reaktifi
iki ¢ozeltinin esit oranla karigmasi ila elde edilir. Birinci ¢6zelti distile suda 0.1%
oranla ¢ozlinmils naftiletilendiamin iken, ikinci ¢6zelti ise 5%'lik fosforik asit
sollisyonu iginde 1% oranla ¢6ziinmiis siilfanilamid veya siilfanilik asittir (Green

ve ark., 1982).

3.3.3. Hiicrelerdeki DNA ve RNA Miktarlar1 ve Akridin Oranj ile Boyama
Akridin oranj ve etidyum bromiir gibi maddeler niikleik asitlere
baglanarak DNA'y1 yesil RNA'y1 turuncu floresans verecek big¢imde boyamaktadir
(Kasten, 1981). UV 1s181nda, niikleik asitlere bagli bu floresan maddeler serbest
kalmig olanlara gére daha ¢ok fazla floresans gostermektedir. DNA ve RNA
miktarlarina bagli olarak floresans siddeti degismektedir (Celis, 1998). Boylece
hem floresans siddetine gére hem de rengine gére DNA'nin ve RNA'nin miktari

ve dagilimi incelenebilmektedir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Geregler

- 4.1.1. Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler
Akridin oranj (Sigma)-

Amfoterisin-B (Sigma)

Dimetilstilfoksit -DMSO (Sigma, Merck)
Dulbecco’s Modification Eagles Besiyeri (Biological Industries)
Etanol (Merck)

Fetal Calf Serum (Biological Industries)

Fosfat Tuz Tamponu (PBS-A)

Fosforik asid H;PO4 (Merck)

Hank’s Balans Tuz Soliisyonu (Sigma)
Hidroklorik asid HCI (Merck)

Kalsiyum kloriir- CaCl, (Merck)

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) (Sigma)
Naftilendiamin dihidroklorid (Merck)
Paklitaksel (Bristol-Myers-Squibb)
Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (Sigma)
Sodium hidroksid NaOH (Merck)

Sodium nitrit (Merck)

Sodyum nitroprussid (NIPRUS®, Bilim)
Siilfonilamid (Merck)

Tripsin-EDTA Soliisyonu (Biological Industries)

4.1.2. Malzemeler

Otoklavlanabilir cam sise (Iso-lab)

1,2, 510 ve 25 mP’lik cam pipet (Iso-lab)
10, 100 ve 1000y mikropipet ucu

15 ve 50 mI’lik santrifiyj tiipii (TPP)
22x22 Lamel

25 ve 75 cm?lik kiiltiir siseleri (TPP)
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5, 10 ve 25 mP’lik tek kullammlik pipet (Serological Pipette)
96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP)

Cok kanall1 mikropipet (Eppendorf)

Lam

Ncubauef lamu (Iso-lab)

Stepet pipet (Eppendorf)

Steril petri (Corning)

4.1.3. Cihazlar

Steril Kabin (Holten)

ELISA cihazi (Bio-Tek )

Immiino-floresan mikroskop ve fotograf atagmaru (Olympus)
Inverted mikroskop (Olympus) |

Karbondioksit inkiibatorii (Heraeus)

Kuru hava sterilizatorii (Heraeus)

Otoklav (Hirayama)

Sogutmali santrifiij (Heraeué)

4.2. Yontemler
4.2.1. Hiicrelerin Testler I¢in Hazirlanmas:

Uygun kusularda ¢ogalmaya birakilan hiicreler yeterli sayiya eristikleri
zaman tripsin ile muamele edilerek toplandi. 1 ml’de 250000 hiicre olacak gekilde
Neubauer lami kullanarak siispansiyon hazirlandi. 250.000 hiicre/ml seklinde
siispansiye edilmis hiicreler 96 kuyucuklu plakaya her kuyucuga 0.1 ml olacak
sekilde “ekildi. Boylece her kuyucukta 25.000 hiicre ekilmis oldu. Hiicrelerin
yapigmasl ve yeﬁi ortama aligmasi igin 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sona
erdiginde hiicrelerin tizerindeki besiyerleri plakalarin ters g¢evrilmesi suretiyle
uzaklagtirildi. Hiicrelerin lizerine test maddelerinin istenilen konsantrasyonlarini
iceren taze besiyerleri ilave edilip test maddeleri i¢in asagida belirtilen stirelerde
(24, 48, 72 ve 96 saat) inkiibe edildi.

Sodyum nitroprusid (SNP)’in 20 ve 100 mM’lik, paklitaksel’in 0.8, 4, 20
ve 100 pM’lik dilisyonlar: hazirlandi. SNP igin injeksiyonluk distile su,
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paklitaksel i¢in DMSO ¢bziicii olarak kullanildi. Hazirlanmis olan bu
diliisyonlardan 1’er pl alinarak 1’er ml’lik hacimdeki besiyerlerine ilave edildi.
Paklitaksel ve SNP kombinasyon konsantrasyonlarini hazirlamak igin 1 pl’lik
paklitaksel dilﬁsyonla_rl ile karigtirilan 1 ml’lik besiyerlerine 1 pl 20 mM'lik veya
100 rﬁM‘lik SNP ¢6zeltisinden ila}}e edildi.

Bu sekilde olusan final konsantrasyonlar, paklitaksel i¢in 0.8 ,4, 20 ve 100
nM, SNP i¢in 20 ve 100 pM, kombinasyonlar i¢in 20 pM SNP + 0.8 , 4, 20 ve
100 nM Paklitaksel ve 100 uM SNP + 0.8 , 4, 20 ve 100 nM paklitaksel. Besiyeri
icindeki DMSO konsantrasyonu %0.1 civarindadir. Bu konsantrasyonda DMSO
tarafindan olusturulan etkiler ihmal edilebilir ya da hiicreler tarafindan tolere
edilebilir olarak kabul edilmektedir (Berlt ve ark 1999).

Bu konsantrasyonlarda Dbesiyerinde hazirlanan test maddelerinin
konsantrasyonlari, kontrol grubu (bos) ve %0.1 DMSO igeren ¢oziicii kontrol
grubu da teste eklendi. Test maddeleri iceren besiyerleri 96 kuyucuklu plakalarin
24 ve 48 saat sayimlan i¢in 0.2 ml, 72 ve 96 saat sayimlari i¢in 0.3 ml koyularak
belirtilen siirelerde inkiibe edildi. Bu siireler s_bnunda hiicrelerde’ gerekli test
yﬁntemieri uygulandi. | ’ |

Akridin oranj deneyi i¢in, 50 cm”lik petriye yerlestirilmis 7 adet 22 x 22
mm steril lamellerin tizerine 250.000 hiicre/m]1’lik hiicre siispansiyonu her petri'ye
5 ml olmak iizere ilave edilerek ekim yapild: ve inkiibasyona birakildi. 24 saat
sonra lameller alinarak 9 cm?lik bslmeler iceren plakalara aktarild: ve tizerine test
maddesi ¢ozeltisinden 2 ml iceren taze besiyerleri ilave edildi. Hiicreler diger
testlerde maksimum etki gériilen siire (72 saat) bekletildikten sonra boyama iglemi

uygulandi.

