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ONSOZ

Malign hastaliklar kontrolsiiz asir1 hiicre ¢ogalmasinin ve farklilagmasinin
oldugu hastaliklar olarak tanimlanir. Ancak asir1 ¢ogalmanin yaninda azalmig
apoptotik hiicre 6liim hizinin da kanser gelisiminde rol oynadigi goriilmiistiir.
Fizyolojik Omriinii tamamladigi halde c¢esitli nedenlerle apoptozise gidemeyen

hiicreler kanser hiicrelerine doniisme potansiyeline sahiptir.

Apoptozis pek ¢ok farkli yolla uyarilabilir. Bu yollar, hiicre membranindaki
Olim reseptorlerinin uyarilmasi, biiyiime faktorii eksikligi, toksinler, oksidatif stres,
antikanser ajanlar, radyasyon ve hiicre disindan fazla miktarda Ca™" iyonlarinin girisi

++5

ya da endoplazmik retikulumdan Ca™ ’un sitoplazmaya salinmasi olarak siralanabilir

Akut oksidatif stres ile apoptozisin uyariminin saglanmasi giiniimiizde kanser
tedavisinde kullanilan kemoterapétik ajanlarin etki mekanizmalarindan biridir.
Glinlimiizde kanser tedavisinde kullanilan pek ¢ok ilag ROS iiretimi ile kanserli
hiicreleri  6ldiirmektedir. Bu nedenlerden dolay1r oksidatif stres giiniimiizde

biyomedikal alanda pekgok ¢alismanin konusu olmaktadir.

Paraquat ve diquat hiicrelerde siiperoksid radikali ve hidrojen peroksid

olusumuna yol acarak oksidatif stres olusturmaktadir.

Apoptoziste en onemli biyokimyasal olaylardan biri endojen endoniikleaz
enziminin aktivasyonu ile DNA’nin kirilmasidir. Bu enzim Ca™ ve Mg bagiml
oldugundan aktivasyonu i¢in hiicre i¢i kalsiyumun artmasi gerekmektedir. Enzim,
DNA’y1 180-200 baz ¢iftlik pargalara ayirarak kirilmalar olusturur ve jel

elektroforezinde merdiven paterninin olugmasina yol agar.
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Apoptozis siiresince mitokondri dig membraninda gecirgenlik artist meydana
gelir. Bunun sonucunda da mitokondri i¢ ve dig membrani arasinda bulunan sitokrom

c ve diger proteinler sitozole ¢ikarlar.

Apoptoziste gorev alan kaspazlar ise kendi aralarinda baslatici (kaspaz 2, 8, 9,
10, 12) ve efektor (kaspaz 3, 6, 7, 14) olarak iki alt gruba ayrilmistir. Kaspazlar
birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir kaskada neden olurlar. Baslatic1 kaspazlar
apoptotik uyartyla baslayan oliim sinyallerini efektor kaspazlara iletirler. Efektor
kaspazlar ise ilgili proteinleri (6rn.; aktin,niikleer membran proteini lamin A, DNA
rejenerasyonunda rol alan poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) parcalayarak

apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar.

Bu calisma kapsaminda, oksidatif stres kaynagi oldugu pek cok c¢alismada
kanitlanmis ve kanserojen olmadigt WHO tarafindan bildirilen bir molekiil olan
paraquatin hepatoselliiler karsinom hiicrelerinden HepG2 hiicre hattinda invitro
kosullarda apoptozis lizerine etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Apoptozis belirteci

olarak kaspaz 3, kaspaz 9, sitokrom ¢ ve DNA laddering testleri kullanilmstir.

Doktora egitimim ve tez ¢aligmalarim siiresince ilgi ve destegini esirgemeyen
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dekan Yardimcisi, Biyokimya Anabilim
Dali Baskan1 Prof.Dr. Hilal Karagiil hocama, her konuda bana destek olan
Biyokimya Anabilim Dalinin 6gretim {iyelerine, katkilarmi ve yardimlarim
esirgemeyen tez izlemem komitesi liyeleri Prof.Dr.Mithat Bozday1 ve Prof.Dr.Hamdi
Uysal’a, danigmanim Prof.Dr.Tevhide Sel’e, tez calismam igin gerekli materyali
saglamamda yardimci olan Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Immunoloji Anabilim
Dali Bagkan1 Prof.Dr.Cemalettin Aybay’a, doktora egitimim siiresince desteklerini
her zaman hissettigim Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
Dali arastirma gorevlileri, doktora ve yliksek lisans Ogrencisi arkadaslarima,
hayatimin her asamasinda oldugu gibi bu asamasinda da desteklerini esirgemeyen

aileme tesekkiir ederim.
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1.GIRIS

1.1.0ksidatif Stres

Aerobik organizmalarda oksijen kullannominin dogal sonucu olarak reaktif oksijen
metabolitleri (ROM ya da ROS) meydana gelmektedir. Basta mitokondrial elektron
transportu olmak {izere ksenobiyotik metabolizmasi, fagositik aktivasyon, cesitli
sentez ve yilkimlanma reaksiyonlarinda ROM olugmakta prooksidan/antioksidan
dengenin prooksidanlar lehine kaymasi sonucunda gelisen oksidatif stres, c¢esitli

mekanizmalar ile biyomolekiillere hasar vermektedir (Burgak ve Andican, 2004).

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve eksojen kaynakli etmenlere baglh
olarak olusurlar. Eksojen kaynakli etmenler arasinda paraquat (gramoxon), alloksan
gibi kimyasallarin etkisi altinda kalma, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ilag
toksikasyonlari, iyonize utraviyole radyasyon, hava kirliligi yapan fitokimyasal
maddeler, sigara dumani, solventler gibi ¢evresel faktorler, nitrofurantoin, bleomisin,
doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastik ajanlar, alkol ve uyusturucular gibi

aligkanlik yapic1 maddeler bulunmaktadir (Mercan, 2004).

Endojen kaynaklar ise mitokondrial elektron transport zinciri, endoplazmik
retikulum, redoks dongiisii, aragidonik asit metabolizmasi fagositik hiicrelerdeki
oksidatif reaksiyonlar, ksantin oksidaz, NADPH oksidaz gibi oksidan enzimler ve

otooksidasyon reaksiyonlaridir (Halliwell ve Gutteridge, 1990).



Biitiin oksijenli solunum yapan organizmalar serbest oksijen radikallerine
kars1 antioksidan enzim sistemi ag1 gelistirmislerdir. Bu antioksidan enzim agi, hem
ROM’lerine kars1 hem de bunlarin yapti§i hasari onarmaya yodneliktir. Bu
enzimlerden en Onemlileri; glutasyon peroksidaz (GPxs), siliperoksit dismutaz
(SODs) ve katalazdir (Faris ve ark.,2005). Enzimatik olmayan antioksidanlar ise;
alfa-tokoferol, B-karotin, askorbik asit, melatonin, iirik asit sistein, seruloplazmin,

transferrin, laktoferrin, hemoglobin, ferritin, albumin, bilirubin ve glutatyondur.

Oksidatif Stres ROS eksikligi

~<fessss———

Antioksidanlar
-Tokoferol
TaL{inuaHiput.ﬂl.ﬂn
Hidroksil radikalleri - idaz, Efina{ﬁn_
Siperoksit anyonu Laktat ve Pirlivat

H|d oen Pemksﬂ

Sekil 1.1. Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidantlar lehinde
bozulmasi oksidatis strese neden olur (Garrido ve ark, 2004).

ROM, direkt olarak proteinler iizerine etki ederek okside aminoasitlerin
olusumuna yol agtiklar1 gibi, indirekt yolla karbonhidrat ve lipidlerin otooksidasyonu
sonucu ortaya ¢ikan reaktif karbonil bilesiklerinin (RCO) etkisi ile de ileri glikasyon
son trlnlerine (AGE) ve ileri lipoksidasyon son iiriinlerine (ALE) doniisiirler

(Miyata ve ark., 2002). ROM, tirozin aminoasidini direkt olarak okside ederek



ditirozin yapisini olusturarak protein yapida agregasyona ve fragmantasyona yol acar
(K&ken ve ark., 2004). Ornegin, oksidatif stresin hiicre i¢i yapisal proteinler iizerine
yikimlayici etkisi sonucu kardiyomiyositlerde apoptozis goriiliir. Bunun sonucunda

da aritmi ve endotelial fonksiyon bozukluklar1 goriiliir (Grieve ve Shah, 2003).

Coklu doymamis yag asitleri gibi kolay oksitlenebilen hiicre bilesenlerini
etkileyerek lipid peroksidasyon zincirini baglatmalar1 serbest radikallerin
etkilesimlerine ~ 6nemli  bir  Ornektir.  Lipid peroksidasyonu, = membran
fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan ve
boylece zar lipid yapisini degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarini bozan bir olaydir

(Niki, 1987).

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan en toksik iiriinler aldehidlerdir. Plazma
malondialdehid (MDA) derisimi, enzimatik olmayan oksidatif lipid peroksid
ayrisiminin bir sonucu ve gostergesidir. Ikiden fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
otooksidasyonunda veya eikozanoid sentezinde serbestlesen siklik endoperoksitler
MDA’in asil kaynagini olustururlar. MDA proteinlerin amino asit gruplarina,
fosfolipidlere ve niikleik asitlere baglanarak toksik etkisini gdsterebilir. MDA difiize
olabilen bir bilesik oldugundan DNA’nin azotlu bazi ile reaksiyona girebilir (Akkus,
1995).

Lipid peroksidasyonunun belirlenmesinde farkli kimyasal ve fiziksel
yontemlerin kullanilabilmesine ragmen bir poliansatiire yag asiti oksidasyonun son
basamaklari sirasinda endoperoksitlerin yikilimi ile olugan malondialdehidin (MDA)
Olclimiine dayanan yontemler tercih edilmektedir. MDA’ ’nin tiyobarbitiirik asitle
pembe renkli bir iiriin olusturdugu reaksiyon hizli, ucuz ve hassas olmasi nedeniyle

en ¢ok kullanilan yontemdir (Valanzuella , 1991).



Hiicre ¢ogalmast ve lipid peroksidasyonu arasinda negatif bir ilgilesim
olduguna inanilir. Ornegin, spermatozoonlar gibi hizli ¢ogalan hiicrelerde diisiik
oranda lipid peroksidasyonu goriiliir. Buna karsilik ndron gibi yavas ¢ogalabilen
(cogu zaman c¢ogalamayan) hiicrelerde ise yiiksek oranda lipid peroksidasyonu

goriilmektedir (Undurti N., 2002).

Stabil bir molekiil olan DNA da lipidler, karbonhidratlar ve proteinler gibi
spontan kimyasal oksidatif hasara ugrayabilmektedir. Insan viicudunun her
hiicresinde DNA’nin giinde 10” kez oksidatif hasara maruz kaldig1 6ne siiriilmiistiir.
DNA hasar1 ve onarimi arasindaki denge nedeniyle, ¢ok diisiik diizeydeki hasar
saglikli bireylerde de saptanabilmektedir. ROM olusumundaki artma, antioksidan
enzim diizeylerindeki azalma ve/veya DNA onarim mekanizmalarinda defekt olmasi

oksidatif DNA hasarinin artmasina yol agmaktadir (Burgak ve Andican, 2004).

Oksidatif hasara bagli olarak DNA da tek ve ¢ift dal kiriklari, abazik alanlar,
baz modifikasyonlari, seker hasarlar1 meydana gelebilir veya DNA ile protein
arasinda ¢apraz baglanma olabilir. Oksidatif modifikasyon sonucunda DNA antijenik

karakter kazanmakta anti-DNA antikorlar1 olusabilmektedir (Burcak ve Andican,

2004).

DNA’da oksidatif hasarin olusumu iki hipotezle aciklanmistir. “Fenton
Kimyas1” hipotezinde OH’ radikalleri DNA’ya saldirarak hasar olusturur. O, gibi
H,0, de dogrudan DNA’da hasar yapamaz. OH' radikalinin DNA {izerinde etkili
olabilmesi i¢in DNA da veya ¢ok yakininda olusmasi gerekmektedir. Reaktivitesi
¢ok yliksek olan OH' radikalinin hiicre i¢ine difiize olarak niikleusa ge¢me olasiligi
azdir. Olast mekanizma membranmi1 kolayca gecebilen H,O;’in niikleusta Fe-Cu
iyonlan ile reaksiyona girerek (Haber Weiss ve Fenton reaksiyonlar1) hidroksil
radikallerini  olusturmasidir. Doku kiiltiiri  ortammin  Fe’™ ve Cu®* iyon

konsantrasyonunun arttirilmasi ile oksidatif DNA baz hasarinin arttigt ve H,O,’e



maruz birakilan hiicrelerde bakir ve/veya demir selatorlerinin  kullaniminin

DNA’daki oksidatif hasar1 6nledigi gosterilmistir (Burgak ve Andican, 2004).

Ayrica serbest radikallerin, niikleotid bazlarmi oksitleyerek de DNA
yapisinda degisikliklere neden olduklari bilinmektedir. Oksitlenen bazlar, onarim
mekanizmas1 sonucu DNA yapisindan koparilarak idrarla atilirlar. Idrarla atilan ve
bu tiir oksitlenmis baz olan 8-hidroksi deoksi guanozin (8-OHDG) miktarinin
Ol¢iilmesi ile DNA hasar1 hakkinda bilgi sahibi olunabilinmektedir (Frenkel, 1989).

Radikal reaksiyonlarinin sona erdirilmesi, lipid peroksidasyonunun zincir
reaksiyonlarini kiran antioksidan maddeler araciligi ile gergeklesir. Zincir
reaksiyonlarinin sona erdirilmesini saglayan maddeler peroksil ve alkoksil radikalleri
ile reaksiyona girerek lipid peroksidasyonu reaksiyonlarinin ilerlemesini onler.
Glutasyon peroksidaz, katalaz, metallerle selat yapan proteinler gibi antioksidanlar,
zincir reaksiyonlarin baglamasini engellerken, zincir kirici antioksidanlar olarak
bilinen iirik asit, vitamin E ve vitamin C gibi maddeler radikalleri ortadan kaldirarak

zincir reaksiyonlarinin ilerlemesine engel olur (Niki, 1991).

Tokoferoller (Vitamin E) yagda ¢dziinen ve hiicre membraninda bulunan en
Oonemli zincir kiric1 antioksidanlardan biridir. Antioksidan etkisi en fazla olan formu
ise a-tokoferoldiir ve peroksil radikalini pargalamak icin gereklidir (Noriko ve ark.,
2007). Askorbik asit suda ¢oziinen bir maddedir ve diger suda c¢Oziinen
antioksidanlar gibi plazmada bulunan radikallere kars1 ilk koruyucu sistem olarak
hareket eder. Membranda bulunan lipofilik karakterdeki radikallerle miicadele

edemez (Halliwell ve Borish, 1989).



1.2. Paraquat

Parquat 61 yildir tiim diinyada kullanilan, herbisidler igerisinde en toksik olan ve
cogu iilkede kullannmi kisith olmayan bir maddedir. ilk olarak 1882 yilinda
sentezlenmis ve 1955 yilinda herbisidal etkisi kesfedilmistir. Su anda Tiirkiye dahil
olmak iizere 120 iilkede kullanilmaktadir. Son zamanlarda ¢evreye verdigi
zararlardan dolay1 13 iilkede kullanimi yasaklanmistir. Son olarak Malezya 2002
yilinda bu maddenin kullanimin1 yasaklamigtir. Genellikle “Gramoxone” olarak
bilinir. Sinonim adlarindan bazilar1 ise; metyhl viologen dichlorid, 1.1°-dimethyl-
4,4’-Bipyridinium dichloride, Crisquat, Dexuron, Ortho paraquat Cl, Dichloride salt
of paraquat, Methyl viologen hidrat’tir. Kimyasal formiilii; C;,H;4CL,N, dir.
Kimyasal  olarak  bipiridil  grubunda  yer alir  (Anonim,  2006).

+ + -
€17 CH3-N O O N-CH4C1

Sekil 1.2. Paraquatin kimyasal yapisi

Giliniimlize kadar paraquat kaynakli pek¢ok oOliim meydana gelmistir.
Bunlardan biiyiik kismi intihar amagh yutulmasi ve 6zellikle tarim is¢ilerinde dermal
temas sonrasi gerceklesmistir. Malezyada tarim alaninda ¢alisan ve paraquat
(gramoxon) spreyi uygulayan kadinlar yilda ortalama 262 giin bu isi yapmaktadirlar.
Bu nedenle dermal temas sonrasi gelisen 6liimler daha ¢ok kadinlarda goriilmektedir
(Anonim, 2006). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) zararlilik siniflandirmasinda “Simif 2”
de yer almaktadir. Akut oral LDsg ratlarda 150 mg/kg’dir. Yetiskin bir insan i¢in ise
17 mg/kg olarak belirlenmistir. 1986 yilinda diizenlenen “Avrupa Paraquat
Zehirlenmeleri Sempozyumu’nda yayinlanan rapora gore her yil sadece Japonya’da

paraquat nedenli 1200 6liim olay1 bildirilmistir (Luty ve ark., 1997).



Uluslararas1 Kanser Arastima Ajanst (IARC)’nin 1984 yilinda yayinladigi

rapora gore paraquat karsinojenik degildir (Anonim, 2006).

Bipiridil herbisidlerin oksidatif stres olusturma mekanizmasi basittir.
Paraquat, NADPH’ya bagimli indirgenme/yiikseltgenme tepkimesine maruz
kalmakta ve her seferinde elektronlar1 dogurarak siiperoksidi sekillendirmektedir.
Akciger dokusunda SOD bulunmaz. Bu nedenle paraquat onderliginde sekillenen
stiperoksit guruplarina akciger dokusu asir1 derecede duyarlilik gosterir.
Aminotriazol gibi katalazin etkinligini engelleyen maddeler, paraquat duyarliligini
arttirir ve hizla 6liime yol acar (Mercan, 2004). Ayrica paraquat, yiiksek miktarda
reaktif oksijen metabolitleri (ROM) meydana getirdiginden beyin hasarina yol agar.
Dopaminerjik ndronlar, reaktif oksijen metabolitlerine ¢ok duyarlidir (Mollace ve

ark., 2003).

Paraquatin yukaridaki mekanizma disinda sitotoksik etkisi bulunmamaktadir

(Cuthbert ve ark.,1997).

1.3. Apoptozis

Apoptosiz, eski Yunanca apo (ayri) ve ptosis (diismek) kelimelerinin birlesmesiyle
ve Homeros tarafindan sonbaharda yaprak dokiimiinii tanimlamak icin kullanilmig
bir sdzciiktiir (Oniz, 2004). Apoptosis ile ilgili ilk bilgiler Kerr tarafindan 1971°de
Journal of Pathology’de yayimlanan Shrinkage Necrosis baslikli makalede yer
almistir  (Kerr, 1972). Endoniikleazlarin yol ac¢tigt DNA kiriklarinin  jel
elektroforezinde gosterilmesi ile apoptotik hiicre 6liimiiniin ilk biyokimyasal kaniti

elde edilmistir (Richard ve ark., 1983).



