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OZET

TEZ BASLIGI: Kersetin’in Malignant Mezotelyoma Hiicre Dongiisii ve
Hiicre Oliimiine Etkisi

YAZAR ADI: Banu BASARA

Calismamizda, besin kaynakli bir bilesik olan kersetinin tek ve kemoterapide
yaygin olarak kullanilan cisplatin ile kombinasyonu, mezotelyoma hiicre hatlarinin
(SPC111 ve SPC212) proliferasyonuna, dongiisiine, Oliimiine etkileri, doza ve
zamana bagli olarak arastirilmigtir. Kersetin’in; 0-100uM, cisplatinin; 0-50pg/ml’lik

dozlar1 ve kombinasyonlarinin 0-96. saatlerdeki etkisi incelenmistir.

Hiicre proliferasyon analizlerinde, kersetin SPC111 hiicre hattinda 50uM’in
altindaki dozlarda hiicre proliferasyonunu indiikledigi, 50 ve 100uM’lik dozlarinda
yavaglattigi, SPC212 hiicre hattinda 10, 50 ve 100uM dozlarinda zamana ve doza
bagimli olarak hiicre proliferasyonunu engelledigi gozlenmistir. Cisplatin’in 5, 10 ve
50pg/ml’lik dozlarda, her iki hiicre hattinda zamana ve doza bagimli olarak hiicre
proliferasyonunu yavaslatici ve/veya durdurucu etki gosterdigi belirlenmistir. Spg/ml
Cis+50uM Qu ve 10pg/ml Cis+50uM Qu kombinasyonlarinin her iki hiicre hattinda
72. saatte prolifersyonu inhibe ettigi tespit edilmistir. Hiicre dongiisli analizlerinde,
100uM’lik kersetin dozu SPCI111 hiicre hattinda 48. saatte S fazi bloguna neden
olurken ve aym etkiyi SPC212 hiicre hatlarinda 50 ve 100uM’lik dozlarda
gostermistir. Cisplatin’in 5 ve 10ug/ml tek doz uygulamalarinda her iki hiicre 24.
saatte S fazinda, 48. saatten sonra G2/M gecisinde tutuklanmislardir. 50pg/ml’lik
cisplatin dozu hiicrelerin her ikisini de 24 ve 48. saatlerde S fazinda tutuklarken, 72.
saatte bu durumun SPCI111 hiicrelerinde devam ettigi, ancak SPC212 hiicre
hatlarinda 72. saatte G2/M gec¢isinde bir birikime neden oldugu gézlenmistir. Spg/ml
Cis+50uM Qu birlikteliginin her iki hiicre hatti i¢inde hiicre dongiisii iizerindeki en
etkili doz oldugu belirlenmistir. tek dozlardan farkli olarak hiicrelerin 48 saat
boyunca S fazinda tutuklandiklar1 gézlenmistir. Apoptoz DNA laddering yontemi ile
degerlendirilmis, zamana ve doza bagli olarak her iki hiicre hattinda tipik

fragmentlenme gozlenmemistir.



Yaptigimiz deneylerde kersetinin SPC111 hiicrelerinde bifazik etkisi oldugu
yani diisiik dozlarda indiikleyici, yliksek dozlarda ise inhibe edici oldugunu tespit
edilmistir. SPC212 hiicre hatlarinin kersetin ve cisplatine SPC111 hiicre hatlarindan
daha duyarli oldugu, kersetin-cisplatin kombinasyonunun zamana ve doza bagh

olarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gézlenmistir.
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SUMMARY

TITLE OF THE THESIS: The Effects of Quercetin on Malignant Mesothelioma

Cell Cycle and Death

AUTHOR: Banu BASARA

In our work we investigated the effects of a food originated compound
quercetin alone or in combination with a chemotherapeutic agent cisplatin on
proliferative and apoptotic properties of mesothelioma cell lines SP111 and SPC212
on dosage and time dependent manner. The effects of quercetin at 10—-100uM and

cisplatin at 0-50pg/ml were investigated at time intervals between 0-96 hours.

In cell proliferation assays using SPCI11 cell lines, quercetin stimulated
cellular proliferation below 50uM range whereas reduced growth rate was observed
at 50 and 100puM, however, In SPC212 cell lines proliferation was inhibited at 10, 50
and 100uM concentrations in dosage and time dependent manner. In both cell lines
cisplatin at 5, 10 and 100uM concentrations demonstrated either stationary or
inhibitory effect on cellular proliferation depending on the drug dosage. In both cell
lines cell proliferation was inhibited at 72 hour at Spg/ml cisplatin plus 50pug/ml
quercetin and 10pg/ml cisplatin plus 50pug/ml quercetin combinations. In cell cycle
analyses 100uM quercetin caused S phase blockage in SPC111 cells at 48 hour while
the same effect was observed at 50 and 100uM drug concentrations in SPC212 cells.
At 5 and 10pg/ml single dosage applications of cisplatin both cell lines were arrested
at S phase at 24 hour and G2/M transition after 48 hour. Cisplatin 50pg/ml caused S
phase cell cycle arrest at 24 and 48 hours in both cell lines and proceeded until 72
hour as like for SPC111 cells while SPC212 cells were accumulated at G2/M
transition at 72 hour. Spg/ml cisplatin plus 50uM quercetin combinations was found
to be most effective concentrations effective on cell cycle for both cell lines. Unlike
from single dosage applications cells were arrested at S phase for 48 hour. In this
study apoptotic affects were evaluated by DNA laddering procedure and typical
laddering pattern were not observed for the two cell lines on a dosage and time

dependent manner.
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Our experiments demonstrated biphasic effects of quercetin on SPCI111 cell
lines, in other words at low dosages, quercetin stimulates cellular proliferation while
at high dosages it has inhibitory effect. SPC212 cell lines were shown to be more
sensitive to quercetin and cisplatin treatment than SPC111 cells and combination of
quercetin and cisplatin inhibits cellular proliferation on a time and dosage dependent

manner.
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TESEKKUR

Tez c¢alismam siiresince bilgi ve goriisleriyle beni yonlendiren, destegini
esirgemeyen, tez konumun belirlenmesi, ¢alismalarimin yonlendirilmesinde bilgi ve
onerilerinden faydalandigim, GYTE Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr.
Asuman D. ZERGEROGLU na,

Tez c¢alismamda kullandigim hiicreleri saglayan, laboratuar calismalarim
stiresince beni yonlendiren ve sonuglarimin degerlendirilmesinde katkisi olan GYTE

Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Nil SAYDAN’a,

Calismamda yararlandigim flow sitometri cihazinin kullaniminda her tiirli
imkan1 saglayan; sonuclarinin degerlendirilmesinde bilgilerini esirgemeyen; her
zaman sevecen ve giiler yiizli olan Dr. Giilderen D. YANIKKAYA’ya ve cihaz

kullaniminda bana yardime1 olan Istanbul CENTRO ¢alisanlarina,

Universiteden bu yana bilgileriyle beni ydnlendiren, bilgilendiren, yiiksek
lisans yapmamda bana destek olan, maddi ve manevi destegini higbir zaman

esirgemeyen, tabiri caizse ‘Hayat Hocam’ Av. Yusuf BEYAZIT a,

Universiteden bu yana maddi ve manevi destegini esirgemeyen, evini benimle
paylasan sevgili ablam SMM Dilek BASARA’ya ve bu zamana kadar verdikleri her

tiirli destek i¢in aileme,

Tez ¢alismam siiresince calismalarimi siirdiirmemde yardimlarini, her tiirlii
maddi ve manevi destegini esirgemeyen arkadasim Aras. Gor. Ersan CIGERIM ve
calismalarim sirasinda dostluk ve dayanismalari i¢in tiim c¢aligma arkadaslarima

tesekkiirlerimi sunuyorum.
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1. GIRIS

Malignant mezotelyoma (MM) akciger (plevra) (%90), abdominal organlar
[periton (%6-10)] ve kalp (perikard) bosluklarinin diizensiz fibroelastik bag
dokusunun saglamlastirdig1 ytlizeysel mezotelyum tabakasindan (serdz yiizeyinden)
koken alan bir kanser cesididir (http://www.mesothelioma-

tr.org/saglik/mezotanim.php, 2006, Mezotelyoma Ulusal Kurulu).

Ik kez 1960 yilinda, Wagner ve arkadaslari tarafindan Giiney Afrika'da asbest
temasi ile baglantili olarak olusabilecegi bildirilmistir (http:// www. mesoinfo. com/
mesothelioma_information/ Mesothelioma index. html, 2006, Mesothelioma

Informmation).

Bat1 {lkelerinde, asbest madenlerinde c¢alisanlar veya bu madenlerin
cevresinde yasayanlarda cevresel temas sonucu gelisen mezotelyoma; Tiirkiye,
Kibris, Yunanistan, Yeni Kaledonya, Afganistan, Korsika, Bulgaristan gibi
tilkelerde asbest ile karigmis beyaz topragin ev islerinde kullanilmasi ile ikincil
temas sonucunda da gelismektedir (http://www.mesothelioma-tr.org/saglik.php,

2006, Mezotelyoma Ulusal Kurulu).

MM vakalar1 her gegen giin gittikce artmaktadir. Sag-kalim siiresi, ortaya
cikisindan sonra ortalama 9-12 aydir (Armstrong et al., 1984; Leigh and Robinson,
2001). Diinya Saglik Organizasyonu (WHO) raporlarina gore mezotelyoma oranlari
farkli tilkelerde cinsiyet ve yasanilan bolgeye bagli olarak biiyiik farkliliklar
gostermektedir (De Klerk and Musk, 2002; Berry et al, 2004). Hemen hemen tiim
iilkelerde erkeklerin mezotelyomaya yakalanma orani kadinlardan ¢ok daha yiiksek
iken endiistriyellesmis iilkelerdeki mezotelyoma orani; asbestos kullanimi ve
tiretimine bagh olarak, endiistriyellesmemis iilkelerdekinden ¢ok daha yiiksektir (De

Klerk and Musk, 2002).

Besinlerin temel islevi organizmanin metabolik gereksinimleri i¢in gerekli
maddeleri saglamaktir. Besinler metabolik aktivitemiz i¢in gerekli makro ve mikro
besleyicilerle birlikte sagligimiz iizerinde olumlu etkileri olan bilesenleri de

icermektedir (American Dietetic Association, 1995; Haschke et al., 2001). Son



yillarda ki bilimsel ¢alismalar diyet ve hastaliklar arasindaki iliskiyi net bir sekilde
ortaya koymustur. Epidemiyolojik c¢alismalar diyetin kronik hastaliklarin
onlenmesindeki  roliine  isaret  etmektedir  (http://www.thelondonfreepress.
com/HealthDOC/nutrition_article-dec.html, 2005, Functional foods). Beslenme
aliskanliklariin daha fazla meyve, sebze ve tahil tiiketecek sekilde degistirilmesi
kronik hastaliklarin 6nlenmesinde etkin ve pratik bir yaklasimdir (Steinmetz and
Potter, 1996). Boylesi bir yaklasimla Amerika’daki kanserli vaka sayisinin {igte bir
oraninda azaltilabilecegi vurgulanmaktadir. Tedaviden ¢ok Onleyici yaklasimlarin

istiin tutuldugu ise bilinen bir gergektir (Liu, 2003).

Son yillarda baz1 besinlerin “dogal” yollardan hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavisindeki etkinliginin bilimsel olarak ortaya konulmasi, sagligimizin
korunmasinda beslenme destegininin 6nemini arttirmistir. Bu nedenle, fonksiyonel
besinler, nutrasdtikler (nutraceuticals) ve dogal saglik iirlinleri daha fazla tiiketilir
hale gelmistir (Coskun, 2005). Flavonoidler, bitkisel kaynakli besinlerde dogal
olarak bulunan ve 4000’den fazla ¢esidi olan, polifenolik bilesiklerdir. Flavonoidler,
yenen meyve ve sebzelerde bol olarak bulunmaktadir. Giinliik tiiketilen miktarinin
birka¢ yiiz miligram oldugu tahmin edilmektedir (Hollman and Katan, 1999).
Flavonoidleri igeren bitkisel ilaglar tiim Diinya’da 6zellikle Cin’de kullanilmaktadir
(Di Carlo et al, 1999; Samuelsen, 2000). Cesitli c¢alismalarda flavonoidlerin
c¢ogunun tiimdr hiicresini inhibe ettikleri belirtilmistir (Caltagirone et al., 2000;

Miyagi et al., 2000).

Kersetin (3, 3', 4', 5,7- pentahidroksiflavon), bir¢ok bitki ve bitkisel besin
kaynaklarinda yaygin olarak bulunan bir bioflavonoidtir (Graefe et al., 1999). Sik
tiikketilen yiyeceklerin ¢ogunda; elma, sogan, ¢ay, kiraz ve ¢ilek gibi yumusak
kabuklu meyveler, lahana, brokoli gibi yesil yaprakli sebzelerde, cogu tohumda,
yemislerde, cicekler, kabuklar ve yapraklarda; Ginkgo biloba, hypericum perforatum
(St. John’s Wort), Sambucus canadensis (Elder) gibi tibbi bitkilerin ¢ogunda
bulunmaktadir  (http://www.thorne.com/pdf/journal/3-2/quercetin_monograph.pdf,

2006, Alternative medicine review).

Kersetin’in; anti-kanser, antiviral, antitrombotik, antiiskemik, anti-inflamatuar,

anti-alerjik oldugu, arterosklerozisi ve koroner kalp hastaliklarini 6nleyici etkisinin



oldugu, selliiler immiiniteyi stimule ettigi de belirtilmistir (Gryglewski et al., 1987;
Deschner et al., 1991; Hertog et al., 1993; Formica and Regelson, 1995).

Cisplatin, [cis-DDP, cis-diamminedichloroplatinum (II)] antineoplastik
ilaclarin en yaygin ve en etkili olanlarindan biridir. 20 yildan fazla siiredir klinikte
kullanilan ila¢ bir¢ok malign tiimore, 6zellikle testis ve ovaryum kanserine karsi etki

gostermektedir (Fram, 1992).

Calismamizda, besin kaynakli bir bilesik olan kersetinin  hiicre
proliferasyonuna, hiicre dongiisiine ve apoptoza etkileri ile kemoterapide yaygin
olarak kullanilan bir terapotik ajan olan cisplatin kombinasyonunun mezotelyoma

hiicrelerine etkisi incelenmistir.



2. KANSER

Kanser, hiicrelerin anormal ve kontrolsiiz biiylimesi ile karakterize edilen bir
hastaliktir. Tarihte ilk tanimlamasii Hippocrates meme kanseri ile yapmistir
(Encyclopaedia Britannica, 2001). Yunanca “karkinos” teriminden tiirevlenen latince
karsiligi olan “kanser” terimi, ilk kez Galen tarafindan kullamilmigtir. Kanser
olusumu, karsinogenez olarak adlandirilan ¢ok basamakli bir olaydir (Trueba, 2004).
Karsinogenez icin bir ¢ok teori gelistirilmistir. Bu teorilerden en eski olanda, kanser
“ hiicre farklilagma hastalig1” veya “kok hiicre hastaligi” olarak tanimlanir. Yani
kanserin “tek hiicre kokenli’” oldugu ifade edilmektedir (Trosko and Ruch, 2002).
“Neoplazia” terimi ise ¢ogunlukla yeni bir doku veya hiicre biiyiimesi olarak tarif
edilir. Neoplazia benign (iyi huylu) veya malignant (kotii huylu) olarak tanimlanir.
Benign neoplazia; normal doku iginde saldirgan bir biiylime gdstermeyen, yavas
gelisen, viicudun diger bdlgelerine yayilmayan ve fibroz kapsiil ile cevrili yeni
olusumlardir. Malignant neoplazia; farklilasma yetenegini kaybetmis anaplastik
hiicrelerden olusan, hizli biiyliyen ve viicudun diger bolgelerine yayilan (metastaz

yapan) saldirgan tiimorlerdir (Artner, 2001).

Kanser olusumuna dis faktorler (kimyasallar, radyasyon ve enfekte edici
organizmalar) ve i¢ faktorler (kalitimsal mutasyonlar, hormonlar, immiin durumlar

ile metabolizma kaynakli mutasyonlar) neden olur (American Cancer Society, 2003).

Kanserin indiiklenmesi iki anahtar mekanizma ile agiklanir. Birincisi,
genotoksik olmayan karsinojenler etkisiyle artan DNA sentezi ve mitoz nedeniyle
boliinen hiicrelerde tamir mekanizmasi hatalar1 sonucunda mutasyonlarin ortaya
cikmasidir. Baslangigtaki neoplastik hiicrede olusan bu mutasyonlar, neoplastik
hiicreleri olusturmak iizere klonal olarak artar (Trush and Kensler, 1991; Guyton and
Kensler, 1993). Diger mekanizma ise, hiicre proliferasyonu ve hiicre Olimii
arasindaki dengenin bozulmasidir. DNA hasar1 ¢ok biiylikse, apoptoz yoluyla bu
hiicreler ortadan kaldirilir (Hengartner, 2000). Hiicre proliferasyonunda, DNA
sentezini kontrol eden p53 geni kritik rol oynar (Oren, 2003); p53 geni mutasyona
ugramis bazlarin elimine edilmesini, hiicre hasar1 ¢ok biiyiikse de hiicrenin apoptoza

gonderilmesini tetikler. Kontrolsiiz apoptoz ise saglikli hiicrelerin de yikimina neden



olacagindan organizma i¢in zararhidir (Hussain et al., 2003). Bu nedenle, anti-
apoptotik (bcl-2) ve pro-apoptotik (p53 gibi) faktorlerin kontrolii Onemlidir.
Kanserlerin yarisindan fazlasinda p53 geninde mutasyon bulunmaktadir (Valko et
al., 2006).

Molekiiler biyoloji ¢aligmalar1 aktive edilen onkogenlerin ya da inaktive edilen
tiimor baskilayict genlerin, baglatict kok hiicrenin klonal olarak artmasina katkida
bulundugunu gdstermistir. Bircok deney, onkogenler tarafindan aktive edilen timor
hiicrelerinde GJIC (gap junctional intercellular communication)’da fonksiyon kaybi
oldugunu gostermistir. Bu nedenle, aktive edilmis onkogenler ve GJIC arasinda,
onkogenlerce etkilenen bir sinyal iletim yoluna bagli olan, fonksiyonel bir iligki

olduguna isaret eder (Valko et al., 2006).

Kanser gelisimi, baslama-yiikselme-gelisme (initiation-promotion-progression)

asamalarindan olusur (Sekil. 2.1.) (Klaunig and Kamendulis, 2004).
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Sekil 2.1. Karsinogenezin asamalari1 ve karsinojenik etkinin derecesi (Valko et
al., 2006).

Lewel af carcinogenic effect

Baslangi¢ asamasi i¢gin DNA’da 6liimciil olmayan bir mutasyonun bulunmasi

ve bu hasan takiben, hasarin kalic1 hale gelmesi icin [8-OH-G (8-hidroksi guanin)



hasar1 gibi] en az bir kez DNA sentezinin ger¢eklesmis olmasi gerekir. Boliinmekte
olan hiicreler herhangi bir nedenle hasara ugrarsa, hiicre dongiisii; G1, S ya da G2
kontrol noktalarinda gegici bir siire i¢cin durur ve hasar tamir edilir, hasar tamirinin
ardindan hiicre boliinmeye devam eder. Oksidatif DNA hasar1 reaktif oksijen tiirleri
(ROS) tarafindan (Fenton tipi reaksiyonlar tarafindan iiretilen hidroksil radikalleri ya
da diger tiirler) olusturulur. Malignant tiimorler {izerinde yapilan ¢alismalar, timor
biiyiikliigii ile DNA’daki 8-OH-G miktar1 arasinda iliski oldugunu gostermistir; 8-
OH-G hasar1 transformasyonun benign ya da malignant olacagini belirlemektedir
(Loft and Poulsen, 1996). Ayrica stress nedeniyle hiicre i¢i Ca™ stoklarindan salinan
ve hiicre i¢ine disardan giren Ca'™, Kkanserin, “baslangic” asamasinda etkilidir

(Dreher and Junod, 1996).