4.2.2. MTT Olgiimii

MTT 5 mg/ml olacak sekilde PBS iginde ¢oziilerek stok soliisyon
hazirlandi. Calisma soliisyonu stok soliisyonundan 1:9 oranla besiyeri ile
seyreltilerek elde edildi. Hazirlanmig olan (0.5 mg/ml MTT) ¢alisma soliisyonu 96
kuyucuklu plakanin her kuyucuguna 0.1 ml olarak ilave edildi ve 4 saat
inkiibasyonda bekletildikten sonra plaklardaki hiicrelerin optik dansiteleri ELISA
cihazi ile 540 nm dalga boyunda okutuldu (Mosmann, 1983; Denizot ve Lang
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1986; Alley ve ark.,1988; Reile ve ark., 1990; Holst-Hansen ve Briinner 1998;
Tedone ve ark. 1996; Horakova ve ark., 2001; Korkmaz, 2002; Abdallah, 2003).

- 4.2.3. Kantitatif Nitrit Tayini _

- NO’in yarilanma 6mrii ¢ok kisa 6ldugundan besiyerdeki olusén metaboliti
NO;" slgiilmektedir (Mullins, 1998). 96 kuyucuklu plakada her kuyucuktan 100 pl
siipernatant alip lizerine esit miktarda Griess reaktifi (0.05% naftilendiamin
dihidroklorid, 0.5% siilfonilamid, 2.5% H3;PO,4) ilave edilip 10 dakika oda
sicakhiginda bekletildikten sonra ELISA cihazi ile 540 nm dalga boyunda
okutuldu (Green, 1982; Abdallah, 2003; Mullins ve ark, 1998; Al-alami ve ark,
1998). Elde edilen degerler, besiyerinde saptanan nitrit miktar1 ve bog plaka

absorbansindan armdirilmigtir. Standart olarak 50uM sodium nitrit kullaniimgtir.

4.2.4. Akridin Oranj ile Floresan DNA ve RNA Boyamasi

Test maddeleri ile ii¢ giin muamele edilmis lamellerin tizerindeki hiicreler
plakalardan alindi ve 3 kez 2 dakika PBS ile yikandiktan sonra 5 dakika % 70
etanolde bekletildi, 5 dakika igerisinde birkag defa distile su ile yikandi. Sonra 2
dakika PBS’de bekletilidi, oda 1sisinda ve karanlikta 15 dakika akridin oranj
¢aligma ¢ozeltisi ile fikse ederek boyandi. Boyay: uzaklagtirmak i¢in 4 kez PBS
ile yikandi. lameller hiicrelerin bulundugu kisimlar arada kalacak sekilde tizerine
birer damla PBS damlatilmig lamlarin iizerlerine kapatildi. Lamellerin etraflarina
seffaf tirnak cilast siirlilerek sabitlestirildikten sonra floresan mikroskobunda
incelendi ve fotograflan ¢ekildi (Celis 1998, Kasten 1981; Korkmaz, 2002). Boya
151kta bozuldugu igin preparatlar karanlikta bekletildi.

4.2.5. Istatistiksel Degerlendirmeler

Elde edilen sonuglar, SPSS istatistik programinda giinler ve- gruplar
parametrelerine karsi tek yon ANOVA ve post-hoc olarak Tukey kullanilarak
degerlendirildi.
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5. AMAC

Kanser hastaligi neden oldugu mortilite ve psikolojik bozukluklardan
dolayr hep gondemde olmustur. Maalesef en ¢ok aragtirilan konulardan biri
olmasina ragmen heniiz radikal tedavisi bulunamamaktadir.

Oliim orani agisindan akciger kanseri ilk siray1 almaktadir (Kayaalp,
2002). Akciger kanserleri bir ¢esidi olan kiigiik hiicre dig1 akciger kanserine karsi
paklitaksel etkili bulunmus (Korkmaz, 2002). Paklitaksel ayrica sisplatine direngli
over karsinomaya karst (Runowicz ve ark., 1995) yiiksek etkiye sahip bir
antineoplastik ajan oldugunu anlasilmistir (Makino ve ark., 2001).

Nitrik oksid donorleri tarafindan kanser hiicrelerin kemoterapiye karsi
gosterdigi rezistanst dusiiriildiigiinti gosterilmigtir (Matthews, 2001).bu sonucu
gosteren ¢aligma NO donorleri kemoterapi ajanlarmin potansiyelini arttirarak
avantaj sagladigimi ve bu nedenle NO donorlerini diisik dozlari kemoterapi
ajanlar: ile kombine ederek kullanilmasi onermigtir.

 Bundan dolay1 bu ¢alismada, paklifcaksel ile NO donorii olan SNP kombine
ederek, akciger ve over kanser hiicreleri iizerinde nasil bir etki gosterdigini

arastirmay1 amagladik.
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6. BULGULAR
6.1. Paklitaksel Sonuclar:

6.1.1. Paklitakselin MTT ol¢iimii Sonuclar:

120 -

NIH3T3

|~—6—DMSO

-
bl

100 +

80 -

60 -

%Mitokondrial aktivite
-
(=)

N
o
!

—H--Pac 0,8nM

~—&—Pac 4nM

—¥—Pac 20nM

—¥—Pac 100nM

o

3
Zaman (giin)

SEKIL 1. Paklitakselin NIH3T3 hiicreleri iizerine MTT proliferasyon testi olgiimi ile
degerlendirilmeleri. (¥) Gunlere gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama

degerler + St. Hata (n = 6)

120

80 -

60 -

40 -

%Mitokondrial aktivite

20 -

A549

100 R\\f

—— DMSO
—#— Pac
0,8nM
—&—Pac 4nM
—¥—Pac 20nM

—¥—Pac
100nM

T

Zaman (glin) 3

SEKIL 2. Paklitakselin A549 hiicreleri tzerine MTT proliferasyon testi olgimii ile
degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama

degerler + St. Hata (n = 6)
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120

100

80

60 -

40

%Mitokondrial aktivite

20 -

HelLa

Fzﬁ—"::r\—*'/! —e—DMSO
» . - Pac 0,8nM

—&—Pac 4nM

~—¥—Pac 20nM

—¥—Pac 100nM

¥ T T

3
Zaman (gln)

SEKIL 3. Paklitakselin HeLa hiicreleri iizerine MTT proliferasyon testi olgiimii ile
degerlendirilmeleri. (*) Ginlere gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama

degerler + St. Hata (n = 6)

6.1.2. Paklitakselin nitrit l¢iimii sonuclar:

Nitrit konsantrasyonu {(microM)

NIH3T3

T

3 4

1 2

Zaman (glin)

OKontrol

ODMSO [IPac0,8 nM Pac 4nM WPac 20 nM BPac 100nM

SEKIL 4. Paklitakselin NIH3T3 hiicreleri tizerine Nitrit konsantrasyonu olciimir ile
degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamh farkhiliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama
degerler + St. Hata (n = 6)
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NIH3T3

8 -
g
s 77
g8 .
E J
2 5.
fe
=0 44
ES
sEs
b= * %
£ 2]
3
§ 1
£
x 0 '

1 2 Zaman (gtin) 4

OKontrol ODMSO [Pac 0,8nM BPac 4nM #Pac 20nM M Pac 100nM !