Yasayan her hiicre yasam ve Olim ic¢in programlanmistir (Kerr, 1972).
Okaryotik organizmalardaki hiicreler dogarlar, belli bir siire yasarlar ve sonra &liirler.
Yasam siiresi hiicre tipine gore degismektedir. Ornegin bagirsak hiicreleri 3 - 5
giinliik bir yasam siiresi sonunda Oliirken epidermis hiicreleri 20 - 25 giin sonunda
Oliirler. Bahsedilen bu hiicre Sliimleri apoptosisle gergeklesir. Zamani gelince dlen
bu hiicreler daha 6nceden programlanmis bir sekilde (programmed cell death)
Oliirler. Tiim bu oliimler fizyolojik sartlarda meydana geldigi i¢in bu oliim sekli
fizyolojik hiicre oliimii (physiological cell death) olarak adlandirilir. Ayrica bir
sekilde DNA’s1 hasarlanmig (viriis etkisi, cevresel nedenler v.b.) hiicreler
organizmanin zarar gdrmemesi i¢in kendilerini dldiiriirler (cell suicide). Iste tiim bu
kavramlar apoptozisle es anlamli olarak kullanilabilen ve literatiirde yer alan
ifadelerdir (Ho ve Hawkinns, 2005). Apoptozis, istenmeyen hiicrelerin ortadan
kaldirilmas: olarak ta tanimlanabilir, nekrozun aksine apoptozis fizyolojik bir
Olimdiir ve embriyolojik gelisim sirasinda, doku yenilenmesinde, immun sistem

rejenerasyonunda ve tiimor gerilemesinde etkilidir (Osthoff ve ark., 1998).

Apoptozisin olugsmasinin iki nedeni vardir:

1. Apoptozis gelisim i¢in gereklidir; 6rnegin mensturasyon baslangicinda
endometriumun atilmasi, kastrasyon sonucu prostat atrofisi, beyinde noronlar arasi

haberlesme i¢in fazlalik hiicrelerin ortadan kaldirilmast apoptozisle olur.

2. Apoptozis organizmay1 tehdit eden yabanci etkenleri bulunduran hiicrelerin
yok edilmesi i¢in gereklidir; 6rnegin virusla enfekte hiicreler, otoimmun hastaliklara
yolacan immun sistem hiicreleri, DNA’s1 hasar gérmiis hiicreler ve kanser hiicreleri

apoptozisle ortadan kaldirilir (Yehhielly ve Deiss, 2000).



Cok hiicreli canlilarin normal gelisimleri, se¢ilmis baz1 hiicrelerin apoptozisle
dlmesine baglidir. insan embriyosunda el parmaklari arasinda bulunan perdeleri,
buradaki hiicrelerin apoptozisle 6lmeleri sonucu kaybolmaktadir. Ayrica 6rnegin
timus involiisyonu da apoptozis sonucu gerceklesir (Oniz, 2004). Her dakika
milyonlarca hiicre apoptozisle viicuttan uzaklastirilmakta ve bunlarin yerine yenileri

yapilmaktadir (Thompson, 1995).

Yapim (mitozis) ve yikim (apoptosis) arasinda bir denge vardir. Apoptozis
hizinin bozuldugu diger bir degisle yavagladigi ya da hizlandigi durumlarda cesitli
hastaliklar ortaya ¢ikmaya baslar. Viral bir enfeksiyon sirasinda, viruslar enfekte
ettikleri hiicreleri kendi yapisal proteinlerini sentezlemeye zorlarlar ve hiicrenin
kendi yasam1 ve ¢ogalmasi igin gerekli proteinlerinin yapimini da durdururlar ya da
yavaglatirlar. Bu yilizden virusla enfekte olmus hiicrede apoptozis indiiklenir ve hiicre
Oliir. Fakat baz1 viruslar 6rnegin Ebstein-Barr Virusu (EBV) veya insan papilloma
Virusu (HPV), enfekte ettikleri hiicrenin apoptozise gitmesini baskilayan yollar
gelistirmislerdir. EBV, apoptozis sinyallerini kontrol eden diizenleyicilerden biri olan
Bcl-2’ye benzer molekiiller iireterek ve ayrica enfekte ettigi hiicrenin kendi Bcl-2
tiretimini indiikleyen molekiiller tireterek apoptozisi durdurmaktadir. Alzheimer,
Parkinson, Hutchinson, Amyotrofik lateral skleroz gibi nérodejeneretif hastaliklarda,
AIDS ve otoimmun hastaliklarda nedeni heniiz bilinmeyen bir sekilde apoptozisin rol

aldig1 diisiiniilmektedir (Thompson, 1995; Henchcliffe ve Beal, 2008).

Apoptozisin énemli bir islevi de bagisiklik sisteminin diizglin ¢aligmasinin
saglanmasidir. Gerek bagisiklik sisteminin gelisimi sirasinda gerekse normal
fonksiyonu sirasinda ve yaslanmis hiicrelerin viiciittan uzaklastirilmasi siirecinde
apoptozis oldukga dnemli rol alir. Ornegin; geng bir insanda timositlerin ancak % 2
kadar1 olgunlagsma siirecine girer, geriye kalan % 98’1 apoptozis yoluya ortamdan
uzaklastirilir. Bu islem bagisiklik sisteminin saglikli gelisimi igin gereklidir. Diger
taraftan normal bagisiklik yanitindan sonra olusan aktivasyon ve proliferasyon
sonrasinda bu hiicrelerin ortamdan ¢ekilmesi de apoptozis yoluyla gergeklesir ve bu

olay aktivasyonun indiikledigi hiicresel oliim (AICD) olarak adlandirilir. Bu islem
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sayesinde aktive olup proinflamatuar sitokin iireten hiicreler ortadan ¢ekilirler. Eger
bu gergeklesmezse siirekli aktif immun hiicreler otoimmun hastaliklarin olugmasina

yol agabilirler (Behcet, 1937).

Apoptozis pekgok farkli yolla uyarilabilir. Bu yollar, hiicre membranindaki
Olim reseptorlerinin uyarilmasi, biiyiime faktorii eksikligi, toksinler, oksidatif stres,
antikanser ajanlar, radyasyon ve hiicre disindan fazla miktarda Ca™" iyonlarinin girisi
s

ya da endoplazmik retikulumdan Ca

(Mattson ve Chan, 2003).

un sitoplazmaya salinmasi olarak siralanabilir

Hiicrelerde apoptozise yol agan tek bir mekanizma olmamakla birlikte pek
¢ok hiicre tipinde apoptozisin erken donemlerinde sitoplazmada iyonize kalsiyumun
arttign gdzlenmistir (Staunton ve ark., 1998). Hiicre i¢ci Ca" derisimi, kalsiyum
kanallar1 ve kalsiyum baglayici proteinler ile ayarlanarak endoplazmik retikulumda
(ER) depolanir. Ca"™, endoplazmik retikulum liimeninde serbest veya luminal
proteinlere bagli olarak bulunur. Ca", sitozolden sarkoplazmik/endoplazmik Ca" -
ATPaz, ATP aracili Ca"" pompas1 konsantrasyon gradientine kars1 ER liimenine Ca""
tasir. Sitozolik Ca™" derisimindeki artis kalpain’in, (Ca™ bagimli sistein proteazi)
aktive olmasina neden olur. Kalpainler, kalsiyum ile aktive edilmis notral
enzimlerdir (Hanna ve ark., 2008). Bu enzimler normal Ca'" seviyesinde inaktif
durumdadirlar fakat iskemi gibi Ca™ yiiksek seviyede oldugu durumlarda aktive
olurlar ve yapisal proteinleri yikimlamak {izere harekete gecerler (Nakagawa ve
Yuan, 2000). Apoptozis lizerine yapilan ¢alismalar ilk yillarda niikleus ve niikleusta
meydana gelen degisiklikler iizerinde yogunlasirken son yillarda mitokondri ve
endoplazmik retikulumdan salinan Ca un O6nemi anlasilmis, niikleustaki
degisikliklerin hiicrenin 6liim karar verildikten ¢ok sonra meydana geldigi ortaya

konulmustur (Mattson ve Chan, 2003).
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Apoptozis siiresince mitokondri morfolojik olarak saglamdir. Nekrozun
aksine apoptozis enerji gerektiren bir siirectir ve mitokondrilerin saglamligini
korumasi gerekmektedir. Sadece mitokondri dis membraninda gecirgenlik artisi
meydana gelir. Bunun sonucunda da mitokondri i¢ ve dis membrani arasinda bulunan
sitokrom ¢ ve diger proteinler sitozole ¢ikarlar (Green, 2006). Sitokrom c, suda
¢oziinen, hem grubu igeren bir proteindir. Okaryotik hiicrelerde i¢ mitokondri
membraninda fosfolipid kardiolipin’e bagli olarak bulunur. Fizyolojik sartlar altinda
kardiolipin, sitokrom c¢’yi mitokondri membranina baglar. Bu baglanma bdolgesi
elektron transport zincirinin kompleks 3 ve kompleks 4 arasindadir. Kardolipin, 6zel
bir yapiya sahip anyonik fosfolipidtir. Bu fosfolipid yap1 mitokondri membraninin
saglamhigmi ve akiskanligni saglar. Sitokrom ¢ ve kardiolipin birbirlerine
elektrostatik olarak baglanir. Sitokrom c’nin apoptozis sirasinda sitozole ¢ikabilmesi
icin bu elektrostatik bagin kopmasi gerekmektedir. Bu bag ROS tarafindan
koparilabilir. Kisacasi, sitokrom c’nin mitokondriden sitozole salinmasi iki agsamada
gergeklesir; birinci agsama mitokondri i¢ membranindan ayrilma, ikinci asama

mitokondri dig membraninda agilan porlardan disar1 ¢ikmadir (Farris ve ark., 2005).

Apoptozis i¢in gerekli ve ¢ok O6nemli olan sitokrom c’nin sitozole ¢ikmasi
Bcl-2 protein ailesi tarafindan kontrol edilir. Bcl-2 ailesinde bulunan proteinler,
26 kDa biiytikliiglinde, mitokondri, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek ¢evresindeki
membranlarda yerlesmis proteinlerdir. Ik kez C. elegans iizerinde yapilmis genetik
calislmalarda Ced-9 adi verilen bir molekiiliin programlanmis hiicre Olimiinii
engelledigi  bulunmus ve Ced-9’un memelilerdeki karsiligi  Bcl-2  olarak
adlandirilmistir  (Thompson, 1995). Bcl-2 ailesi, {iyelerinin bir kisminin
pro-apoptotik oldugu yani apoptozisi aktive ettigi (Bax, Bad, Bid, Bcl-X)), bir
kisminin ise anti-apoptotik oldugu yani apoptozisi inhibe ettigi (Bcl-2, Bel-X)) genis
bir ailedir. Bcl-2 ailesinde pro-apoptotik olanlar, sitokrom c’nin mitokondriden
sitoplazmaya saliverilmesini indiklerler. Anti-apoptotikler ise sitokrom c
saliverilmesini baskilarlar. Bu iki zit etkili grubun isleyisi yapilarinda bulunan iki
bolgeye (hidrofobik cep ve amfipatik a-heliks) baglidir. Anti-apoptotik iiyeler, dogal
olarak “intrinsik” sitokrom c¢’nin saliverilmesini baskilama 6zelligine sahiptir.

Pro-apoptotik {iyelerin anti-apoptotik iiyelerle baglanmasi halinde bu inhibitor etki
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ortadan kalkar ve sitokrom c’nin mitokondriden saliverilmesi gergeklesir. Bu yiizden,
pro ve anti-apoptotik iiyelerin dengesi yasam ile 6liim arasindaki segenegi belirler
(Petros ve ark., 2004; Marsden ve ark., 2002). Ornegin, pekcok kanser tiiriinde pro-
apoptotik ve anti-apoptotik proteinler arasinda dengesizlik olusur. Dengenin anti-
apoptotik proteinler yoniine kaymasi kanserlesen hiicrenin kontrollii olarak kendini
6ldiirememesine neden olur. Sonugta bazi kanser tiirlerinde, bu dengeyi saglayacak

yeni ilaglarin gelistirilmesi tedavi segenegi olarak goriilmektedir (Fesik, 2000).

Bid, Bak ve Bax gibi pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri normal sartlarda
hiicrelerde sessiz halde bulunurlar. Bu proapoptotik iiyeler aktive edildiklerinde
sitokrom c’nin sitoplazmaya ge¢cmesini saglarlar. Bid’in kirilmasina, dolayisiyla
aktiflesmesine, yol agan etken kaspaz-8’in aktivasyonudur. Aktif kaspaz-8, Bid’i
kirar; boylece, 15 kDa’luk bir karboksi terminal parga olusur. Bid ayrica diger hiicre
yiizey 6liim reseptorleri olan TNF ve TRAIL araciligiyla da aktiflesir. Bid karboksi
terminal parcas1 Bak aracili sitokrom c saliverilmesini de aktiflestirir (Petros ve ark.,

2004).

DMNA Hasari NGF'nin kesilmesi
Amilnidul:‘l'eta birikimi

AP-1 (7))

Sitokrom C

Kaspaz Aktivasyonu

Apoptozis

Sekil 1.3. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi tiyeleri (Anonim,2005).
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Apoptoziste en dnemli biyokimyasal olaylardan biri de endojen endoniikleaz
enziminin aktivasyonu ile DNA’nin kirilmasidir. Bu enzim Ca™ ve Mg bagiml
oldugundan aktivasyonu i¢in hiicre i¢i kalsiyumun artmasi gerekmektedir. Enzim,
DNA’y1 180-200 baz ¢iftlik pargalara ayirarak kirilmalar olusturur ve jel
elektroforezinde merdiven paterninin olugmasina yol acar (Kiiltiirsay ve ark., 2002).
Normalde bir hiicrede birbirini takip eden 7 kirilma onarilabilirken, apoptoziste
yaklasik 300.000 kirilma meydana gelir ve bu kiriklarin onarimi hiicre tarafindan
yapilamaz (Oktem ve ark., 2001). Niikleusta kromatin yogunlasir ve sonrasinda DNA
pargalanir. Bu DNA pargalar hiicre zar1 ile kaphdir (apoptotik cisimcikler) ve bu
apoptotik cisimler ortamdan fagositozla uzaklastirilir. Yangi, ancak apoptozisin ¢ok
yogun oldugu durumlarda, ortamda yeteri kadar makrofaj yoksa meydana gelir.
Nekrozda ise pek ¢ok endoniikleaz aktive oldugundan DNA diizensiz pargalanarak

merdiven paterni olusmaz (Kiiltiirsay ve Kayik¢ioglu, 2002).

Apoptoziste, transglutaminaz aktivitesi artarak apoptozise giden hiicrenin zar1
degisiklige ugrar ve direngli hale gelir (Melino, 1994). Normalde hiicre membranin
i¢ tabakasinda olan fosfatidil serin, aminofosfolipidtransferaz enzimi ile membranin
disina dogru gbd¢ eder. Fagositik hiicrelerin vitronektin, lektin 6zelligindeki
reseptorleri fosfatidil serin ile baglanir ve fagositozu uyarir (Oktem ve ark., 2001).
Bununla birlikte hiicre i¢i ¢apraz baglarin sayisi artar ve hiicre igerigi ekstraselliiler

ortama ¢ikmaz (Melino, 1994).
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1.3.1. Apoptoziste Hiicre Oliimiiniin Asamalari

1.3.1.1. Apoptozisin Baslatilmasi

Bir hiicreye apoptozisin baslamasi i¢in Oncelikle genetik mekanizmayi harekete
gecirecek bir hiicre i¢i veya hiicre dis1 sinyal gelmelidir. DNA hasari, hiicre i¢i Ca™"
seviyesindeki artig, hiicre i¢i pH sinda diigme, metabolik ve/veya hiicre siklusu
bozukluklar1 gibi hiicre icinden gelen sinyaller de hiicreyi apoptozise gotiiren

merkezi 6liim sinyallerini olusturabilir (Turgut ve ark., 2006).

1.3.1.1.1. Hiicre Disindan Kaynaklanan Sinyaller

Cevresel Yasam Sinyallerinin ve Biiyiime Faktorlerinin Yetersizligi

Hiicrelerin yasamlarin1 devam ettirebilmeleri i¢in ¢evre hiicrelerden ve ekstraselliiler
matriksten gelen yasam sinyallerine, biiyiime faktorlerine ihtiyaglari vardir (Hirose

ve ark., 1997).

Biiytime faktorleri hiicre yiizeyindeki reseptdrlere baglanip sinyal iletimi
olaylarin1 baglatarak hiicre bdliinmesini pozitif veya negatif yonde etkiler. Bir
hiicrenin yiizeyinde bulunan reseptorler bu hiicrenin hangi faktorlere cevap
verecegini belirler. Bdylece pozitif veya negatif uyaranlar, hiicre ylizeyindeki
reseptOrlerin  diizenlenmesinde meydana gelen dengesizlikler, hiicre siklusu

regiilasyonunun kaybina yol agar (Glines, 1999).

Hiicre disindan gelen yasam sinyalleri diizenli bir sekilde ve yeterli miktarda

olmazsa hiicreler apoptozise giderler (Hirose ve ark.,1997).
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Oliim Reseptorleri Aktivasyonu

Sitokinler, hiicresel diizenleyici proteinlerdir. Cesitli uyarilara kars1 cevap olarak
immun sistem hiicreleri tarafindan salgilanir ve hedeflenen hiicrelerin davranigini
etkilerler. Hiicrenin yagami, uygun biiyiime faktorlerinin salinim ile belirlenir. Buna
ragmen bazi sitokinler bu destek faktorlerinin fazla tetiklenmesine neden olup direk
olarak hiicre 6liimiine neden olabilir. Belli bir sitokin ¢esitli hiicreler tarafindan farkl
dokulardan salgilanir, fakat ayn1 biyolojik aktiviteyi gosterir. Sitokinlerin etkileri
sistemik veya lokal olabilir. Bazilar1 hormon gibi davranip belli hiicreler tarafindan
kana veya c¢esitli hiicresel sivilara salgilanip viicudun diger bolgelerindeki

kendilerine spesifik hiicre reseptorlerine baglanirlar (Kinloch ve ark., 1999).

Bazi sitokinler hiicre membraninda bulunan reseptdrlere baglanarak Oliim
programini harekete gegiren sinyaller iiretebilirler (Hirose ve ark.,1997). Sitokinler
protein yapisinda olup hedef hiicrelerde spesifik reseptorlere baglanarak etki
gosterirler. Yapisal ozelliklerine gore; sitokin bagimli biiylime faktorii, TNF ve

helikal sitokinler olmak iizere {i¢ alt gruba ayrilirlar (Kinloch ve ark., 1999).