Yiikselme asamasi ise baglatict hiicrelerin, hiicre proliferasyonunun
indiiklenmesi ve/veya programlanmis hiicre 6liimiiniin inhibisyonu ile ¢ogalmasidir.
Bu durum tanimlanabilir bir fokal lezyon (sinirlar1 belli) yaratir. Bu agamada, devam
eden tiimor yiikseltme sinyalleri gerektirir, bu nedenle geri doniisiimii miimkiindiir
(Loft and Poulsen, 1996). Pek ¢ok tiimdr yiikselticisi, hiicresel antioksidant savunma
sistemlerini (katalaz, glutatyon gibi) inhibe eder. Yiiksek diizeydeki oksidatif stress
sitotoksik oldugundan, proliferasyonu durdurur, apoptoz veya nekrozu indiikler.
Diisiik diizeydeki oksidatif stres ise, ylikselme asamasinda, hiicre boliinmesini uyarir
ve bdylelikle tiimor biliylimesini destekler. Bu durumda, tiimor gelismesinin en
onemli etkeninin, bu agamada iiretilen ROS’la ilgili oldugu sdylenebilir (Dreher and

Junod, 1996).

Gelisme, karsinogenezde son asamadir (Klaunig and Kamendulis, 2004). Bu
asamada, hiicreleri preneoplastik asamadan, neoplastik asamaya goétiirecek hiicresel
ve molekiiler degisiklikler goriiliir. Gelisme asamasi geri doniisiimsiizdiir; biriken
genetik hasarlar, hiicrenin iyi huylu (bening) halden kétii huylu (malignant) hale
gecisine neden olur. Bu asama, genetik kararsizlik ve kromozom yap1 ve

biitiinliglinlin bozulmasi ile karakterize edilir (Valko et al., 2006).



2.1. Onkogen ve Proto-onkogenler

Kanser gelisiminde onkogenlerin roliiniin olabilecegi ilk kez 1969’da Huebner
ve Tadora tarafindan ileri siiriilmiistiir (Tchia et al., 1991). Onkogenler, proto-
onkogen denen normal hiicresel genlerden gelisir. Proto-onkogenlerin kodlanmis
protein irlinleri ¢ogunlukla hiicre sinyalizasyonu ve hiicre biiylimesinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Bu genler mutasyon, kromozomal translokasyon,
amplifikasyon veya transkripsiyonel diizenlenmenin bozulmasi ile aktive olarak
anormal protein sentezine veya asir1 protein yapimina neden olur. Aktive olan proto-

onkogenlere onkogen, protein iirlinlerine ise onkoprotein adi verilir.

Proto-onkogenler; hiicre i¢i sinyal ileticileri, niikleer transkripsiyon faktorleri,
hiicre siklusunu kontrol eden proteinler, biiytime faktorleri, hormonlar ve reseptorleri

olmak {izere bes kategoriye ayrilabilir.

Onkogenin yapisal bir bolgesinde degisiklik sonucu farkli fonksiyon gdren bir
protein sentezlenir. Bu tip degisiklikler siklikla nokta mutasyonlart sonucunda olusur
ve en sik ras onkogen ailesinde gorilir. Diger bir mekanizma da, genin
ekspresyonunu regiile eden bolgede olusan degisiklik sonucunda genin, yapisal
olarak normal olmasina karsin siirekli olarak uyarilma sonucu ({irliniiniin asir1
miktarda tretilmesi durumudur. Kromozom translokasyonlarinda ise kromozomun
bir bolgesi koparak yer degistirir. Genin yeni yerlestigi bolge, devamli uyari alan bir
genin regilator bolgesinin  kontrolii altinda ise siirekli uyarilacaktir. Gen

amplifikasyonu sonucu hiicre i¢indeki DNA miktar1 artar. Myc geni buna bir 6rnek

olusturur (Roth, 1994).

2.1.1. Ras Ailesi

Ras ailesi, H-ras, K-ras ve N-ras gibi bir¢ok iiyeden olugmaktadir. Ras geninde,
nokta mutasyonlart kanser gelisiminde rol oynar (Groeger et al, 1997).
Embriyogenezde, yara iyilesmesinde ve mitozun arttigi durumlarda da ras
ekspresyonu goriiliir. Ras proteinleri, membranda bulunan Guanozin trifosfataz

(GTPase) aktivitesine sahiptir ve hiicre membranindan nukleusa sinyal iletimi ile



hiicre biiyiimesinde 6nemli rol oynarlar (Lecture, 1996; Spivack et al., 1997; Fong et
al., 1999).

Ras proteininin normal hiicredeki gorevi; uyarici sinyallerin oldugu durumlarda
Guanozin trifosfat (GTP)’a baglanip aktif hale gecerek, bu sinyalleri nukleusa
iletmektedir. Bu sinyal iletimi sona erdiginde de GTP molekiiliiniin guanozin
trifosfataz enzimi aracilifiyla hidrolize olmasi sonucu Guanozin difosfat (GDP)
proteinine bagli inaktif formu olusur (Sekil 2.2.). Mutant ras proteininde guanozin
trifosfataz aktivitesi inhibe edildiginden, gen {irlinleri kontrolsiiz olarak {iretilir

(Mabry, 1998; Jacobson, 1999; Fong and Minna, 2002).

Hiicre membrami

] ¢ [0 QE

OOO

Downstream sinyal transdiiksiyon kaskach

Sekil 2.2. Mutant K-Ras Yolu (Fong and Minna, 2002’den uyarlanmistir).

H- ras, K-ras ve N-ras genleri, 12, 13 ve 61. kodonlarda kodlanir. K-ras
mutasyonu, en sik 12. kodonda goriiliir. Bu kodonlardaki mutasyonlar, ras ailesinin
guanozin trifosfataz aktivitesini degistirebilir ve bunun sonucu olarak siirekli sinyal
aktiviteleri ortaya cikar. Sinyal kaskadinda olusan bu mitojenik uyarilar, malignant

transformasyona neden olur (Mabry, 1998; Fong et al., 1999; Jacobson, 1999).

2.1.2. Myc Ailesi

Myc genleri, DNA’ ya baglanan ii¢ niiklear fosfoproteini kodlar. Bu proteinler
hiicre proliferasyon ve farklilagsmasinda etkilidirler ve DNA sentezinin baglamasinda
rol alirlar. Klonlandiklar kiiltiirlere ve elde edilme sartlarina gore bu genler, c-myc,

N-myc ve L-myc’den olusur (Mabry, 1998). Bu gen siklikla amplifikasyon ve



transkripsiyonal diizenlenmenin bozulmasit ile onkogen halini alir. c-myc
amplifikasyonu olan hiicrelerde biliylime faktorii gereksinimi azalir, hiicre
dongiisiinde G1 fazi kisalir ve bunun sonucunda proliferasyon olusur. c-myc timor
bliylime hizinda artis ve sag-kalimda azalma ile iliskilidir (Groeger et al., 1997,

Mabry, 1998; Fong et al., 1999).

2.2. Tumor Baskilayici Genler

Timor baskilayici genler dolayli olarak ve/veya dogrudan hiicre boliinmesini
denetlerler; mutasyonlar  neticesinde  bu  etkilerini  yitirirlerse,  hiicre
proliferasyonunda artis gozlenebilir (Fearon, 1998; Park, 1998). Ancak bu durumun
ortaya cikabilmesi icin bir tiimdr baskilayici geninin her iki allelinin de etkilenmesi
gerekir. Bu olay Knudsonun 1971 yilinda herediter retinoblastoma’ya iliskin
istatistiksel gozlemlere dayanarak ortaya attigi “iki vurus hipotezi” ile agiklanmustir.
Sonraki yillarda molekiiler ¢alismalarin da gosterdigi gibi onkogenez sirasinda bir
tiimor baskilayict geninin 6nce bir daha sonra da ikinci alleli nokta mutasyonu, gen
delesyonu ya da imprinting gibi mekanizmalarla inaktive olmaktadir (Knudson,

1971). Tiimor baskilayict genler arasinda en ¢ok incelenmis ve her gegen giin yeni

bir islevi oldugu anlasilan gen, genomun gardiyani, p353 timor baskilayici genidir.

2.2.1. p53 Geni

p33 geninin {iriinii olan p53 proteini, 393 amino asit uzunlugunda 50-55 kDa
molekiil agirliginda niiklear bir transaktivator proteindir. 17. kromozomun 17p13.1
konumunda bulunmaktadir (Yukishige et al, 1991; Kensei et al, 1997). Bir
transkripsiyon faktorii olan p53 proteini; p21, MDM?2, GADDA45, siklin G, Bax gibi
birgok hedef genin transkripsiyonel aktivasyonunda ya da baskilanmasinda rol
almaktadir. Transkripsiyonel etkisini gosterebilmesi i¢in spesifik DNA dizilerine
baglanmaktadir. Proteinin DNA’ya baglanan bu bdlgeleri genin 4-8. eksonlari
tarafindan kodlanmaktadir. Tiimorlerde goriilen mutasyonlar da 6zellikle bu bolgede

yogunlagmaktadir (Levine, 1997).

Normal sartlarda p53 proteini hiicre i¢inde inaktif halde, diisiik yogunlukta ve

yart Omrii kisa olarak bulunmakta ve stabilizasyonunun diizenlenmesinde MDM?2
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adli bir protein rol oynamaktadir: MDM2, p53 geninin amino ucuna baglanarak
transkripsiyonel etkinligini baskilamakta, proteasom adli komplekslere yonlendirerek
degradasyonu (proteoliz) saglamaktadir (Giaccia and Kastan, 1998). p53 proteini ise
MDM?2 geninin transkripsiyonunu aktive etmektedir (Ryan et al, 2001). Birgok
“stres” faktorii p53 proteininin hiicre i¢i yogunlugunu arttirarak ve ii¢ boyutlu
yapisin1 degistirerek aktive etmektedir. Bu stres faktorleri baslica iki grupta

toplanmaktadir: DNA hasar1 ve genotoksisite gdstermeyen etkiler.

(i) DNA hasar1: Iyonize 1sinlarin ve ultraviyolenin yol agtig1 DNA hasar1 Cdk1
(cyclin dependent kinase) ve Cdk2’yi uyarir. Bu enzimler p53 proteinin amino ucunu
fosforilleyerek MDM?2 ile etkilesimini engellemektedirler. DNA hasarinin
taninmasinda Ataxia-telangiectasia hastaligindan sorumlu genin kodladigt ATM
(ataxia telangiectasia mutated) proteini de rol oynamaktadir. ATM’nin de p53
proteinini fosforilleyebilme o6zelligi vardir (Canman et al, 1998). Bu bulgu,
fosforilasyonun p53 aktivasyonunda dnemli bir mekanizma oldugunu gdstermektedir

(Giaccia and Kastan, 1998).

(i1) Genotoksisite gostermeyen etkiler: Bunlar arasinda hipoksi, riboniikleotid

deplesyonu, viral proteinler ve onkogen aktivitede artis sayilabilir.

Hipoksi. Bir tiimoriin biiylimesi ile damarlanmasi (anjiyogenez) ayni hizda
olmadigindan, ¢ogu kez tiimoriin orta bdlgesinde iyi kanlanamayan hipoksik bir
bolge ortaya ¢cikmaktadir. Hipoksinin uyardigi p53 aktivitesinin ise timor hiicrelerini

apoptosise yonlendirdigi gosterilmistir (Levine, 1997).

Riboniikleotid deplesyonu: DNA sentezi igin riboniikleosit trifosfatlar gerekli
oldugundan bunlarin azalmasi halinde, p53 aktive olmakta ve hiicre dongiisii

durdurulmaktadir (Linke et al., 1996).

Viral proteinler: Adenoviriis E1A ve papillomavirlis E7 proteinlerinin p53
lizerinden apoptozisi baglattigi gosterilmistir (Levine, 1997). Ebstein-Barr virusii
genomu tarafindan kodlanan “ZEBRA” proteini de p53°ii aktive edebilmektedir. Bu
etkinin onkojenik viriislerin replikasyonunu kontrol altinda tuttugu bildirilmistir

(Dreytus, 2000).
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Onkogen aktivitede artis: Artmis onkojenik aktivitenin uyardigi p14**F adli bir
baska tlimor baskilayici proteini, MDM2’ye baglanarak onu etkisizlestirmekte ve

p53 proteinini aktive etmektedir (Kamijo ef al., 1998).

p53 proteini hiicre dongiisiiniin G1’den S fazina ve G2’den M fazina gegisteki
kontrol noktalarinda etkilidir (Sekil 2.3.). DNA hasarmin uyardig1 p53 proteini, p21
(Wafl) proteinini aktive etmekte ve p21 proteini bdylece siklin-siklin bagimli kinaz
komplekslerine baglanarak siklusu G1 evresinde durdurmaktadir (El-Deiry et al.,
1993). p53, DNA tamirini baglatan bir protein olan GADD45’in de
transkripsiyonunu uyarmaktadir (Chin et al, 1997). Biitiin bunlar, p53’iin p21
araciligr ile dongiiyli duraklatirken, GADDA45 araciligi ile de DNA tamirini
sagladigim1 gostermektedir (Kastan et al., 1992). Daha once de ifade edildigi gibi,

4" geninin herhangi bir mekanizma ile inaktivasyona ugramasi, p/4**nin

pl
MDM?2 iizerindeki baskisinin kalkmasina ve p53 proteininin yikiminin artmasina
neden olabilir. Bu durum hiicre dongiisii lizerindeki kontrolun kaybi anlamina

gelmektedir (Rocco and Sidransky, 2001).
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Sekil 2.3. p53 ve hiicre dongiisti.
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p53 apoptozisin uyarilmasina neden olmaktadir (Sekil 2.4.). DNA hasarindan
sonra aktive olan p53 proteini, dis mitokondrial membrandaki Bax adli proapoptotik

proteininin transkripsiyonunu aktive etmektedir. Bax ise CD95 transkripsiyonunu
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uyarabilmekte, mitokondri’den sitokrom-C salinmasina ve apoptotik siirecin

baslamasina sebep olmaktadir. (Zornig et al., 2001)
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Sekil 2.4. p53 ve apoptozis

Apoptosis

(http://www.sigmaaldrich.com/.../p53_sig_pathway.gif, 2006)

p53 hiicre iginde DNA tamiri, hiicre dongiisiiniin duraklatilmas1 ve apoptosisin
uyarilmasi gibi bir¢ok islevi iistlenmis ¢ok yonlii bir protein olarak 6zetlenebilir. Bu
islevler esas olarak genomun korunmasi ve onkogenezin Onlenmesi ile ilgili
goriinmektedir. Insan tiimérlerinde mutasyona en c¢ok ugrayan gen olan p53’iin
cesitli yontemlerle hiicre i¢i fonksiyonunun “restore” edilmesine yonelik deneysel ve
klinik c¢aligmalar bulunmaktadir. Elde edilen sonuglara gore; genel olarak bu
uygulamalarin hastalar {izerinde belirgin bir toksik etkisi olmadigi, ancak heniiz

hastalarda 1yilesme saglanamadigi gozlenmistir (Hemminki, 2001).

2.2.2. Retinoblatoma Geni (Rb)

Retinoblastoma geni (Rb) tanimlanan ilk timér baskilayict gendir. 13.
kromozomda 13q14 bolgesinde bulunan Rb geni, 928 aminoasit biiyiikliigiinde ve
110 kDa molekiil agirliginda bir ¢ekirdek fosfoproteinini kodlamaktadir. Rb proteini
en az 10 serin ve treonin artifindan fosforile edilmektedir. Regiilasyonu,

fosforilasyon ve defosforilasyon ile gerceklestirilmektedir (Robert, 1991).
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Rb geninin normal fonksiyonu retina ana hiicrelerinin ¢ogalmasini
engellemektir.  Bu genin yalnizca bir kopyast  bolinme  kontroliinii
gergeklestirebilmek igin yeterli olmaktadir. Rb geninin her iki kopyasinin kaybi ise
boliinme blogunun ortadan kalkmasina neden olarak tiimor olusmasini
tetiklemektedir. Rb geninin her iki allelinin inaktivasyonu tiim retinablostoma
hastalarinda tespit edilmis ve ayrica akciger, meme, prostat gibi ¢ok sayida kanserde

goriilmiistiir (Knudson, 1978).

Rb geninde gergeklesen degisiklikler, ekspresyon kaybi ya da kusurlu bir
protein yapimi ile sonuclanir. Rb geni hiicre dongiisiinii regiile eden bir fosfoprotein
kodlamaktadir. Bu protein, hiper ve hipofosforile durumlari ile hiicre siklusunu
diizenlemektedir. Hiicre dongiisiiniin G1 fazinda hipofosforile iken G1’den S’ye
geciste hizla fosforile olur, S fazinda fosforile kalir. G2 ve M’nin ¢ogu kisminda ve

M-G1 dontistimiinden once ise hipofosforile duruma geger (Moberg et al., 1996).

pRb ve hiicresel E2F transkripsiyon faktorii arasinda adenovirus E2
uyaricisinin regiilasyon yetenegi araciligi ile yapilan bir calismada, Rb proteini ile
transkripsiyon faktorleri olarak bilinen iki protein arasindaki fiziksel etkilesim
gosterilmigtir. E2F bircok konak hiicre uyaricisina baglanarak bunlarin aktivitesini
regiile etmektedir. E2F aktivitesi hiicrede mitojenlere yanit olarak arttigindan
E2F’nin myc proteininin pilot hiicrenin mutajen uyarimli biiyiime programinin

diizenlenmesinden sorumlu oldugu sanilmaktadir (Hiebert, 1993).
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3. HUCRE OLUMU

Okaryotik hiicrelerde simdiye kadar morfolojik ve biyokimyasal analizlerle
ayirt edilmis iki tip hiicre Oliimii belirlenmistir, bunlar patolojik hiicre o6liimleri
(nekroz) ve fizyolojik “programlanmis” hiicre liimleri (apoptozis)’dir (Wyllie et al.,

1980).

3.1. Nekroz

Nekroz patolojik bir nedenden dolay1 hiicrenin zarar gorerek, kendi katilimi
olmaksizin meydana gelen hiicre 6liimleridir. Nekroz hiicre enerji kaynaklarinda bir
azalmayi, hiicresel ¢oziinmeyi ve bunlari izleyen i¢sel homoestasis’in yikimini igerir.
Nekrozda hiicreler genellikle hacim olarak genisler ve pargalanarak dagilirlar (Wyllie

et al., 1980).
3.2. Apoptoz

Apoptoz, hiicreleraras1 iligkiler agisindan gereksinim duyulmayan ayni
zamanda fonksiyonlar1 bozulmus hiicrelerin, ¢cevreye zarar vermeden programlanmis
bir sekilde dlmesidir. Literatiirde hiicre 6liimiiyle ilgili ilk bilgilere, 1920 yilinda 151k
mikroskobu ile yeni boya yontemlerinin kesfinin bir sonucu olarak nekrozun
tanimlanmas1 c¢alismalarinda rastlanmaktadir. Bunu takiben 1972 yilinda Kerr
tarafindan iskemiye maruz kalan dokunun etrafinda nekrozdan farkl bir hiicre 6liimii
gosterilmis ve buna da aga¢ yapraklarmin govdeden ayrilmasi anlamina gelen

‘apoptoz’ ad1 verilmistir (Cohen, 1998).