SEKIL 5. Paklitakselin NIH3T3 hiicreleri iizerine Nitrit konsantrasyonu ol¢iimi hiicre
proliferasyonu ile oranlayarak degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamh farkhbkiar.

Anlamhlik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)

A549

25
2,25

Nitrit Konsantrasyonu (microM)

1 2 Zaman (giin) 3 4

[ Kontrol DMSO fPac 0,8nM Pac 4nM W Pac 20nM B Pac 100nM

SEKIL 6. Paklitakselin A549 hicreleri iizerine Nitrit konsantrasyonu olgiimit ile
degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama
degerler + St. Hata (n = 6)
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A549

% Huicre Urettigi nitrit
konsantrasyonu (microM)

Zaman (giin)

O Kontrol aDbMSoO OPac 0,8nM BPac 4nM 8 Pac 20nM M Pac 100nM

SEKIL 7. Paklitakselin A549 hiicreleri iizerine Nitrit konsantrasyonu olgiimii hiicre
proliferasyonu ile oranlayarak degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlaml farkliliklar.
Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)

Hela

N
(3]
i

2,25 -

N
:

1,75 1

-
[3,]
1

1,25 -

0,75 1

o
n
X

0,25 -

Nitrit Konsantrasyonu {microM)

o

3 4
0 Kontrol 0 DMSO 3 Pac 0,8nM 0 Pac 4nM @ Pac 20nM B Pac 100nM

1 2 Zaman (giin)

SEKIil. 8. Paklitakselin HeLa hiicreleri iizerine Nitrit konsantrasyonu olgiimii ile
degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamh farkliliklar. Anlamhlik degeri p<0,05, Ortalama
degerler + St. Hata (n=6)
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Hela

%Hiicre Urettigi nitrit konsantrasyonu

1 2 Zaman(gin) 3 4

OKontrol ODMSO OPac 0,8nM BPac 4nM B Pac 20nM W Pac 100nM

SEKIiL 9. Paklitakselin HeLa hicreleri tizerine Nitrit konsantrasyonu dlgiimii  hiicre
proliferasyonu ile oranlayarak degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli farkliliklar.

Anlamlhilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)
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6.1.3. Paklitakselin akridin oranj boyama sonuclari

Sekil 10. Paklitaksel uygulanan NIH3T3 hiicrelerin akridin oranj ile boyamas: sonucunda
floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri. Kirmuzi-RNA, Sari-yesil DNA. a- Kontrol, b-
DMSO, c- 0,8 nM, ‘d- 4 nM, e-20 nM, £-100 nM Paklitaksel. (lcm = 62,5 pm, biiyiitme
1600X)
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Sekil 11. Paklitaksel uygulanan AS549 hiicrelerin akridin oranj ile boyamasi sonucunda
floresan mikroskobunda elde edilen gorintiileri. Kirmizi-RNA, Sart-yegil DNA. a- Kontrol, b-
DMSO, c- 0,8 nM, d- 4 nM, e-20 nM, £-100 nM Paklitaksel. (lcm = 62,5 pm, bityiitme
1600X)
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Sekil 12. Paklitaksel uygulanan HeLa hiicrelerin akridin oranj ile boyamasi sonucunda
floresan mikroskobunda elde edilen goriintileri. Kirmizi-RNA, San-yesil DNA. a- Kontrol, b-
DMSO, c- 0,8 nM, d- 4 nM, e-20 nM, f100 nM Paklitaksel. (lcm = 62,5 pm, biyatme 1600X)
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6.2. Paklitaksel ve SNP 20 uM kombinasyonu sonuclari
6.2.1. Paklitaksel ve SNP 20 pM kombinasyonunun MTT élciimii

sonuclari
NIH3T3 —é—DMSO
120 - —il— SNP 20 microM
—&--Pac 0,8nM
100 - > —— —— —*
2 N ~&—Pac 0,8nM+ SNP
g 80 20microM
© —&—Pac 4nM
5
T 901 —8—Pac 4nM+ SNP
% 20microM
g 40 - —¥—Pac 20nM
x
20 4 ——Pac 20nM+ SNP
20microM
o —¥—Pac 100nM
1 2 3 4 —&—Pac 100nM+ SNP
Zaman (giin) 20microM

SEKIL 13. Paklitaksel ve SNP 20uM kombinasyonu NIH3T3 hicreleri iizerine MTT
proliferasyon testi olgiimii ile degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlaml farklibiklar.

Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)

—e— DMSO
A549
—&— SNP 20microM
120 . —=— Pac 0,8nM
100 - * —m— Pac 0,8nVi+-SNP
£ . 20microM
-é- 80 * —a— Pac 4nM
© >
E - —e— Pac 4nM+SNP
B 0 1 i 20microM
e -—¥— Pac 20nM
S 40
§ Pac 20niV+SNP
® 5 20mmicroM
—¥— Pac 100nM
0 ‘ ‘ ‘ " | —e— Pac 100nM+SNP
1 2zam an (gln) 3 4 20microM

SEKIL 14. Paklitaksel ve SNP 20pM kombinasyonu AS549 hiicreleri tzerine MTT
proliferasyon testi olgiimii ile degerlendirilmeleri. (*) Ginlere gére anlamli farkliliklar.

Anlamhlik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)
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Hela
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SEKIL 15. Paklitaksel ve SNP 20uM kombinasyonu HeLa hiicreleri iizerine MTT

proliferasyon testi olgiimii ile degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli farkliliklar.

Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)

6.2.2. Paklitaksel ve SNP 20 pM kombinasyonunun nitrit odl¢iimii

sonuclar

Nitrit konsantrasyonu {microM)

NIH3T3

1 2 Zaman (giin) 4
C1Kontrol aoDMsSo EISNP 20microM
O Pac 0,8nM B Pac 0,8nM+ SNP 20microM BPac 4nM
BPac 4nM+ SNP 20microM B®Pac 20nM B Pac 20nM+ SNP 20microM
B Pac 100nM W Pac 100nM+ SNP 20microM

SEKIL 16. Paklitaksel ve SNP 20uM kombinasyonu NIH3T3 hiicreleri {izerine Nitrit

konsantrasyonu olgiimii ile degerlendirilmeleri. (*) Giinlere goére anlamhli farkhliklar.

Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)
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Nitrit konsantrasyonu {microM)

A549

2 Zaman (giin) 3 4

OKontrol

[1Pac 0,8nM

W Pac 4nM+SNP 20microM
@ Pac 100nM

ODMSO 3 SNP 20microM

BPac 0,83nM+SNP 20microM BPan 4nM

WPac 20nM B Pac 20nM+SNP 20microM
BPac 100nM+SNP 20microM

SEKIL 17. Paklitaksel ve SNP 20uM kombinasyonu A549 hiicreleri iizerine Nitrit
konsantrasyonu 6l¢iimii ile deBerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlaml farkhihklar.
Anlamlilik deferi p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)

Hela
14 -
3
g 12 |
E
5 10
e *
S
(")
g
[~
]
=
]
x
E
=
2
1 2  Zaman (glin) 3 4
DO Kontrol ODMSO CISNP 20microM
OPac 0,8nM BPac 0,8nM+SNP 20microM Pac 4nM
M Pac 4nM+SNP 20microM W Pac 20nM HPac 20nM+SNP 20microM
W Pac 100nM HWPac 100nM+SNP 20microM

SEKIL 18. Paklitaksel ve SNP 20uM kombinasyonu HeLa hiicreleri iizerine Nitrit
konsantrasyonu ol¢imii ile degerlendirilmeleri. (*) Ginlere goére anlaml farkliiklar.
Anlamliiik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)
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6.2.3. Paklitaksel ve SNP 20 pM kombinasyonunun akridin oranj boyama

sonuclar

Sekil 19. Paklitaksel ve SNP 20uM kombinasyonu uygulanan NIH3T3 hicrelerin akridin
oranj ile boyamasi sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen gérimntileri. Kirmizi-RNA,
Sari-yesil DNA. a- Kontrol, b- DMSO, ¢- SNP20uM, d- 0,8 nM Pac + SNP20uM, e- 4 nM
Pac + SNP20uM, £-20 nM Pac + SNP20uM, g- 100 nM Pac + SNP20uM. (lcm = 62,5 um,
bityiitme 1600X)
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Sekil 20. Paklitaksel ve SNP 20uM kombinasyonu uygulanan A549 hiicrelerin akridin oranj
ile boyamas: sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goruntiileri. Kirmizi-RNA, San-
yesil DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- SNP20uM, d- 0,8 nM Pac + SNP20uM, e- 4 nM Pac +
SNP20uM, £-20 nM Pac + SNP20puM, g- 100 nM Pac + SNP20pM. (1cm = 62,5 um, biiyiitme

1600X)
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Sekil 21. Paklitaksel ve SNP 20uM kombinasyonu uygulanan Hel.a hiicrelerin akridin oranj
ile boyamasi sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintileri. Kirmizi-RNA, Sari-
yesil DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- SNP20uM, d- 0,8 nM Pac + SNPZ0uM, e- 4 nM Pac +
SNP20uM, £-20 nM Pac + SNP20pM, g- 100 nM Pac + SNP20uM. (1cm = 62,5 pm, biiyiitme
1600X)
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6.3. Paklitaksel ve SNP 100 pM kombinasyonu sonuclar

6.3.1. Paklitaksel ve SNP 100 pM Kkombinasyonunun MTT dlciimii

sonuclar:
NIH3T3 —$—DMSO
120 - - SNP 100microM
100 - . —— — -4 Pac 0,8nM
.g 80 —@—Pac 0,8nM+
& 4 SNP100microM
% ——Pac 4nM
L 60
£ ——Pac 4nM+
§ SNP100microM
£ 40 4
3 ~3¥—Pac 20nM
20 | ——Pac 20nM+
SNP100microM
o —3—Pac 100nM
1 2 Zaman (gun) 3 s Pag 100nM+
SAID4ON0 2 EV

SEKIL 22. Paklitaksel ve SNP 100pM kombinasyonu NIH3T3 hiicreleri iizerine Nitrit

konsantrasyonu 6lgiimii ile degerlendirilmeleri. (*) Ginlere goére anlamli farkhliklar.

Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)

A549 ——DMSO
. i SNP 100microM
120 -
100! . —&—Pac 0,8nM
g *
2 80 —e—Pac 0,8nM+SNP
% - 100microM
:g 60 - :* —d— Pac 4nM
8
40 |
_'é -~ Pac 4nM+-SNP
= 20 4 100microM
-~ Pac 20nM
0 T
1 2 3 —3—Pac 20nM+SNP
Zaman (giin) 100microM

===Pac100nMt—
SEKIL 23. Paklitaksel ve SNP 100uM kombinasyonu AS549 hiicreleri iizerine Nitrit

konsantrasyonu o6lgimii ile degerlendirilmeleri. (*) Giinlere goére anlaml farklihiklar.

Anlamlihik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)
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120 - -~ SNP 100microM
. 100 4 —&—Pac 0,8nM
:;. —&—Pac 0,8nM+SNP
© 80 - 100microM
@ —&—Pac 4nM
o
5§ 60 -
z —a— Pac 4nM+SNP
§ 100microM
= 401 —¥—Pac 20nM
20 1 —>—Pac 20nM+SNP
100microM
0 —¥—Pac 100nM
! 2 Zaman (gun)° 4 2 Pac 100nM+SNP
100microM

SEKIL 24. Paklitaksel ve SNP 100pM kombinasyonu HeLa hiicreleri iizerine Nitrit
konsantrasyonu olgiimii ile degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlaml farkhiliklar.
Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)

6.3.2. Paklitaksel ve SNP 100 pM kombinasyonunun nitrit dlciimii

sonuclar:
NIH3T3
- 35
=
[
2
E .
= »*
] .
Y
8
£
g
g
X
Z
1 2 Zaman (glin) 3 4
OKontrol ODpMsSO B SNP 100microM
BPac 0,8nM DO Pac 0,8nM+ SNP 100microM BAPac 4nM
M Pac 4nM+ SNP 100microM M Pac 20nM B Pac 20nM+ SNP 100microM
M Pac 100nM B Pac 100nM+ SNP 100microM