Onemli bir apoptotik faktdr olan Fas Ligand (FasL), TNF alt grubunun bir
tiyesidir (Nagata ve Golstein, 1995). TNF ailesinde; limfotoksin, CD 30 ligand, 4-
I1BB ligand, CD 40 ligand, CD 20 ligand, OX-40 ligand ve TRAIL (TNF iligkili
apoptozisi indiikleyen ligand) bulunmaktadir (Nagata ve Golstein, 1995; Nagata,
1997).

Apoptoziste rol alan membran reseptorleri iginde en onemli grup “Tumor
Nekrozis Faktor Reseptor (TNFR)” ailesidir (Sanders ve ark.,1997). Bu ailedeki ¢cok
sayida reseptor farklilagma, hayatta kalma ve hiicre olimii gibi c¢ok Onemli
fonksiyonlara sahiptir. Bu reseptorler yapisal olarak birbirlerine benzerlik gosterirler,

fakat fonksiyonlar1 birbirlerinden farklhidir (Klaus ve ark., 1998).
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TNFR ailesi i¢inde apoptozis olusturan reseptorlerden en onemlileri Fas ve
TNFR1’dir. Bu reseptorler uyarildiklarinda, hiicrenin sitoplazmasinda bulunan
parcalari, “adaptor proteinlere” baglanirlar. Adaptor proteinlerin 6liim efektor
parcalart vardir. Bunlar da apoptozis i¢in baslatici olan kaspazlara (6rn.: prokaspaz 8)

baglanirlar (Sanders ve ark., 1997).

Membrana bagli TNF ve FasL’in metalloproteinaz enzimleri ile proteoliz
sonucunda membrandan ayrilan serbest hale gecen formlart mevcuttur. Bu serbest
formlarina, solubl TNF (sTNF) ve solubl FasL (sFasL) adi verilmektedir (Knox ve
ark., 2003). sTNF ve sFasL’da apoptozisi aktive etmektedir fakat membrana bagl
TNF ve FasL’in, spesifik reseptorlerini aktive etmekte solubl formlarindan daha

etkili olduklar1 saptanmustir (Grell ve ark., 1995).

Fas-Fas Ligand (CD95-CD95L) Aracili Apoptozis

Bu tip apoptozis hiicre yiizey reseptorii Fas araciligi ile olusur. Fas Ligand’in (FasL)
reseptorii olan Fas, APO-1 veya CD 95 adiyla da bilinen tip-1 membran proteinidir
(Itoh ve ark., 1991; Oehm ve ark., 1992). Fas ve onun ligand1 olan FasL ile
apoptozisin arasindaki iliskiler hakkindaki bilgiler otoimmun hastaliga sahip
fonksiyonel Fas reseptorleri bulunmayan transgenik fareler iizerinde yapilan
calismalarla 1992 yilinda Watanabe R. ve ark. tarafindan aydmlatilmistir (Schulze-
Osthoff ve ark., 1998). Fas ligandin Fas reseptoriine baglanmasi ile Fas reseptoriiniin
hiicre icinde bulunan pargasi, FADD’la (Fas adapter protein with a death domain)
birleserek death-inducing signaling complex (DISC) olim baglatan sinyal
kompleksini olusturur. Bu da prokaspaz 8’in aktiflesmesini saglar (Pole ve ark.,
2002). Serum FasL diizeyindeki artis 6zellikle kalp hastaliklarinda son zamanlarda

kullanilmaya baglanan 6nemli bir biyolojik belirtegtir. Kalp hastaliklarinin yanisira
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pekeok hastalikta ve embriyonik gelisim sirasinda serum FasL diizeyinde artis

gozlenir (Braunwald, 2008).

Fas ve FasL’daki mutasyonlar otoimmunitenin olusumunda sorumlu
bulunmustur. Otoimmuniteye yatkin 6zel bir transgenik fare tiirlinde FasL karboksi
terminal ucunda olusan bir nokta mutasyonu sonucu Fas trimerizasyonunda 6nemli
olan FasL trimerizasyonu olugsmaz, dolayisiyla normal apoptozis siireci islemez. Fas
genindeki mutasyon sonucunda otoimmun lenfoproliferatif sendrom (OLS) olarak
adlandirilan ve bir kisim sistemik lupus eritamatozus (SLE) benzeri tablo ile

seyreden bir durum gelisir (Lehner ve Barners, 1979).

Hematopoetik tiimorlerde ve melanoma’da Fas ve TNF reseptor sisteminin
oldukca O6nemli rol oynadig1 goriilmiistiir. Solid tiimdrlerde bu sistemin rolii tam
olarak aciklanamamistir fakat akciger karsinomunda hiicre yiizeyinde Fas

tanimlanabilmistir (Bronchud ve ark., 2000).

Sitotoksik T lenfositlerin tiimor hiicrelerini 6ldiirmesi asil olarak Fas
aktivasyonu ile gergeklesir fakat bunun disinda farkli mekanizmalardan da s6z
edilmektedir. Ayrica Fas yolunun aktiflesmesini engelleyen dolayisiyla da timor
hiicrelerin apoptozis yoluyla ortadan kaldirilmasin1 engelleyen faktorler de
tanimlanmigstir. Ornegin, malign melanom tiimér hiicrelerinde FLIP (Flice-inhibitory
protein, CASH, MRIT) proteini Fas aracili apoptozisi inhibe eder (Irmler ve ark.,
1997). Ayrica, Kaposi’s sarcoma onkogenic virus associated human herpes virus-8
(HHV-8) FLIP antiapoptotik inhibitér protein viral homologu olan v-FLIPS’i
sentezler ve bu da prokaspaz-8’in aktiflesmesi i¢in gerekli olan FADD-6liim reseptor
kompleksine baglanarak parokaspaz-8in aktivasyonunu engeller ve dolayisiyla da

apoptozisin inhibisyonuna neden olur (Kaufman ve Gregory, 2000).
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Bazi tiimor hiicrelerinin, Fas-FasL iligkili apoptozise direngli oldugu ve bu
yolla immiin sistemden kacarak ¢ogalmaya devam ettigi bulunmustur. Tiimor hiicre
membraninda FasL artar, tam ters bir sekilde sitotoksik T lenfositler (CTL) ve NK
hiicre membran yiizeylerindeki Fas ile baglanir ve sitotoksik hiicrelerde apoptozisi

tetikleyerek 6lmelerine neden olur (Grifith ve Ferguson, 1995).

TNF Aracili Apoptozis

Bir sitokin olan TNF’nin, TNF reseptorleri ile birlesmesi (6rn. TNFR-1) sonucunda
reseptoriin hiicre icinde bulunan parcasi, TRADD’la birleserek (TNFR adapter
protein with a death domain) etki gdsterir. Adaptor protein daha sonra prokaspaz 8’i

aktiflestirerek apoptozise neden olur (Hirose ve ark., 1997).

TNFR-1, pek ¢ok dokuda bu sinyalin aktivasyonundan ve iletiminden
sorumlu iken TNFR-2, timositlerde TNF bagimli sinyalden sorumludur (Nagata,
1997).

TNFR-1 ve Fas’in sitoplazmik pargasinda bulunan yaklasik 80 aminoasitli
homolog bolgeler, 6lim sinyalinin iletimini sagladiklarindan (death domain) 6lim
bolgeleri olarak adlandirilirlar. Bu bolgeler, FADD (Fas ile iliskili 6liim bolgesi)
veya MORT1 ve TRADD (TNFR-1 ile iligkili 6liim bolgesi) olarak adlandirilir.
TRADD, TNFR-1 ve TNFR-2 reseptorlerinin, FADD ise Fas reseptoriiniin 6lim
bolgesidir (Nagata, 1997).

Kaspaz 8 aktivasyonu sonrasi kaspaz kaskadi harekete gecer. TNF reseptor
ailesinin diger tiyeleri de FADD ile iliskidedir ve uyarilmalar1 kaskadi baslatir
(Bronchud ve ark., 2000) .
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Apoptozis  NF-xB Apoptozis NF-xB AP-1

Sekil 1.4. TNF ve Fas reseptor yolu (Anonim, 2005)

TRAIL-R1 (DR4, APO-2) ve TRAIL-R2 (DR5) yeni bulunmus ylicre ylizey
reseptorleridir. Bu reseptorlere TRAIL (TNF-releated apoptosis inducing ligand)
sitokini baglanir. Her iki TRAIL reseptorii yap1 ve fonksiyon olarak birbirine benzer.
Bu reseptorler CD95 gibi apoptozis baslatici reseptorler olarak gorev almaktadir
(Osthoff ve ark., 1998). TNF ligandindan farkli olarak TRAIL sadece tiimor
hiicreleri lizerine etkilidir, normal hiicrelerde apoptozisi uyarici etkisi ¢ok azdir yada
hi¢ yoktur. TRAIL-R3 (DR1) ve TRAIL-R4 (DR2) bu reseptor ailesinin diger
tiyeleridir, bu reseptorlerin uyarilmasi kaspaz zincir reaksiyonlarimi aktiflestirmez
tam tersine NF-kB aktivasyonu saglayarak apoptozisi baskilar (Cherradi ve ark.,

2003).
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Sekil 1.5. TRAIL reseptdr ile sinyal iletimi (Anonim, 2005).

Rekombinant human (rh) TRAIL, gilinlimiizde potansiyel bir antikanser ajan
olarak goriilmektedir. rhTRAIL, TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 reseptorlerini uyararak
timdr hiicrelerinde apoptozisi uyarmaktadir. Giiniimiizde TRAIL reseptorlerinin

hangi doku ve organlarda yogun olarak bulundugu kesinlik kazanmamasina ragmen,
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insan karaciger, safra kanal epiteli, kalp kas1 hiicreleri, kolon epiteli bu reseptorler
bakimindan zengin goriinmektedir (Spierings ve ark., 2004). TRAIL reseptorler ile
ilgili fareler ve insan hiicre kiiltiirlinde yapilan caligmalardan elde edilen bilgiler
TRAIL tabanli ilag gelistirilmesinin erken donem lenfomalarda ve ge¢ donem

karsinomlarda etkili olabilecegini gostermektedir (McCarthy, 2008).

Hiicre Yiizey Oliim Reseptorlerinin Aktivasyonunun Kontrolii

Giiniimiizde hiicre yiizey 6liim reseptdrlerinin aktivasyonunu negatif yonde kontrol
eden lic mekanizma tanimlanmistir. Bu mekanizmalardan ilki, DISC aktivasyonun
onlenmesidir. Oliim reseptdrlerinin  aktivasyonu ile baslayan apoptozisin
engellenmesinde gorevli pek¢ok endojen inhibitor tanimlanmigtir. Bu inhibitdrlerden
en Onemlisi viral proteinler ailesinden olan FADD-like ICE (vFLIPs)’dir ve DISC
olusumunu engelleyerek apoptozisin baslamasini engeller. Ikinci mekanizma TRAIL
icin tuzak reseptorlerin ekspresyonudur. Bu tuzak reseptorler TRAIL reseptorlere
bliyiik benzerlik gosterir. Fakat bu reseptorlerin hiicre i¢i uzantilar1 yoktur.
Gliniimiizde gesitli tipte tuzak reseptdrlerin varligi tanimlanmistir. Bunlardan tuzak
reseptor 1 ve 2 (DcR1-2) TRAIL ligant1 i¢in spesifite gosterirken tuzak reseptor 3
(DcR3) Fas ligandina baglanir ve bu ligandin reseptére baglanmasini engeller.
Uciincii mekanizma ise dogrudan baslatict kaspazlarin proteolitik aktivitesini
engellemektir. Ornegin, viral protein crmA, prokaspaz-8 ‘in gii¢lii bir inhibitdriidiir

(Budihardjo ve ark., 1999).
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1.3.1.1.2. Sitotoksik T lenfosit ( CTL ) Aracili Apoptozis

Biitiin viruslar ve baz1 bakteriler hiicre i¢inde yasarlar ve bu nedenle endojen antijen
olarak nitelendirilirler. Bu tip enfekte hiicreler sititoksik T lenfositler tarafindan
etkisiz hale getirilirler. Sitotoksik T hiicreleri ayrica, yabanci organ transplantlarinda
ve kanser hiicrelerine karst aymi etkiyi gosterirler. Sitotoksik T lenfositleri
sitoplazmalarinda iki tip graniil tasirlar. Tip 1 graniiller elektron yogun, Tip 2
vezikiiler yapidadir. Tip 1 graniillerde perforinler ve granzimler olmak tizere iki grup
molekiil bulunur. Sitotoksik T lenfositleri hedef hiicreleri bu molekiiller aracili ile
yani perforin yolu denilen mekanizmayla oldiiriirler. Bu hiicreler ayrica otoreaktif
timositleri Fas (CD95) yolu denen mekanizma ile apoptozise ugratirlar (Diker,

1998).

Sitotoksik T lenfositleri CDS8 yiizey molekiilii tasirken CD4 bulundurmazlar,
bu nedenle “CD4-CD8+” olarak kodlanirlar. Antijenle temas etmeden Once naif
CD8+ T hiicreleri olarak bulunurlar. CD8+ T hiicrelerinin sitotoksik T lenfositler
haline doniisebilmesi i¢in iki 6nemli uyarimi almasi gerekir. Bunlardan birincisinde;
anormal hiicreler veya dendritik hiicreler tarafindan MHC sinif 1 ile sunulan endojen
antijenler, CD8+ T hiicrelerindeki TCR (T cell receptor)’lere baglanir. Sitotoksik T
lenfositlerin aktivasyonunu saglayan en 6nemli ikinci faktor interlokin 2 (IL-2) dir.
Uyarilan sitotoksik T lenfositler hedef hiicreye oOnce nonspesifik adhezyon
molekiilleri ile baglanirlar. Bu baglantiy1 sitotoksik T lenfositteli lymphocyte
function-associated antigen-1 (LFA-1) ve hedef hiicredeki inraselliiler adezyon
molekiili (ICAM) gergeklestirir. Spesifik baglanma ise TCR ve CD8 molekiilii ile
hedef hiicre iizerindeki MHC-peptid kompleksine baglanmasi ile gergeklesir.
Baglanmanin tamamlanmasi ve aktivasyonun tam olarak gerceklesmesinden sonra
hedef hiicrede apoptozis ii¢ yolla gerceklestirilir; perforin yolu, Fas (CD95) yolu ve
Tumoér nekroz faktor-beta (TNF-beta) yolu. Perforin, sitotoksik T lenfositler
icerisinde graniillerde bulunan salgilanmaya hazir serin protezlardir. Hedef hiicre
membraninin lipid tabakasinda polimerleserek silindir seklinde porlar agarlar.

Granzimler, perforinlerin actiklari porlardan hiicre igine girerler ve hizla hiicre i¢i
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Ca" konsantrasyonunu arttirrp endoniikleazlar1 aktive edip apoptozisi baslatirlar.
Fas (CD95) yolunda ise aktive olmus sitotoksik T lenfosit membraninda bulunan
FasL (CD95L), hedef hiicre membranindaki Fas’a baglanip apoptozisi baslatir.
TNF-beta, sitotoksik T lenfositler tarafindan salgilanan ve FasL’ye benzer sekilde
etki eden bir sitokindir, antijenik uyariy1 takiben salgilanir (Diker, 1998).

T ve B lenfositlerlerdeki sitokin yetersizliginde hiicreler apoptozisle ortadan
kaldirilabilmektedir. Hiicresel immun red ve graft versus host reaksiyonlarinda
sitotoksik T lenfositleri araciligiyla apoptozis olusmaktadir. Pankreas, parotis ve
bobrek gibi organlarda kanal tikanikliklarina bagli gelisen atrofilerde, viral hepatit
gibi ¢esitli viral hastaliklarda, hiicrelerdeki hasarlanma durumlarinda (1s1,radyasyon,
antikanser ajanlar, hipoksi vb.) ve yaslilikta apoptozis izlenmektedir (Turgut ve ark.,

2006).

Hemen hemen tiim hiicrelerde iyonize radyasyon, sitokinler, reaktif oksijen
tiirleri, redoks potansiyelinde degisimlerin olmasi, biiylime faktorlerinin ya da trofik
faktorlerin ortadan kalkmast ve mekanik stres apoptozisi uyarabilmektedir.
Antioksidan enzimlerin azalmasi, apoptozisin uyarilmasindan sorumlu hiicresel

reaktif oksijen radikallerinin artisina neden olabilmektedir (Kiiltiirsay ve ark., 2002).
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Sekil 1.6. Apoptozis uyariminda intrinsik ve ekstrinsik yollar (Vucic ve Fairbrother,
2007).

1.3.1.2.Apoptoziste Hiicre ici Proteazlarin Aktivasyonu

I¢c ve dis sinyallerle hiicre i¢indeki bir grup proteaz aktive olur ki bunlara kaspaz
(caspase=cysteine-containing aspartate spesific protease) adi verilmektedir. Ilk
kaspaz tanimi 1992 yilinda yapilmistir ve interleukin-1B converting enzyme (ICE)
olarak adlandirilmistir, giinlimiizde bu ilk tanimlanan molekiile kaspaz-1 adi
verilmektedir. Kaspazlarin ilk bulunan fonksiyonu inflamasyondaki gdérevleridir.
Daha sonra C.elegans iizerinde yapilan caligmalar sonucu kaspazlarin hiicre
Olimiinde yonetici molekiiller oldugu ortaya konulmustur. Kaspazlar sistein

proteazlaridir ve inaktif zimojen formda sentezlenirler. N-terminal prodomain’i
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20 kDa’luk biiylk altiinite ve yaklastk 10 kDa’luk kiigiik altiinite takip eder.
Prokaspazlarin ¢ogunda kiigiik ve biiyiik altiiniteleri birbirine baglayan kisa bir

baglayici sekans bulunur (Kumar, 2007).

Pro-Domain Kicuk alt Unite

EI]]]IIZI]I[I]_ |
Buyuk alt ijnitE

Asp X sp X

I_ Kaspaz
inhibitord

(I
(LTI
Aktif kaspaz

Sekil 1.7. Pro-kaspazlarin temel yapis1 ve kaspaz aktivasyonu (Anonim, 2005).