Apoptoz, ayrica embriyolojik ve eriskin doku gelisiminin siirdiiriilmesinde
anahtar rol oynamakta, hiicrenin yasam c¢emberi boyunca yapim-yikim dengesinin
kurulmasm saglamaktadir. Ornegin; kemik iliginden siirekli hiicre iiretimi devam
ederken, giinde yaklasik 5x10'' kan hiicresi apoptozis yolu ile yok edilmektedir
(Cooper, 1994). Barsak epitel hiicrelerinin devamli yenilenmesi, menstruasyon

esnasinda uterusun i¢ yiizlindeki hiicrelerin Oldiiriilerek uzaklastirilmasi,
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organizmada hasar gérmiis veya tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok edilmesi ve akut
hiicre hasar1 durumunda da programlanmis hiicre Olimii devreye girmektedir.
Hiicrenin DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar kanser gelisimine neden
olabilecekleri i¢in bu hiicrelerin apoptozis yolu ile oldiiriilmesi dnemlidir (Cooper,
1994; Perkins and Stern, 1997). Viriisle enfekte hiicreler ve hasarli DNA’larin
apoptozis yolu ile ortadan kaldirilmasi buna iyi bir 6rnektir (Cooper, 1994; Nagata,
1997). Apoptoz, doku gelisimi esnasinda istenmeyen hiicrelerin yok edilmesinde
Ornegin; bocek ve amfibilerin metamorfozu esnasinda larva dokusunun yok edilmesi;
memelilerde sinir sisteminin geligimi esnasinda ¢ok sayida iiretilen ndronun %50’den

fazlasinin ortadan kaldirilmasini saglar (Cooper, 1994).

Apoptozun hizinin yavasladigi veya arttig1 durumlarda ¢esitli hastaliklar ortaya
¢ikmaktadir. Viral bir enfeksiyon sirasinda, normal sartlarda viriisler enfekte ettikleri
hiicrelere kendi proteinlerini sentezletirler ve hiicrenin kendisi i¢in gerekli olan
proteinlerin yapimin1 durdururlar. Bu nedenle viriisle enfekte olmus hiicrede
apoptozis indiiklenerek hiicre 6limii gergeklestirilir. Bununla beraber bazi viriisler
(Ebstein-Barr viriis-EBV veya insan papilloma viriisi-HPV), enfekte ettikleri
hiicrenin apoptoza gitmesini baskilayan yollar gelistirmislerdir. Thompson 1995
yilinda, Ebstein-Barr viriisiiniin, apoptozis sinyalini kontrol eden regiilatérlerden biri
olan Bcl-2’ye benzer molekiiller enfekte ettigi hiicrenin kendi Bcl-2 {iretimini
indiikleyen molekiiller iireterek apoptozisi durdurdugunu bildirmistir. Ayrica Perkins
ve Stern 1997 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, Papilloma viriisiiniin giiclii bir
apoptozis indiikleyicisi olan p53 genini etkisizlestirdigini, virlislerin bu etkileri
sonucunda da bazi hematolojik kanserlerin gelisimine neden olduklarin
bildirmiglerdir. Malignant hastaliklar, klasik olarak kontrolsiiz ve asir1 hiicre
proliferasyonunun oldugu hastaliklar olarak bilinir. Asir1 proliferasyonun yaninda
azalmis apoptotik hiicre 6liim hizinin da malignansinin gelisimine katkida bulundugu
goriilmiistiir. Zamani geldiginde normal olarak apoptoza gidemeyen ve beklenenden
daha uzun silire yasayan hiicreler, genomlarinda biriktirdikleri mutasyonlarin etkisi

ile malignant hiicrelere doniisme potansiyeli tasimaktadir (Saikumar et al., 1999).

Apoptoz, hiicre dis1 ve hiicresel diizeyde olusan cesitli sinyaller yoluyla
uyarilmaktadir (Thompson, 1995). Hiicresel diizeyde etkili temel fizyolojik

aktivatorler, Fas ligant (FasL) ve tiimor nekrozis faktor (TNF) olarak bilinen
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proteinlerdir. Oliim faktdrii olarak da adlandirilan bu proteinlerin, ilgili reseptdrlere
baglanmas1 ile hiicre oliimii gerceklesmektedir (Lewin, 1997). Bunun disinda
apoptozis; viral enfeksiyonlar, bakteriyel toksinler, onkogenler, kemoterapotikler ve
radyasyon gibi bazi faktorlerle de baslatilabilmektedir. Agir DNA hasarina yanit
olarak aktive olan p53 geni ve reaktif oksijen radikalleri (mitokondri, plazma
membrant ve genom iizerinde olusturabilecegi hasarlara bagli olarak) apoptozisi

tetikleyebilmektedir.

Apoptoz, fizyolojik ve patolojik sartlarda meydana geldigi i¢in klasik hiicre
Oliim sekli olan nekrozdan oldukga farkli olan bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Bu iki
hiicre 6lim seklinin farklar1 incelendiginde; fizyolojik bir 6liim sekli olmamasi
nedeniyle nekroz sirasinda hiicre igine asirt sivi girmesi sonucu hiicre sismekte,
apoptozda ise tam tersine hiicre biiziilmektedir. Nekrozda, kromatinin modeli
yaklagik olarak normal hiicredeki goriintiiye benzerdir, ancak apoptotik hiicrenin
kromatini niikleus membraninin ¢evresinde toplanmis (kromatin agregasyonu) ve
yogunlagmistir (kromatin kondensasyonu) (Cooper, 1994; Thompson, 1995; Behnia
et al., 2000). Nekrotik hiicrenin plazma membrani biitiinliigiinii kaybeder ve hiicre i¢i
materyal hiicre disina ¢ikar. Buna karsin, apoptotik hiicre membrani bir biitiin
halindedir ve iizerinde kiigiik cepgikler bulunmaktadir. Nekrotik hiicre, daha sonra
lizise ugrar ancak apoptotik hiicre kiigiik cisimciklere parcalanir. Apoptotik
cisimcikler, membran ile ¢evrilidir ve degisen miktarlarda niikleus veya diger hiicre
ici yapilar icermektedir (Cooper, 1994). Nekrozda hiicre igerigi dis ortama
birakildiginda inflamasyon (iltahaplanma) reaksiyonu uyarilir (Thompson, 1995).
Apoptotik hiicre ya da cisimcikler komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan
fagosite edildiklerinden iltahaplanma olusmaz (Sekil 3.1.) (Thompson, 1995; Behnia
et al., 2000). Hiicre DNA’sinin niikleozomlar aras1 bolgelerden yaklasik 180-200 baz
¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA pargalari olusturacak sekilde parcalanmasi
apoptozisin belirgin 6zelligidir. Apoptotik hiicrede goriilen 6nemli degisikliklerden
biri de normalde plazma membraninin i¢ yiiziinde bulunan fosfotidilserinin erken
evrede membranin dis yiiziine dogru yer degistirmesidir (fosfotidilserin
translokasyonu). Bu degisim, apoptotik hiicrelerin komsu hiicreler ve makrofajlar

tarafindan taninmasini saglamaktadir (Behnia et al., 2000).
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Sekil 3.1. Apoptoz ve nekroz arasindaki morfolojik farkliliklar (Cotran et al.,
1999’dan uyarlanmustir.)

Apoptoz, aktif enerji gerektiren bir siirectir ve bu esnada ¢esitli genlerin
kodladig1 baz1 proteinler hiicre i¢inde aktif veya inaktif hale gelirler (Park et al,
1997; Saikumar et al., 1999). Apoptoz, bcl-2 grubu dimerize proteinler tarafindan
kontrol edilir. Baz1 antiapoptotik (bcl-2, bel-x1) ve pro-apoptotik (bax, bad) proteinler
bu grupta yer almaktadir. “Bcl2/Bax” orant “0lim anahtar’” olarak
degerlendirilmektedir. Apoptozla ilgili diger 6nemli bir protein de p53 gen lriiniidiir.
Insan p53 tiimor baskilayici geninin sentezlettigi bir fosfoprotein olan p53 proteini,
dogrudan DNA’ya baglanabilmekte ve degisik hiicresel veya viral proteinlerle
iliskiye girebilmektedir. Aberant hiicre biliylimesi ve hiicre bdliinmesini azaltic
onemli gorevleri olan bu onko-supresor gen, DNA hasart ile aktive olur ve apoptoz
baslatabilir. Oliim reseptdrii olarak adlandirilan bir membran proteini olan Fas
antijeni, apoptozun diger bir kilit noktasin1 olusturmaktadir. Fas antijeninin hiicre
yilizeyinde ilgili ligandina baglanmas ile intra-sitoplazmik FADD (Fas ile iliskili
hiicre 6limi zinciri) kompleksi olustugu gosterilmistir (Park et al., 1997). Fas
antijeni, inaktif halde miyositlerde ve aterosklerotik plaklarda bulunmaktadir.
Apoptoz sirasinda DNA fragmentasyonunu saglayan proteolitik enzim ailesine
kaspazlar adi verilmektedir (Park et al., 1997; Saikumar et al, 1999). Yapilarinda
sistein igeren bu enzimler tiim hiicrelerde inaktif pro-enzim halinde bulunurlar. Oliim
sinyalini baglatan enzimler olarak da kabul edilen kaspazlara kars1 ¢esitli viriislerde

kaspaz inhibitorleri saptanmistir.
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4. HUCRE DONGUSU

Hiicre dongiisii ya da hiicre siklusu; c¢ogalmak flizere uyarilmis Okaryotik
hiicrede gerceklesen ve bir dizi biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik
degisikliklerin goriildiigii bir siirectir. Bir siklusa giren hiicre, morfolojik ve genetik

olarak birbirine tipa tip benzeyen iki hiicre olusumuyla dongiiyii tamamlar.

Bir hiicre dongiisii, fazlarin isleyis sirasina gore; G1, S, G2 ve M fazlarindan
olusur. G1 ve G2 kisaltmalar1 “Gap” (ara, bosluk) sozciiglinden gelmektedir. S, DNA
sentezi (replikasyonu), M ise mitozis anlamina gelmektedir. GO fazi ise normalde
hiicre siklusu i¢inde yer almayan ve dongiiyli tamamladikdan sonra siklusdan ¢ikan
hiicrelerin bulundugu fazdir. Hiicreler boliinme uyarisi aldiklar1 zaman bu fazdan
ayrilip G1 fazina yani dongiiniin ilk fazina girmis olurlar (Sekil 4.1.). G1 fazinda;
RNA ve protein sentezleri gerceklestirilerek hiicre DNA sentezine hazirlanir; S
fazinda DNA sentezlenir, G2 fazinda ise DNA sentezi tamamlanmis ve kromozomlar
kendini eslemeye baslamistir, ¢ekirdek zarinin pargalanmasi ile bu faz sona erer ve

hiicre mitoza hazir hale gelir. Bu ii¢ fazida tamamlayan hiicre mitoza girer.

S - Replication 8
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(cell grows)
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Sekil 4.1. Hiicre dongiisiiniin boliimleri (http://www.scq.ubc.ca/?p=248, 2006).

Hiicreyi boliinmeye sevkeden sinyaller (6rnegin, biiylime faktorleri, sitokinler

veya mitojenler) ¢cok ¢esitlidir. Hiicre boliinme sinyalini aldiginda sinyal ileti kaskad1
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“signal transduction cascade” ad1 verilen bir ileti mekanizmas1 (MAP Kinaz, Protein
Kinaz C ve/veya JAK/STAT yollar1 vb.) devreye girer. Bu ileti mekanizmasi
transkripsiyonu, hiicre dongiisiinii veya hiicre iskeletini kontrol eden bir substrati
fosforiller ya da nukleusa ulasip (STAT’da oldugu gibi) dogrudan transkripsiyonu
diizenler. Boylelikle hiicre dongiiye sokularak béliinmeye (mitoza) sevk edilmis olur

(Kolch, 2000).

4.1. Hiicre Dongiisiiniin Diizenlenmesi

Hiicre dongiisii, dongiiye 6zgii bir takim proteinler olan siklin (cyc), siklin-
bagimli serin/treonin protein kinazlar (Cdk) ve siklin-bagimli kinaz inhibitérleri
(CDI) tarafindan 6zgiin olarak kontrol edilmektedir (Hunt and Murray, 1993; Nurse
and Hartwell, 1998).

Protein kinazlar, sikline bagli olduklarinda aktif hale gecerek, hedef proteinin
yapisindaki serin, treonin veya tirozin aminoasitlerine fosfat grubu baglayarak
aktivitesini  degistirirler. Boylelikle Cdk-cyc kompleksi hedef proteinleri
fosforilleyerek hiicre siklusunun kontroliinii saglamaktadir. Aktif hale gegen protein
gorevini tamamladiktan sonra protein fosfataz enzimi ile defosforile edilerek

kendisindeki fosfor ayrilir ve boylece inaktif hale gecer (Hunt and Murray, 1993).

Memeli hiicrelerinde her bir kontrol noktasi i¢in farkli Cdk molekiilleri vardir.
Yiiksek yapili canlilarda ve insan hiicrelerinde A, B, C, D, E, ve F olmak {izere 6 tip
siklin oldugu belirlenmistir. Cyc A ve B mitotik siklinlerdir. Cyc A, S fazi boyunca
sentez edilir ve anafaz sirasinda yikilir. Cyc A, Cdk 2 ile kompleks yapar ve bu
kompleksin DNA replikasyonunda direkt roliiniin oldugu diisiiniilmektedir. Siklin B
ise S fazinin ge¢ doneminde sentez edilir ve G, fazindan M fazina gecerken sentezi
maksimal diizeye erisir, ardindan anafazda yikilir. Cyc B, Cdk 1 ile etkilesime girer
ve bu kompleks MPF (M-phase/maturation promoting factor) olarak da bilinir. Cyc
B’nin anafazda yikilmasiyla birlikte hiicre mitozdan ¢ikar ve G1’e tekrar geri doner.
D tip (D1, 2, 3) siklinler baslama siklinleri olarak adlandirilirlar ve biiyiime faktorleri
veya mitojenlere yanit olarak ifade edilir. Mitojenler ortamdan uzaklastirildiginda ise

hizla yikilirlar. Hangi tip cyc D’nin eksprese edilecegi doku tipine dzgiidiir. Ornegin;
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T lenfositler daha ziyade D3 (bir miktar da D2) tipini eksprese ederler. D tip siklinler
Cdk 4 ve Cdk 6’y1 regiile ederler. Cyc E, G1/S fazlarimin simirinda gecici olarak
sentez edilir ve hiicre S fazina girdigi anda hizla yikilir. Cyc E, Cdk 2’yi regiile eder
(Teruyuki et al., 1998). CDI'lar (pl5, pl6, pl18, p19, p21, p27 ve p57) ise siklinler,
Cdk’larin kendisi ya da cyc-Cdk komplekslerine baglanarak, Cdk’larin aktivitelerini
inhibe ederler. Siklinlerin seviyeleri transkripsiyon diizeyinde regiile edilir. Yikimlari

ise “ubiquitin” metabolik yoluyla saglanir (Todd et al., 2002).

4.1.1. Hiicre Dongiisiiniin Kontrol Noktalar

Hiicre dongiisiinde olusan bir hasarda, yeni faza ge¢meden once bir onceki
fazdan gelen hata tamir edilmeden dongiiye devam edilmez. Bu nedenle dongii;
Gl’den S fazina, G2’den M fazina ve mitozda metafazdan anafaza geciste kontrol
edilir (Hartwell and Weinert, 1988-1989). Radyasyon veya bir toksine (staurosporin
gibi) maruz kalmayla olusan DNA hasar1 hiicre dongiisii kontrol noktalarin1 aktive
eder ve Gl’den S fazina ve G2’den M fazina gegisi ve mitoza giriste DNA
kiriklarina sahip hiicrelerde yapisal olarak anormal kromozomlarin ayrimi 6nlenir.
DNA hasari, DNA replikasyonunu inhibe eder. Replike olamamis DNA igeren
hiicrelerin, kinaz kompleklerinin inaktivasyonu yliziinden, mitoza girisleri 6nlenir.
Mitotik spindle (ig) kontrol noktasinda ise, tiim kromozom kinetokorlari
mikrotiibiillere tutulana kadar metafazdan anafaza gecis baslatilmaz (Kearns and Liu,

2001).

4.1.1.1. G1/S Kontrol Noktasi

Hiicreler S fazmma girmek i¢in G1’de aktif olan farkli siklinler igerir. Bu
siklinlerin ¢ogu GO da sentezlenmezler. G1’de Cdk-cyc kompleksleri, DNA sentezi
ve replikasyonu i¢in gerekli genleri tesvik eden transkripsiyon faktorlerini aktive
ederler. Lektinler, biiylime faktorleri, otokrin stimiilasyon veya bazi intraselliiler
yollardaki (Ras yolu gibi) mutasyonlariyla olusan mitojenik stimiilasyon hiicrelerin

tekrar GO’dan G1’e girmesini tesvik eder (Hanahan and Weinberg, 2001).
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Dinlenme fazindaki hiicrelerde cyc D baslangigta diisiik orandadir. GO’da
biiylime faktorii stimiilasyonu, cyc D sentezini takiben cyc E’nin birikimine neden
olur. Biiyiime faktorii stimiilasyonunun yoklugunda cyc D seviyesi hizla diiser

(Cheng et al., 1998).

G1/S gecisinde biliylime faktorii stimiilasyonuna cevap olarak cyc D birikir.
Cyc D Cdk inhibitorii (CKI) p16 ile inaktive edilir. Cyc D birikimi, aktif cyc D-cdk 4
(veya cdk 6) kompleksinin olusumu ile sonuglanir. Cyc D, Cdk 4 ve bunlarin aktif
komplekslerinin birikimi p16’nin inhibe edici roliinii baskilar ve retinoblastoma (Rb)
tiimor baskilayici geninin fosforilasyonuna neden olur (Weinberg, 1995). Rb geninin
fosforilasyonu G1/S fazi gecisinde kritik 6neme sahiptir. Hipofosforile Rb histon
deasetilaz enzimine (HDAC) baglanir ve E2F transkripsiyon faktorii inaktive olur
(Zhang et al., 1999). Rb fosforilasyonu E2F transkripsiyon faktoriini aktive eder ve
S fazin baglamasi ve ilerlemesi i¢in temel genlerin trans-aktivasyonuna neden olur.
Gl cyc E-Cdk 2 kompleksleri iki sentrozom arasinda bulunan mikrotiibiilleri
organize eden merkezin (MTOC) duplikasyonunu aktive eder (Kearns and Liu,

2001).

DNA hasar1 durumunda p53 proteini post-translasyonel olarak stabilize edilir
ve cdk inhibitorii p21°°"*i transkripsiyonel olarak aktive eder (Harper et al., 1993).
Cdk inhibitéri p21°P' genis bir spesifiklige sahiptir ve cdk 4 ile kompleks
olusturdugunda cyc D’yi inhibe eder. Cyc D-Cdk 4 kompleksinin inaktivasyonu
nedeni ile RB’nin fosforilasyonunu gerceklesemez ve E2F inaktif kalir, buda

dongiiniin ge¢ G1 fazinda durdurulmasina neden olur (Kearns and Liu, 2001).