SEKIL 25. Paklitaksel ve SNP 100pM kombinasyonu NIH3T3 hiicreleri iizerine Nitrit
konsantrasyonu olgiimii ile degerlendirilmeleri. (*) Gunlere gore anlambi farkhiliklar.
Anlamlhilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)
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Nitrit Konsantrasyonu (microM)
[4,]

o
1

A549

2 Zaman (gin) 3 4

O Kontrol

OPac 0,8nM

W Pac 4nM+SNP 100microM
W Pac 100nM

0oDMSO B SNP 100microM

O Pac 0,8nM+SNP 100microM BOPac 4nM

BPac 20nM WPac 20nM+SNP 100microM
M Pac 100nM+SNP 100microM

SEKIL 26. Paklitaksel ve SNP 100uM kombinasyonu AS549 hiicreleri tizerine Nitrit
konsantrasyonu olgiimii ile degerlendirilmeleri. (*) Ginlere gore anlamli farkliliklar.
Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)

HelLa
.35 -
=
2 30 *
2
E 25 - *
= * *
5 20 -
>
8 15 -
g 10 -
c
g 54
=
£ 0
-4
1 2 Zaman (glin) 3 4
B Kontrol DMSO MW SNP100microM
BPac 0,8nM CPac 0,8nM+ SNP100microM BPac 4nM
M Pac 4nM+ SNP100microM B Pac 20nM W Pac 20nM+ SNP100microM
MPac 100nM W Pac 0,8nM+ SNP100microM

SEKIL 27. Paklitaksel ve SNP 100uM kombinasyonu HeLa hiicreleri iizerine Nitrit
konsantrasyonu olglimii ile degerlendirilmeleri. (*) Giinlere gore anlamli farklihiklar.
Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)
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6.3.3. Paklitaksel ve SNP 100 pM kombinasyonunun akridin oranj

boyama sonug¢lar:

Sekil 28. Paklitaksel ve SNP 100uM kombinasyonu uygulanan NIH3T3 hiicrelerin akridin
oranj ile boyamas: sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintileri. Kirmizi-RNA,
Sar1-yesil DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- SNP100uM, d- 0,8 nM Pac + SNP100uM, e- 4 nM
Pac + SNP100pM, £-20 nM Pac + SNP100uM, g- 100 nM Pac + SNP100pM. (lcm = 62,5
pm, biyiitme 1600X)



Sekil 29, Paklitaksel ve SNP 100pM kombinasyonu uygulanan A549 hiicrelerin akridin oranj
ile boyamasi sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen gorintiileri. Kirmizi-RNA, Sari-
yesil DNA. a- Kontrol, b- DMSO, c- SNP100pM, d- 0,8 nM Pac + SNP100uM, e- 4 nM Pac
+ SNP100pM, £-20 nM Pac + SNP100pM, g- 100 oM Pac + SNP100uM. (lcm = 62,5 pm,
biyiitme 1600X)
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Sekil 30. Paklitaksel ve SNP 100uM kombinasyonu uygulanan Hela hiicrelerin akridin oranj
ile boyamas1 sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintileri. Kirmizi-RNA, San-
yesil DNA. a- Kontrol, b- DMSO, ¢c- SNP100uM, d- 0,8 nM Pac + SNP100pM, e- 4 nM Pac
+ SNP100uM, £-20 nM Pac + SNP100uM, g- 100 nM Pac + SNP100puM. (lcm = 62,5 um,
biylutme 1600X)

[

Anadolu’
Merkez |
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7. SONUCLAR VE TARTISMA

7.1. SONUCLAR
7.1.1. Paklitaksel Sonuclan

17.1.1.1. PaKlitakselin MTT Ol¢iim Sonuclar:

Paklitaksel hiicrelerden elde edilen MTT sonuglarina gére NIH3T3
hiicrelerinde 100Nm’lik konsantrasyon haricinde iigiincii giinde ikinci giine
nazaren etki dﬁsﬁsﬁ goriinmektedir, dordiincti giinde ise etki tekrar artmaktadir.
100nM paklitaksel uygulanmas: ile etki tigiincii giine kadar artarak maksimuma
ulagmaktadir, dérdiincii glinde ise artik {iglincii giiniin grafigine benzeyen grafik
alinmaktadir (Sekil 1). A549 hicrelerinde maksimum yamit iglincii giinde
goziikmektedir ve dordiincii giin etki azalisi gézitkmektedir (Sekil 2). HeLa
hiicrelerinde 0,8-4nM konsantrasyonlarda 4nM’1n iiglincli giinde gosterdigi etki
~ haricinde etkisizdir, 20-100nM konsantrasyonlarda ise ilk giinden itibaren
baglayip dbrdﬁncﬁ giine kadar etkil devam etmektedir. Bu hﬁcrelerde metabolizma
ve proliferasyon paklitakselin konsantrasyonuna ve maruz kalma stiresine bagiml

olarak azaldig1 gozlenmektedir (Sekil 3).

7.1.1.2. Paklitakselin Nitrit Ol¢iim Sonuglar

Paklitaksel uygulanmig NIH3T3 hiicrelerinde birinci ve ikinci gilinde
konsantrasyondan  bagimsiz  sekilde nitrit konsantrasyonunda  diigiis
gozlenmektedir, tiglincii ve dordiincti giinlerde ise deisiklikler istatiksel agidan
anlamsizdir (Sekﬂ 4). Nitrit konsantrasyonu, canli kalmis hiicre ylizdesine
oranlandiginda kbnsantrasyona bagimli nitrit artig1 gozilkmektedir ($ekil 5). 0,8-
20nM  paklitaksel uygulanan AS549 hiicrelerinde {iglincli giinde nitrit
konsantrasyonunda  azalma  goriinmektedir, ancak diger doz mitrit
konsantrasyonunda anlamli degisiklige neden olmamaktadir (Sekil 6). Nitrit
konsantrasyonu, canli kalmig hiicre yiizdesine oranlandiginda 20-100 nM
paklitaksel uygulanan hiicrelerde nitrit konsantrasyonuda bir artiy gozlenmektedir

(Sakil, 7). Paklitaksel’in 0,8-100 nM konsantrasyonlart uygulanan HelLa
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hiicrelerinde nitrit konsatrasyonu {izerindeki etki konsantrasyondan bagimsiz
olarak goézlenmektedir (Sekil 8). Nitrit konsantrasyonu, canli kalmis hiicre
ylizdesine oranlandlgmda birinci giinde nitrit konsantrasyonunda diisme
goriinmektedir, 20-100nM paklitaksel konsantrasyonu uygulanan hiicrelerde
* ikinci glinden itibaren konsantra_syona bagimli bigcimde saliverilen nitrit

konsantrasyonunda artig gzlenmektedir (Sekil 9).