Zimojen seklinde bulunan kaspazlarin aktivasyonu iki farkli mekanizma ile
gerceklesmektedir. Bunlar otokatalitik siire¢ ve aktif kaspazlar tarafindan
gergeklestirilen  proteolizistir  (Thornberry ve Lazebnik, 1998). Kaspaz
prekiirsorlerinin olgun ve aktif kaspaz haline doniisebilmesi i¢in en az iki boliinmeye
ithtiyac1 vardir. Birinci reaksiyonda prodomain biiyiik altliniteden ayrilir bu ayrilmay1
biiyiik ve kiiclik altiinitelerin birbirinden ayrilmasi izler. Bu {initelerin birbirinden

kopmast hep Asp-X baglarinin kopmasi ile gergeklesir (Earnshaw ve ark., 1999).
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Giliniimiize kadar 14 adet kaspaz tanimlanmistir ve ¢ogu apoptoziste rol
almaktadir. Kaspazlar omurgali hayvanlardan nematodlara kadar pekcok farkl: tiirde
tanimlanmistir ve tiim kaspazlar yapisal olarak birbirine biiylik benzerlik gosterir.
Buna ragmen her kaspazin kendine spesifik substrati bulunmaktadir (Hengartner,
2000). Hiicrelerdeki pek ¢ok proteaz alt diizey organizasyonda gorevlidir ve substrat
spesifitesi ¢cok yiiksek degildir. Buna karsin kaspazlar olaganiistii secici enzimlerdir.
Apoptozis sirasinda oOzellikle hiicre iskeletini olusturan proteinlere, niikleus
igerisindeki proteinlere ve hiicre sinyal iletiminden sorumlu proteinlere saldirarak
onlar1 yikimlarlar (Earnshaw ve ark.,1999; Li ve Juan, 2008). Bu yikimlama biiyiik
Olciide tetra peptid tanima alan1 yoluyla olmaktadir, burada C-ugta yer alan aspartat
atig1 lizerinden kesme gerceklesir. Kaspazlar tipik olarak tatra peptitleri bu bolgede
tanirlar, bolgeler C den N ya dogru numaralandirilir (P4-P3-P2-P1). P1 bolgesinde
kesin olarak aspartata gereksinim duyarlar. Ayrica P4 pozisyonu da substrat
spesifikligi i¢in gereklidir. P4 pozisyonunda; Grup 1 de yer alan insan kaspaz 1, 4, 5
enzimleri ¢cok fazla hidrofobik ve aromatik aminoasit atiklarin1 yapisinda igerirler, bu
aminoasitler Tyr, Trp veya Leu dir. Grup 2 yi olusturan kaspazlar 2, 3, 7 P4
pozisyonunda Asp ve P3 pozisyonunda Glu artiklarini tercih ederken, grup III
enzimleri 6, 8, 9, 10 P4 pozisyonunda artiklar1 olan Ile, Leu veya Val’i tercih ederler

(Meller ve ark., 2002).
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Cizelge 1.1. Programli hiicre oliimii sirasinda yikimlanan bazi polipeptidler ve
kullanilan enzimler (Earnshaw ve ark., 1999).

Polipeptid (substrat) | Sorumlu Kaspaz Etki

B-Catenin Kaspaz 3 a-Catenin baglanmasinda azalma ve
hiicreler aras1 baglantilarin zayiflamasi

Lamin A Kaspaz 6 Niikleer lamina par¢alanmasi

Lamin B; Kaspaz 6 ve 3 Niikleer lamina par¢alanmasi

PARP Kaspaz 3,7,9 poliADP-riboz sentezinde azalma

Topoizomeraz 1 Kaspaz 3 Bilinmiyor

PKCo Kaspaz 3 Aktif kinaz yapinina azalma

Pro-interlokin 1-p3 Kaspaz 1 Inflamasyonda anahtar rol alir

Pro-interlokin 16 Kaspaz 3 T lenfosit kemotaksisi

Bcl-2 Bilinmiyor Proapoptotik fragmentlerin
olusturulmasi

Bel-X¢ Kaspaz 1,3 Proapoptotik fragmentlerin
olusturulmasi

FLIP, Kaspaz 3,8,10 Bilinmiyor

Bid Kaspaz 8 Proapoptotik fragmentlerin
olusturulmasi

ICAD Kaspaz 3 Aktif CAD niikleazin serbestlesmesi

Kaspazlarin smiflandirilmas1  ¢esitli  yontemler vardir. Simiflandirma
genellikle kimyasal yapiya, foksiyonuna yada spesifik oldugu substrata gore yapilir.
Fonksiyonlarina gore yapilan siiflandirmada temel olarak inflamasyonda goérev
alanlar ve apoptoziste gorev alanlar olarak iki grup olusturulmustur. Apoptoziste
gorev alan kaspazlar ise kendi aralarinda baslatici ( kaspaz 2, 8, 9, 10, 12 ) ve efektor

(kaspaz 3, 6, 7, 14) olarak alt gruba ayrilmistir ( Ho ve Hawkinns, 2005).

Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir kaskada neden olurlar.
Baslatic1 kaspazlar apoptotik uyariyla baglayan 6liim sinyallerini efektor kaspazlara

iletirler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri (6rn.; aktin,niikleer membran proteini
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lamin A, DNA rejenerasyonunda rol alan poli ( ADP-riboz ) polimeraz ( PARP ))
parcalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. Hiicre
ici sinyallere bagli baslayan kaspaz kaskadi, sitokrom c¢’nin mitokondri
membranindan sitozole saliverilmesi ile baglar ve bu olayla kaspaz 9 aktiflesir
(Lavrik ve ark., 2005). Hiicre disindan gelen etkiler de kaspaz kaskadini baglatabilir
Hiicre membraninda bulunan TNF ve Fas reseptorlerinin uyarilmasi kaspaz 8’1 aktive

eder ve kaspaz yolunu baslatir (Tait, 2008).

Apoptozom olusumunun ilk asamasi

Apaf-1

Sitokrom C

E F’mkaspTz—Q ;; -'

Kaspaz Aktivasyonu

Sekil 1.8. Kaspaz 9 aktivasyonu ve apoptozom olusumu (Anonim, 2005) .

Kaspazlar apoptozis disinda hiicrenin ¢ogalmasinda, farklilasmasinda ve
hayatta kalmasinda da gorevlidir. Ornegin, kaspaz-1 sitokin maturasyonunda ve
NF-kB aktivasyonunda, kaspaz-8 T lenfositlerin ¢ogalmasinda ve monositlerin

makrofajlara farklilagsmasinda, kaspaz-11 proinflamatuar sitokinlerin
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maturasyonunda, kaspaz-14 keratinositlerin son asama farklilagmasinda gorevlidirler.
Birgok ¢aligma gostermistir ki Ozellikle kaspaz-8 immun sistem hiicrelerinin
farklilasmasinda ¢ok  Onemli role sahiptir. Kaspaz-8  aktivasyonunun
ger¢eklesemedigi, gen mutasyonuna sahip hastalarda T lenfositlerde, B lenfositlerde
ve NK hiicrelerinde ¢ogalmada bozukluklar tesbit edilmistir (Lamkanfil ve ark.,

2007) .

1.3.1.2.1. Kaspaz Inhibisyonu

Kaspaz aktivitesi bazi diger hiicrei¢i proteinler tarafindan inhibe edilebilir. Bu
inhibisyon mekanizmalarindan biri IAPs (inhibitors of apoptosis) aracilidir. IAPs
benzeri proteinler dkaryotik hiicrelerin hepsinde sentezlenirler. Bu proteinlerin ortak
ozelligi 1 ya da 3 bakoluviral apoptozis inhibitor protein (BIR) tekrar1 icermeleri ve
C-terminal uclarinda RING-finger motifi bulundurmalaridir (Ho ve Hawkinns,
2005). IAP ailesi igerisinde insan hiicrelerinde tanimlanan proteinler NAIP,
cIAP1/HIAP-2/hMIHB, cIAP2/HIAP-1, XIAP/hILP olarak isimlendirilmistir
(Quinn ve ark. 1998). IAPs etkisi baslatic1 ve efektor kaspazlar fakliliklar gosterir
(Ho ve Hawkinns, 2005). Kaspaz 3 ve Kaspaz 7’nin bir apoptozis inhibitor protein
olan XIAP tarafindan inhibe edilmesi i¢in BIR1 ve BIR2 arasina baglanmasi
gerekirken kaspaz 9 inhibisyonunda BIR3 bolgesine baglanir. Kaspaz 9
aktivasyonunun diizenlenmesinde mitokondrial proteinler olan Smac/DIABLO ve
HtrA2/Omi’da rol alir (Sun ve ark., 1999). Smac/DIABLO apoptosis sirasinda
mitokondriden salinir ve apoptozisin devamliligi i¢in Onemlidir. Bazi timor
hiicrelerinde IAPs molekiillerinin sentezi normalden fazladir ve Smac/DIABLO’ya
baglanarak etkinligini durdurur. Bunun sonucunda da hiicre kendini 6ldiiremez ve
kanserlesme hizla devam eder. Son yillarda yapilan g¢alismalarda Smac/DIABLO
yapisini taklit eden molekiillerin tiretilmesi ve kanser tedavisinde kullanilmas1 6nem

kazanmigtir (Petersen ,2007; Srinivasula ve ark., 2001).
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Kaspaz 8 aktivitesi FADD-like ICE ( FLICE )-inhibitory proreinler ( FLIPs )
tarafindan kontrol edilir. Pek¢ok virus FLIPs proteinlerini sentezleme yetenegindir.
Boylece hiicre igerisine girdiginde hiicrenin organizmayr korumak amaciyla

apoptozise gitmesini engeller (Thome ve ark., 1997).

GTL { NK Hicre

FasL (CD95L)

Tuzak

P Fas resapiori
Olim domain \‘
FADD Kaspaz 8 aktivasyonu

Efektdor Kaspazlann aktivasyonu

APOPTOZIS

Sekil 1.9. Kaspaz inhibisyonu (Thome ve ark., 1997).

I¢ sinyallerle olusan apoptoziste mitokondri énemli rol oynar. Bcl-2 proteini
antiapoptotiktir ve mitokondri dis membtanina ve apoptozis proteaz aktive edici
faktor 1 (Apaf 1)’e tutunmustur (Gren ve ark.,2005). Hiicre i¢cinden alinan apoptotik
sinyaller normal sartlarda Bcl-2 proteinine bagli olarak mitokondri membraninda
sabit olan Apaf 1’in mitokondriden ayrimlasina neden olur. Bu ayrilma dis
mitokondri zarinda gegirgenlik artisina ve porlarin agilmasini baslatir. Bu gecirgenlik
artis1, mitokondrinin iki zar1 arasinda bulunan sitokrom C’nin sitozole ¢ikmasina yol
acar. Sitokrom C’nin sitoplazmada Apafl, kaspaz 9 ve ATP ile birlesmesi ile
apoptozom olusur. Apaf-1/sitokrom-c/dATP kompleksi “Apoptozom” adinm
almaktadir. Sonlandiric1 kaspaz olan kaspaz 3’iin aktive olmasi apoptozisin
gerceklesmesini saglar (Turgut ve ark.,2006). Kaspazlarin ard arda aktive olmasi ve
bunlarin da diger proteolitik enzimleri aktive etmesi sonucu stoplazmik proteinler
yikilir, endoniikleaz aktivitesi sonucu geri doniissiiz olarak DNA kiriklar1 olusur

(Gren ve ark., 2005).
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Sekil 1.10. Kaspaz kaskadi (Anonim, 2005).
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Apoptnhk Substratlar

Sekil 1.11. Ekstrinsik ve intrinsik sinyaller sonucu aktive olan apoptotik yollar
(Anonim, 2005)

1.3.1.3.Apoptoziste Hiicrede Olusan Diger Biyokimyasal ve Morfolojik
Degisiklikler

Sonlandiric1 kaspazlarin (kaspaz 3, 6, 7) aktive olmasi ile sitoplazma ve niikleus
icerisinde hedef proteinler yikilir. Niikleus icerisindeki hedef proteinlerden biri de
DNA endoniikleaz ile ¢capraz baglanma yapan bir proteindir. Kaspazlar bu proteini
yikarak endoniikleaz1 aktiflestirirler. Niikleus iceriside Ca™ ve Mg bagimh
endoniikleazin aktiflesmesi ile 180 baz ¢ifti ve katlar1 seklinde kiriklar olusur. Ayrica
aktin flamanlar1 yikimlanir, hiicre membran yapisi degisir ve fagositoza hazir hale

gelir (Lavrik ve ark.,2005).
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Transglutaminaz aktivasyonu ile membran proteinlerinde olusan capraz
baglanmalar, membranlarin parcalanmasini ve apoptotik cisimlerin olusmasini saglar
(Oztiirk, 2002). Morfolojik olarak da hiicreler su kaybedip biiziisiirler. Sitoplazmanin
yogunlastig1 ve hiicrelerin birbirine yaklastig1r gézlenir. Membranlar biitiinliiklerini
korur. Mitokondriler genellikle saglam kalir. Morfolojik olarak en 6nemli degisiklik

niikleusta izlenir (Lavrik ve ark. 2005).

1.3.1.4. Fagositoz

Apoptotik cisimler, ¢evredeki parankim hiicreleri ve fagositler tarafindan fagosite

edilerek dokudan temizlenirler (Oztiirk , 2002).

Farkli tiimorlerde apoptozisi diizenleyen biyolojik faktorler cesitlidir ve
tiimoriin tiiriine bagl olarak apoptozisin prognozu belirleyici 6zelligi olabilir. Bazi
timorlerde tiimor dokusunda yiiksek diizeyde  apoptozis bulunan hastalarin

prognozlarinin daha iyi olabilecegi belirtilmektedir (Lavrik ve ark.,2005).
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Cizelge 1.2. Nekroz ile Apoptozis Arasindaki Farklar (Oniz , 2004 ; Oktem ve ark.,

2001)
Ozellik Apoptozis Nekroz
Oliim Sekli Dokuda daginik olarak, tek Komsu hiicre gruplarinda
tek hiicrelerde
Hiicre Biiyiikliigii Azalir Artar (sisme)
Hiicre Zan Biitiinliikk Korunur Diizlesme
Tomurcuklanma goriiliir
Zar ylizeyinde fosfatidilserin
Erken pargalanma
Mitokondri Zar gecirgenliginde artma Sisme
Sitoplazma i¢ine sitokrom C | Yapida bozulma
ve Apaf-1 salinimi
Yap1 korunur
Organel Sekli Kontrakte Sisme
Apoptotik cisimler Bozulma
DNA Parc¢alanmasi Fragmante Yaygin ve rastgele

Interniikleozomal béliinme
Serbest 3’ sonlari
Elektroforezde merdiven
paterni

Hiicre Temizlenmesi

Fagositoz

Makrofaj invazyonu

Genel Uyan Gelisimsel programlar Hastalik stiregleri
Endojen sinyaller
Hiicresel sinyaller
Hastalik siiregleri

Spesifik Uyari Biiyiime faktorii eksikligi Toksisite
Oliim aktivatdrleri Agir iskemi
Radyasyon Radyasyon
Orta derece iskemi
Oksidanlar
Artmigs DNA hasar1

Hiicresel Siirecler Kaspaz aktivasyonu Protein sentezi yok
Interniikleozomal RNA transkripsiyonu yok
endoniikleazlar Enerjiden bagimsiz

Transglutaminaz aktivasyonu
Protein sentezi devam

ATP azalmasi

Nedenler Her zaman patolojik Fizyolojik / Patolojik

Eksiidatif yangi Genellikle var Yok ya da hiicresel
immunite

Isik mikroskobik Bazofili, piknoz, karyoreksis, | Kresentrik goriiniim,

goriiniim

karyolizis

eosinofilik parcacik
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1.3.2. Kanser ve Apoptozis

Malign hastaliklar kontrolsiiz asir1 hiicre ¢ogalmasinin ve farklilasmasinin oldugu
hastaliklar olarak tanimlanir. Ancak asir1 ¢ogalmanin yaninda azalmis apoptotik
hiicre 6lim hizinin da malignite gelisiminde rol oynadig1 goriilmiistiir. Fizyolojik
Omriinii tamamladig1 halde ¢esitli nedenlerle apoptozise gidemeyen hiicreler malign

hiicrelere doniisme potansiyeline sahiptir (Stratton ve ark., 2009).

Hiicrede i¢ ya da dis etkenlerle DNA hasar1 olustugunda bazi genler aktive
olmaktadir. Bu genlerden en bilineni ve en dnemlisi malign tiimorlerin % 50’sinden
fazlasinda mutasyona ugradigi belirlenmis olan p53 genidir. Bu nedenle p53 geninin
kanser olusumunda kilit rol oynadig diisiiniilmektedir. Ornegin, pelvik high-grade
karsinomlarin % 80’inde p53 mutasyonu saptanmistir. Bu mutasyonun sonucunda
kanserli dokuda p53 proteininin miktarinda artis goriilmektedir. Bu artisin ovaryum
kistlerinde immunokimyasal yontemlerle saptanmasi ve ovaryumun profilaktik

olarak uzaklastirilmasi dnerilmektedir (Ann ve ark., 2008).

Kansere neden olan bazi virlisler enfekte ettikleri hiicrelerde fizyolojik
apoptozisi engellerler. Bu sekilde davranan iki tip Human papilloma viriisu
(HPV)’nun serviks kanseri olusturduklar1 saptanmistir. HPV viriislerinden biri E6
adinda protein tlireterek apoptozisi baglatan p53°e baglanir ve apoptozisi inaktive eder

(Lowe ve Lin, 2000).

Burkitt lenfoma ve Mononiikleozise neden olan Epstein-Barr Viriisii de Bcl-
2’ye benzer bir protein salgilar veya salgiladigi bir diger proteinle hiicrenin Bcl-2
protein {iretimini arttirmasim indiikler. Iki olay da hiicreyi apoptozise karsi daha
direngli kilar. Bu sekilde ¢ogalmaya devam eden hiicre kanser hiicresi haline gelir

(Lowe ve Lin, 2000).
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Kanser hiicreleri viriisler olmadan da apoptozisi engelleyebilirler. B-hiicre
l6semilerinin ve lenfomalarin bazi tiplerinde Bcl-2 proteini yiiksek seviyede

eksprese edilir. Bu apoptozis uyarilarini bloke eder (Lowe ve Lin, 2000).

Malign melanom, apoptozise karst Apaf-1’i kodlayan genin ekspresyonunu
engelleyerek direng gosterir. Bazi kanser hiicreleri sitotoksik T-hiicrelerinin
FasLigand kisimlarini baglayan bir molekiil salgilayarak T-hiicrelerinim apoptozis
mekanizmalarini baslatmalarina izin vermezler. Dolayisiyla bozulan bu mekanizma

kanser hiicrelerinin fizyolojik apoptozisini engeller (Hetts, 1998; Lowe ve Lin,

2000).

1.3.3. Oksidatif Stres ve Kanser

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) terimi ilk olarak 1950°1i yillarin basinda tanimlanmastir.
[lk tanimlandig1i yillarda oldukga zararli, onlenmesi gereken bir olay gibi
gortliiyordu. Kesfedildigi ilk yillardan giinlimiize kadar gecen siirecte konu ile ilgili
ilerlemeler kaydedilmistir. Ozellikle hiicrelerin oksidatif strese karsi gelistirdigi
savunma mekanizmalar1 ve hiicrelerin nasil redoks homeostazisini saglayip hayatta
kaldiklar1 ile ilgili pek¢ok yaym yapilmistir (Rahman ve MacNee, 2000). Bu
caligmalar sirasinda elde edilen bilgiler, oksidatif stresin terapotik giicli hakkinda da
kanitlar ortaya ¢ikartmaya basladi. Elde edilen sonuglar, ROS iiretiminin ve bunun
sonucunda hiicrelerde olusan apoptozisin kanser tedavisinde ve daha pekgok
hastaligin tedavisinde kullanilabilecek bir ara¢ oldugunun gosterdi (Benhar ve ark.,

2002).