4.1.1.2. G2/M Kontrol Noktasi

Hiicre siklusunda DNA sentezini ve replikasyonunu takiben G2 fazi baglar.
Mitoza giris ise cyc B-Cdk 1 kompleksinin aktivitesinin artmasiyla tesvik edilir
(Pines, 1999). MPF aktivitesinin regiilasyonu birka¢ asamada olur. Regiilasyonun
birinci asamasinda cyc B vardir. Cyc B sentezi ge¢ S fazinda ve M faz1 boyunca
yapilir. Mitoz tamamlandiginda cyc B seviyesi hizla diiserek, aktif MPF kompleks

olusumu ve hiicre boliinmesinin ikinci boliimiinii 6nler. Cyc B seviyesi sitoplazma ve
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niikleus arasinda aktif transport ile diizenlenir. Cyc B interfaz (G1, S ve G2) boyunca
hiicrelerin sitoplazmasi i¢inde vardir. Mitozun profazi baslayana kadar cyc B
niikleustan sitoplazmaya aktif olarak transfer edilir. Mitoz bagladiginda cyc B Cdk
1’e baglanir ve aktif MPF kompleksi olusur. MPF aktivitesi fosforilasyon ile
gerceklesir. MPF’nin cdk 1 alt {initesinin ikinci kez fosforilasyonu cyc B-Cdk 1
kompleksini inaktive edecektir. Niiklear bir protein kinaz olan Weel MPF
kompleksini nukleusta inaktive ederek, prematiire mitozu 6nler (Heald, 1993). Weel
Cdk1’in ATP baglanan bdlgesini fosforlayarak MPF’yi inaktive eder. Protein kinaz
Myt 1 de inhibe edici fosforilasyona neden olur (Liu, 1997). Myt 1 Cdk 1’i
fosforlayarak interfaz boyunca cyc B ile baglanmasinmi1 diizenler. Protein fosfotaz
cde25 (b ve c) Cdk 1 alt fiinitesini defosforlayarak MPF’nin inhibe edici
fosforilsyonunu tersine c¢evirir (Draetta and Eckstein, 1997). Bu defosforilasyon
mitoza girig i¢in hiz limiti olarak goriiliir. Cdc25b proteini G2 boyunca birikir ve ilk
MPF aktivasyonunda kritik rol oynar. Cdc25c protein seviyesi hiicre dongiisiiniin
tiim fazlarinda sabittir ve interfaz boyunca sitoplazma ve niikleus arasinda hareket
eder. G2/M gecisinde cdc25 niikleusta birikir ve MPF kompleksini aktive ederek
mitozun baslamasina neden olur. Replike olmamis DNA igeren hiicrelerde MPF
kompleksinin inaktivasyonu nedeni ile bu hiicrelerin mitoza girisleri onlenir (Kearns

and Liu, 2001).

DNA hasarin1 takiben, Cdkl inhibisyonu G2 bloklanmasi i¢in gereklidir
(Furnari et al., 1997). DNA hasar1 cdc25c’yi fosforlayan, protein kinaz chk1 ve 2’nin
aktivasyonu neden olur. Fosforillenmis cdc25, 14-3-3 proteinlerine baglanir ve
nukleustan sitoplazmaya tasinir. Cdc25c¢c eger niikleusda ise, cyc B-Cdk 1
kompleksini aktive eder. Bunu da Cdk 1’de weel in neden oldugu inhibe edici
fosforilasyonu kaldirmayla yapar. Ancak, niikleusta cyc B-Cdk 1 kompleksini aktive
eden cdc25c miktar1 yetersiz ise G2 blok aktive olur. p53°de G2/M gegisinde rol
oynayabilir (Molinari, 2000). DNA hasar1 oldugunda p53 14-3-3 proteinini
transkripsiyonel olarak aktive eder. 14-3-3 proteini fosforillenmis cdc25¢’ye baglanir
ve sitoplazmadaki kompleksi ayirir, bdylece mitoza gecise hazirlik i¢in aktif cyc B-

Cdk 1 kompleksi azaltilir (Kearns and Liu, 2001).
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4.1.1.3. Mitotik Ig Kontrol Noktasi

Mitozun metafazdan anafaza gegisi mitotik ig kontrol noktasi ile diizenlenir
(Cahill et al, 1998 ve 1999; Ouyang et al., 1998). Mitotik ig kontrol noktasi
kinetokorlara (sentromerde) yapisan mikrotiibiilleri goriintiiler. Kinetokor
surveillance, anafazin baslamasi i¢in kardes kromatidlerin sabit bipolar ige
yapigsmasini  saglayan mekanizmadir. Kinetokor surveillance tiirler arasinda
korunmustur ve kromozomlarin dogru olarak ayrilmasini saglar. Sentrozomlardan
mikrotiibiil olusumu ve ig olusumu aktif cyc B-Cdk 1 kompleks (MPF)’1 ile tesvik
edilir. Mitotik siklinlerin degredasyonunu takiben anafaz baglar. Mitotik siklinler
ubiquitin’lenir ve proteosomal degradasyona ugrar. Yiiksek MPF aktivitesi, poly
ubiquitin’lenmis mitotik siklinlerin olusumunda rol oynar. Mitotik siklinlerin
degredasyonu MPF’yi inaktive eder ve mitozun normal olarak tamamlanmasi i¢in

gereklidir (Kearns and Liu, 2001).

Mitotik ig kontrol noktasinin en 6nemli fonksiyonu, vaktinden once kardes
kromatidlerin ayrilasin1 onlemektir. Mitotik ig kontrol noktasinin diizenlenmesinde
birka¢ gen rol oynar. MADIL1, MAD2, MAD2L1, MAD2B, BUB1, BUBRI,
BUB3, TTK, MPS ve CDC20 genlerinin hiicre siklusunda rol oynadigi
bilinmektedir. BUB ve MAD gen iirlinleri kinetokor surveillance ve anafaz
diizenlenmesi i¢in gereklidir. MAD proetinleri kromozomlarin dogru olarak
ayrilmasinda rol oynar. Mayada MAD2’nin fazla ekspresyonu tahminen mitotik ig
kontrol noktasinin aktivasyonu ile metafazda tutuklanmaya neden olur (He et al,
1997). BUB gen iiriinleri mitotik progresyonda rol oynamakta ve inaktivasyonlari
anoploidiye sebep olabilmektedir (Ouyang et al, 1998). Mitotik ig kontrol
noktalarinin tamamen kayip olmasi durumunda Drosophila melanagaster (Basu,
1999), C. Elegans (Kitagawa and Rose, 1999) ve farelerde (Dobles et al., 2000)
embriyonik lethality ile sonuglanir. DNA replikasyonunu takiben kardes kromatidler
kohezin olarak adlandirilan protein kompleksine yapisirlar (Waizenegger et al.,
2000). ig kontrol noktasi anafaz promoting kompleksi (APC) diizenler. CDC20p
APC yi aktive eder ve Pdslp yi ubiquitin yolu ile degrede eder. Pdslp’nin
degradasyonu durumunda Espl aktive olur, bdylece kardes kromatidler anafaz

boyunca kutuplara go¢ eder. Baglanamayan kinetokorlarin olmasi durumunda MAD
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proteinleri, CDC20p ile etkileserek APC aktivasyonunu inhibe eder. Bu inaktivasyon
Pds1p’nin degradasyonunu bloke eder, buda inaktif Espl ve kromatid kohesinlerinin
korunmasi ile sonucglanir. BUB proteinleri anafazda mikrotiibiillerin kinetokorlara
yapigsmasinda rol oynar. BUB1, BUB3’ii fosforiller (Roberts et al, 1994), hayli
korunmustur, kinetokorlarda lokalizedir, profaz boyunca senromerde bulunur ve
mikrotiibiil yapismasini takiben kaybolur. Mutant BUB genleri tiim kinetokorlarda
kararsiz mikrotiibiil yapismasina ve mitotik ig kontrol noktasinin aktivasyonuna

neden olur (Kearns and Liu, 2001).
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5. HUCRE DONGUSU ANALIZLERI

5.1. Flow Sitometri

Flow sitometri, slispanse hiicrelerin bir akis kanali boyunca gecerken tek tek
deteksiyonu ve/veya ayrisimini saglayan bir cihazdir (Mendelsohn, 1980). Flow
sitometri bazen florosan ile aktive edilmis hiicre siniflandiricist (Fluorescence
Activated Cell Sorter-FACS) olarak da isimlendirilir (Owens and Loken, 1995).
1934 yilinda Moldaven isimli bir arastiricinin ‘akim boyunca kan hiicrelerinin

sayimi1’ teknigini gelistirmesi ile baglamistir.

Flow sitometri; heterojen hiicre silispansiyonlarinin tanimlanmasi, tek hiicre
seviyesinde analiz imkani, hiicre i¢i ve yiizey antijenlerinin saptanmasi, total DNA
igerigi, kromozomlardaki DNA igerigi, total hiicre proteini, enzim aktivitesi ve
lokalizasyonu, H,O, iiretimi ve hiicre siniflandirma gibi bircok alanda

kullanilmaktadir (Muirhead, 1987).

Flow sitometri bir¢ok sistemin birlesmesinden olusmustur. Bunlar; 6rnek
toplayict ve tasiyict sistem, akis sistemi, 151tk kaynagi (lazer), sferik ve capraz
silindirik filtreler, odaklama aynalari, sinyal dedektorleri (optik ve eletrik sinyal),
bilgisayar (data toplanmasi, saklanmasi, sunumu ve analizi) ve ayirma
mekanizmasidir. Siispansiyon halindeki hiicreleri cihaza vermeden Once lazer,
bilgisayar ve elektronik sistemler devreye sokulur. Polistren kapl partikiillerle lazer
ayar1 yapilir. Bu aletin kalibrasyonunu saglar. Standart ve kontrollerin verilmesi ile
de Ornegin kalibrasyonu yapilir. Daha sonra calisilacak popiilasyon monitorde
isaretlenir, histogramlarin ayar1 yapilir ve 6rnek alete verilir (Riley et al, 1989,
Darzynkiewicz, 2000). Siispansiyon halindeki isaretli hiicreler ve partikiiller
(mikroorganizmalar, kromozomlar, ve hiicreler) hava basinci ile sheat fluid i¢inden
gecirilir. Sheat fluid i¢indeki sivinin akist ¢ok hizli oldugundan yiiksek bir basing
olusturulur ve bu basing ile hiicreler cam veya kuartzdan yapilmig (flow chamber)
akis kabinine gelirler. Bu kabinin geometrik sekli ve sivinin laminar akisi, hiicrelerin
tek bir sira halinde gecisini saglar ve tek sira halindeki hiicreler lazer 15181 iginden

gecerek goriiniir hale gelirler. Lazer kaynagi olarak; argon iyonu, kripton, helyum-
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kadminyum, helyum-neon veya daha yiiksek yogunluktaki 1s1k kaynaklar1 kullanilir.
Isaretlemede kullanilan problar lazer kaynagiyla aktive olduklarindan 1s1n yayarlar ve
bu sayede dedekte edilebilirler. Genellikle lazer kaynagi olarak argon iyonu kullanilir
ve Floresseinizotiyosiyanat (Fluoresceinisothiocyanate-FITC), Propidyum Iyodid
(Propodium Iodide-PI), Etidyum-Bromid (Ethidium-Bromide), Akridin Oranj
(Acridine orange), fikoeritrin (Phycoerytrin-PE)’in 488 nm’de aktivasyonu saglanir.
Bu problarin emisyonlar1 farklidir. DNA’ya baglanmis flokrom, lazer 15181 ile
aktiflenir ve bu enerji ile 151 yayar. Bu yayilan 1smin yogunluguna goére hiicre
boyutu, igyapisi, ylizey morfolojisi ve hiicrelerin canliligi hakkinda bilgi edinilir.
Aktiflenme sonucu agiga c¢ikan floresan fotodiodlarda toplanir, foton sayisini
cogaltan tlipler (Photo Multiply Tubes) ile elektrik sinyaline ¢evrilerek amplifiye
edilir ve sonuglar bilgisayara iletilir (Fuller, 1980).

Flow sitometride 4 fotodedektér vardir; onden sagilimi gésteren (Forward
Angle Light Scatter-FALS), yandan sagilimi1 gosteren (Right Angle Light Scatter-
RALS), yesil florasan ve kirmizi floresan. FALS, 6nden sagilimi saglar ve hiicre
boyutunu gosterir. RALS ise, yandan sacilimi saglar ve i¢ yapiy1 yani graniilariteyi

gosterir (Cram et al., 1993).

FALS/RALS histogrami ile hiicre siispansiyonundaki farkli popiilasyonlar
birbirinden ayrilabilir. Ornegin; periferik kanda lenfositler biiyiikliik bakimindan
kiiciiktiir ve az graniilarite gosterirler, monositler orta biiyiikliikte ve orta graniilarite
gosterirken, graniilositler ise hem biiyiiklik hem de graniilarite agisindan
digerlerinden daha biiyiik ve daha fazla graniilariteye sahiptirler (Pinkel and Stovel,

1983).

(Cok parametreli analizlerde 2 veya daha fazla renkli immiinfloresan kullanilir.
Genellikle iki renkli, yesil floresan veren FITC ve kirmizi floresan veren PE
kullanilmaktadir. Farkli floresan isaretli antikorlarin kullanilmast iki farkl
parametrenin tayinine olanak saglar. Oregin; CD4" (yardimci T lenfositleri) ve
CDS8" (sitotoksik T lenfositleri) lenfositler bu yéntemle kolay ve dogru bir sekilde
belirlenebilirler (Hiebert and Sweet, 1983).
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5.2. Flow Sitometride DNA Analizi

DNA analizi flow sitometrinin en eski kullanim alanlarindan biridir. Son
yillarda onkoloji alanindaki kullanimi1 daha da biiyiik 6nem kazanmistir. Flow
sitometri, timor antijenlerine karsi gittikge ¢ogalan antikorlarin uygulanmasinda
ideal bir aragtir. Buna ek olarak flow sitometride prognostik olarak DNA igeriginin
ve proliferatif aktivitenin Ol¢iilmesi miimkiindiir. Flow sitometride DNA analizi
gerek hastalara uygulanan tedavinin gecerliligini, gerekse tedaviye cevap alinip

alimmadig1 hakkinda bilgi saglamaktadir (Gray, 1986).

5.2.1. Flow Sitometrik DNA Analizinde Problar

DNA boyalarinin en 6nemli 6zelligi ‘stoichiometric’ olmalaridir. Bu 6zellik
baglanan prob sayisinin baglandigi DNA molekiil sayisina esit olmasi olarak
Ozetlenebilir. Propidyum iyodid (PI) ve etidyum bromid ¢ift sarmal niikleik asitler
arasina girmekte, fakat bu baglanma islemi gergeklesirken ¢ift sarmal RNA’ya da
baglanmaktadir. Benzimid grubu problar arasinda Hoechst 33342 boyasi, DNA’da
A-T zengin bolgelere baglanma gostermektedir. Antibiyotik grubunda bulunan
boyalardan mitramisin ve kromamisin ise, DNA’da G-C zengin bolgelere baglanir.
Flow sitometride kullanilan bir baska boya da akridin oranj’dir. Bu boya da cift
sarmal DNA arasina girmektedir. Yukarida belirtilen boyalardan en ¢ok kullanilani
PI’dir. PI’nin 488 nm’de eksite olmasi, bu boyanin pek ¢ok flow sitometri cihazinda

kullanilabilmesine olanak saglamaktadir (Fried, 1976).

5.2.2. Flow Sitometride DNA Calismasi

Flow sitometride DNA analizi taze ve fikse dokularda hatta parafin bloklardaki
dokular i¢inde yapilabilmektedir. Bu calismalar yapilirken su asamalar takip edilir;
oncelikle tek hiicre siispansiyonu haline getirilmis hiicrelerde, hiicre membrani ve
sitoplazmasinin ortadan kaldirilmasi gerekmektedir. Bu islem i¢in uygun deterjanlar
kullanilir. Bu asamay1 takiben DNA boyasinin RNA’ya baglanmasini engellemek
amaciyla ornek hiicreler riboniikleaz ile isleme tabi tutularak RNA pargalanir ve daha

sonra da DNA, belirtilen boyalardan biri ile boyanir. Flow sitometride DNA analizi
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yapilirken iki tiir bilgiye erisilmektedir: Gy ve G; fazinda bulunan hiicrelerin
ortalama DNA icerigi ve hiicre siklusundaki her fazda bulunan hiicre sayisi

(Sekil.5.1.) (Herbert, 1989).
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Sekil 5.1. DNA Histogrami (Herbert, 1989)
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6. FLAVONOIDLER

Flavonoidler, bitkisel kaynakli besinlerde dogal olarak bulunan ve 4000’den
fazla cesidi olan, polifenolik bilesiklerdir (Tablo 6.1.). Ortak bir fenilbenzopiron
(C6-C3-C6) yapisina sahiptirler, doymusluk diizeyine ve merkezi piron halkasinin
acilmasina gore siniflandirilirlar. Sekil 6.1.’de gosterildigi gibi flavonlar, flavanoller,
isoflavonlar, flavonoller, flavanonlar ve flavanonoller’den olusurlar (Middleton and

Kandaswami, 1986; Harbone and Williams, 2000).

Tablo 6.1. Flavonoidlerin alt siniflar1 ve besinsel kaynaklar1 (Ren et al., 2003)

Flavonoid
Flavonoidler Temel besin kaynaklari
alt gruplan

Flavonoller | Kaempherol, myricetin, |Sogan, kiraz, elma, brokoli, lahana,
quercetin, rutin domates, bogiirtlen, ¢ay, kirmizi

sarap, karabugday

Flavonlar Apigenin, chrysin, Maydonoz, kekik
luteolin
Isoflavonlar | Daidzein, genistein, Soya fastilyesi, baklagiller

glycitein, formononetin

Flavanoller | Catechin, gallocatechin |Elma, ¢cay

Flavanonlar | Eriodictyol, hesperitin, |Portakal, greyfurt

naringenin

Flavanonoller | Taxifolin Limon, narenciye
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Flavomnes Ol Flavonals O

Hi HO

Flavanuols

H

OH
fli
Flavanomnols Isulavones
HiL (4]
HE
H
OH »

Sekil 6.1. Flavonoidlerin kimyasal yapilar1 (Ren et al.,2003)

Flavonoidler, yenen meyve ve sebzelerde bol olarak bulunmaktadir. Giinliik
tilketilen miktarmin birka¢ yiiz miligram oldugu tahmin edilmektedir (Hollman ve
Katan, 1999). Flavonoidlerin bircok tibbi bitkide de bulundugu belirtilmistir.
Flavonoidleri igeren bitkisel ilaglar tiim Diinya’da 6zellikle Cin’de kullanilmaktadir

(Di Carlo et al., 1999; Samuelsen, 2000).

Flavonoidlerin karsinogenezi inhibe ettikleri in vivo ve in vitro ¢aligsmalarla
gosterilmistir (Caltagirone et al., 2000; Miyagi et al., 2000). Flavonoidlerin hiicre
dongiisiiniin ilerlemesini durdurdugu belirtilmistir (Ren et al., 2003). Bunu anahtar
regiilatdrler olan Cdk’larin aktivitesini ve diizenlenmesini degistirerek yaptiklar
belirtilmistir (Senderowicz, 1999 and Senderowicz, 2001). Flavonoidlerin bazi
kanser hiicre hatlarinda apoptozise neden oldugu; DNA topoizomeraz I/I1
aktivitesinin inhibisyonunu (Markovits et al., 1989; Wang et al., 1999; Bailly, 2000;
Sukardiman et al., 2000), reaktif oksijen tiirlerini (ROS) azalttig1 (Lee et al., 2002),
1stya duyarli proteinlerin gen seviyesinde anlatimini diizenledigi belirtilmistir (Rong

et al., 2000). Bunlara ek olarak, sinyal iletim yollarin1 modiile ettikleri (Yin et al.,
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1999), kaspaz-9 ve kaspaz-3’iin aktivasyonu ile sitokrom C salinimina neden
olduklar1 (Wang, 1999), Bcl-2 ve Bcl-Xp gen seviyesinde anlatiminin agagi
diizenlenmesine (down regulation), Bax ve Bad ekpresyonunun, niiklear
transkripsiyon faktorii kappaB (NF-kappaB) nin gen seviyesinde anlatiminin tesvik
edilmesine, endoniikleazin aktive edilmesi ve Mcl-1 proteininin baskilanmasina
neden olduklari bildirilmistir (Konig ef al., 1997; Iwashita et al., 2000; Wenzel et al.,
2000; Lee et al., 2002).