7.1.1.3. Paklitakselin Akridin Oranj Boyania Sonuglan

1) NIH3T3 hiicreleri (Sekil 10)

Kontrol: Hiicreler saglikli, ¢ekirdekler tek, hiicre kenarlar belirgin.

DMSO: Hiicreler éras1 uzantilar kisalmis.

Pac 0,8nM: Az sayida vakiil, mikroniikleus ve apoptotik cisimcikler igeren
hiicreler gortlmiistiir.

Pac 4nM: Hiicre say1st azalmis ve bilylimiis, apoptotik cisimcikler mevcuttur.

Pac 20nM: Hicreler tiimii apoptotik cisimcikler ¢ok sayida igermektedir.
Hiicreler biiylimiis ve kenarlar kalkm1§t1r

Pac 100nM: Hucre kenarlar diizelsiz, vakiiller buyuk ve c;oksaylda

2) A549 hiicreleri (Sekil 11)

Kontrol: Hiicreler saglikli, ¢ekirdekler tek.

DMSO: Hiicreler saglikli, gekirdekler tek.

Pac 0,8nM: Hﬁcreierin ¢ekirdekleri boliinmek tizere iken goriintiisii mevcut, bazi
cekirdekler pargali.

Pac 4nM: Sitoplazma sinirlan belirgin degil, apoptotik cisimcikler ¢ok sayidadir.
Pac 20nM: RNA sentezi ¢ok azalmis, apoptotik cisimcikler ¢ok sayida, hiicrelerin
bazilari uzanllgtlf.

Pac 100nM: Hiicreler azalmig, biiylimiis ve vakiil igermektedir. RNA sentezi

goriinmemektedeir.
3) HeLa hiicreleri (Sekil 12)

Kontrol: Hiicreler kalabalik, ¢ekirdekler par¢calanmamigtir.

DMISO: Hiicreler aras1 uzantilar kisalmigtir.
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Pac 0,8nM: Cekirdekler bazilan ikili veya iiglii, RNA sentezi mevcuttur.

Pac 4nM: Hiicreler ¢ok sayida apoptotik cisimcikler igermektedir, Sitoplazma
kenarlari belirgin degildir.

Pac 20nM: Sitoplazma niteligi kaybetmis, ¢ekirdekler pargalayarak apoptotik
cisimcikler olusturmustur. |

Pac 100nM: Hiicreler ¢ok azalmus, ¢ekirdekler ikili veya tiglii, hiicre hacminde bir

az biliylime vardir.
7.1.2. Paklitaksel ve SNP 20 pM Kombinasyonu Sonuglar

7.1.2.1. Paklitaksel ve SNP 20pM Kombinasyonunun MTT Olgiim Sonuclari
Paklitaksel ile SNP 20uM kombinasyonu uygulanan NIH3T3 hiicrelerinde
maksimum cevap igiincli ve dordiincii giinlerde Pac 4nM + SNP 20uM
kombinasyonu ile gézitkmektedir. SNP 20uM tek baginda uygulandiginda etkisi
ikinci glinden baglayarak dordiincii giine artarak devam etmektedir. Sonug olarak
bu kombinasyon ile NIH3T3 hiicreleri tizerinde hem sinerjistik etki olusmakta -
hem de etki uzamas: saglamaktadir (Sekil 13). A549 hﬁcrelerinde vPac 100nM +
SNP 20uM kombihasyonu disindaki konsantrasyonlar maksimum cevaplar ikinci
glinde ortaya ¢ikarmaktadir, Pac 100nM + SNP 20 pM kombinasyonuyla ise dort
giin boyunca hemen hemen ayni cevap goriilmektedir. Burada kombinasyon, etki
siddetini arttirmazken etki siiresini uzatmaktadir (Sekil 14). Kombinasyonun
HelLa hiicreleri lizerinde sagladigi etki paklitakselinkinden daha fazladir, ancak
dordincii giinde kombinasyonun etkisi azalarak paklitaksel etkisine
benzemektedir. Burada kombinasyon etki stiresinde uzama saglamazken etkinin

siddetini arttirmaktadir ($ekil 15).

7.1.2.2. Paklitaksel ve SNP 20pM Kombinasyonunun Nitrit Ol¢iim Sonuglart
Paklitaksel‘ ile SNP 20uM kombinasyonu uygulanan NIH3T3 (Sekil 16),
A549 (Sekil 17) ve HeLa (Sekil 18) hiicrélerinde nitrit konsantrasyonunda zamana
bagh artislar gézitkmektedir. A549 hiicrelerinde kombinasyonun orta dozlar1, SNP
20 uM neden Old;.lgll nitrit artisina nazaren daha diisiik artisa neden olmaktadir

(Sekil, 17). Buna benzer bigimde, NIH3T3 hiicrelerinde birinci giinde tiim
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kombine konsantrasyonlarda goziikmekle beraber, diger giinlerde diisiis orta
dozlarda gozitkmektedir (Sekil 16). HeLa hiicrelerinde ise sadece birinci ve
dordiincii giinde 4-20 nM paklitaksel dozlari ile kombine edilmis 20uM SNP
konsantrasyonuyla elde edilene benzeyen bir cevap gozlenmektedir, ikinci giinde
onemli degisiklik ‘olma'zken tiglincili giinde SNP’li kontrol grubuna nazaren artig
gozitkmektedir (Sekil 18). |

7.1.2.3. Paklitaksel ve SNP 20pM Kombinasyonunun Akridin Oranj Boyama
Sonuglar

1) NIH3TS3 hiicreleri (Sekil, 19)

Kontrol: Hiicreler saghikli, ¢ekirdekler tek, hiicre kenarlar1 belirgin.

DMSO: Hiicreler aras1 uzantilar kisalmas.

SNP 20pM: Hiicrelerin durumu iyi.

Pac 0,8nM+SNP20: Hiicreler ¢cogu ig seklindedir.

Pac 4nM+SNP 20 pM: Hiicreler biiyikk ve ig seklinde, hiicreler fazla sayida
vakuol ig:ermektedir. |

Pac 20nM-+SNP 20pM: Sitopla'ima kotii durumda, hiicre kenarlart belirgin degil,
apoptotik cisimciklér ¢ok sayidadir.

Pac 100nM+SNP 20uM: Cekirdek fragmantasyonu ve vakuoller artmugtir.

2) A549 hiicreleri (Sekil, 20)

Kontrol: Hiicreler saglikli, ¢ekirdekler tek.

DMSO: Hiicreler Saghkh, cekirdekler tek.

SNP 20puM: Cekirdekler saglam. Hiicreler kontrol grubuna benzemektedir.
Pac 0,8nM+SNP 20pM: Cekirdeler parlak ve gogu i)argalanarak apoptotik-
cisimcikler olustﬁ:mustur. |

Pac 4nM+SNP 20uM: Hicre igindeki apoptotik cisimcikler parlak ve sayisi
artmistir.