Gegen 50 yil igerisinde yapilan ¢alismalar sonucunda ROS iiretiminin farkli
mekanizmalar tarafindan gercgeklestigi kanitlandi. Bu mekanizmalar ; iyonize

radyasyon, hiicrenin yagsamak i¢in yaptigt oksijenli solunum, kimyasal ajanlar ve
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NADPH oksidaz ve myeloperoksidaz gibi fagositler tarafindan sentezlenen anti-

bakteriyel enzimlerin aktivasyonu olarak 6zetlenebilir (Poli ve ark., 2004).

ROS, maruziyetin siiresine ve siddetine gore farkli sonuglar dogurur. Genel
olarak, diisiik seviyedeki ROS mitojendir ve hiicre ¢ogalmasini hizlandirir, orta
seviyedeki hiicre dongiisiinii gecici yada kalici olarak durdurur ve hiicre
farklilagsmasini uyarir. Yiiksek diizeyde ROS ise olduk¢a zararlidir ve apoptozisi
uyarir yada nekroza neden olur (Finkel ve Holbrook, 2000). Akut yiiksek diizeyde
ROS hiicresel komponentlerden DNA, proteinler ve lipidlere zarar verir. Giiglii
reaktivite nedeniyle DNA baz oksidasyonlart ve DNA zincir kiriklar1 meydana
gelebilir. Ayrica, akut maruziyet apoptozisi uyarabilir, bu uyarinin saglanmasi
giniimiizde kanser tedavisinde kullanilan kemoterapdtk ajanlarin  etki
mekanizmalarindan biridir. Ozellikle inorganik arsenik bilesikleri tarafindan
meydana getirilen akut yliksek dilizey oksidatif stres giiniimiizde kanser

aragtirmacilarinin ilgi odagi haline gelmistir (Lau ve Chiu, 2006).

Kronik diisiik seviyede ROS maruziyeti ise hiicrenin redoks dengesini bozar,
DNA bazlarinda oksidatif modifkasyonlara ve bunun sonucunda da mutasyonlara
neden olur. Ayrica hiicre igerisinde bir mesajc1 gibi gorev alip hiicre ¢ogalmasini
uyarir, malignant ¢ogalmalara ve bunun yaninda ateroskleroz gibi ¢esitli lezyonlara

neden olur (Barchowsky ve ark., 1996).

Oksidatif stres, sadece zararli etkileri olan kimyasal bir olay degildir. Bunun
yaninda organizmanin savunma mekanizmasinin da bir parcasidir. Ornegin,
makrofajlar, notrofiller ve eozinofiller viicuda giren patojenleri oldiirebilmek i¢in
ROS iiretirler ve patojenleri bu yolla inaktive ederler. Ayrica giiniimiizde kanser
tedavisinde kullanilan pek¢ok ilag ROS {iretimi ile kanserli hiicreleri 6ldiirmektedir.
Bu nedenlerden dolayr oksidatif stres giinlimiizde biyomedikal alanda pekgok

calismanin konusu olmaktadir (Lau ve ark., 2008)
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Dogal kaynaklardan elde edilmis ya da kimyasal olarak sentezlenmis ¢ok
sayitda ROS iiretimine neden olan kimyasal madde hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Ornegin, tatli biberden izole edilen kapsaisinoid’ler ROS {iretimini
arttirarak Jurkat hiicre serisinde mitkondri membran gegirgenigini arttirarak
apoptozise neden olmakta, mavi-yesil aglerden elde edilen c-fikosiyanin AK-5 tiimor
hiicre serisinde ROS olusumunu arttirtp Bcl-2 sentezini azaltarak apoptozisi

uyarmaktadir (Pardhasaradhi ve ark., 2003).

Terapotik agidan bakildiginda, ROS kesinlikle gelecekte iizerinde caligilmasi
gereken, yeni Ozellikleri ve etkileri incelenmesi gereken bir konudur. Giinlimiizde
pekcok grup, ROS iiretimini arttiran pek¢ok dogal ya da yapay kanser terapdtik
ajanlari lizerinde ¢aligmaktadir. Bunlardan birinin yada birkaginin kombinasyonunun

gelecekte umut vaadeden ilaglara doniismesi beklenmektedir (Lau ve ark., 2008).

Son yillarda sik¢a sorulan sorulardan birisi de kanser kemoterapisi sirasinda
antioksidanlarin verilmesi, antineoplastik etkinligi engeller mi ya da kemoterapi
sirasinda olusan yan etkilerin gelisimini onler mi sorusu akla gelmektedir. In vitro
sistemlerde ve bazi hayvan deneylerinde elde edilen sonuglar, kemoterapi sirasinda
antioksidatif dozda vitaminlerin kullanilmasinin yararli oldugunu gosterse de halen
klinik ¢caligmalar devam etmektedir. Burda en 6nemli nokta kullanilan kemoterapdtik
ajanin oksidatif stres yaratarak apoptozis yoluyla Oldiirmeye calisti§i malign
karakterli hiicreleri, disaridan verilen antioksidanlarla apoptozise gitmesini
engellememektir. Bununla beraber, eger olusan radikaller ilacin sadece yan
etkilerinden sorumlu yani ilacin antineoplastik aktivitesinden sorumlu degilse,
antioksidanlarin  kullanim1 yan etkilerin en aza indirgenmesi ig¢in yararh

olabilmektedir (Conklin ve Kenneth, 2004).
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Bu ¢alisma kapsaminda, bir herbisid olan paraquat ile olusturulmus oksidatif
stresin, hepatoselliiler karsinom hiicre kiiltiirii hattt olan HepG2 iizerine apoptotik

etkilerinin arastirilmasi amaclanmastir.

Bu amagcla paraquat ile oksidatif stres olusturulan HepG2 hiicrelerinde
apoptozis belirteglerinden olan kaspaz 3, kaspaz 9, sitokrom ¢, DNA laddering tayini
ve MTT hiicre canlilik testleri paraquat ilave edilmeyen ve kontrol grubunu olusturan

Hep G2 hiicreleri ile karsilastirilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Madde Adi Uretici Firma Katalog Numarasi
Agaroz (molekiiler biyoloji saflikta) Sigma A5093
Ethidium bromide ¢ozeltisi 10mg/ml Sigma E1510
WFI saflikta, hiicre kiiltiirli icin, steril su  Irvine Scientific 9309
Phosphate Buffered Saline ( PBS ) 10X Irvine Scientific 9242

Hiicre kiiltiirii icin hazirlanmas, steril,

Ca ve Mg tuzlar1 igermeyen

2-Propanol Reidel-de Haen 24137

Ethanol (absolut) Reidel-de Haen 3221

Dimetil siilfoksit (DMSO)

freeze medium,steril Bioveris 210002

Tris-Borik asit-EDTA tamponu Invitrogen 15581-028
Ultrapure, 10X yogun
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Fetal dana serumu (FBS) Irvine Scientific 3000A

Hiicre kiiltiiri saflikta, steril

Gentamisin siilfat soliisyonu Irvine Scientific 9355

50 mg/ml, hiicre kiiltlirii kullanimi i¢in

Trypan Blue Fluka 93595
Paraquat (Metilviolagen hidrat) (%98) Aldrich 85617-7
DNA standardi 100bp 500pug/ml New England Biolabs

Tripsin EDTA 1X Irvine Scientific 9341

Hank’s balanced salt sol.
1 1 soliisyon i¢inde 0,5 g Tripsin ve 0,2 g
EDTA Fenol red igeren, Ca ve Mg

tuzlar1 icermeyen

RPMI medium 1640 Irvine Scientific 9161
300mg/l L-Glutamin’li
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2.1.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Sarf Malzeme Adi Uretici Firma  Katalog Numarasi

Hiicre kiiltiirii flaski, 75 cm?, filtre kapakli CellStar/GBO 658175
Cryo.S cryovial, Dnase-Rnase free, 2ml ~ CellStar/GBO

Steril, polipropilen, 15ml TPP 91015
konik santrifuj tiipti

Steril, polipropilen, 50ml CellStar/GBO 227261
Konik santrfuj tiipti

Pipet uglari,

DNase-RNase free, steril, filtreli Neptune BT10E,BT100,BT1000

10 ul, 100 pl, 1000 pl

Steril serolojik pipet, tekli paketli CellStar/GBO 7760180
1 ml, 5 ml, 25 ml

Lam, 76 x 26 mm Isolab 7522
Lamel, 20 x 20 mm Isolab 7512
Neubauer hemositometri lami1 Isolab

Hiicre kiiltiirii flaski, 25 cm’ BD Falcon 353108

96 kuyucuklu, diiz tabanli, steril plaka BD Falcon 3530
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2.1.3. Kullanilan Kitler

Kitin Ad1 Uretici Firma Katalog Numarasi
Kaspaz-3 kolorimetrik testi R and D Systems,Inc BF3100
Kaspaz-9 Kolorimetric testi R and D Systems,Inc BF10100

TACS MTT hiicre cogalma ve
canlilik testi R and D Systems,Inc TAS5355

TACS DNA Laddering kit R and D Systems,Inc TA4630

Sitokrom C ELISA R and D Systems,Inc Quantikine



2.1.4. Kullanilan Cihazlar

Cihaz Ad1 Uretici Firma Katalog Numarasi
Su banyosu, 1sitmal Niive BM402
Saf su cihazi Millipore Synergy 185

Horizontal mini elektroforez tanki

Giic kaynagi

Mikrodalga firin

Spin santrifuj

Derin dondurucu (-20 °C)

Jel goriintiileme sistemi

Otomatik pipetler
10 ul, 100 pl, 1000 pl

Transluminator

Kirik buz makinesi

Santrifuj, masa tstii,

Yiiksek hizli, sogutmali

Siv1 azot tanki, 40 1

Amersham Bioscience

LabNet PS300

Kenwood

Continental Lab Products

Argelik Derin
Kodak GelLogic200
Gilson Pipetman
Herolab UVT-20M
Fiocchetti AF-100
MPW MPW350R

Arpage A40



Buharli sterilizator (otoklav)

Santrifuj, masa tstii,

Yiiksek hizli, sogutmali

Mikroskop, invert, trinokiiler

Mikroskop, klasik 151k mikroskobu

CO; ‘li inkubator

Steril giivenlik kabini(Laminar Flow)

Vorteks

Hassas Terazi

Dijital grafik yazici

ELISA okuyucu

45

Erna

Sigma

Olympus

Leica

Sanyo

Holten

Biosan

Shimadzu

Sony

Tecan

3K30

CKX41

CME

MCO-18AIC

Laminair 1,8

BiovortexV1

AUW320

UP-D 895

Sunrise
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2.2. Yontem

2.2.1. HepG2 Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Calisma sirasinda kullanilan hepatoselliiler karsinom hiicre hattt olan HepG2
hiicreleri, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Immunoloji Anabilim Dali Baskan1 Prof.
Dr.Cemalettin Aybay’dan temin edilmistir. Hiicreler % 10 Fetal Dana Serumu (FBS),
50 mg/l Gentamisin siilfat ve 300 mg/l L-glutamin igeren RPMI 1640 Medium besi
ortami icerisinde, 37 ‘Cde % 5 CO, varliginda hiicre kiiltiirii inkubatoriinde tiretildi.
Uretim sirasinda kontaminasyonu onlemek amaciyla filtre kapakli hiicre kiiltiirii
flasklar1 kullanildi. Hiicrelerin besiyeri iki giinde bir degistirildi ve canliliklari,

cogalma hizlar1 ve morfolojik yapilar1 invert mikroskop ile takip edildi.

Yeterli hiicre yogunluguna sahip flasklarin besiyerleri vakumlanarak
bosaltildi. Hiicreler bir kez Ca ve Mg tuzlar igermeyen steril PBS ile yikandi. Daha
sonra 1 : 250 Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile 8-10 dakika 37 ‘C’de inkubasyona
birakildi. Yiizeyden ayrilan hiicreler trypan mavisi ile boyanip Neubauer
Hemositometri Lami ile sayildiktan sonra 1/3 oraninda pasajlandi. Bu islemlerin
tamam1 hiicre kiiltiiri laboratuvarinda ve steril giivenlik kabini igerisinde

gerceklestirildi.

2.2.2. MTT Hiicre Canhhk Testi

MTT hiicre proliferasyon ve canlilik testi, hiicre ¢ogalmasi ve canliligini in vitro
ortamda hassas bir sekilde belirleme testidir. Hiicreler diiz zeminli 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiiri plakalarinda tiretildikten sonra tetrazolium bilesigi olan MTT (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) hiicreler {izerine eklenip

inkube edilir. Sar1 renkli MTT, mor renkli ¢bziinmeyen formazan’a indirgenir. Bu
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indirgenme yanlizca mitokondrial rediiktaz enzimi varliginda gerceklestigi igin
formazan’in olugum miktar1 ile canli hiicre sayisi dogru orantilidir. Daha sonra
deterjan ¢ozeltisinin ortama eklenmesi ile formazan kristalleri ¢oziiniir ve sonug

spektrofotometrik olarak okunur.

N N/Ig Mitokondrial
™ | rediktaz -
1= QF‘H |

i };— W

By
Sekil 2.1. MTT nin formazana biyokimyasal olarak doniistimii (Mosmann, 1983).

Her hiicre hattinin ¢ogalma hizi ve hiicre biiyiikliigi farklidir. Bu nedenle
MTT testine baslamadan 6nce kullanilan hiicreye gore standardizasyon caligsmasi
yapilmalidir. HepG2 hiicrelerinin optimum kaplama yogunlugunu belirlemek
amaciyla flasklarda iiretilen hiicreler tripsin ile muamele edilerek toplandi. Toplanan
hiicreler 2-8 'C’de 500 x g’de santrfuj edildi. Ustte kalan siipernatant ortamdan
uzaklagtirildiktan sonra 5 ml taze besiyeri hiicrelerin {izerine eklendi ve

hemositometri lami ile sayildi.
2.2.3. Hiicrelerin Sayim

Hiicrelerin 5 ml besi yeri icerisinde homojen sekilde dagilmasi i¢in, steril konik tiip
igerisinde altiist edildi. Bu hiicre siispansiyonundan Neubauer Hemositemetri
Lami’nda sayilmak tizere 100 pl 6rnek alindi. Hemositometrede dort karedeki
hiicreler sayilip ortalamasi alindi. Elde edilen say1 Diliisyon Etkeni x 10* ile garpilip
1 ml’deki hiicre sayisi (hiicre/ml) bulundu. Bu islem ii¢ kez tekrarlanip ortalamasi
alinarak degerlendirildi. Bu islem hiicre sayiminin gerekli oldugu tiim asamalarda

uygulandi.
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Hiicre siispansiyonu

\Derinlik 0.1 mm

e
]
LN
e

g T tamami sayilir.

Sekil 2.2. Neubauer Lamu ile hiicre sayimi1

-4 kbgse bolgedeki hilcrelerin
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Hiicre kiiltiirii plaklart (96 kuyucuklu) 5 x 10° hiicre/ml’den 0,0244 x 10°
hiicre/ml’ye kadar 12 farkli seri diliisyonda kaplandi. Bu kaplama sirasinda her bir
kuyucuga 100 ul besiyeri eklendi. 24 saatlik inkubasyondan sonra her kuyucuga
10 pl MTT reaktifi eklendi ve 2 saat siireyle 37 'C’de inkubasyona birakildu.
Inkubasyon siiresi sonunda invert mikroskop ile mor formazan kristallerinin olusumu
kontrol edildi. Her kuyucuga 100 pl deterjan ¢ozeltisinden eklenip 18 saat karanlikta
inkubasyona birakildi. Sonuglar spektrofotometrik olarak 570—-650 nm’de okunarak
degerlendirildi ve hiicrelerin logaritmik fazda iiredigi en uygun kaplama yogunlugu

elde edildi. Bu deneme bes kez tekrarlandi ve ortalamalari alindi.

Sonug olarak 100.000 hiicre / kuyucuk ve 24 saat inkubasyon siiresi HepG2
hiicreleri i¢in optimum {ireme sartlari olarak belirlendi ve diger analizler bu sartlarda

gergeklestirildi.
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Sekil 2.3. MTT hiicre canlilik testi ile hiicre kaplama yogunlugunun belirlenmesi
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HepG2 hiicrelerinin  MTT hiicre canlilik testi i¢in uygun kaplama
konsantrasyonu ve inkubasyon siireleri belirlendikten sonra paraquat toksisite testine
(IC 50) gecildi. Bu amagla daha 6nceden belirlenen kaplama konsantrasyonu olan
1x10° hiicre / kuyucuk ile hiicreler 96 kuyucuklu, diiz tabanli, steril hiicre kiiltiiri
plaklarina kaplandi. Hiicrelerin yilizeye yapismasi igin 24 saat 37 ‘C’de %5 CO; “li
inkubatorde bekletildi.

Paraquat ( Metylviologen hydrat ), RPMI 1640 besiyeri igerisinde 200 pM,
150 uM ,100 pM , 75 puM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 puM, 3,12 uM, 1,06 uM ve

0 uM konsantrasyonlarda hazirlandi.

MTT testi i¢in 96 kuyucuklu plakaya kaplanan hiicrelerin iizerindeki besiyeri
bosaltild1 ve hiicreler bir kez steril PBS ile yikandi. Hiicrelerin tizerine 100 ul farkl
konsantrasyonlarda Paraquat iceren besiyeri ilave edildi ve 37 ‘C’de %5 CO, ‘li
ortamda 24 saat inkubasyona birakildi. Bu siirenin sonunda her kuyucuga 10 ul MTT
reaktifi eklendi ve iki saat daha 37 "C’de inkiibe edildi. Inkubasyon sonunda mor
renkli formazan kristallerinin olusumu invert mikroskop ile kontrol edildi. Her
kuyucuga 100 ul deterjan soliisyonu eklenip 18 saat oda sicakliginda ve karanlik
ortamda formazan kristallerinin ¢oziinmesi beklendi. Sonuglar 570-650nm’de
spektrofotometrik olarak okunarak degerlendirilip, paraquat’in HepG2 hiicre hattinda
ICso degeri 10uM olarak belirlendi. Bu analizler “TACS MTT cell viability assay”
ticari kiti kullanilarak gerceklestirildi.
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2.2.4. Kaspaz 3 Kolorimetrik Analizi

Kaspaz 3, aynm1 zamanda CPP-32 olarak da bilinen hiicreigi sistein proteazidir.
Proenzim olarak sentezlenir ve apoptozis sirasinda kaspaz kaskatinin uyarilmasi ile
aktif hale gecer. Kaspaz 3 enzimi, DEVD (Asp-Glu-Val-Asp) aminoasit motifi igeren
PARP (poli ADP-riboz polizeraz) ve 70 kD biiyiikliiglindeki U1-riboniikleoprotein
gibi molekiilleri parcalar. Kaspaz 3’iin varliginin apoptozisin gerceklesmesi
sirasindaki 6nemi pekgok yayinda kanitlanmistir (Nicholson ve Thornberry, 1997).