Flavonoidlerin, karsinojenlerin yapisint ve metabolizmasint diizenledigi ve
boylece kanseri Onlemeye katkida bulundugu gosterilmistir (Wattenberg, 1992;
Carrol et al., 1998). Flavonoidlerin, faz I metabolize edici enzimlerle etkilestikleri,
CYP1A1l ve CYP1A2 gibi P450 izoenzimlerinin aktivitesini inhibe ettikleri cesitli
calismalarda belirtilmistir (Tsyrlov et al, 1994; Lahiri-Chatterjee et al, 1999; Le
Marchand et al., 2000). Karsinojenlerin aktive olarak hiicresel hasarin tesvik
edilmesine neden olduklari, flavonoidlerin ise hiicrede olusan hasara kars1 koruyucu
bir role sahip olduklar1 diisiiniilmektedir (Ren ef al., 2003). Ayn1 zamanda glutatyon-
S-transferaz, kuinon rediiktaz ve UDP-glukoronil transferaz gibi faz II metabolize
edici enzimleri tesvik ederek (Bu-Abbas et al, 1998; Sun et al, 1998)
karsinojenlerin detoksifikasyonunu hizlandirdig: belirtilmistir (Ren ef al., 2003).

Birgok flavonoidin normal insan hiicrelerine toksik etkisi bulunmamasina
ragmen, kiltiire edilmis insan kanser hiicre hatlarinin pek cogunun da hiicre
boliinmesini inhibe ettigi gosterilmistir (Hirano et al., 1994; Kawaii et al., 1999;
Kuntz et al., 1999; Wenzel et al., 2000; Pouget et al., 2001). Anti-proliferatif etkinin
molekiiller mekanizmasi da tiimér olusumuna neden olan prooksidan olusum
siirecinin baskilanmasi ile oldugu belirtilmistir. Prooksidan enzimler gesitli tiimor
baglaticilar tarafindan aktive edilmekte, flavonoidler ise bu enzimleri inhibe
etmektedir. Ozellikle ksantin oksidaz (Chang et al., 1993; Chan et al., 1995), COX
veya LOX (Markovits ef al., 1989; Iwashita et al., 2000; Mutoh et al., 2000).

Diger taraftan flavonoidler, farklilagsma (Kim et al., 2000; Mata-Greenwood et
al., 2001), antioksidatif aktivite (Kandaswami and Middleton, 1994), damarlasma

siirecinin (anjiyogenez) baskilanmasi (Paper, 1998) ve c¢oklu ilag (multidrug)
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direncinin diizenlenmesi gibi bircok mekanizmada etkilidir (Kioka et al, 1992;

Shapiro et al., 1997; Di Pietro et al., 1999).

6.1. Kersetin

Kersetin (3, 3', 4', 5,7- pentahidroksiflavon) (Sekil 2.13.), bir¢cok bitki ve
bitkisel besin kaynaklarinda yaygin olarak bulunan bir bioflavonoidtir. (Graefe et al.,
1999). Sik tiiketilen yiyeceklerin ¢ogunda; elma, sogan, cay, kiraz ve cilek gibi
yumusak kabuklu meyveler, lahana, brokoli gibi yesil yaprakli sebzelerde, ¢ogu
tohumda, yemislerde, c¢igekler, kabuklar ve yapraklarda hatta medikal bitkiler;
Ginkgo biloba, hypericum perforatum (St. John’s Wort), Sambucus canadensis
(Elder)’de ve pek c¢ogunda bulunmaktadir (http://www.thorne.com/pdf/journal/3-

2/quercetin_monograph.pdf, 2006, Alternative medicine review).

Tim flavonoidler, hidroksil (OH) gruplarimin baglandigr 3 halkali molekiil
yapisina sahiptir (Sekil 6.2.). Flavonoidler besinlerde glikozit formunda bulunurlar.
Yani, merkez halkaya baglanmis bir seker (rhamnose, glukoz, galaktoz) molekiiliine
sahiptirler. Kersetin; rutin, quercetrin, isoquercetrin ve hyperoside gibi bir
aglikondur, yani glikozit formdadir. Kersetin hari¢ bu molekiillerin hepsi ayni yapiya
sahiptir; kersetin’in C halkasindaki hidroksil grubu bu molekiillerde, spesifik bir
seker molekiilii ile yer degistirmis olarak bulunur (Cody, 1986 and 1988).

Sekil 6.2. Kersetin’in kimyasal yapist
(http://www .pdrhealth.com/drug_info/nmdrugprofiles/nutsupdrugs/que 0219.shtml,
20006)



33

Kersetin insan dietinde bol olarak bulunmaktadir. Amerika’da giinliik besinle
alian kersetin’in 25 mg oldugu tahmin edilmektedir (NTP Technical Report, 1991).
Antioksidan 6zellikleri fenolik bilesiklerin reaktivitesinden kaynaklanmaktadir. Bu
yolla serbest radikal tiirlerini daha az reaktif olan fenoksi radikallere

dontstiirmektedirler (Davis ef al., 2000).

Kersetin’in hiicre biiylimesini (Duthie et al., 1997), glikolizisi (Nass-Arden and
Breitbart, 1990), laktat dehidrogenaz salinimin1 (Volk et al, 1997), nitrik oksit
tiretimini  (Soliman and Mazzio, 1998), mRNA indiiklenmesini bloke eden
metallothionein’1t (Conklin et al., 1998) ve makromolekiil sentezini inhibe ettigi

gbzlenmistir (Huang et al., 1997).

Kersetin, hiicre dongiisiinii uygulanan hiicrenin tipine bagli olarak kontrol
noktalarinda durdurarak (Wei et al, 1994; Hosokowa et al, 1992) ve apoptozisi
indiikleyerek (Choi et al, 2001; Iwao and Tsukamoto, 1999) malignant timor
hiicrelerinin biiyiimesini inhibe edebilmektedir. Losemi hiicreleri (Kang and Liang,
1997), meme kanseri (Choi et al., 2001), kolon adenokarsinomasi (Salucci et al.,
2002), prostat kanseri (Kobayashi et al., 2002) ve endometriyal kanser (Kaneuchi et
al., 2003) gibi insan kanserlerinin biiyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir. Reseptor
kinazlar, protein kinaz C, siklin-bagiml kinazlar (Cdk) ve MEK-ERK sinyal iletim
yoluyla etkilesebilmektedir (Ferriola et al., 1989; Casagrande and Darbon 2001;
Nguyen et al., 2004).

Kersetin gii¢lii bir mutajendir (Bjeldanes and Chang, 1977). DNA’ya
baglandiginda tek zincir kiriklarima (Fazal et al, 1990), DNA da yeniden
diizenlenmelere (Suzuki et al., 1991) ve kromozomal hasara neden olabilmektedir

(Ishidate et al., 1988).

Kersetin’in biyolojik etkilerinin; anti-kanser, anti-viral, anti-trombotik, anti-
iskemik, anti-inflamatuar, anti-alerjik oldugu, arterosklerozisi ve koroner kalp
hastaliklarini 6nleyici bir etkisinin oldugu, selliiler immiiniteyi stimule ettigi ¢esitli
calismalarla gosterilmistir (Gryglewski et al., 1987; Deschner et al., 1991; Hertog et
al., 1993; Formica and Regelson, 1995;).
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7. PLATINYUM BILESIKLERI

7.1. Cisplatin

Cisplatin, 20 yildan fazla zamandir klinikte kullanilan [cis-DDP, cis-
diamminedichloroplatinum (II)] antineoplastik ilaglarin en yaygin ve en etkili
olanlarindan biridir. Birgok tiimore, 6zellikle testis ve ovaryum kanserine karsi etki
gostermektedir (Fram, 1992). Rosenberg 1968’de kesfettigi bu bilesigin giiclii bir
antiproliferatif ajan oldugunu gostermistir. Cisplatin’in yapisi ilk olarak 1893’de
Alfred Werner tarafindan belirlenmistir. Cisplatin merkezde bir platin atomu,
cevresinde iki klorid atomu ve iki amonyum moliikiiliinden olusmaktadir. Cis ve

trans olmak lizere iki izoformu bulunmaktadir (Sekil 7.1.).

HsM_ €I Cl, MNH;
F(. P(
HsN & CI HsM  Cl
cisplatin i o ;
cisdiamminedichlaoroplatinum ) transdlamm;?aei;:glglfzoplalmum(”)

cis0DDP

Sekil 7.1. Cisplatin’in izoformlar1 (Pil et al., 1997).

Cisplatin bifonksiyonel alkilleyici ajanlara benzemektedir Kovalent olarak
DNA'’ya baglanmakta ve DNA’nin fonksiyonunu bozmakta (Chabner et al., 2001) ve
hiicreye pasif diflizyon veya aktif transportla alinmaktadir (Pil et al., 1997). Cisplatin
hiicreye girdikten sonra klorid ligantlar1 su molekiilleri ile yer degistirerek (Go and
Adjel, 1999; Nieto, 2003) DNA’da niikleofilik bolgelerle etkilesen pozitif yiiklii
platinyum kompleklerinin olusumuna neden olur (McEvoy, 2004). Bu platinyum
kompleksleri DNA bazlarina kovalent olarak baglanarak DNA’da iplik i¢i ve iplikler
aras1 capraz baglanmalarla DNA, RNA ve protein sentezini Onlemektedirler
(Chabner et al., 2001). Sekil 7.2.°de 6zetlendigi gibi cisplatinin hiicre ig¢inde bir¢ok
hedefi vardir: DNA, RNA, metallothionein ve glutatyon gibi siilfiir igeren enzimler
ile mitokondri sayilabilir. Mitokondrideki DNA’ya etkisi tam olarak

anlasilamamakla birlikte mitokondriyal DNA’daki hasarin hiicre 6liimiine katkida
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bulundugu diisiiniilmektedir. Siilfiir iceren enzimler ile etkilesiminin ise hiicrenin

cisplatin’e direnci ile ilgili oldugu sanilmaktadir (Pil ef al., 1997).

mitochondria

Sekil 7.2. Cisplatin’in hiicredeki hedefleri (Pil ef al., 1997).

Cisplatin-RNA etkilesiminin iki sebepten Otiirii 6nemli bir rol oynadigina
inanilmaktadir. Hasar gérmiis RNA molekiiliiniin, yeni sentezlenmis bir molekiil ile
yer degistirebiliyor olmasi cisplatin’in RNA sentezini etkilemedigini gostermektedir.
Cisplatinin lethal dozu in vitro’da kanser hiicrelerine verildiginde RNA molekiiliiniin

sadece kiigiik bir boliimii (%1 ile %10’u) hasar gormektedir (Pil et al., 1997).

Cisplatin-DNA etkilesimi, cisplatinin DNA baz c¢iftlerinin nitrojen atomlari
(6zellikle piirinlerin N7 atomlari) ile etkilesmesiyle gerceklesir. Bu nitrojen atomlari
zincirin disinda kalan ve diger bazlar ile hidrojen bagi yapmayan atomlardir (Sekil
7.3. ve 7.4.). DNA-cisplatin komplekslerinin veya addukt’larinin birgok tipi
bulunmaktadir. Bunlardan en Onemlisi, cisplatinin klorin ligandlarinin DNA
iplikgiginde bulunan komsu piirin bazindaki nitrojen atomlart ile yer degistirmesi
sonucu olusan, 1,2-iplik arasi (intrastrand) addukt’idir. Bu adduktlar ile iliskili olan
en yaygin piirin bazi guanindir. Addukt olusumu piirinlerin yapilarinin bozulmasina
ve DNA heliksinde biikiilmelere neden olmaktadir. Geometrisi nedeni ile trans-DDP
1,2-iplik arasi adduct’lar olusturamadigindan dolayi, kanser hiicrelerine etki

edememektedir. Ayrica cisplatinin DNA’ya baglanmasinin  DNA  tamir
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mekanizmalarini, DNA replikasyonunu ve trankripsiyonunu etkiledigi c¢esitli

calismalarla gosterilmistir (Pil et al., 1997).
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Sekil 7.4. DNA baz giftleri cisplatin piirin bazlar1 (adenin, guanin)’nin N7
atomuyla etkilesimi. Jamieson and Lippard, Chem Rev, 99, 2467 (1999); Coste, et al,
Nuc Acids Res, 27, 1837 (1999).

Cisplatin’in sitotoksik etkisinin kesip-¢ikarma tamir sisteminin hatasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Hiicre DNA hasari, bu hasari taniyan proteinlerle

belirlemektedir. Bu proteinlerin tiimii yiiksek degiskenlik gosteren grup (HMG)
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olarak isimlendirilen genel bir parcaya sahiptir ve bu siniftaki proteinler HMG-
domain proteinleri olarak adlandirilirlar. Cisplatin’e karst HMG-domain proteinleri
kodlayan genlerden yoksun hiicrelerin bu genleri iceren genlerden daha az duyarl
oldugu bulunmustur. HMG-domain proteinlerin bu 6zelliginin (cisplatinin sitotoksik

etkisinde) 6nemli bir role sahip oldugunu gostermektedir (Pil ez al., 1997).

Cisplatin, ileri evre mesane karsinomu, adrenal korteks karsinomu, kafa- boyun
karsinomu, meme kanseri ve akciger kanserinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bunun disinda, cisplatinin T hiicre aktivitesinin  inhibisyonu sonucu
immiinbaskilayict etkisinin olustugu bilinmektedir (Kouchi et al., 1996; Stikakis et

al., 1996; Riesbeck, 1999).
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8. MEZOTELYOMA

Malignant mezotelyoma (MM) akciger (plevra) (% 90), abdominal organlar
[periton (% 6-10)] ve kalp (perikard) bosluklarinin diizensiz fibroelastik bag
dokusunun saglamlastirdig yiizeysel mezotelyum tabakasindan (serdz yiizey) koken
alan bir tiimordir. Nadir olarak testisde tunika vaginalisden de gelisebilmektedir
(http://www.mesothelioma-tr.org/saglik/mezotanim.php, 2006, Mezotelyoma Ulusal
Kurulu). Histolojik olarak MM; epiteloid, sarkomatoid ve bifazik olmak iizere ii¢
tipten olusur. Mezotelyomalarin % 50-70’1 birinci; % 7-20’si ikinci; % 20-35°1
liclincii tiptedir ve tiimiiniin tedavi segenekleri aynidir (http://www.mesoinfo.com/

mesothelioma_information/ Mesothelioma_index. html, 2006).

8.1. Mezotelyoma Tipleri

Mezotelyoma; plevral, peritonal, bening ve perikardiyal olmak tlizere dort tipte

smiflandirilir.

8.1.1. Plevral Mezotelyoma

Plevral mezotelyoma gogiis boslugu icinde bazende akciger de goriilen
mezotelyomadir. Herhangi bir organa metastaz edebilir. Bilinen en genel semptomu
gogiste strekli  agridir  (http://www.mesoinfo.com/mesothelioma_information/
Mesothelioma_index.html, 2006, Mesothelioma Information). Plevral efiizyon,
hastalarin % 95’inde vardir. Sonrasinda tiimdr biiylimesi genellikle plevral boslugun
tamamen yok olmasi ve akcigeri kaplamasiyla sonuglanir. Oksiiriik, kilo kayb1 ve
ates genel belirtidir (Chahinian, 1978). Hastaligin ilerlemesini gdsteren tek test gogiis
tomografisi (CT-scan)’dir (http://www.mesoinfo.com/ mesothelioma_information/
Mesothelioma_index.html, 2006). Ortalama sag-kalim semptomlarin goriilmesinden
sonra yaklasik 10-17 ay iken teshisten sonra 9-13 aydir (Chahinian et al., 1982;
Hillerdal, 1982; Ruffie et al., 1989).
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8.1.2. Peritonal Mezotelyoma

Peritonal mezotelyoma karin boslugunu kapsayan ve karaciger, dalak veya
bagirsaga dogru ilerleyen bir hastaliktir. Plevral mezotelyomada oldugu gibi agr
genel sikayetlerden biridir. Abdominal boslukta sivi biriktigi i¢in abdomen
genislemis olarak goriinmektedir (http://www.mesoinfo.com/
mesothelioma_information/ Mesothelioma index. html, 2006, Mesothelioma
Information). Hastalarda kusma, mide bulantisi, bagirsak blokaji, abdominal ve
pelvik kiitleleri, ayaklarda O6dem, ates, hernia (fitik), hidrosel (skrotumda su
toplamasi) olabilmektedir. Laparotomi (karin yarma ameliyat1) veya peritoneoskopi
ile direkt biopsi en iyi diagnostik prosediir olmaktadir. Ultrasonografi veya CT, sivi
ve timor kiitlelerini gorlintiillemek ve hastaligin  seyrini takip etmek igin
kullanilmaktadir (Yeh and Chahinian, 1980). Ortalama sag kalim semptomlarin
goriilmesinden itibaren yaklasik 10 ay ve teshisten sonra 7 aydir (Chahinian et al.,

1982).

8.1.3. Benign Mezotelyoma

Benign mezotelyoma’lar genellikle asbestle iliskilendirilmemektedir. Plevranin
fibroz tlimorii bir neoplazmadir ve benign fibroz plevral mezotelyoma’lara isaret
etmektedir. Viseral ve parietal plevranin fibroz tiimorleri asbest ile iligkili degildir.
Plevral efiizyon (akint1) istisnadir. Cok nadir olarak malignant form goriilmesine
ragmen ¢ogu benign’dir. Hiponatremia, hipoglisemi ve anti-diliretik hormonun
anormal salgilanmasina neden olabilmektedir (Chahinian, 1978). Mikroskobik olarak
bu tiimoérler degisken bir kollajen matrix ile sinirlandirilmis fibromalardir (Belani et
al., 1999). Cogu hasta cerrahi miidahale ile idare edilebilmekte ancak, kist
bliyiikliiglinii kontrol altina almak ve lokal semptomlar1 rahatlatmak ic¢in kullanilan
hormonal tedavinin yeniden kist olusumu riskini arttirdigi rapor edilmistir
(http://www.mesoinfo.com/ mesothelioma information/ Mesothelioma_index. html,

2006, Mesothelioma Information).
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8.1.4. Perikardiyal Mezotelyoma

Perikardiyum mezotelyomasi ¢ok nadir goriinen bir kardiyak kanseridir. Yiiksek
derecede olimcildiir. Kiitle genellikle ekokardiyograti (EKG) ile ge¢c asamada fark
edilmektedir (http: //  www. mesoinfo. com/ mesothelioma information/
Mesothelioma_index. html, 2006, Mesothelioma Information). Radikal ameliyat
sadece bir yere lokalize olmus mezotelyomanin tedavisinde kullanilabilmektedir.
[lerlemis perikardiyal mezotelyomanin tedavisi genellikle gegici bir caredir. Ciinkii;
timor radyoterapi ve kemoterapiye direglidir. Ortalama sag kalim, semptomlarin
goriilmesinden sonra 6 aydir (http://www.cancer.gov/publucation, 2006). Ovaryum ve

scrotum (testis torbasi) mezotelyomasi da literatiirde rapor edilmistir.

8.2. Mezotelyoma Icin Risk Faktorleri

Mezotelyoma’ya neden olan risk faktorleri arasinda; asbest, zeolit, radyasyon

ve Simian viriis 40’1 sayilmaktadir (Sterman and Albelda, 2005).

8.2.1. Asbest

Asbest, 1stya, siirtinme ve alkali ortama karsi dayanikli, yiiksek gerilme
direncine sahip, lifsel, esnek (kolay biikiiliip sekil verilebilen) ve ticari 6nemi olan bir
silikat mineralidir. Endiistride “amyant” olarak da bilinen asbestin diinyada sanilandan
cok daha genis kullanim alan1 mevcuttur: Isitma borulari, izolasyon, su borusu
kaplamalari, seramik musluk tutturuculari, zemin duvar ve tavanlarda yangin emniyeti
icin, kanalizasyon borulari, otomobil ve motosiklet fren balatalarinda, binalarda celik
yapi iiyeleri i¢in yangin emniyetinde vb. gibi bir ¢ok alanda kullanilmaktadir (Senyigit
ve ark., 2004).