Pac 20nM+SNP 20pM: Hiicre hacminde biraz artis vardir, apoptotik cisimcikler
mevcut ve ¢ok parlaktr.

Pac 100nM+SNP:20uM: RNA sentezi azalmus, apoptotik cisimciklerin goriintiisti

mevcut ve gok parlaktir.
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3) HeLa hiicreleri (Sekil, 21)

Kontrol: Hiicreler kalabalik, ¢ekirdekler par¢alanmamustr.

DMSO: Hiicreler araél uzantilar klsaimlstlr. - ' _

SNP 20pM: Sitoplazma iyice bozulmus ve dagilmigtir, ¢ekirdekler tek ve ¢ok
parlaktir.

Pac 0,8nM+SNP 20pM: Cekirdekler ikili veya iiglii, prometafaz ve metafaz
gOriuntiisii mevcuttur,

Pac 4nM+SNP 20puM: Hiicre kenarlar belirgin degil, apoptotik cisimcikler tiim
hiicrelerde ve ¢ok sayida bulunmaktadir.

Pac 20nM+SNP 20pM: Hiicrelerin sayist ¢ok azalmig ve biiyikk vakuoller
igermektedir, hiicre hacmi biiyiimiis ve apoptotik cisimcikler icermektedir.

Pac 100nM+SNP 20uM: Sitoplazma sinirlar1 belirgin degil, hiicre hacmi

biiylimiis ve apoptotik cisimcikler igermektedir.

7.1.3. Paklitaksel ve SNP 100pM Kombinasyonu Sonuglari

7.1.3.1. Paklitaksel ve SNP 100uM Kombinasyonunun MTT Olgiim Sonuglar

SNP ile kombine edilmis 0,8-100 nM paklitaksel konsantrasyon araligi ile
iglinci glinde maksimum cevap alinmaktadir. Dordiincti glindeki cevap ise,
liclincli giine benzemektedir (Sekil 22). Kombinasyonun AS549 hiicrelerinde
igincii giinde gosterdigi etki paklitakselin 20nM’lik konsantrasyonun gosterdigi
cevaba benzemektedir. Paklitaksel’in 100nM’lik konsant_résyonu ise iglinci
glinde kombinasjrondan etkilidir, dérdiincii gﬁnde ise kombiné etki paklitakselden
fazladir. Burada kombinasyon etki siddetinde artis saglamazken, etki siiresini
uzatmaktadir (Sekil 23). HeLa hiicrelerinde ise kombinasyon, tek basina

paklitakselden daha etkili goziikmektedir'(Sekil 24).
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7.1.3.2. Paklitaksel ve SNP 100pM Kombinasyonunun Nitrit Olgiim
Sonuglari

Kombinasyon veya tek basina SNP 100pM uygulanan NIH3T3
hiicrelerinin saliverdigi nitrit konsantrasyonunda zamana bagimli bi¢imde artma
- gbziikmektedir. Kombinasyon orta dozlan ikinci gﬁnden‘itibaren SNP 100uM
kontrol grubuna nazaren daha diigiik nitrit konsantrasyonu olusturmaktadir (Sekil
25). A549 hiicfeleri ise NIH3T3 hiicrelerin cevabma benzeyen cevaplar
vermektedir (Sekil, 26). Kombinasyonun ilk {ic dozu uygulanan HeLa
hiicrelerinden saliverilen nitrit konsantrasyonu, SNP 100pM kontrol grubuna gore
konsantrasyona bagimli diiglis gdstermektedir. Kombinasyonun dordiincii
konsantrasyonunda ise azalmadaki fark zamanla kapanarak doérdiincti giinde SNP

100 uM kontrol grubuna benzemektedir (Sekil 27).

7.1.3.3. Paklitaksel ve SNP 100pM Kombinasyonunun Akridin Oranj
Boyama Sonuglan

1) NIH3T3 hiicreleri (Sekil 28)

Kontrol: Hiicreler saglikl, gekirdékler ték, hicre kenarlart belirgin.

DMSO: Hiicreler éras1 uzantilar kisalmis.

SNP 100 pM: Hﬁcrelerde belirgin azalma vardir.

Pac 0,8nM +SNP 100 pM: Sitoplazma dagilmis, ¢ekirdekler parlak ve tek.

Pac 4nM +SNP 100 pM: Sitoplazma dagilmis, apoptotik cisimcikler olusmustur.
Pac 20nM +SNP 100 pM: Mikroniikleus ve apoptotik cisimcikler olugmustur.
Pac 100nM +SNP 100 pM: Hiicre kenarlari belirgin degil vakiiller biyiik ve

fazla sayida, apoptotik cisimcikler olusmusgtur.

2) A549 hiicreleri (Sekil 29)

Kontrol: Hiicreler saglikli, gekirdekler tek.

DMSO: Hiicreler saglikli, ¢ekirdekler tek.

SNP 100 pM: Hiicre simirlar belirgin degil.

Pac 0,8nM +SNP 100 pM: Hiicre sinrlar belirgin degil, apoptotik cisimcikler
olusmustur.

Pac 4nM +SNP 100 pM: Apoptotik cisimcikler ¢ok sayida ve parlaktir.
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Pac 20nM +SNP 100 pM: Pargalanmis gekirdek sayisi azalmus, bazi hiicrelerde
vakiil olusmustur.
Pac 100nM +SNP 100 pM: Hiicreler tiimiinde apoptotik cisimcikler olusmustur,

apoptotik cisimcikler parlaktir.

3) HeLa hiicreleri (Sekil, 30)

Kontrol: Hiicreler kalabalik, ¢ekirdekler par¢alanmamustir.

DMSO: Hiicreler arasi uzantilar kisalmastir.

SNP 100 pM: Hiicre kenarlar belirgin degil, niikleus normal gériinmektedir.

Pac 0,8nM +SNP 100 pM: pro-metafaz ve metafazda kalan hiicreler goriiniir,
baz: hiicrelerde apoptotik cisimcikler olusmustur.

Pac 4nM +SNP‘ 100 uM: apoptotik cisimcikler olugsmustur, hiicre sinirlar
belirgin degildir.

Pac 20nM +SNP 100 pM: sitoplazma dagilmistir, apoptotik cisimcikler ¢ok
sayida olusmustur.