Kaspaz 3 analizleri “R and D systems, Inc. Caspase-3 colorimetric assay” kiti ile

gergeklestirildi

Kit Icerigi :

DEVD-pNA Substrat : 500 pl, p-nitroalanin ile konjuge edilmis
4mM DEVD substrat peptid.

Lizis Tamponu : 100 ml lizis tamponu.

Reaksiyon Tamponu 3 : 4 x 2ml yogun Reaksiyon Tamponu 3.

Diliisyon Tamponu : 100ml diliisyon tamponu.

2.2.4.1. Kaspaz 3 Testinin Prensibi ve Uygulama Yontemi

Hiicre lizatindaki proteaz aktivasyonu p-nitroanaline (pNA) ile konjuge edilmis
kaspaz 3 spesifik peptid ile belirlenir. Peptidin kaspaz 3 tarafindan pargalanmasi
sonucu kromofor madde olan pNA serbest kalir. pNA’nin ortaya ¢ikartti§i renk
siddeti 405 nm de spektrofotometrik olarak okunup kantitatif sonug elde edilir.

Olusan rengin siddeti hiicre lizatindaki kaspaz 3 enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.
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Paraquat’in HepG2 hiicre hattinda ICs derisimini MTT hiicre canlilik testi ile
belirlendikten sonra, kaspaz 3 kolorimetrik analizi i¢in gerekli hiicre sayis1 olan 2 x
10° hiicre sayilarak flasklara konuldu. 24 saat siireyle hiicrelerin flasklarin tabanina
yapismasi icin inkubasyona birakildi. inkubasyon normal hiicre kiiltiirii sartlarinda
yani 37 'C’de %5 CO,’li ortamda 25 cm”’lik filtre kapakli hiicre kiiltiirii flasklarinda
gerceklestirildi. Inkubasyon sonrasi hiicreler bir kez PBS ile yikanarak teste hazir
hale getirildi. Hiicreler 10uM paraquat’in RPMI 1640 + %10 FBS ve gentamisin
iceren besiyerinde ¢oziilmesi ile hazirlanan test ortaminda 24 saat siireyle
inkubasyona birakildi. Konrtol grubunu ise paraquat igermeyen besiyerinde test
grubu ile ayni fiziki sartlarda inkubasyona birakilan hiicreler olusturdu. Inkubasyon
sonrasi hiicreler tripsin ile muamele edilerek toplandi. Bu toplama sirasinda 6len ve
ylizeyden ayrilan hiicreleri de elde edebilmek i¢in inkubasyon sirasinda kullanilan
besiyeri de 250 x g’de santrifuj edildi. Elde edilen hiicre peletinin {lizerine 50 pl
soguk lizis tamponu eklendi ve 10 dakika siireyle buz {iizerinde inkubasyona
birakildi. Daha sonra 10000 x g’de 1 dakika siireyle 2-8 'C’de santrifuj edildi. Ustte
kalan silipernatant daha onceden sogutulmus baska bir santrifuj tlipiine aktarildi.
Reaksiyon Tamponu 3 iizerine DTT (dithiothreitol) stok ¢ozeltisi 1 / 100 oraninda
taze olarak ilave edilerek reaksiyon tamponu hazirlandi. 96 kuyucuklu plaka
icerisinde, hazirlanan 50 pl hiicre lizat1 iizerine 50 pl reaksiyon tamponu ve 5 pl
kaspaz 3 kolorimetrik substrat (DEVD-pNA) eklenip 37 'C’de inkubasyona birakildu.
Inkubasyon sonunda mikroplaka okuyucuda 405 nm dalgaboyunda optik dansiteler

okundu. Bu test ii¢ kez tekrarlanip kontrol grubu ile karsilagtirildi.

2.2.5. Kaspaz 9 Kolorimetrik Analizi

Kaspaz 9 aym zamanda ICE-LAP6 ve Mch6 olarak da adlandirilan ve kaspaz
kaskatinda apoptozise gitmesi i¢in uyarilmis hiicrelerde zimojen prokaspaz 9 olarak
sentezlenip daha sonra aktive olan bir enzimdir. Mitokondriden sitokrom C’nin
sitoplazmaya salinmasindan sonra kaspaz 9 aktive olur ve sitokrom c, kaspaz 9 ve

Apaf-1 birleserek kompleks olusturur. Kaspaz 9 enziminin hiicre igerisinde en iyi
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taniylp pargalayabildigi sekans LEDH’dir. Kaspaz 9 aktivasyonu pekcok pro-
apoptotik ve anti-apopotik proteinler tarafindan diizenlenir ve embriyonik donemde

meydana gelen apoptoziste dnemi biiyiiktiir ( Thornberry ve Lazebnik Y., 1998).

Kaspaz 9 analizleri de ticari test kiti (R and D systems, Inc. Caspase-9 colorimetric

assay) ile gerceklestirildi.

Kit Icerigi:

LEHD-pNA Substrat : 500 pl, p-nitroalanin ile konjuge edilmis
4mM LEHD substrat peptid.

Lizis Tamponu : 100 ml lizis tamponu

Reaksiyon Tamponu 3 : 4 x 2ml konsantre Reaksiyon Tamponu 3

Diliisyon Tamponu : 100ml diliisyon tamponu

2.2.5.1. Kaspaz 9 Testinin Prensibi ve Uygulanmasi

Hiicre lizatindaki proteaz aktivasyonu p-nitroanaline (pNA) ile konjuge edilmis
kaspaz 9 spesifik peptid ile belirlenir. Peptidin kaspaz 9 tarafindan pargalanmasi
sonucu kromofor madde olan pNA sertbest kalir. pNA nin ortaya ¢ikarttigi renk
siddeti 405 nm de spektrofotomentrik olarak okunup kantitatif sonug¢ elde edilir.

Olusan rengin siddeti hiicre lizatindaki kaspaz 9 enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.

Kaspaz 9 kolorimetrik analizi i¢in gerekli hiicre sayisi olan 2 x 10° hiicre
sayilarak flasklara konuldu. 24 saat siireyle hiicrelerin flasklarin tabanina yapigsmasi
i¢in inkubasyona birakildi. Inkubasyon normal hiicre kiiltiirii sartlarinda yani

37 'C’de %5 COy’li ortamda 25 em?’lik filtre kapakli hiicre kiiltiirii flasklarinda
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gerceklestirildi. Inkubasyon sonrasi hiicreler bir kez PBS ile yikanarak teste hazir
hale getirildi. Hiicreler, belirlenen 10uM konsantrasyonda paraquat’in RPMI 1640 +
% 10 FBS ve gentamisin iceren besiyerinde ¢dziilmesi ile hazirlanan test ortaminda
24 saat siireyle inkubasyona birakildi. Konrtol grubunu ise paraquat igcermeyen
besiyerinde test grubu ile aymi fiziki sartlarda inkubasyona birakilan hiicreler
olusturdu. Inkubasyon sonrasi hiicreler tripsin ile muamele edilerek toplandi. Bu
toplama sirasinda Olen ve yiizeyden ayrilan hiicreleri de elde edebilmek igin
inkubasyon sirasinda kullanilan besiyeri de 2-8 ‘C’de 250 x g’de santrifuj edildi. Elde
edilen hiicre peletinin tizerine 50 pl soguk lizis tamponu eklendi ve 10 dakika siireyle
buz lizerinde inkubasyona birakildi. Daha sonra 10000 x g’de 1 dakika siireyle 2-8
‘C’de santrifuj edildi. Ustte kalan siipernatant daha dnceden sogutulmus baska bir
santrifuj tiipiine aktarilidi. Reaksiyon Tamponu iizerine DTT (dithiothreitol) stok
soliisyonu 1/100 oraninda taze olarak ilave edilerek reaksiyon tamponu hazirlandi. 96
kuyucuklu plaka igerisinde, hazirlanan 50 pl hiicre lizati {izerine 50 pl reaksiyon
tamponu ve 5 pl kaspaz 9 kolorimetrik substrat (LEHD-pNA) eklenip 37 'C’de iki
saat inkubasyona birakildi. inkubasyon sonunda mikroplaka okuyucuda 405 nm
dalgaboyunda optik dansiteler okundu. Bu test ii¢ kez tekrarlanip sonuglar kontrol
grubu ile karsilagtirildu.

2.2.6. DNA Laddering Testi

Apoptozis, hiicrelerin programli sekilde ©6lmesi anlamina gelip, sitoplazmada
yogunlagma, hiicre mambraninda tomurcuklanma, c¢ekirdekte piknoz ve hiicre
DNA’simnin  endoniikleaz enzim aktivitesi sonucunda yaklasik 180-200bp
uzunlugunda oligoniikleozomal fragmentlere ayrilmasi ile karakterizedir (Ioannou ve
Chen 1996). DNA fragmentasyonu tek hiicre bazinda TUNEL (terminal
deoxytransferase mediated bio-dUTP nick end labeling) testi ile histopatolojik olarak

gosterilebilir. Kitlesel hiicre Oliimlerinde ise hiicre DNA’smin saflastirilip



59

elektroforetik olarak incelenmesine dayanan DNA laddering testi kullanilmaktadir

(Reshef ve ark., 2008).

2.2.6.1. Testin Prensibi ve Uygulama Yontemi

Apoptozis sirasinda endoniikleaz enzim aktivasyonu sonucu DNA’da fragmentler
olusur. Bu testin prensibi hiicreden genomik DNA’nin izole edilmesi ve izole edilen

DNA’nin agaroz jel elektroforezde yiiriitiiliip EtBr ile boyanmasi esasina dayanir.

DNA laddering testi i¢in HepG2 hiicreleri pasajlanarak 24 saat siireyle
flasklarin tabanina yapismasi icin inkubasyona birakildi. inkubasyon normal hiicre
kiiltiirii sartlarinda (37 'C’de %5 CO,’li ortamda) 25 cm?®lik filtre kapakli hiicre
kiiltiirii flasklarinda gergeklestirildi. inkubasyon sonrasi hiicreler bir kez PBS ile
yikanarak teste hazir hale getirildi. Hiicreler, 10 uM yogunlukta paraquat’in RPMI
1640 + % 10 FBS ve gentamisin iceren besiyerinde ¢ozlilmesi ile hazirlanan test
ortaminda 24 saat siireyle inkubasyona birakildi. Kontrol grubunu ise paraquat
icermeyen besiyerinde test grubu ile aymi fiziki sartlarda inkubasyona birakilan
hiicreler olusturdu. Inkubasyon sonrasi hiicreler tripsin ile muamele edilerek

toplandi.

2.2.6.1. DNA izolasyonu

Toplanan hiicreler Neubauer hemositometri laminda sayildi ve DNA izolasyonu igin
gereken miktar olan 1 x 10° hiicre santrifijj tiipiine konuldu. Hiicrelerin iizerine 5 ml
soguk PBS ilave edilerek yikandi. PBS’in ortamdan uzaklastirilmasi i¢in 250 x g’de
2-8 'C’de santrifuj edildi ve iistte kalan PBS pipetle ¢ekilerek atildi. Dipte kalan

hiicre peletinin {izerine 100 pl 6rnek tamponu ve 100 pl hiicre lizis soliisyonu eklenip
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10 dakika oda sicakliginda inkubasyona birakilip hiicrelerin tamamen lize olmalari
saglandi. Hiicre lizat1 2 ml’lik mikrosantrifuj tiipline aktarildi1 ve 700 pl ekstraksiyon
¢ozeltisinden ve 400 pl ektraksiyon tamponundan eklenip 10 saniye vortekslendi.
Vorteksleme isleminden hemen sonra 12000 x g’de 5 dakika siireyle santrifuj edildi
ve lUstte kalan faz yeni bir mikrosantrifuj tiipiine aktarildi ve bu fazin iizerine 50 pl
sodyum asetat ¢ozeltisinden eklendi. Tiipteki total hacim 6l¢iildii ve iizerine ayni
hacimde 2-propanol ilave edildi. 1200 x g’de 10 dakika santrifuj edildi ve iistte kalan
faz, tiiplin dibinde toplanan DNA peletine zarar vermeden pipetle cekilerek
uzaklagtirildi. DNA peletinin iizerine % 70 etanol eklendi ve tiip alt-list edilerek
karistirildi. 12000 g’de 5 dakika santrifuj edildi. Santrifuj sonrasi {istte kalan etanol
dikkatlice uzaklastirilip dipteki DNA peleti oda sicakliginda kurumaya birakildi.
Kuruyan DNA peletinin iizerine 100 ul Dnase-free su ilave edildi ve elde edilen

toplam DNA miktar1 spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

Olgiim i¢in, 5 pl diliie DNA ile 995 ul distile su karistirild1 ve 260 nm dalga

boyunda distile suya kars1 okundu.

Konsantrasyon ( pg/ pl ) = ODagonm X 9.88"
*9,88 sayis1 1:200 diliisyondaki DNA i¢in gegerlidir

Elde edilen toplam DNA miktar1 hesaplanip 1 pg / pl olacak sekilde Dnase-

free steril su igerisinde sulandirilip -20 'C’de saklandi.

2.2.6.2. Agaroz Jel Elektroforez ve EtBr ile Boyama

- 10x Tris-Borik asit-EDTA tamponu hem jel hazirlarken hem de tank tamponu

olarak kullanilmak tizere 1 : 10 distile su ile sulandirild.
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- 0,5 g Agaroz, 55 ml 1 x TBA tamponu iizerine cam erlende eklendi. Bu karisim
150 saniye mikrodalga firinda kaynatildi.
- Mikrodalga firindan ¢ikartilan erlen yavasca devamli g¢alkalanarak olusan hava

kabarciklarinin kaybolmasi saglandi.

- Jelin sogumasina izin verilmeden 3 ul EtBr soliisyonundan eklendi ve iyice

karistigindan emin olunana kadar erlen ¢alkalandi.

- Jel, mini horizontal elektroforez tankina dokiildii, 6rnek uygulama kuyucuklari jele
acildi ve 30 dakika oda sicakliginda ve onu takiben 15 dakika 2-8 'C’lik

buzdolabinda bekletilerek donmasi saglandi.

- Hazirlanan jel, horizontal tank igerisine yerlestirildi. 1 x TBE tamponu tanka

dolduruldu.

- Daha 6nceden izole edilen DNA o6rnekleri, 1 pg/kuyucuk olacak sekilde steril su
icerisinde sulandirildi ve 2 pl yiikleme tamponu (loading buffer) ile karistirilip jelde

daha 6nceden ag¢ilmis kuyucuklara uygulandi.

- Gii¢ kaynagi baglandi ve 100 Volt’a ayarlanarak calistirildi. Yaklasik olarak 45-50
dakika elektroforez devam ettirildi. Elektroforez sonunda jel tanktan c¢ikartildi ve jel

goriintlileme sistemi kullanilarak U.V. 151k altinda fotograflandi.

2.2.7. Sitokrom C Tayin Yontemi

Somatik sitokrom c, 15 kDa agirliginda, 104 amino asitten olusan bir polipeptiddir.
Oksidatif fosforilasyonda ve apoptoziste dnemli gorevleri vardir. Fare, rat ve insan
somatik hiicrelerinde sentezlenen sitokrom c, % 91 oraninda benzerlik gosterir.

Sitoplazmada 12 kDa agirliginda bir apoprotein olarak sentezlenen sitokrom c, daha
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sonra reseptor bagimsiz bir taginma ile mitokondri dis membranindan gegerek
intermitokondrial alana yerlesir. Burada mitokondri i¢ membranina bagli bulunan bir
enzim olan sitokrom ¢ hem liyaz (CCHL) ile fonsiyonel sitokrom c¢’ye doniisiir

(Matsumoto ve ark., 1999).

Fonksiyonel hale gecen sitokrom c, oksidatif fosforilasyonda gorev alarak
elektronlar1 sitokrom c¢ rediiktaz kompleksinden sitokrom c¢ oksidaz kompleksine
tasir. Bu gorevinin disinda, apoptotik sinyallerin etkisi ile mitokondriden
sitoplazmaya salinir. Sitoplazmaya gegen sitokrom c, burada kaspaz aracili yollari
aktive eder. Sitoplazmaya gecen 15 kDa agirligindaki sitokrom c, burada 130 kDa
Apaf-1 (apoptotic protease activating factor), dATP ve kaspaz 9 ile birleserek
kompleks olusturur. Bu kompleks, kaspaz 9’u aktive ederek kaspaz kaskadini baslatir

(Skulachev, 1998).

2.2.7.1. Testin Prensibi ve Uygulanmasi

Sitokrom c, kantitatif sonu¢ veren sandvi¢ enzim immunoassay formatinda
hazirlanmis ve western blot teknigine alternatif olarak gelistirilmis ELISA y&ntemi
ile calisan kit kullamlarak gerceklestirildi. Onceden sitokrom c’ye spesifik
monoklonal antikorlar ile kaplanmis mikroplaklar kati faz olarak kullanild.
Standartlar ve 6rnekler kuyucuklara pipetlendikten sonra sitokrom c’ler kat1 fazdaki
antikorlara baglanir. Baglanma sonras1 kuyucuklar yikanir ve baglanmayan
molekiiller ortamdan uzaklastirilir. Daha sonra ikinci agamaya gegilir ve kuyucuklara
enzimle isaretli, sitokrom c’ye spesifik antikorlar ilave edilir. Inkubasyon siiresinin
sonunda baglanmayan enzim ile isaretli antikorlar yikanarak uzaklastirilir. Ortama
substrat ilavesinin ardindan olusan renk miktari, baslangi¢c asamasinda 6rnegimizde
ya da standardimizda bulunan sitokrom c miktar1 ile dogru orantilidir. Sonuglarin
degerlendirilmesi, 450 — 570 nm dalga boyunda mikroplak okuyucuda absorbanslarin

okunmas1 ve standartlar ile ¢izilen grafik yardimi ile yapilir. Sitokrom c tayini i¢in
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“R and D Systems, Human cytochrom C Immunoassay” ticari kiti kullanildi1 (Katalog

no: DCTCO).

Kit Icerigi:

Sitokrom C Mikroplaka : 96 kuyucuklu, polistiren mikroplaka

Sitokrom C Konjugat : 21 ml horseradish peroksidaz ile isaretli
anti-sitokrom c antikor.

Sitokrom C Standart : 40 ng sitokrom c, liyofilize

Kalibrator Diliient RDSP Concentrate : 21 ml konsantre tampon ¢ozeltisi.