Dogada farkli ozelliklere sahip 2 grup asbest bulunmaktadir; serpantin ve
amphibol (Ross, 1981; Gaines et al., 1997; Hartgerink et al., 2001). Bunlar tablo

8.1.’de 6zetlenmistir.
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Tablo 8.1. Dogada bulunan asbest tiirleri (Senyigit ve ark., 2004)

1.Serpantin asbest 2.Amphibol asbest

Krizotil: Mg [(OH)4 Si2 O5], | Krozidolit: Na,Fes [(OH) Si; O11],
(Beyaz asbest) (Mavi asbest)
Amozit: MgFes [(OH) Siy O11],

(Kahverengi asbest)

Antofilit: (Mg, Fe), [(OH) Si; O111

Aktinolit: Ca, (Mg, Fe)s [(OH) Si; O11],

Tremolit: Ca, (Mg, Fe)s [(OH) Siy O11],

Tabloda belirtilen 6 asbest tipinden krizotil, krozidolit ve amozit ticari olarak
genis kullanim alanma sahiptir (Senyigit ve ark., 2004). Beyaz asbest endiistride
kullanilan asbest tlirii olup, diger asbest tiirlerinin ¢ikarilmasi ve kullanilmasi
yasaklanmistir. Malignant Plevral Mezotelyoma (MPM) ile en ¢ok iliskili olan asbest
tirii “amphibole” grubu asbesttir (http://www.mesothelioma-tr.org/saglik.php, 2006,

Mezotelyoma Ulusal Kurulu).

Asbestin ¢evresel veya mesleki olarak solunmasi, pulmoner fibrosis (asbestosis),
akciger kanseri, plevra veya peritonda mezotelyoma ve plevral degisikliklere

(kalinlagsma, plak, effiizyon) yol agmaktadir (Baris ef al., 1979, Niklinski et al., 2004).

Tirkiye'de asbestle muamele g¢evresel olup, Orta ve Giineydogu Anadolu'da
onemli bir halk saglhigi problemi olusturmaktadir. Tiirkiye'de ayrica Kapadokya
bolgesinde 3 kdyde (Tuzkdy, Karain ve Sarthidir kdylerinde) diger asbest olmayan bir
mineralin MPM’ye neden oldugu bulunmustur. Bu mineral fibroz "zeolite" (erionit)

olarak adlandirilmaktadir (http://www.mesothelioma-tr.org/saglik.php, 2006).

8.2.2. Zeolit

Erionit olarak da bilinen bu mineral kimyasal olarak asbest ile iligkilidir. iki
asir boyunca volkanik kayaglarin yapisinda yer alan ve mineral goziiyle bakilan

zeolit’ler, 1950°den sonra saptanmaya baslanmis ve hemen hemen tiim kitalarda
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yaygin oldugu goriilmiistiir (http://www. enlimining.net, 2004). Degisik tllkelerde
1960’11 yillardan sonra ticari olarak {iretilip pazarlanmaya baslayan zeolit’ler,
tilkemizde ilk defa 1971 yilinda tespit edilmistir. Arastirma gruplan tarafindan
belirlenen dogal zeolit minerali sayis1 40 olarak bildirilmistir. Bunlarin iginde en
bilinenleri; analsim, sabazit, klinoptilolit, eriyonit, ferrierite, heulandite, mordenit,

stilbit ve filipsittir (Dogan, 2003).

Tiirkiye nin Anadolu bdlgesinin topraklarinda yaygindir (http:// www. mesoinfo.
com/ mesothelioma_information/ Mesothelioma index. html, 2006). Zeolit en giiclii
karsinojen olarak kabul edilmekte olup, Kapadokya yodresindeki kdylerde evlerin
yapildig1 tiif kayalan ile evlerin dayanagi ve kiler olarak kullanilan magaralarin

duvarlarinda bulunmustur (http://www.mesothelioma-tr.org/saglik.php, 2006).

8.2.3. Radyasyon

Thorium diokside maruz kalimi takiben, ¢ok az da olsa, plevral ve peritonal
mezotelyomanin gelistigi rapor edilmistir. Bu materyal ge¢miste belirli X-ray testleri
icin kullanilmaktaydi ancak kansere neden oldugu belirtildigi i¢in birka¢ yildir
kullanilmamaktadir (http:// www. mesoinfo. com/ mesothelioma information/

Mesothelioma index. html, 2006).

8.2.4. Simian Virus 40 (SV40)

Poliyoma virtisleri kii¢iik c¢ift iplikcikli DNA viriisleridir. Timor baskilayici
genleri bloklayan SV40, insan ve kemirgen hiicreleri i¢in potansiyel bir onkogenik
viriisdiir. Insanlar, SV40’1n dogal konaklar1 degildir. Ancak, 1955 ve 1963 yillari
arasinda kontamine olmus polio asilarinin insanlara verilmesi ile insanlar SV40 ile

enfekte oldugu belirtilmistir (Melnick and Stingbaugh, 1962).

SV40 DNA dizisi beyin ve kemik tiimdrleri, lenfomalar ve MM’da
bulunmaktadir (Bergsagel et al.,, 1992). SV40 MM’ye neden olmada kofaktdr olarak
gosterilmektedir (Shivapurkar et al, 1999, Gazdar and Carbone, 2003). SV40

enfeksiyonu insan hiicre hatlarinda yar1 geg¢irgendir ve insan mezotelyomalarinin
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%60’1 SV40 DNA’s1 icermektedir (Testa er al., 1998, Bocchetta er al., 2000).
Mikrodiseksiyon deneylerine gore, SV40’1n malignant hiicrede ve bazen de reaktif
mezoteliyal hiicrelerde oldugu bulunmustur. Ancak normal komsu dokular veya
akciger kanserlerinde tespit edilmemistir (Shivapurkar et al, 1999). Sonug olarak,
mezotelyomanin patogenezinde SV40’mn herhangi bir roliiniin olup olmadigi agik

degildir ve tam olarak kanitlanmamaistir (Robinson ef al., 2005).

8.3. Epidemiyoloji

MM diinya ¢apinda oldiiriicii bir hastaliktir. ilk kez 1960 yilinda, Wagner ve
arkadaglar1 tarafindan Giliney Afrika'da asbest temasi ile baglantili olarak
olusabilecegi bildirilmis (Wagner et al., 1960) ve asbest temas1 ile mezotelyoma
olugsmas1 arasindaki iliski daha sonra birgok ¢aligmada gdsterilmistir
(http://www.mesoinfo.com/mesothelioma_information/Mesothelioma index.html,

2006, Mesothelioma Information).

Asbest bulunduran bolgelerde yasayanlarda her 100 6liimden birinden asbest
sorumlu iken asbest bulundurmayan bdlgelerde bu oran 10.000°de 1 6liime kadar
diismektedir (McDonald, 1985). Ingiltere’de yapilan bir ¢alismada, mesleki ortamda
asbeste maruz kalmanin tiim mezotelyoma olgularimin %90’ m1 olusturdugu
bildirilmistir (Yates et al., 1997). Calistiklar1 ortamda asbeste maruz kalan her 10
is¢iden birinin mezotelyomaya yakalanarak hayatini kaybettigi bildirilmistir (Peto et

al., 1982).

Bat1 iilkelerinde, asbest madenlerinde c¢alisanlar veya bu madenlerin
cevresinde yasayanlarda c¢evresel temas sonucu gelisen mezotelyoma; Tiirkiye,
Kibris, Yunanistan, Yeni Kaledonya, Afganistan, Korsika, Bulgaristan gibi
iilkelerde asbest ile karigmis topragin (beyaz toprak) ev islerinde (domestik
kullanim)  kullanilmas1  ile  ikincil temas  sonucunda  gelismektedir

(http://www.mesothelioma-tr.org/saglik.php, 2006, Mezotelyoma Ulusal Kurulu).

Diinya Saglik Organizasyonu (WHO) raporlarina (De Klerk and Musk, 2002;

Berry et al., 2004) gore mezotelyoma oranlar1 farkl iilkelerde cinsiyet ve yasanilan
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bolgeye gore biiyiik farkliliklar gostermektedir. Hemen hemen tiim {lkelerde
erkeklerin oram1 kadinlardan ¢ok daha yiiksek iken endiistriyellesmis iilkelerdeki
oran; asbestos kullanim1 ve iiretimine bagl olarak, endiistriyellesmemis olanlardan

cok daha yiiksektir(De Klerk and Musk, 2002).

Ikinci Diinya Savasindan sonraki yillarda endiistriyellesme ile birlikte asbestos
ve gesitlerine olan talebin artmasi mezotelyomanin giderek yayginlagmasina neden
olmustur (De Klerk and Musk, 2002). 1981-2000 yillar1 arasinda mezotelyomadan
Oliim oranlar1 Sekil 8.1.’de gosterilmektedir. Bu yayginlik birden bire olusmamastir,
¢linkii maruz kalma ve hastaligin olusmasi arasinda uzun bir inkiibasyon periyodu
vardir. inkiibasyon peryodu 15 y1l civarinda tanimlansa da bu olusum tipik olarak 30

yildan daha uzundur (Berry et al., 2004).

Dizaths peryear

1581-85 1586-90 1591-95 1596 200

Sekil 8.1. Mezotelyoma Oliim Oranlar1. [UK Health and Safety Executive.
(http://www.hse.gov.uk/statistics/causdis/area8100.pdf, 2006)]

MM belirgin olarak 2 ayr1 yas araliginda goriilmektedir: Ozellikle i¢ Anadolu
bolgesinde oldugu gibi dogumundan itibaren erionit lifleri olan bolgelerde 20-30
yaslar1 arasinda hastalik ortaya c¢ikmakta, mesleki olarak asbest liflerine maruz
kalanlarda en az 20-30 yillik olusum siiresi gézlenmektedir ve ancak 60’11 yaslarda

hastalik saptanmaktadir (http://www.goguscerrahisi.com/mak/Mak032.html, 2006).
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8.4. Olusum Mekanizmasi ve Karsinogenez

Mezotelyomanin olusum mekanizmasi ile ilgili ¢alismalar, daha ¢ok asbestle
ilgili olarak yapilmistir. Bu etmene iliskin ortaya cikarilan mekanizmalarin diger
etmenlere bagli olan mezotelyomlarda da benzer olduguna dair bulgular

yayinlanmistir(http://www.goguscerrahisi.com/mak/Mak032.html, 2006).

Asbest’in kanser i¢in bir baslatic1 ve/veya bir ylikseltici (promotér) oldugu
diisiiniilmektedir (Barrett et al., 1989). Tiimor-baslatici model, asbest ve sigara
icenler arasindaki sinerjik etki ve akciger kanserini agiklayan iyi bir modeldir.
Asbeste maruz kalmayan ve sigara igmeyenlerle, asbeste maruz kalan sigara
icmeyenler karsilastirildiginda; asbeste maruz kalanlarda akciger kanserinden 6liim
oran1 5 kat daha fazla iken; asbeste maruz kalmayan ve sigara icenlerde 11 kat,
asbeste maruz kalan ve sigara igenlerde ise bu kanserden 6liim orani 53 kat daha
fazladir (Selikof and Hammond, 1979). Benzer bir etki trake epitel hiicrelerinin
cesitli dozlarda polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve asbeste maruz birakilmasiyla
deneysel olarak da gosterilmistir. Bununla beraber bu degisiklikleri asbest tek basina
da gerceklestirebilmektedir. Asbeste maruz kalan ve sigara igenlerden ¢ok daha az
oranda olmasina ragmen asbeste maruz kalan ve sigara igmeyenlerde de akciger

kanseri goriiliir (Barrett ef al., 1989).

Hedef dokularda asbestin promotdr etkisinin yarattigi diger degisiklikler;
hiperplazi, metaplazi, DNA sentezi ve artmis serbest oksijen radikalleri tiretimidir.
Ayrica diagilgliserol’iin aktivasyonu, protein kinaz C ve ornitin dekarboksilaz’in
klasik tiimor promotorlerinin (forbol ester gibi) benzer bir yol izledigi gosterilmistir

(Marsh and Mossman, 1988; Barrett et al., 1989; Mossman ef al., 1990).

Asbest bilinen diger karsinojenlerle etkilesmeden de insanlarda mezotelyoma
olusturabilmektedir. Asbestin, kemirgenlerin trake veya sélomik bosluklarinda
(plevra, periton ve perikard boslugu) mezotelyoma olusturdugu gosterilmistir
(Jaurand et al., 1987; Barrett et al., 1989; Mossman and Gee, 1989). Asbest tamamen
mutajenik olmamasina ragmen kiiltiirde normal memeli hiicrelerinin biiylime

ozelliklerinde, fiberin biiylikliigline bagli olarak, transformasyon, oliimsiizlik ve
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kromozomal mutasyonlar (andploidi) gibi kalitsal degisikliklere neden olabilir
(Barrett et al., 1989; Mossman et al., 1990). Bu degisiklikler asbest fiberlerinin
hiicrenin mitotik prosesine fiziksel olarak miidahale etmesi veya aktif oksijen
tiirlerinin olugsmasi gibi mekanizmalarla olur (Mossman et al.,, 1990). Normal insan
mezoteliyal hiicrelerinin asbest fiberlerini fagosite ettikleri ve in vitro da asbest
sitotoksisitesine mezotelyoma hiicreleri normal insan bronsiyal epitel hiicrelerinden
10 kat, fibroblastlardan ise 100 kat daha duyarli oldugu belirtilmistir (Lechner et al.,
1985).

In vitro da asbeste maruz kalimi takiben, mezoteliyal hiicreler klonal orjini
belirtici kromozomal hatalar gdstermektedir (Lechner et al, 1985). Ornegin; DNA
iplik kiriklart (Jaurand et al., 1986; Libbus ef al., 1989). Insan mezotelyomalarinin
karyotipik analizlerinde, 1, 2, 3, 6, 7, 9, 11 ve 22. kromozomlar1 kapsayan
anormallikler gozlenmistir (Gibas et al., 1986; Popescu et al., 1988; Barrett et al.,
1989; Mossman et al., 1990). Rastgele olmayan genel degisiklikler; kromozom 3’iin
kisa kolunun p14 ile 21 bolgeleri arasinin delesyonudur (Popescu et al.,, 1988). Bu
bulgu akciger kanserinde de delesyonlar ve kromozom 3’iin kisa kolunun
heterozigotlugunu kaybetmesinin gosterilmis olmasindan otiirti ilgi  ¢ekicidir
(Whang-Peng, 1989). Mezotelyoma hastalarinda kromozomal hatalar ve akcigeri
etkileyen asbest fiberinin agirligi arasinda onemli bir iligki bulunmustur. Ayrica
hayatta kalim ve kromozom 7’nin kisa kolunun kopya sayilar1 arasinda énemli bir

iliski oldugu rapor edilmistir (Tiainen et al., 1989).

Normal insan mezoteliyal hiicrelerinin asbeste maruz birakilmasinin
mezotelyoma olusumuna neden oldugu in vitro ¢alismalarda belirtilmistir (Lechner et
al., 1985; Mossman et al., 1990). SV40 igeren bir plazmid ile hiicreleri transfekte
ederek olusturulan malignant tranformasyon sonucunda, hiicrelere oOliimsiizliik
kazandirildigi; EJ-ras (p21 ras’in GTP-bagh izoformu) geni ile transfekte edildiginde
ise timor olustugu gozlenmistir (Reddel et al., 1989). Bununla beraber asbeste maruz
kalim tiimor olusumu i¢in yeterli olmamistir. Bunun nedeni, in vivo’yu etkileyen

durum ve etkillesimlerin in vitro da gergeklestirilmesinin zor olmasidir (Kufe et al.,

2003).
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Insan mezotelyoma hiicrelerinde transforme edici genler tespit edilmis (Lamb et
al,, 1988; Barrett et al, 1989) fakat bu genlerin, asbestin neden oldugu Syrian
hamster tiimor hiicre hatlarinin % 50’sinde aktive edilmis oldugu bulunan, ras gen
ailesi (Barrett et al, 1989) veya myc, myb, neu, ve fos onkogenleri ile iligkili
olmadig1 belirtilmistir (Foulke et al., 1991). 17. kromozomun kisa koluna lokalize
olmus p53 geni i¢in heterozigotlugun kaybi (Lost of heterozygoty-LOH), dort
mezotelyoma hiicre hattinin tiglinde gozlenmistir (Cote et al, 1991). Diger bir
calismada ise, MM’11 17 hastadan alinan 20 hiicre hattinda, p53 anormallikleri sadece
3 hiicre hattinda bulunmustur (Metcalf et al., 1992). Wilms tiimor baskilayic1 geni
(WT-1) transkriptlerinin normal insan mezoteliyal hiicrelerinde ve 7 insan
mezotelyoma hiicre hattinin 7°sinde de eksprese edildigi bulunmustur (Walker et al.,
1994). Diger bir tiimor baskilayict gen olan p/6°daki degisikliklerin mezotelyoma
hiicre hattlarinin % 85’inde ve oncelikli timoér tiirlerinin % 22’sinde homolog
delesyonlar oldugu tanimlanmistir (Cheng et al., 1994). Asbest fiberleri, kromozomal
DNA ile iliskili olan, plazmid DNA’lar1 gibi eksojen niikleik asitlere baglanarak
hiicreleri  transfekte  edebilmekte ve bu suretle gen ekspresyonunu

degistirebilmektedir (Apel et al., 1988).

Mezotelyoma’nin olugmasi ve hiicre boliinmesinde biiyiime faktorlerinin rolii
hakkindaki bilgiler her gecen giin artmaktadir. Ozellikle, platelerlerden tiirevlenmis
bliylime faktorlerinin (PDGF) rolii vurgulanmaktadir. Mezotelyoma hiicreleri,
normal insan mezoteliyal hiicrelerinden daha fazla oranda PDGF-a ve PDGF-f3
zincirlerine ait gen anlatimina aracilik eden mRNA’y1 kodlar. Bu durum transforme
edici biiyiime faktori-B (TGF-B) i¢in de aynidir. Ayrica PDGF-o’nin gen diizeyinde
anlatimi PDGF-3’dan daha diisiiktiir. Buda PDGF’nin mezotelyoma i¢in otokrin bir
biiylime faktorii oldugunu gosterir. PDGF-a ve PDGF-f nin genleri (c-sis; PDGF- 3
geni ile hemen hemen ayni1 olan) 7. kromozomun p21 ile p22 ve 22q13.1’ine lokalize
olmustur. Bu kromozomlarin goriinen anormallikleri mezotelyomada kararh degildir.
(Gerwin et al., 1987; Versnel et al., 1988). Bu bulgular mezotelyoma hastalarinda
genel olarak gdzlenen kandaki platelet sayisinin artmasit durumunu (trombositoz’u)
aciklamaktadir (Chahinian et al., 1982 and 1984; Ruffie er al., 1989). Yapilan
caligmalarda mezotelyoma hiicre hatlarinda epidermal biiylime faktorii (EGF)’niin

ekspresyonunun artmamis oldugu goriilmiistiir (Gabrielson et al., 1987). Normal
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insan mezoteliyal ve insan mezotelyoma hiicre hatlariin her ikisinde de insiilinin
yapisina benzeyen biiyiime faktorii-1’in (IGF-1), IGF-baglayict protein 3 ve IGF-1
reseptor mRNA’sina ait genin anlatim yaptig1 gosterilmistir. Bu durum da; IGF-1’in

otokrin bir biiytime faktorii oldugunu 1spat etmektedir (Lee et al., 1993).

8.5. Tedavi

MM nin tedavisi; cerrahi miidahale, kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi,

gen terapi ve fotodinamik terapi ile yapilmaktadir.