Pac 100nM +SNP 100 pM: apoptotik cisimcikler olusmustur ve bazilar
dagllmlstlr,’ hiicreler bi'lyﬁmiis ve vakﬁlle‘r' olsmustur, Sitoplazma niteligi

kaybetmistir.
7.2. TARTISMA

Paklitaksel ile sodyum nitroprussid’in yaygin baz1 kanser hiicreleri (HeLa
ve A549) iizerindeki kombine etkilerini normal (saglikli) hiicreler olan NIH3T3
ile kargilagtirmali olarak aragtirmay1 amaglayan bu tez kapsaminda elde edilen
bulgular, sézkonusu kombinasyonun klinik uygulamalar i¢in yararh olabilacegine =
iliskin bazi ipugiarl vermektedir. Paklitaksel son yillarda antineoplastik tedavi
amaciyla 6zellikle rahim, over ve metastatik meme kanseri olgularinda yaygin
bigimde kullanilamilan bir ilagtir (Runowicz ve ark., 1993). Sodyum nitroprossid
ise NO donorii 6zelligi tastyan antihipertansif etkili bir bilesiktir ve esas olarak

hipertansif kriz tedavisinde kullamlmaktadir (Ulker, 2000).



Literatiirde hem NO kanser iligkisini aragtiran (Kolb, 2000; Lamas ve ark.,
1998; Martin ve ark.,, 1999) hem de paklitaksel’in normal ve neoplastik
hiicrelerdeki NO yapimu iizerine etkilerini irdeleyen (Al-alami ve ark., 1998;
Mullins ve ark., 1997; Su ve ark., 2002) ¢esitli aragtirmalar bulunmaktadir.
Paklitaksel’in neoplastik hiicrelerdeki NO yapimi iizerine etkisini aréstlran tek
¢alisma ise Al-alami ve ark. (1998) tarafindan gergeklestirilmis ve bu maddenin
kiiltiirlenmis insan l6semi hiicrelerinde (MHH225 CD34" ve U937 CD34) NO
yapimini arttirdigt saptanmistir. Laboratuvarimizda yapilan bir diger ¢alismada da
paklitaksel’in insan C6 glioblastoma multiforma hiicrelerinde NO diizeylerini
degistirdigi gosterilmistir (Abdallah ve ark., 2003). Dolayisiyla, paklitaksel’in
timdr hiicrelerindeki NO yapimi tizerine etkilerinin az sayida arastirmaya konu
oldugunu belirtmek yanlis olmayacaktir. Bu tez ¢alismasinda, paklitaksel’in HeLa
over timorl ve A549 akciger kanseri hiicrelerinde NO yapimin: arttirdii sonucu
ilk kez tarafimizdan gozlenmigtir. Bilinen bir NO donorii olan SNP test ettigimiz
biitiin kiiltiir hiicrelerinin medyumlarindaki nitrit konsantrasyonlarim  arttirmustir.
Tahminlerimizle uyumlu olan bu gozlem, kiiltiir ortamlarindaki NO salinimim

dogrulamaktadir.

Teorik beklentilerimiz dogrultusunda, paklitaksel’in hem kanser hiicreleri
olan HeLa ve A549 hem de normal hiicreler olan NIH3T3 {lizerinde apoptotik,
sitostatik ve sitotoksik etkilerini gbzlemledik. Paklitaksel’in mikotiibiil
fonksiyonlarim bozucu ozellikleri nedeniyle ortaya ¢ikan bu etkiler literatiir
verileri ile tam bir uyum gostermektedir.(Runowicz ve ark., 1993; Das ve ark.,
2001; Korkmaz, 2002). Paklitaksel’in A549 hiicrelerindeki apoptotik, sitostatik ve
sitotoksik etkileri ise daha Onceki ¢aligmalar ile rapor edilmistir ve bunlarin
sonuglérl da tezin deneysel verileri ile uyumludur (Das ve ark., 2001; Korkmaz,
2002)

Nitrikoksit donérlerinin, bu ardda SNP’in gesitli normal ve neoplastik
hiicrelerde 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 gosteren ¢ok sayida
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arastirma daha once gesitli arastirma gruplarn tarafindan gergeklestirilmistir.
Ancak, ne HeLa ne de A549 hiicrelerinde SNP’in bu tiir etkileri daha 6nce baska
bir aragtiric: tarafindan incelenmemistir. Ilk kez bu tez deneyleri gercevesinde elde
edilen bulgular ile her iki hiicre tipinde de, zamansal farkliliklar gdstermesine

karsin, SNP’in apoptik ve anfiproliferatif etkileri saptanmugtir.

Paklitaksel ile SNP kombinasyonun hiicre proliferasonu iizerine etkileri bu
tezin en ilging bulgular olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Paklitaksel ile NO veya
NO donérlerinin apoptozis ve hiicre proliferasyonu baglaminda etkilegimini
arastiran ve daha Onceden gerceklestirilmis tek bir arastirma mevcuttur. Buna
gbre, NO’in noronlardaki apoptotik etkisi paklitaksel ile kimen Onlenmektedir
(Nicotara ve ark., 1995). Ancak, tiimor hiicrelerinde bu tiir bir etkilesim daha 6nce
hi¢ arastinlmamustir. Ilk kez bu tez kapsaminda kanser hiicreleri tizerinde
arastirilan paklitaksel ve SNP kombinasyonu bize bir olgilide g¢arpict bulgular
saglamistir.Buna gore SNP, ya etki siiresinin uzamasi ya da etki siddetinin artmasi
tarzinda paklitakselin antineoplastik etkisini potansiyalize etmektedir. Bu gozlem,
paklitaksel’in klinik kullan1m1‘ ag:fsmdarf yarar‘sagléyabiltecék niteliktedir, g:unku
bu etkilesim sayésinde paklitaksel’in antineoplastik dozu diisiiriilebilecek ve
boylece “yan etkiler” bir 6l¢iide de olsa azaltilabilecektir. Olasi diger bir yarar ise,
timor hﬁcreleriﬁin klinikte uygulanan paklitaksel yiiksek dozuna karst
gelistirebilecegi “rezistans olgusunun” bu tiir bir kombinasyon sayesinde
onlenebilmesidir, ' ¢linkii kombinasyon ile belki de paklitaksel antineoplastik
tedavi dozu diisiirillebilecektir. Burada, paklitaksel ve SNP kombinbasyonu ile
ilgili olas1 tek sakinca, SNP’in olusturacagi hipotansif etkidir, ¢tinkii
deneylerimizde kullandigimiz SNP konsahtrasyonlarl in vitro derieylerde
vazodilatasyon konsantrasyonllardan‘ daha yiiksektir (Karimi ve ark., 2002;

Fujimoto ve ark., 2003).

Sonu¢ olarak, bulgulannmiz en azindan sodyum nitroprussidin
antineoplastik tedaviye yardimci bir ajan olarak katilabilecegini ve bazi klinik
yararlarinin olabilecegini diigiindiirmektedir. Ancak bu konuda daha kesin bir

yargtya varabilmek i¢in daha detayl arastirmalara gereksinim vardr.
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