Hiicre Lizis Tamponu 2 : 21 ml x 2 adet lizis ¢ozeltisi.
Renk Reaktifi A : 12,5 ml hidrojen peroksit.
Renk Reaktifi B : 12,5 ml tetrametilbenzidin.
Durdurma Tamponu : 6ml , 2 N siilfirik asit.

Hiicre lizatinin hazirlanmasi:

1- Hiicreler tripsin ile muamele edilip toplandi.

2- Toplanan hiicreler ii¢ kez soguk PBS ile yikandi.

3- Hiicreler sayilarak 1,5 x 10° hiicre / ml olacak sekilde Hiicre Lizis Tamponu 2
icerisinde siispanse edildi.

4- Oda sicakliginda, arada karistirilarak inkubasyona birakildi.

5- 1000 x g’de 15 dakika siireyle santrifuj edildi.

6- Siipernatant ayrildi ve 50 ul siipernatant + 200 ul Kalibratdr Diliient RD5SP
kullanilarak bes kat dilue edildi.

7- Ornekler — 80 °C’de saklandi.
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Calisma Akis Semasi:

1 — Orneklerin ve reaktiflerin oda sicakligina gelmesi saglandi.

(—

2 - Standartlar, 40 ng/ml, 20 ng/ml, 10 ng/ml , 5 ng/ml, 2,5 ng/ml, 1,25 ng/ml ve
0,625 ng/ml olacak sekilde stok standarttan seri diliisyon ile hazirlandi.

(—

3 - Mikroplakadaki kuyucuklarin her birine 100 pl Kalibratér Diliient RDSP
pipetlendi.

(—

4 - Kuyucuklara 100 pl Standart, kontrol ve Ornekler pipetlendi ve iki saat oda

sicakliginda inkubasyona birakildi.

(—

5 - Kuyucuklar bosaltilip dort kez yikandiktan sonra her kuyucuga 200 pl konjugat

pipetlendi ve iki saat oda sicakliginda inkubasyona birakildu.

(—

6 - Kuyucuklar bosaltilip dort kez yikandiktan sonra her kuyucuga 200 pl substrat
pipetlendi ve 30 dakika oda sicakliginda karanlikta inkubasyona birakildi.

(—

7 - Inkubasyon sonunda 50 pl Stop soliisyonu pipetlenip 30 dakika icerisinde
mikroplaka okuyucusunda 450 — 570 nm’de okundu.

Standartlar, kontrol ve ornekler cift calisildi ve ortalamalar1 alinip sifir standartin

optik dansitesi ¢ikartilarak hesaplamaya gecildi.
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Sonuglarin  hesaplanmasi ic¢in standartlarin sonuglari kullanilarak 4-parameters
logistic (4-PL) grafik ¢izildi ve orneklerin ng/ml cinsinden igerdikleri sitokrom c
miktar1 belirlendi. Hiicre lizatinin hazirlanmasi sirasinda tiim ornekler bes kat
sulandirildig i¢in, elde edilen ng/ml biriminden sonuglar bes ile g¢arpilarak son

degerler elde edildi.

2.2.8. Malondialdehid Tayin Yontemi:

Coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu ile olusan bir iiriin olan MDA, kisa
zincirli bir aldehidtir ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidatif par¢alanmasini

belirlemek i¢in kullanilir.

Laboratuar sartlarimizin uygunlugu ve analiz yOnteminin standardize edilmesi
nedeniyle Yoshioka ve arkadaslarinin (1979) gelistirdigi yontem kullanilarak MDA
miktar tayini gerceklestirildi.

2.2.8.1. Testin Calisma Prensibi ve Uygulanmasi:

Iki molekiil tiyobarbitiirik asitin (TBA) bir molekill MDA ile asit ortamda
sitokiyometrik olarak reaksiyona girerek pembe renkli bir {iriin olusturmasi esasina
dayanir. Olusan bu bilesik 532-535 nm’de maksimum absorbans verir. Standart

olarak 1.1.3.3. Tetraetoksipropan kullanilir.

Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglari:
1. Trikloroasetik asit (%20) : 200 g trikoloroasetik asit (TCAA) tridistile suda

¢oOziilerek hacim 1 litreye tamamlandi.
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2. Tiyobarbitiirik asit (%0,67) : 1,675 g tiyobarbitiirik asit tridistile suda
coziilerek hacim 250 ml’ye tamamlandi.

3. n-Butanol

4. 1.1.3.3.Tetraetoksipropan standart1 (C11H2404) : 1.1.3.3.
Tetraetoksipropan’dan 0,494 ml alinarak etanol ile 100 ml’ye tamamlandi. Bu
karisimdan 0,1 ml alinarak tridistile su ile 100 ml’ye tamamlandi (= 20

umol/l ) . Uygun sulandirmalarla ¢aligilarak grafik ¢izildi.

Cizelge 2.3. MDA tayini i¢in ¢aligma semast

Kullanilan Maddeler Kor Tiipt Ornek Tiipii
Ornek - 250 pl
TCAA ¢ozeltisi 1,5 ml 1,25 ml
TBA c¢ozeltisi 0,5 ml 0,5 ml

30 dakika kaynar su banyosunda inkubasyon ve sogutma

n-Butanol 2 ml 2 ml

3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra butanol tabakasi bagka bir tiipe
aktarilarak 535 nm’de absorbanslar okundu. 1.1.3.3.tetractoksipropan kullanilarak
hazirlanmis standartlar ile c¢izilen grafikten yararlanilarak okunan absorbanslara

karsilik gelen MDA degerleri tespit edildi. Sonuclar nmol/ml olarak verildi.

2.2.9. istatistiksel Yontem

[statistiksel analizler non-parametrik independed Mann-Withney testi kullanilarak

gergeklestirildi (Stimbiiloglu ve Siimbiiloglu, 2000).
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3. BULGULAR

3.1. Kaspaz 3 Sonuclari

Test grubunu 10 pM paraquat’in RPMI 1640 + %10 FBS ve gentamisin igeren
besiyerinde ¢oOziilmesi ile hazirlanan test ortaminda 24 saat siireyle inkubasyona
birakilan hiicreler olusturdu. Kontrol grubunu ise paraquat icermeyen besiyerinde
test grubu ile ayn fiziki sartlarda inkubasyona birakilan hiicreler olusturdu. Test ve
kontrol gruplari inkubasyon siiresinin 6., 12. ve 24. saatlerinde kaspaz 3 enzim

aktivasyonu yoniinden analiz edildi ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.1. de verildi.

Istatistiksel analiz non-parametrik independed Mann-Withney testi ile yapildi.
Kontrol grubu ile inkubasyonun 6. ve 12. saatleri arasinda istatistik olarak onemli
fark bulunmadi. Kontrol grubu ile inkubasyonun 24. saati arasindaki fark istatistik

olarak dnemli bulundu (p<0.05).

Cizelge 3.1. Kaspaz 3 diizeyindeki zamana bagli de§isim sonuglari

Inkubasyon Siiresi

6.Saat 12.Saat 24.Saat
X+SD X +SD X +SD
Test Grubu 0,366 +0,007a 0,408 +£0,032a 0,734 £0,142b

Kontrol Grubu 0,367 +£0,002a 0,398 £ 0,015a 0,396 = 0,026a
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Kaspaz 3

6.Saat 12.Saat 24 Saat

Paraquat Uygulama Siiresi

@ Kontrol
B Test

Sekil 3.1. Inkubasyon siiresine bagl olarak Kaspaz 3 diizeyindeki degisim
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3.2. Kaspaz 9 Sonuclar

Test grubunu 10 pM paraquat’in RPMI 1640 + %10 FBS ve gentamisin igeren
besiyerinde ¢oziilmesi ile hazirlanan test ortaminda 24 saat siireyle inkubasyona
birakilan hiicreler olusturdu. Konrtol grubunu ise paraquat icermeyen besiyerinde
test grubu ile aym fiziki sartlarda inkubasyona birakilan hiicreler olusturdu. Test ve
kontrol gruplar1 inkubasyon siiresinin 6., 12. ve 24. saatlerinde kaspaz 9 enzim
aktivasyonu yoniinden analiz edildi ve elde edilen sonuglar karsilagtirildi ve Cizelge

3.2.°de verildi.

Istatistiksel analiz non-parametrik independed Mann-Withney testi ile yapildi.
Kontrol grubu ile inkubasyonun 6. saati arasinda istatistik olarak onemli fark
bulunmadi. Kontrol grubu ile inkubasyonun 12. ve 24. saatleri arasindaki fark

istatistik olarak 6nemli bulundu (p<0.05).

Cizelge 3.2. Kaspaz 9 diizeyindeki zamana bagli degisim sonuglart.

Inkubasyon Siiresi

6.Saat 12.Saat 24.Saat
X +SD X +SD X +SD
Test Grubu 0,404 + 0,080a 0,414 +£0,028b 0,875 +£0,179¢

Kontrol Grubu 0,359 £ 0,005a 0,385+ 0,004a 0,442 £ 0,034a
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Kaspaz 9

6.Saat 12 .Saat 24 Saat

Paraquat Uygulama Siiresi

@ Kontrol
B Test

Sekil 3.2. Inkubasyon siiresine bagli olarak Kaspaz 9 diizeyindeki degisim




71

3.3. Sitokrom C Sonuclar

Test grubunu 10 uM paraquat’in RPMI 1640 + % 10 FBS ve gentamisin igeren
besiyerinde ¢oziilmesi ile hazirlanan test ortaminda 24 saat siireyle inkubasyona
birakilan hiicreler olusturdu. Kontrol grubunu ise paraquat icermeyen besiyerinde
test grubu ile aym fiziki sartlarda inkubasyona birakilan hiicreler olusturdu. Test ve
kontrol gruplar1 inkubasyon siiresinin 6., 12. ve 24. saatlerinde sitokrom ¢ miktarlar1
ELISA yontemi ile kantitatif olarak analiz edildi ve elde edilen sonuglar
karsilastirildi. Ornekler ve standartlar ¢ift calisildi. Elde edilen ham sonuglarin
ortalamasi alindi, kor standartin optik dansitesinin tiim standart ve 6rnek optik
dansitelerinden c¢ikartilmasi ile veriler elde edildi. Standartlar kullanilarak ¢izilen
grafik yardimi ile 6rneklerin igerdigi sitokrim ¢ miktarlari kantitatif olarak belirlendi.
Hiicre lizatinin hazirlanmasi sirasinda tiim ornekler bes kat sulandirildigi icin, elde

edilen ng/ml biriminden sonuglar bes ile ¢arpilarak son degerler elde edildi.

Kontrol ile test grubu arasinda inkubasyonun 6. 12. ve 24. saatlerindeki sitokrom c

diizeylerinde istatistik olarak énemli fark bulunmadi (p>0,05).

Cizelge 3.3. Sitokrom c diizeyindeki zamana bagli degisim sonuglari

Inkubasyon Siiresi

6.Saat 12.Saat 24.Saat
X +SD X +SD X +SD
Test Grubu 125,83 £ 2,64 123,83 +7,18 117,50 £ 5,19

Kontrol Grubu 121,00 +£ 5,19 125,16 + 6,65 124,00 + 3,60
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Sitokrom C

6. saat 12.saat 24 saat

Paraquat Uygulama Siiresi

@ Kontrol
| Test

Sekil 3.3. inkubasyon siiresine bagl olarak sitokrom c diizeyindeki degisim
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3.4. DNA laddering testi sonuclari

Test grubunu 10uM paraquat’in RPMI 1640 + %10 FBS ve gentamisin iceren
besiyerinde ¢oziilmesi ile hazirlanan test ortaminda 24 saat siireyle inkubasyona
birakilan hiicreler olusturdu. Kontrol grubunu ise paraquat icermeyen besiyerinde
test grubu ile aym fiziki sartlarda inkubasyona birakilan hiicreler olusturdu. Test ve
kontrol gruplarini olusturan hiicreler inkubasyon siiresinin 6., 12. ve 24. saatlerinde
toplanarak niikleer DNA izolasyonu yapildi. Agaroz jel elektroforezi sonrasi

sonugclar ultaviole 151k altinda degerlendirildi.

RALLRRE BRERE
] |

oo I

Sekil 3.4. DNA Laddering sonucu (6. saat)



74

RAILAAR BB

Sekil 3.5. DNA Laddering sonucu (12. saat)

Sekil 3.6. DNA Laddering sonucu (24. saat)
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3.5. MDA testi sonuclari

Paraquat iceren besiyeri ortaminda lretilen hiicrelerin MDA diizeyleri ol¢iildii ve
doza bagimli olarak artis ya da azaliglar1 degerlendirildi. Doza bagimli olarak
paraquatin olusturdugu oksidatif stresteki artis ya da azalislar MDA diizeyleri olarak
Cizelge 3.4. de verildi ve Grafik 3.4’de gosterildi.

Cizelge 3.4. MDA diizeyinin paraquat dozuna bagli degisimi

PQ (uM) 100 10 5 2,5 1,25 | 0,625 | 0,312 | 0,156 | 0,078 | 0,039

MDA (nmol/l) | 8.10 | 459 | 1,56 | 051 | 0,54 | 056 | 0,50 | 0,50 | 0,51 | 0,50

MDA Konsantrasyonu
(nmol/ml)

O = DNWPH»OGOIO NO®O

100 5 1,25 0,31 0,08 0

Paraquat Konsantrasyonu (microM)

Sekil 3.7. MDA diizeyinin paraquat dozuna bagl degisimi
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4. TARTISMA

Bircok madde serbest radikal olusturarak oksidatif hasara neden olmaktadir. Serbest
radikaller kararsiz molekiillerdir ve hizla zincir reaksiyonuna girerek daha fazla
serbest radikal olusturmak {iizere diger bilesiklerle reaksiyona girerler. Yiiksek
konsantrasyondaki reaktif radikallerin lipid peroksidasyonu, protein modifikasyonu
ve DNA hasar1 olusturarak apoptozise ya da nekroza neden oldugu bilinmektedir
(Suresh ve ark., 2003). Paraquat ve diquat hiicrelerde siiperoksid radikali ve hidrojen
peroksid olusumuna yol agmaktadir (Sharma ve ark., 2005). Bu ¢alisma kapsaminda,
oksidatif stres kaynagi oldugu pek ¢ok ¢alismada kanitlanmis ve kanserojen olmadigi
Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan bildirilen bir molekiil olan paraquatin
hepatoselliiler karsinom hiicrelerinden HepG2 hiicre hattinda in-vitro kosullarda
apoptozis lizerine etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Apoptozis belirteci olarak

kaspaz 3, kaspaz 9, sitokrom ¢ ve DNA laddering testleri kullanilmistir.

Paraquat’in HepG2 hiicre hattinda ICsy degerini belirlemek amaciyla hiicre
¢ogalmasi ve canliliginin in vitro ortamda belirlemesinde bir kriter olan MTT testi
uygulanmistir. Hiicrelerin 24 saat inkubasyon sonunda % 50 oraninda 6ldiigli yani
ICso yogunlugu olarak 10 pM belirlenmistir. Protein kinaz inhibitorleri olan
staurosporin  ve  H-7  (1-(5-Isoquinolinesulfonyl)-2-methylpiperazine) ile
noroblastoma hiicre hatinda yapilan bir calismada, MTT testi ile bu maddelerin
100 nM dozda hiicre 6liimiinii indiikledigini ve 6liim oraninin doza bagimli olarak
arttigini bildirmislerdir (Lopez ve Ferrer, 2000). Sakinah ve ark. 2007 yilinda, vahsi
zencefilden elde edilen ve sitotoksik aktivitesi kanitlanmis zerumbone maddesi ile
hepatoselliiler karsinom hiicre hatt1 olan HepG?2 hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismada bu
maddenin 3,45 uM ICsy dozunda hiicreler iizerinde antiproliferatif etkisinin oldugunu
MTT testi kullanarak ortaya koymuslardir (Sakinah ve ark., 2007). Farkli doku ve
organlardan koken alan hiicrelerin metabolizma hizlari, detoksifikasyon yetenekleri,
oksidatif strese dayanikliliklart ve yasam siireleri birbirinden farklidir.
Bu nedenle farkli hiicre hatlarinda ayni kimyasal maddenin lethal dozlar1 farklilik

gostermektedir. Ornegin; Nakamura ve Lipton’un (2007) ndroblastoma (SK-N-SH)
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hiicreleri kullanarak paraquatin apoptotik etkilerinin aragtirdiklar1 ¢aligmada, 200 uM
yogunlukta paraquat, bu hiicre hattinda 18 saat inkubasyon i¢in ICsy degeri olarak
belirlenmistir (Nakamura ve Lipton, 2007). 32D/Neo fare miyeloid hiicre hattinda
paraquatin apoptotik etkilerinin incelendigi bir ¢alismada ise 400 uM dozunda
uygulanan paraquatin, 24 saatlik inkubasyon sonunda hiicrelerin yaklasik % 30’unu
oldiirdiigi bildirilmistir (Fabisiak ve ark., 1998). Cappelletti ve arkadaslarinin (1998)
insan akciger epitel hiicre hatti olan A549 kullanarak paraquat toksisitesi ve
antioksidanlarin bu toksisite {lizerine koruyucu etkilerini inceledikleri ¢alismada,
160 uM paraquat ile 24 saat inkubasyona biraktiklar1 hiicrelerde 24. saat sonunda
apoptozisin indiiklendigini belirtmiglerdir. Calismada belirlenen 10 uM yogunluktaki
paraquatin ICsy dozu yukarida belirtilen ¢alismalarda bildirilen yogunluklardan daha
diisiik dozda oldugu goriilmektedir. Niso-Santano ve ark. (2006)’nin rat beyin
noroblast hiicre hattinda (E18) yaptiklar1 ¢calismada ise, diisiik doz paraquatin
(2,5 uM yogunlukta) 24 saat inkubasyon sonunda hiicrelerin % 50’sini 6ldiirdiiglinii

bildirmektedir.