8.5.1. Cerrahi Miidahale

MPM’in cerrahi miidahalesinde ii¢ prosediir kullanilmaktadir: plérodez (gogiis
boslugu plevra arasinda sivi1 birikimini 6nlemek i¢in kimyasal irritasyon veya cerrahi
travma ile iki tabakanin birlestirilmesi (http://www.tipterimleri.com/ara.asp,
2000))’li thorascopy, pleuroctemy/decortication (P/D; bir organin disin1 kaplayan
zarin veya organin bir kisminin ¢ikarilmasi (http://www.tipterimleri.com/ara.asp,
2000)), ekstraplevral pneumonectomy (EPP; cerrahi miidahale ile akcigerin birinin
alimmasi (http://www.tipterimleri.com/ara.asp, 2006)) (Pistolesi and Rusthoven,

2005).

8.5.2. Kemoterapi

Mezoteloyoma i¢in 20 yili askin bir zamandir standart bir kemoterapi rejimi
kurulamamigstir (Sterman and Albelda, 2005). Mezotelyoma ¢ogu kemoterapotik
ajana direnclidir. Bunun multidrug diren¢ proteini (MRP)’nin ve P-glikoproteine
nazaran vy-glutamilsistein sentetaz’in  asir1  ekspresyonundan  kaynaklandigi
diisiiniilmektedir (Ogretmen et al., 1998). En fazla test edilen ajanlar; antrasiklinler
(doxorubicin , epirubicin), platin analoglar1 (cisplatin, carboplatin) (Kufe et al.,
2003) ve antifolatlar (yiiksek doz methotrexate, MTX) dir (Baas, 2005). Tablo

8.2.de tek ajanli kemoterapi cevap oranlari verilmistir (Baas, 2002).
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Tablo 8.2. Malignant Mezotelyomada Bazi Antineoplastik Ajanlarin Aktivitesi
(Pistolesi and Rusthoven, 2004)

flac Hasta Sayis1 | % Cevap Orani Kaynaklar
Doxorubicin 51 14 Lerner et al., 1983
Epirubicin 21 5 Magri et al., 1991
Mitomycin C 19 21 Bajorin et al., 1987
Cisplatin
Her 21 giinde bir 35 14 Zidar et al., 1988
Haftalik 14 36 Planting et al., 1994
Carboplatin 31 16 Raghavan et al., 1990
5-fluorouracil 20 4 Harvey et al., 1984
Methotrexate 60 37 Solheim et al., 1992
Paclitaxel 25 0 Meerbeeck et al., 1996
Docetaxel 30 10 Vorobiof et al., 2002
Vinorelbin 29 24 Steele et al., 2000
Gemcitabine 27 7 Meerbeeck et al., 1999
Ifosfamide 26 4 Andersen et al., 1999
Temozolomide 27 4 Meerbeeck et al., 2002
Pemetrexed 64 16 Scogliotti et al., 2003

Tek ajan ile gergeklestirilen kemoterapi de ¢ok az oranda tam cevap
gbzlenmistir, genelde tek ajan cevap oranlar1 % 20’den azdir (Lerner et al., 1983;
Magri et al., 1991; Baas et al., 2000; Kosty et al., 2001). Ortalama hayatta kalma
genellikle tedaviden sonra 6 ile 9 ay arasinda rapor edilmistir (Kufe et al., 2003). Tek
ajanli kemoterapi ¢aligmalar1 kombinasyon kemoterapi i¢in temel teskil etmektedir

(Baas, 2005).

Kombinasyon kemoterapi rejimleri MPM de (Tablo 8.3.) yaygin olarak
degerlendirilmistir (Baas, 2002). Bu rejimlerin ¢ogu antrasiklin, platin veya her ikisi
temellidir. Cok az istisna ile cevap oranlar1 < % 20 dir ve ortalama hayatta kalma 6

ile 12 ay arasindadir (Pistolesi and Rusthoven, 2005).
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Tablo 8.3. Mezotelyomada Calisilan Onemli Kombinasyon Kemoterapi

Ajanlar (Pistolesi and Rusthoven , 2004)

Ort.
ilac Hasta % Cevap I_Ilégll?;;a
Sayis1 Oram Siiresi
(Ay)
Anthracycline temelli kombinasyonlar
Doxorubicin-cyclophosfamide 36 11 8
Doxorubicin-cisplatin 59 19 8.8,10
Doxorubicin- cisplatin-mitomycin C 24 21 11
Epirubicin-interleukin-2 21 5 MD
Platin temelli kombinasyonlar
Cisplatin-irinotecan 15 27 7
Cisplatin-vinblastine 20 25 5-19*
Cisplatin-mitomycin C 35 26 7.7
Cisplatin-mitomycin C-etoposide- 45 38 16
fluorouracil 25 24 9.5
Cisplatin (haftalik)-etoposide 1 48 10
Cisplatin-gemcitabine (her 4 giin) 32 15 10
Cisplatin-gemcitabine (her 3 giin) 456 41 2.1
Cisplatin-pemetrexed 27 32 14.8
Carboplatin-pemetrexed

MD: Mevcut degil.
* Tiim grup i¢in ortalama hayatta kalim zamani1 mevcut degil.

Y Yaklasik

Kombinasyonda kullanilan diger ajanlar ile olusturulan aktivite raporlar
yiiksek oranda degiskendir. Ornegin; cevap oranlari gemcitabine ve cisplatin
kombinasyonunda % 48 oraninda rapor edilmistir (Bryne et al., 1999). Ancak benzer
dizayn edilen bir denemede gemcitabine’in daha yiiksek dozu ile yapilan duplike

denemede cevap orani sadece % 16 bulunmustur (Van Haarst ef al., 2002).

Kemoterapi ajanlarinin kombinasyon halinde kullaniminin, tek ila¢ tedavisine
gore de ustlinligli gosterilememistir. Bir faz 11 ¢aligmada, cisplatin+doksorubisin’e

yanit % 13 iken, cisplatin+tmitomisin’e yanit % 28 olarak bildirilmistir, ancak, iki
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ayr1 tedavi rejiminin verildigi gruplar arasinda anlamli bir hayatta kalim farki
bulunamamistir (Chahnian et al., 1993) Daha yeni bir tedavi uygulamasi ile, Byrne
ve calisma arkadaglari, bir faz II calismada, 21 hastada cisplatin ve gemsitabin’e
yaniti % 48 olarak bulmuslardir (Byrne et al.,1999). Daha etkili olabilecek yeni
ilaclar ile, hem tek basina kullanim, hem de, cerrahi tedavi Oncesi ve sonrasi
kullanimlar i¢in ¢alismalar siirdiiriilmektedir. Anti-angiogenik (yeni damarlanmalari
Onleyen) tedaviler de calisma asamalarindadir (http: / www. goguscerrahisi. com/

mak/ Mak032. html, 2006).

Sonug olarak, daha yeni ve eski ajanlarin kombinasyonlar1 test edilmesine
ragmen, su anki pazarlanan ajanlar ile mezotelyomanin tedavisi yetersiz kalmaktadir

(Pistolesi and Rusthoven, 2005).

8.5.3. Radyoterapi

Lokal ameliyat sonrasi radyoterapi yara bolgesindeki tiimor hiicrelerinin
kaynagin1 kurutmada etkilidir (Baldini, 2004). Son zamanlarda gelistirilen ve
muhtemelen en basarili olan teknik; yogunlugu modiile edilmis radyoterapidir. Bu
teknik, mezotelyomali hastalarda EPP’den sonra uygulanmaktadir, radyasyon
alanlar1 ameliyat boyunca yerlestirilen markirlarla belirlenmektedir. EPP ile
yogunlugu modiile edilmis radyoterapinin birlikte kullanimi, lokal hastaligi kontrol

etmekte biiyiik oranda basar1 saglamistir (Ahamad et al., 2003).

8.5.4. Immiinoterapi

Interferonlar, mezotelyomada, hem diferansiyasyonu kolaylastiran hem de anti-
proliferatif etkileri oldugu bilinen maddelerdir. Yapilan bir ¢alismada, Interferon-y
verilen 89 hastadan 8’inde tam yanit, 9’unda parsiyel (kismi) yanit saptanmis, tim
yanit oran1 %20 olarak bulunmustur. I. Evre hastalarinda bu yanit oram1 %45 olarak
bulunmustur (Boutin et al., 1994). IL-2 tabanli immiinoterapiler ise, yogun olarak
aragtirtlan immiinoterapi protokolleridir. Bu konuda yapilan en genis aragtirma
Astoul ve galisma arkadaslari tarafindan 22 hastada intraplevral IL-2 kullaniminin

sonuglarini bildiren ¢alismadir. Bu ¢alismada, 11 hastada kismi, 1 olguda tam yanit
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saptanmistir. 2 yillik sagkalim %358, 3 yillik sagkalim ise %41 gibi oldukg¢a yiiksek
oranlarda bildirilmistir (Astoul et al., 1998).

8.5.5. Gen Terapi

MM’da genel olarak kabul goren bir tedavi standardi halen yoktur. Cerrahi,
kemoterapi ve radyoterapi uygulamalari kendi basina yetersiz sonuglar vermistir.
Kombine tedaviler ise ancak geng yas, sinirli hastalik ve epitelyal tip hiicre yapisina
sahip olan hastalarda sagkalima katki saglamaktadir. Mezotelyomada bir¢cok gen
tedavi yaklasiminin faz calismalar1 yapilmaktadir. Ancak gen tedavisinin kendi
icindeki zorluklarin yaninda, bu timériin doku yapisindan kaynaklanan
dezavantajlara ragmen, hastaligin yerlesim ve gelisim seyrine gore tiimore kolay
ulagilmasi sans1 ve uzak metastazinin az olmasindan dolayi, mezotelyomada gen
tedavisinin uygulanmasi yoniinde 6nemli avantajlar da vardir. MM hastalarinda
klasik tedaviyle yalnizca kiiclik bir hasta grubunda sonu¢ alindigi diisiiniiliirse bu
hastalik i¢in yeni tedavilerin bulunmasi ihtiyaci kaginilmaz olarak agiktir. MM’ nin
cevre kosullar1 nedeniyle iilkemizde sik goriilmesinden dolayr da yeni tedavi

yontemlerinin arastirilmasi 6nem tasimaktadir (Ozvaran, 2004).

8.5.6. Fotodinamik Terapi

Kanser tedavisi i¢cin PDT’nin ilk asamasinda, bir 1s18a hassas ajan kan
dolasimina enjekte edilmektedir. Bu ajan viicutta ki tiim hiicreler tarafindan absorbe
edilmekte, ancak kanser hiicrelerinde normal hiicrelerden daha fazla kalmaktadir.
Enjeksiyonu takiben yakalasik 24 ile 72 saat sonra kanser hiicreleri ajani tutarken,
normal hiicreler birakmaktadir (Dolmans et al, 2003). Timodr 1s18§a maruz
birakildiginda tiimorde ki fotosensitizer 15181 absorblar ve yakinda ki kanser
hiicrelerini yikan aktif oksijen tiirleri iiretmektedir. Fotosensitizer tiimorde kan
damarlarina da zarar verebilmekte ve boylelikle kanser hiicrelerinin besin
gereksinimini Onlemis olmaktadir. PDT, immiin sistemi aktive edebilmektedir
(Wilson, 2002; Dolmans et al, 2003; Vrouenraects et al, 2003). PDT ile
mezotelyomanin intrakaviter tedavisi ilacin plevra ve abdomene verilmesiyle
gerceklestirilmektedir. MM’da sitorediiksiyona neden oldugu bulunmus ancak, heniiz

etkileyici bir uzun dénem cevabiyla karsilasilmamistir (Robinson and Lake, 2005).
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9. KONU ILE IiLGILI CALISMALAR

Meme kanseri hiicre hatlar1 ile yapilan bir ¢alismada, kersetin’in (248uM)
mutant p53 proteininin ekspresyonunu asagi diizenledigi, daha az konsantrasyonlarda
biraz daha az diisiis oldugu belirtilmistir (Avila et al.,1994). p53 ekspresyonunun
inhibisyonu hiicreleri G2/M fazinda durdurdugu, asagi diizenlemenin normal p53

genine sahip hiicrelerde ¢ok daha az oldugu belirtilmistir (Avila et al.,1996).

G1 kontrol noktas1 hiicresel proliferasyonun kontrolii i¢in 6nemli noktalardan
biridir ve p53 geni tarafindan kontrol edilmektedir. Kersetin’in 70uM
konsantrasyonunun 16semi T-hiicrelerini hiicre dongiisiiniin ge¢ Gl fazinda
durdurdugu bildirilmisitir (Yoshida ef al.,,1992). Ayn1 durum kersetin ile muamele

edilen gastrik kanser hiicrelerinde de gézlenmistir (Yoshida et al.,1990).

Tirozin kinazlar hiicre membraninda ya da yaninda lokalize olmus proteinlerdir
ve niikleusa biiyiime sinyallerinin transdiiksiyonu ile iliskilidirler. {lerlemis kanserli
hastalarda kersetin’in (60-170mg/m”) damar icine verilimi 11 hastanin 9’unda ve 1
saatte lenfosit tirozin kinazlarinin inhibisyonuna neden oldugu bildirilmistir (Ferry et
al.,1996). Bu sonug¢ in vitro da non-malignant hiicreler ve sican meme timor
hiicreleri ile yapilan ¢aligmalarla da dogrulanmistir (Yokoo and Kitamura, 1997;

Levy et al., 1984).

Kersetin’in (10uM) kiiltiire edilmis kolon kanser hiicre hatlarinda p2/-ras
onkogeninin ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Ranelletti et al.,1999). Ras
genindeki mutasyonlar genellikle hiicresel GTPaz’1 bozarak DNA replikasyonu igin
gerekli sinyalin siirekli aktivasyonuna neden olmaktadir. Ras proto-onkogenindeki
mutasyonlar 6zellikle kolon kanserlerinde %50’den fazla oranda bulunmaktadir

(DeVita et al.,1997).

Kersetin uygulamalarimin kolon kanseri hiicrelerinde biiylimeyi Onleyici ve
apoptozis mekanizmalart ile ilgili ¢aligmalarinda, Akt (protein kinaz B), ErbB2,
ErbB3’iin ekspresyonu ve Akt’nin fosforilasyonunu negatif olarak etkileyip

etkilemedigi, Bcl-2, Bax, PARP (poly-ADP-riboz polimeraz) ve Kaspaz 3’iin
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ekspresyonu {lizerinde etkili olup olmadig1 arastirilmistir. Hiicreler 72 saat boyunca
kersetin’e maruz birakildiginda Bcl-2 seviyesinde doza bagh bir azalma oldugu, Bax
seviyesinde ise bir degisimin olmadigi gozlenmistir. Kersetin konsantrasyonu
arttikca parcalanmis kaspaz 3’tin 17 ve 19 kDa’luk pargalarinda artis gozlenirken, 32
kDa’luk pargalanmamis kaspaz 3’de azalma oldugu ve PARP’in proteolitik
par¢alanmasin1 uyardigi belirlenmistir. Bu caligmalar 1s18inda kersetin’in Bcl-2
seviyesini disiirerek apoptozise neden oldugu, Akt yolunu inhibe ederek kolon

kanser hiicre hatlariin biiylimesini inhibe ettigi diisliniilmektedir (Kim et al.).

Insan ovaryum karsinoma hiicreleri OV2008 ile yapilan bir ¢calismada bu hiicre
hattina iki farkli cisplatin dozu; 1pg/ml ve 3ug/ml, 1 saat siire ile uygulanmis ve
hiicre dongiisiine etkisi gozlenmistir. Cisplatin dozundan bagimsiz olarak hiicrelerde
48. saatte G1 fazinda azalma, G2 ve S fazinda ise artisa neden oldugu bildirilmistir.
48. saatten sonra G2 fazinda azalmanin gozlendigi, ancak S faz popiilasyonunun 96.

saate kadar yliksek kaldig1 belirtilmistir (Niknafs and Hosseini Shirazi, 2002).

Hipofaringeal kanser hiicreleri olan PNUH-12 hiicre hatt1 ile yapilan bir
calismada ise cisplatin, 5-fluorouracil (5-FU) ve radyasyonun p53 proteininin
ekspresyonuna, hiicre dongiisiine ve apoptozise etkisi gozlenmistir. PNUH-12
hiicreleri cisplatin, 5-FU ve radyasyon ile muamele edilmistir. Cisplatin ve 5-FU ile
muameleden sonra p53 proteininin ekspresyonunun arttigi, ancak radyasyon
uygulamasi sonucunda artmadigi gozlenmistir. Cisplatin ile muameleden sonra
yapilan flow sitometrik inceleme sonucunda S fazinda artis oldugu gorilmiistiir.
Sonug olarak cisplatin’in PNUH-12 hiicre hatlarinda p53 bagimli apoptozis ve p21
bagimli S faz1 tutuklanmasina neden oldugu bildirilmistir (Lee et al., 2005).

Ayrica ovaryum ve endometrial kanser hiicre hatlar1 ile yapilan cisplatin
calismasinda kersetin (0.01-10uM) ilavesinin cisplatinin sitotoksik etkisinin 15-30
kat artmasina neden oldugu (Scambia et al., 1992), bununla birlikte kersetinin (10-
100uM) in vitro da normal renal tiibiil hiicrelerini cisplatinin sitotoksik etkisinden

korudugu belirtilmistir (Kuhlman et al, 1998).
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10. MATERYAL ve YONTEM

10.1. Materyal

10.1.1. Kimyasal Maddeler

RPMI-1640 (Gibco, 13018-031), Foetal Bovine Serum (Gibco, 10108-165),
PBS Dulbecco’s (Gibco, 14190-094), Penisilin/Streptomisin (Gibco, 15140-122),
Trypsin-EDTA (10X) (Sigma, T4049), Dimetil siilfoksit (Sigma, D5879), Trypan
blue solution (%0,4) (Sigma, T8154), Cell titer 96 A Queous one Solution Assay
(MTS Kit) (Promega, G3558B), Sodyum bikarbonat (Sigma, S8875), Sodyum klortir
(Sigma, S3014), Sodyum asetat (Sigma, S2889), Riboniikleaz A (Sigma, R4875),
Kersetin (Sigma, QO0125), Cisplatin (Sigma, P4394), D-glikoz (Merck, 108337),
Phenol red (Merck, 107241), Agaroz (Sigma, A9539), Bromophenol blue (Sigma,
B0126), Et-Br (Sigma, E7637), Gliserol (Sigma, G5516), Potasyum kloriir (Sigma,
P5405), Proteinase K (Sigma, P2308), SDS (Sigma, L3771), Trizma base (Sigma,
T6066), Triton X-100 (Sigma, T8787), PI (Sigma, P4170).

10.1.2. Cihaz ve Diger Malzemeler

CO; inkiibatorii (Thetmo Forma), Isitk mikroskobu (Nicon Inverted
Microscope), Sicak su banyosu (Memmert), Mikro pipetér (2-200ul) (Gilson,
Eppendorf), Multi pipetor (200ul) (Gilson), Elisa Reader (ELx800, Universal
Microplate Reader, BIO-TEK INS.), Santrifiij (Beckman coulter microfuge 18, Niive
NF 800), Santrifiij (+4°C, Biofuge 15 R Heraey), Laminar akimli kabin (Heraeus),
Otoklav (Hirayama, Hiclive, HVE-50), Flow Sitometri cihazi (Beckman Coulter
Epics XL-MCL), Agaroz jel yiiriitme {iinitesi (Bio-Rad), Spektrometre (Bio-Rad
Smart Spec 3000), Buzdolab1 (+4°C , -20°C ve -80°C derin dondurucu), Sivi azot
tanki1 (Union Carbide), Manyetik karistirict (Ikamag RH), Vorteks (IKA), Pipet
tabancasi (Gilson), Steril tek kullanimlik polistren kaplar (Nunc); [ELISA plaklari
(96 kuyucuklu), Kiiltiir kaplari (25cm?, 75cm? ), Santrifiyj tiipleri (15ml ve 50ml),
Dondurma tiipleri, Petri kaplar1], Thoma lam1 (Neubauer), Enjektor (5-20cc) (Set),
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Cam pipet (Iso-Lab), 0,2um filtre (Schleicher&Schuell), Ependorf tiip (1,5ml)
(VWR).