Calismada, paraquatin HepG2 hiicreleri iizerine etkisini hangi metabolik yol
tizerinden gosterdigini anlayabilmek amaciyla, intrinsik apoptozis yolunda énemli rol
oynayan kaspaz 9 enziminin aktivasyonu, paraquat inkubasyon siiresine bagl olarak
incelenmistir. Kaspaz 9, baglatici kaspazlar grubu igerisinde bulunan ve mitokondri
aracili apoptoziste rol alan aspartik asit spesifik proteazdir (Lei ve ark.,2002).
Prokaspaz 9 un aktive olabilmesi ve kaspaz kaskadini baslatabilmesi {i¢ asamada
olur. Ilk olarak dATP/ATP, APAF-1 e baglanir ve hidroliz olarak ADP’ye doniisiir.
Ikinci asamada sitokrom ¢ APAF-1 ‘e baglanir ve multimerize olur, son asamada ise
prokaspaz 9 bu multimerik yapiya baglanir ve otokatalizasyonla aktive olur. Aktive
olan kaspaz 9, APAF kompleksinden serbest hale geger ve diger kaspazlari uyararak
apoptozisin devamini saglar (Zou ve ark.,1999). Lopez ve Ferrer (2000),
noroblastoma hiicrelerinde diger apoptozis belirtegleri pozitif olmasina ragmen
kaspaz 9’un aktive olmadigini, intrinsik olarak apoptozisin uyarilmasi durumunda
kaspaz 9’un aktivasyonunun sart olmadigi, sitokrom c’nin kaspaz kaskadinin

baslatilmasinda kilit rol oynadigini bildirmislerdir. Xu ve ark. (2009), alisom B asetat
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kullanarak gastrik adenokarsinom hiicre hattinda yaptiklar1 calismada, doza bagiml
olarak apoptozis yilizdesinin ylikseldigini, kaspaz 9 ve kaspaz 3 ifadesinin arttigin1 ve
buna paralel olarak pro-apoptotik protein olan Bax miktarindaki artis ile Bax/Bcl-2
oraninin ylikseldigini bildirmislerdir. Sonlandiric1 kaspaz olan kaspaz 3 aktivasyonu
icin kaspaz 9’un mutlaka aktive olmasi gerektigi ve sitokrim c¢’nin mitokondri dis
membran potansiyelindeki azalma ile sitoplazmaya saliverilmesinin gerektigi
sonucuna varmiglardir (Xu ve ark., 2009). HepG2 hiicrelerinin paraquat ile
inkubasyon siiresinin 6. saatinde kontrol ve deneme gruplar1 arasinda kaspaz 9
diizeylerinde istatistik olarak fark bulunmazken, 12. ve 24. saatlerde deneme

gruplarinda kaspaz 9 aktivasyonunun arttigi gézlenmistir.

Efektor kaspazlar kendilerine spesifik proteinleri parcalayarak apoptotik
hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar (Lavrik ve ark., 2005).
Pro-kaspaz 9’un aktive olmasi sonucu kaspaz yolu aktive olur ve bunun sonucunda
da efektor kaspaz olan kaspaz 3 aktivasyonu gerceklesir (Gren ve ark., 2005).
Caligmada, efektor kaspaz olan kaspaz 3 aktivasyonunun zamana bagli olarak
degisimine bakildiginda, inkubasyon siiresinin 6. ve 12. saatlerinde kontrol ve
deneme gruplar1 arasinda istatistiksel bir fark bulunmazken, 24. saatte kaspaz 3
aktivasyonunun arttig1 ve gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak énemli oldugu

gorilmiistiir.

Noroblastoma hiicrelerinde staurosporinin uyardigi apoptozis sirasinda
inkubasyonun 12. saatinde kaspaz 3 seviyesinin en iist diizeye ¢iktig1 bildirilmistir
(Lopez ve Ferrer, 2000). Ying ve arkadaslarinin 2008 yilinda flavanon tiirevi olan
(3aRS,ASR)-2-(2-chloro-4-methylsulfonylphenyl)-4-chloro-3,4-diethoxy-flavane[4,3-
d]-D1,9b-1,2,3-thiadiazoline) MAFTZ’nin hepatoselliiler karsinom hiicreleri
tizerinde apoptotik etkilerini arastirdiklar1 c¢alismada, apoptotik etkinin doz ve
zamana bagli olarak kaspaz 3 aktivasyonu ve poly (ADP-riboz) polimeraz
aktivasyonunun meydana geldigini bildirmiglerdir. Buna ek olarak ROS miktarinda

artis ve mitokondrial membran potansiyelinde kayip oldugu ve bunun sonucunda da
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6lim sinyalinin mitokondrial oksijen stres yolagindan kaynaklandigi gosterilmistir

(Meidan ve ark.,2008).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda bazi kanser hiicre hatlarinda kaspaz 3’iin
belirlenebilir limitlerin ¢ok altinda sentezlendigi ortaya konulmustur. MCF-7 hiicre
hattinda yapilan bir calismada bunun nedeninin kaspaz 3 genindeki (CASP-3)
parsiyal delesyondan kaynaklandigi ortaya konulmustur (Janicke ve ark., 2008).
Kanserin olusum nedenlerinden biri apoptozisi kontrol eden genlerin mutasyonu ve
sonucunda da kaspazlarin sentezinde azalma ya da hi¢ sentezlenememesidir. Olasi
kanser terapotik  ajanlarimin  gelistirilmesi, bu enzimlerin  sentezlerinin

uyarilabilmesinin saglanmasi esasina dayanir.

Primer hepatoselliiler karsinom hiicreleri ile Sun ve ark. (2000) tarafindan
yapilan ¢alismada, in-situ hibridizasyon yontemi ile kaspaz 3 gen ifadesi Ol¢iilmiis ve
kanserli dokularda normal karaciger dokusuna oranla kaspaz 3 ifadesinin diisiik
oldugu ve ayrica diferansiyasyon ve kaspaz 3 arasinda iliski oldugu bildirilmistir.
Kaspaz 3 ifadesindeki azalmanin HCC olusumunda etkili oldugu sonucuna

varilmstir.

Calismada dikkat ¢eken bir nokta da kaspaz 9 ve kaspaz 3 aktivasyonlarinin
inkubasyon siiresine gore farklilik gostermesidir. inkubasyonun 12. saatinde ilk
olarak baslatic1 kaspazlardan olan kaspaz 9 aktive olmus bunu takiben kaspaz 3
inkubasyonun 24. saatinde aktive olarak apoptotik siireci devam ettirmistir. Bu ard
arda devam eden siire¢ bugiine kadar tanimlanmis kaspaz kaskadi fenomeni ile

uyumludur.

Kaspaz 3’iin aktive olmasi ile sitoplazma ve niikleus icerisinde hedef

proteinler yikilir. Niikleus i¢erisindeki hedef proteinlerden biri de DNA endoniikleaz
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ile ¢apraz baglanma yapan bir proteindir ( PARP ). Kaspazlar bu proteini yikarak
endoniikleaz1 aktiflestirir, endoniikleazin aktiflesmesi ile 180 baz ¢ifti ve katlari
seklinde kiriklar olusur ve DNA laddering paterni meydana gelir (Lavrik ve ark.,
2005). HepG2 hiicrelerinde 10 uM dozunda paraquat inkubasyonunun 6., 12. ve 24.
saatlerinde DNA iizerinde kiriklar olusturup olusturmadigini incelemek amaciyla
cekirdek DNA’sin1 izole ettikten sonra agaroz jel -elektroforez uygulamasi
gergeklestirilmistir. Kontrol ve deneme gruplarinda 6., 12. ve 24. saatlerde belirgin
bir DNA kirilmasi gozlenememistir. DNA laddering testi, kitlesel hiicre 6liimlerini
ve ¢cok miktarda DNA’nin yikimlanmasini gosterebilen bir testtir. 32D/Neo fare
miyeloid hiicre hattinda paraquatin apoptotik etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada,
400 uM dozunda uygulama sonucunda DNA laddering gériinlimiiniin ortaya ¢iktigi
bildirilmistir (Fabisiak ve ark., 1998). MCF-7 hiicre hattinda, ¢esitli apoptozis
uyaricilar1 ile (TNF/sikloheksimid, staurosporin)  yapilan caligmalarda, hiicre
Olimiiniin DNA fragmentasyonu olmadan gerceklestigi bildirilmistir. Diger yandan
HeLa D98 hiicrelerinde ayni uyaricilar kullanildiginda, apoptozisin meydana geldigi
fakat MCF-7 hattindan farkli olarak bunlarda DNA fragmentasyonunun da olustugu
goriilmistiir (Janicke ve ark., 1998). Daha hassas ve tek hiicre bazinda sonug
verebilen TUNEL testinin ileride yapilacak ¢alismalarda DNA laddering testi yerine
kullanilmas: tavsiye edilmektedir (Reshef ve ark., 2008).

Paraquat dozuna bagl olarak sitozolde sitokrom ¢ miktarmin arttigi ve bu
artisin kaspaz aktivasyonundan bagimsiz olarak meydana geldigi ortaya konulmustur
(Nakamura ve Lipton, 2007). Sitokromlar elektron tasiyan proteinler olup,
hemoglobinin hem halkasina benzer bir porfirin halkasina bagli demir igerir.
Sitokrom ¢, apoptozis sirasinda kolayca sitoplazmaya gecebilen kiigiik bir
molekiildiir. Diger sitokromlar ise mitokondri i¢ membraninda yer alan proteinlerdir.
HepG2 hiicrelerinde, paraquatin sitokrom c diizeyi iizerine etkisini incelemek
amaciyla inkubasyonun 6., 12. ve 24. saatlerinde hiicre i¢i toplam sitokrom c¢ miktari
ELISA yontemi ile olgiildii. Belirtilen saatlerde kontrol ve deneme gruplar1 arasinda
sitokrom ¢ diizeylerinde fark bulunamadi. Intrinsik hiicre &liim yolunda kilit rolii

sitokrom ¢ oynar. Noroblastoma hiicrelerinde paraquatin apoptozisi baslatmasi
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intrinsik hiicre 6lim yolu iizerinden oldugu bildirilmistir. Sitokrom c’nin sitozole
salimimi ve kaspaz 3 aktivasyonu sonucu apoptotik hiicre oliimleri sekillenmesine
ragmen mitokondri membran gegirgenliginde herhangi bir fonksiyon bozuklugu

gozlenmemistir (Fei ve ark., 2007).
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5. SONUC VE ONERILER

Kanserde goriilen azalmis apoptozisin olusum nedenleri; apoptozisi kontrol eden
genlerin mutasyonu ve sonucunda da kaspazlarin sentezinde azalma ya da hig
sentezlenememesidir. Olas1 kanser terapotik ajanlarinin gelistirilmesi, bu enzimlerin

sentezlerinin uyarilabilmesinin saglanmasi esasina dayanir.

Hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinden HepG2 hiicrelerinin paraquat ile 24
saat inkubasyonu sonunda % 50 oraninda 6ldiigi yani ICsy yogunlugunu, hiicre
¢ogalmasi ve canliliginin in vitro ortamda belirlemesinde bir kriter olan MTT testi ile

10 uM olarak belirlenmistir.

Baslatic1 kaspazlar grubu igerisinde bulunan ve mitokondri aracili apoptoziste
rol alan aspartik asit spesifik proteazlardan Kaspaz 9’un HepG2 hiicrelerinin 10 uM
paraquat ile inkubasyon siiresinin 12. ve 24. saatlerinde kaspaz 9 aktivasyonunun

arttig1 gézlenmistir.

Efektor kaspaz olan kaspaz 3 aktivasyonunun zamana bagli olarak degisimine
bakildiginda, inkubasyon siiresinin 24. saatinde aktivasyonunun arttig1 tesbit

edilmistir.

Kaspaz 9 ve kaspaz 3 aktivasyonlarnin inkubasyon siiresine gore farklilik
gostermektedir. Inkubasyonun 12. saatinde ilk olarak baslatict kaspazlardan olan
kaspaz 9 aktive olmakta bunu takiben inkubasyonun 24. saatinde kaspaz 3 aktive
olmaktadir. Bu ard arda devam eden aktivasyon ile bugiine kadar tanimlanmis kaspaz

kaskad1 fenomeniyle uyumlu olarak apoptotik siire¢ baglamistir.
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HepG2 hiicrelerinde 10 pM dozunda paraquat ile 24 saat inkubasyonu
sonunda DNA iizerinde kiriklar olusturup olusturmadigi, izole edilen cekirdek
DNA’smin agaroz jel elektroforez uygulamasi ile gerceklestirilmistir, 6., 12. ve 24.

saatlerde belirgin bir DNA kirilmas1 gézlenmemistir.

Mitokondri dis membraninda gecirgenlik artis1 sonucu meydana gelen
sitozolik sitokrom c artisi, 10 uM dozunda paraquat ile 24 saat inkubasyona tutulan

HepG?2 hiicrelerinde 6., 12. ve 24. saatlerde tesbit edilememistir.

Terapotik agidan bakildiginda, ROS kesinlikle gelecekte iizerinde caligilmasi
gereken, yeni Ozellikleri ve etkileri incelenmesi gereken bir konudur. Giiniimiizde
pekcok grup, ROS iiretimini arttiran pekcok dogal ya da yapay kanser terapotik
ajanlan tlizerinde ¢alismaktadir. Bunlardan birinin ya da birka¢inin kombinasyonunun

gelecekte umut vaadeden ilaglara doniismesi beklenmektedir

Son yillarda iizerinde durulan konulardan birisi de kanser kemoterapisi
sirasinda antioksidanlarin verilmesi, antineoplastik etkinligi engeller mi yada
kemoterapi sirasinda olusan yan etkilerin gelisimini 6nler mi olmaktadir. In vitro
sistemlerde ve bazi hayvan deneylerinde elde edilen sonuglar, kemoterapi sirasinda
antioksidatif dozda vitaminlerin kullanilmasinin yararl oldugunu gosterse de halen
klinik c¢aligmalar devam etmektedir. Burada en oOnemli nokta kullanilan
kemoterapotik ajanin oksidatif stres yaratarak apoptozis yoluyla 6ldiirmeye c¢alistigi
kanser hiicrelerini, disaridan verilen antioksidanlarla apoptozise gitmesini
engellememelidir. Bununla beraber, eger olusan radikaller sadece yan etkilerinden
sorumlu yani ilacin antineoplastik aktivitesinden sorumlu degilse, antioksidanlarin
kullanimi1 yan etkilerin en aza indirilmesi i¢in yararl olabileceginden, oksidatif stres
olusturulan hiicrelerde antioksidanlarin etkilerinin incelendigi ¢alismalara yer

verilmelidir.



84

OZET

Paraquat Ile Olusturulmus Oksidatif Stresin HepG2 Hiicrelerinde Apoptozis
Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

Apoptozisin spesifik olarak kanser hiicrelerinde indiiklenebilmesi, apoptoziste
meydana gelen biyokimyasal degisikliklerin ortaya konuldugu zamandan beri ilgi
odagi olmustur. Uygun zamanda gerceklesmeyen apoptozis ¢ok sayida hastaligin
etiyolojisinde yer almaktadir. Kaspaz aktivasyonunun kontrolii, apoptoziste kilit rol
oynamaktadir. Ciinki kaspazlar apoptoziste meydana gelen biyokimyasal
degisikliklerde birincil oneme sahiptir. Kanser gibi yetersiz apoptozisin meydana
geldigi hastaliklarda ya da sendromlarda kaspaz aktivasyonunun saglanabilmesi
tedavi i¢in gerekli bir adimdir.

Paraquat (PQ), bipyridyl yapisinda, herbisit olarak kullanilan, toksik etkileri
insanlarda ve hayvanlarda iyi tanimlanmig bir kimyasaldir. Paraquat uygulamasi
sonrasi gozlenen hiicresel hasar P450 rediiktaza bagimli olarak reaktif oksijen
tiirlerinin olugmasi sonucu meydana gelir. Oksidatif stres sirasinda meydana gelen
membran lipidlerinin peroksidasyonu, apoptozisin baglatilmasinda potansiyel bir
hedettir.

Bu c¢alismanin amaci, paraquat ile olusturulmus oksidatif stresin HepG2 hiicre
hattinda kaspaz bagimli apoptozis iizerine etkilerini incelemek, sitokrom c
diizeylerindeki degisimi ve DNA kiriklarinin olusumunu ortaya koymaktir.

MTT hiicre canlilik testi, farkli PQ yogunluklarinda ve zaman periodlarinda
uygulandi. HepG2 hiicreleri i¢in 24 saat inkubasyon siiresinde PQ’in  1Csy 10mM
olarak belirlendi. Lipid peroksidasyonunun belirteci olarak malondialdehit diizeyleri
TBA testi ile analiz edildi. Kaspaz 3 ve kaspaz 9 diizeyleri, paraquat inkubasyonunun
6., 12. ve 24. saatlerinde kolorimetrik olarak tesbit edildi. Ayn1 zaman araliklarinda
sitokrom c¢ diizeyleri ELISA ile belirlendi. DNA laddering testi, DNA
fragmentasyonunu gosterebilmek amaciyla gerceklestirildi.

Sonug olarak, inkubasyonun 6. ve 12. saatlerinde kaspaz 3 degerleri kontrol ve
deneme gruplar1 arasinda istatistiksel olarak fark 6nemli bulunmazken, 24. saatte
fark 6nemli bulundu. Diger taraftan kaspaz 9 diizeyinde inkubasyonun 12. ve 24.
saatlerinde kontrol ve deneme gruplar: arasinda istatistik olarak énemli fark bulundu.
Biitiin gruplarda ve inkubasyon siirelerinde sitokrom c diizeyleri arasinda fark
bulunamadi. Ayrica DNA fragmantasyon analizi sonucunda, kontrol ve deneme
gruplarinda DNA kiriklar1 belirlenemedi.

HepG2 hiicre hattinda paraquat ile olusturulan oksidatif stres sonucunda kaspaz
aktivasyonu go6zlenmekle birlikte DNA laddering ve sitokrom c¢ salinimi

belirlenememistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, HepG2, Paraquat, Kaspaz
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SUMMARY

The Effect of Oxidative Stress Induced by Paraquat on Apoptosis in Hep G2
Cells

The capacity to specifically induce apoptosis in cancer cells by manipulating
components of the apoptotic pathway has been a goal since this pathway was first
described. Inappropriate apoptosis clearly underlies the etiology of several human
diseases. The control of caspases, as a key and central component of the biochemical
pathway that mediates apoptotic cell death, is an attractive first step in modulating
this process. Caspase activation for the treatment of disorders as cancer where
insufficient apoptosis occurs.

Paraquat (PQ), a bipyridyl herbicide, toxic effects of which have been well described
in both humans and animals. The mechanisms of cellular damage after PQ involve
the P-450 reductase-dependent formation of reactive oxygen species which have
been implicated in the final common pathway that triggers apoptosis; peroxidation of
membrane lipids during oxidative stress represents one potential target for signaling
apoptosis

The goal of the current study was to evaluate paraquat induced oxidative stress on
caspase dependent apoptosis, cytochom c levels and DNA laddering pattern in
hepatocellular carcinoma cell line.

MTT cell wviability and proliferation assay were performed different PQ
concentrations and time periods. 24h 10mM paraquat treatment was settled as ICs
for HepG2 cell line, Malondialdehyde, a marker of lipid peroxidation was estimated
with TBA method. Caspase 3-9 were analyzed at 6., 12. and 24.h as apoptosis
indicator with colorimetric assay. Cytochrom c levels also estimated same time
periods. DNA laddering assay performed to evaluate DNA frangemtation during
apoptosis.

The results indicated that there was no statistically significant after 6.h and 12.h but
significant increase in 24.h for caspase 3. On the other hand statistically significant
increase has been found 12. and 24.h for caspase 9 compare to control group. In all
groups and time periods cytocrom c leves has been found at the same level. DNA
fragmentation pattern hasn’t been found in control and experiment groups.

Key words: Apoptosis, HepG2, Paraquat, Caspase
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