10.1.3. Kullanilan Soliisyonlar

1) 10X RPMI-1640: 15,8 gr RPMI-1640, 90 ml steril distile su i¢inde coziilerek
toplam hacim steril distile su ile 100 mI’ye tamamlanmistir. 0,22 um por ¢aph filtre

ile steril edilerek +4°C’de saklanmustir.

2) 10X NaHCO;. 2,43 gr NaHCOs;, 90 ml steril distile suda ¢oziilerek toplam hacim
steril distile su eklenerek 100 ml’ye tamamlanmstir. 0,22 pm por ¢apl filtre ile steril

edilerek +4°C’de saklanmustir.

3) Besiyeri: 50 ml FBS (Fetal Bovine Serum), 50 ml 10X RPMI-1640", 50 ml 10X
NaHCO; (Sodyum bikarbonat)® ve 5 ml Penisilin-Streptomisin steril distile su
eklenerek hacim 500 ml’ye tamamlandiktan sonra pH 7,2-7,4’e %9,2’lik NaHCO;

veya IN HCI® ile ayarlanmistir ve +4°C’de saklanmustir.

4) 1X Stok Medyum: 5 ml DMSO, 45 ml FBS’ye eklenerek % 10’luk stok medyum

yapilmis ve +4°C’de saklanmuigtir.

5) Puck’s Saline A Soliisyonu: 0,4 gr NaCl, 0,2 gr KCl, 0,5 gr D-Glikoz, 0,5 ml
Fenol kirmizis1 (% 0,5’lik soliisyon) steril distile su ile 500 ml’ye tamamlanarak 0,22
um por caph filtre ile steril edilmis ve pH 7,2’ye ayarlanmistir ve +4°C’de

saklanmustir.

6) 1X Tripsin-EDTA Soliisyonu: 45 ml Puck’s saline A soliisyonuna’, 5 ml 10X
Tripsin-EDTA soliisyonundan eklenerek % 9,2’lik NaHCO;' veya IN HCI® ile pH

7,4’e ayarlanmistir ve +4°C’de saklanmustir.

7) % 9,2°lik NaHCO;3. 9,2 gr NaHCO3; 90 ml steril distile suda ¢oziilerek toplam
hacim steril distile su eklenerek 100ml’ye tamamlanmistir. 0,22 pum por ¢apl filtre

ile steril edilerek +4°C’de saklanmustir.
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8) 1 N HCI: 8,28 ml % 37’lik HCI’ye, 91,72 ml steril distile su eklenerek 0,22 um
por capli filtre ile steril edilmis ve +4°C’de saklanmustir.

9) Serumsuz Besiyeri Hazirlanmasi: 50 ml 10X RPMI-16401, 50 ml 10X NaHCO32,
5 ml Pen/Strep (100 tinite/ml’lik, 395 ml steril distile suya eklenerek pH 7,2-7,4’¢

ayarlanmig ve +4°C’de saklanmustir.

10) Kersetin: 33,8mg Kersetin, 1 ml DMSO’da ¢oziilerek 100mM stok hazirlanmis
ve serumsuz besiyeri’ ile son konsantrasyon 1mM olacak sekilde diliisyon yapilarak

stoklanmistir ve -20°C’de saklanmustir.

11) Cisplatin: 3mg Cisplatin, 1 ml DMSO’da ¢oziilerek 10mM stok hazirlanmis ve
serumsuz besiyeri’ ile son konsantrasyon 1mM olacak sekilde diliisyon yapilmustir.

Stok ve diliisyonlar —20°C’de saklanmustir.

12) 1X PBS (Phosphate Buffered Saline): 137mM NaCl, 1,47mM KH;PO,,
8,26mM NaH,POj,, 500 ml steril distile suda hazirlanmistir. 0,1M’lik NaHCOj ile pH
7,3’e ayarlanarak, 0,22 pum por capl filtre ile steril edilerek kiigiik hacimlerde —
20°C’de saklanmustir.

13) Triton X-100 (% 0,1’lik) Hazirlanmasy: 50 pl Triton X-100, 49,95 ml PBS'*e

eklenerek +4°C’de saklanmustir.

14) Propidium lodide (PI) Hazirlanmasi: 1mg PI, 1 ml steril distile suda ¢oziilerek,

151k almayacak sekilde +4°C’de saklanmustir.

15) Ethanol (% 70’lik) Hazirlanmasi: 70 ml ethanole 30 ml steril distile su eklenmis

ve +4°C’de saklanmistir.

16) Boyama Soliisyonu: 10 ml % 0,1’lik Triton X-100""e, 200 ul PI'* ve 200 pl

RNase eklenerek bekletilmeden kullanilmustir.
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17) 1X RNase Sulandwrma Cozeltisi: 10mM Tris-HC1'®, pH .5 ve 15mM NaCl steril
distile suda hazirlanmistir. Hazirlanan soliisyon ile RNase’1 1 ml’de 540 iinite olacak
sekilde sulandirilmis, 151k almayan ortamda -20°C’de saklanmaistir.

18) IM Tris: 1M Tris- HCI steril distile su ile hazirlanarak 0,1M NaHCOj ile pH 8’e

ayarlanmis ve oda sicakliginda saklanmustir.

19) 0,5M EDTA: 0,5M EDTA steril su ile hazirlanarak, 0,1M NaHCOs ile pH 8’e

ayarlanmis ve oda sicakliginda saklanmistir.

20) IM EDTA: 1M EDTA steril su ile hazirlanarak, 0,1M NaHCOs; ile pH 8’e

ayarlanmis ve oda sicakliginda saklanmustir.

21) % 10 SDS: 346,7mM SDS steril distile su ile hazirlanarak oda sicakliginda

saklanmistir.

22) 1X DNA Liziz Tamponu: 10mM Tris-HCIl, pH 8, 0,lmM EDTA pH 8 ve
173,38mM SDS?! steril distile su ile hazirlanarak ve oda sicakliginda saklanmustir.

23) I1X Sodyum Asetat: 3M Sodyum asetat (NaAc) steril distile su ile hazirlanarak

oda sicakliginda saklanmistir.

24) 1X TE: 10mM Tris-HCI, pH 8 ve 1mM EDTA® pH 8 steril distile su ile

hazirlanarak oda sicakliginda saklanmustir.

25) 5X TBE: 445mM Tris-Borat, 445mM Borik asit ve 0,5M EDTA'" pH 8 steril

distile su ile hazirlanarak oda sicakliginda saklanmustir.

26) DNA Yiikleme Tamponu: 1:1 oraninda 1X TBE ile 1M Gliserol karistirilarak
hazirlanan karisima 0,3mM Bromo fenol mavisi eklenmis ve 151k almayan ortamda,

oda sicakliginda saklanmistir.

27) Agar (% I’lik): 0,9 gr Agar 1X TBE ile 100 ml’e tamamlanarak, mikrodalga

firinda eriltilmis ve kaliba dokiilmeden 6nce 10 ul Et-Br eklenmistir.
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10.2. Yontem

Bu kisimda ¢alismamizda kullandigimiz tripan mavisi ve MTS deneyi ile hiicre
bliylime egrisinin belirlenmesi, hiicre proliferasyon analizleri, hiicre dongiisii

analizleri ve apoptozis tayin yontemleri anlatilmistir.

10.2.1. Hiicre Kiiltiirleri

Kersetin ve Cisplatinin mezotelyoma hiicrelerinin hiicre dongiisiine etkilerinin
incelenmesi amaciyla SPC111 ve SPC212 hiicre hatlar1 kullanilmistir. Hiicreler,
Isvigre Fribourg Universitesi, Histoloji-Embriyoloji Enstitiisiinden Dr. Nil Saydan

araciligiyla saglanmistir.

SPCI111 ve SPC212 hiicre hatlar1, heterojen fenotipe sahiptir, adherent ve
monolayer olarak biiyiirler. Flow sitometride iki ana pik (2c ve 4c) ile diploid (2c)
DNA igerigi gosterirler. Bu hiicre hatlarindan SPC111’ler; % 5.2 iri poliniiklear, %
2.6 kiiciik sferikal, % 90.4 epiteliyal poligonal, % 1.8 epiteloid star bicimlidirler.
SPC111 hiicre hatlarinin ¢ogu homojen tipte ve normal plevral hiicrelere benzer. Bu
hiicreler kompakt goriiniimde ve epiteliyal poligonal morfolojinin karakteristigi ile
kiimelenmeye egilimlidirler. Bu fenotip oldukga kalicidir ve hareketleri ¢ok kisithidir
(Sekil 10.1.). SPC212 hiicre hatlari; % 7.74 fibroblast benzeri, % 2.11 iri poliniiklear,
% 3.52 kiiciik sferikal ve % 86.61 epiteloid star big¢imlidirler. Bir veya birkag
psodopod ile seyrek monolayer olarak biiyiirler (Sekil 10.2.) (Saydan et al., 2001).
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Sekil 10.1. SPC111 hiicrelerinin morfolojik genel goriiniisii. 10x10 biiyiitme.

Sekil 10.2. SPC212 hiicrelerinin genel goriiniisii. 10x10 biiylitme.

10.2.1.1. Alt Kiiltiirleme

Bir 6nceki kiiltiirdeki hiicrelerin 1/3’ii kadar hiicre yaklagik 1x10° hiicre/ml
olacak sekilde 25 cm? veya 75 cm? lik flasklara ekilerek, biiylime ortami; % 10 FBS
(Fetal Bovine Serum), % 2,43 NaHCO3;, % 1 Penisilin/Streptomisin olan ve % 5
COa3, % 95 hava verilerek 37°C’de CO, inkiibatoriinde biiylitiilmiistiir.
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Hiicrelerin pasajlanmasi i¢in 1X Tripsin-EDTA ile hiicreler kaldirilmis, 1000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve taze besiyerine alinip flasklara aktarilarak

pasajlar1 yapilmistir. Pasajlar 3 giinde 1 yapilmustir.

10.2.1.2. Hiicre Stoklama ve Dondurulmus Hiicrelerin Coziilmesi

9.2.1.1.’inci bolimde bahsedildigi gibi tripsinlenen hiicreler 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra % 10 DMSO (Dimetil
stilfoksit) iceren serum ile slispanse edilerek 1,5 ml’lik kriyo tiiplere alinmis ve -

80°C’de bir gece birakildiktan sonra s1v1 azot tankina aktarilmigtir.

Siv1 azotta depolanan hiicreler 37°C’de hizli sekilde ¢oziilmiis daha sonra
RPMI-1640 besiyeri ilave edilerek 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve sivi
kisim uzaklastirilmistir. Olusan pellet RPMI-1640 ile tekrar siispanse edilerek 25

cm? lik flasklara almmustir.

10.2.1.3. Hiicre Sayimi

Hiicreler alt kiiltiirleme icin kaldirildiginda hiicre silispansiyonundan 20 pl
aliarak 20 pl tripan mavisi ile karigtirllmis ve thoma lamina aktarilmistir. Sayim
thoma laminin alt ve st odaciklarinda bulunan her ¢eyrek dairede ki 3’li ¢izgi ile
ayrilmis 16 kiigiik karede (A,B,C,D) bulunan hiicreler sayilmis ve bunlarin

ortalamas1 alinmustir.

mm
mm A B
D C

Toplam hiicre sayis1 asagidaki formiille hesaplanmustir;

T= OxSxHx 10" formiilii ile hesaplanmustir.
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T: Siispansiyondaki toplam hiicre sayis1 (hiicre/ml)
O: Thoma laminda sayilan ve ortalamalar1 alinan hiicre sayisi
S: Sulandirma katsay1si

H: Toplam hacim (ml)
10.2.2. Hiicre Biiyiime Egrisi

Hiicre biiylime egrisi iki farkli yontem ile hesaplanmistir ve grafikler Microsoft

Excel programi kullanilarak ¢izilmistir.

10.2.2.1. Tripan Mavisi Boyama Yontemi ile Hiicre Biiyiime

Egrisinin Belirlenmesi

SPC111 ve SPC212 hiicreleri, 20 cm®lik petrilere 1x10* ve 1x10° hiicre olacak
sekilde ekilmistir. 24, 48, 72 ve 96. saatlerde tripan mavisi kullanilarak 9.2.1.3.’lincii

boliimde anlatildig gibi hiicre sayimi1 yapilarak hesaplanmistir.
10.2.2.2. MTS Deneyi ile Hiicre Bilyilme Egrisinin Belirlenmesi

Her bir biiyiime deneyi icin, 100 pl’de 1x10° hiicre olacak sekilde yedi ayr1 96
kuyucuklu plaga iki kopya olarak ekilm yapilmistir. Birbirini izleyen 7 giin siiresince
hiicre biiylimesi izlenmistir. Her kuyucuga 20 pl MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium salt) bilesigi
eklenerek 2 saat inkiibasyondan sonra Elisa okuyucusunda okuma yapilmis ve
ortalamalar hesaplanmistir. Ugiincii giin hiicrelerin besiyeri ¢ekilerek taze besiyeri

eklenmistir.
10.2.3. Hiicrelerin Morfolojik Incelenmesi

SPCI111 ve SPC212 hiicre hatlarina kersetin, cisplatin ve kombinasyonlarinin
etkisini gdzlemek amaci ile 96 kuyucuklu plate’e 100 pl’de 1x10° hiicre olacak
sekilde ekim yapilmis, 24 saat sonra madde eklenmis ve 24, 48, 72. saatlerde
mikroskop altinda 10x4’liik biiyiitmede hiicrelerin fotograflar1 ¢ekilmistir.
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10.2.4. Hiicre Proliferasyon Analizi

Hiicre proliferasyon analizi, MTS boya indirgeme yontemi kullanilarak

yapilmistir.

10.2.4.1. MTS

Hiicre proliferasyon oranmi 6lgmek i¢in Cell titer 96 Aqueous One Solution
Cell Proliferation Assay kiti (Promega) kullanilmistir. Bu deneyde, canli ve aktif
hiicreler tarafindan tetrazolium bilesigi metabolize edilir ve renkli bir iiriin olan
formazan olusur. Bu renk degisimi, Elisa mikroplak okuyucu ile 490 nm dalga

boyunda absorbans ile dl¢iilmiistiir.

Her proliferasyon deneyi igin, 100 pl’de 1x10° hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu plaga ikiser kopya olarak ekilmistir Bes giin boyunca her kuyucuga 20 pl
MTS bilesigi eklenerek 2 saat inkiibasyondan sonra elisa reader’da okuma
yapilmistir. Her Ornek i¢in ¢ift kuyucuklarin ortalamalari ve standart sapmalari
hesaplanmis, tiim deneyler en az 3 kez tekrar edilmis ve Microsoft Excel programi

kullanilarak grafikler ¢izilmistir.

10.2.5. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicre dongiisii analizleri PI uygulanarak, flow sitometri de yapilmis ve

Multicycle programi kullanilarak sonuglar histogram seklinde alinmistir.

10.2.5.1. Kersetin ve Cisplatin Uygulamasi

SPC111 ve SPC212 hiicreleri 20 cm®lik plastik petrilere, her bir petride 5x10°
hiicre olacak sekilde ekim yapildiktan sonra ortama adaptasyonu saglanmistir.
Kersetin, Cisplatin ve/veya kombinasyonlar1 c¢esitli dozlarda eklendikten sonra,
hiicreler 24, 48 ve 72. saatlerde fiksasyona tabi tutularak madde etkileri doz ve

zamana bagimli olarak incelenmistir.
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10.2.5.2. Hiicrelerin Fikse Edilmesi

Hiicreler daha 6nce bahsedildigi gibi 1X tripsin ile kaldirilip santrifiij edildikten
sonra besiyeri vakum yardimiyla uzaklagtirilmistir. Pelet {izerine 37°C’de 1sitilan 1X
PBS’den 2’ser ml eklenmis ve hafifce calkalandiktan sonra 1000 rpm’de 6 dakika
santrifiij edilmistir. Yikama isleminden sonra PBS uzaklastirilmigtir. Her bir tiipe 0,5
ml PBS eklenerek hiicreler pipetlenmis ve ayrilmasi saglanmustir. Uzerlerine 4,5 ml
soguk % 70’lik etanol eklenerek hiicreler fikse edildikten sonra hafifce calkalanarak

daha sonra kullanilmak iizere buzdolabinin -20°C bdlmesine kaldirilmistir.

10.2.5.3. Hiicrelerin Boyanmasi

Fikse edilen hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra sivi kisim
uzaklastirilip oda sicakliginda 2ml 1X PBS eklenmistir. 60 saniye bekletilen hiicreler
1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek PBS uzaklastirilmigtir. Hiicrelere taze
hazirlanmig Triton X-100, RNase ve PI karisimindan 1’er ml eklenmis ve hiicreler
siispanse edildikten sonra 600 ul’si alinarak FACS’da okunmak tizere bagka tiiplere
alimmistir. 30 dakika oda sicakliginda bekletilerek hiicrelerin boyanmasi

saglanmistir.
10.2.5.4. Dongiiniin Belirlenmesi

Boyanan hiicrelerinin hiicre dongiisii, niiklear DNA icin PI sitokimyasal
reaksiyonu kullanilarak flow sitometri ile analiz edilmistir. Her hiicre i¢in niiklear
DNA igerigi flow sitometri (Beckman Coulter)’de 6l¢iilmiistiir. Sonuglar Multicyle

DNA dizi analizi programinda histogram olarak belirlenmis ve yiizdeleri

hesaplanmistir.

10.3. Apoptoz Tayini

Apoptoz tayini DNA laddering yontemi ile belirlenmistir.
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10.3.1. DNA Laddering

SPCI111 ve SPC212 hiicrelerine kersetin, cisplatin ve/veya kombinasyonlarinin

apoptotik etkisinin incelenmesi amaciyla DNA laddering metodu kullanilmustir.

SPC111 ve SPC212 hiicreleri 20 cm”lik plastik petrilere, her petride 1x10°
hiicre olacak sekilde ekim yapilmis ve bir giin sonra kersetin, cisplatin ve/veya
kombinasyonlari ¢esitli dozlarda eklenmistir. 24, 48 ve 72. saatte hiicreler tripsin ile
kaldirilarak 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve besiyeri vakumla gekilerek
uzaklastirildiktan sonra 1’er ml soguk PBS eklenen hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika
ve +4°C’de tekrar sanrifiij edilmistir. Bu islem iki kez tekrar edilmis ve {ist sivi
uzaklastirllmigtir. Daha sonra tiiplere yani pelete 4.4pg/ml RNase igeren 500ul soguk
DNA liziz tamponu ile siispanse edilen hiicreler ependorf tiiplere alinarak 37°C’de 1
saat bekletilmistir. Bir saatin sonunda her bir tiipe final konsantrasyon 0.13pug/ml
olacak sekilde 7ul Proteinaz K eklenip 50°C’de 2 saat bekletilmistir. iki saat sonra
icerisinde hiicreler, DNA lizis tamponu, RNase ve Proteinaz K bulunan her bir
ependorf tiipiine 700ul soguk Fenol kloroform eklenerek 13.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilmis ve silipernatant pipet ile yeni bir ependorf tiipe alinmistir. Daha
sonra bu islem 500ul Fenol kloroform ile tekrar edilmistir. Islem sonunda elde edilen
slipernatantin tizerine hacmin iki kati1 soguk absoliit etanol ve bunun {izerine toplam
hacmin 1/10’1 kadar NaAc ilave edilen tiipler 15-20 dakika —80°C’de bekletildikten
sonra 13.000 rpm’de +4°C’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda pellet
halde bulunan DNA’ya zarar verilmeden siipernatant uzaklastirilmis ve lizerine 1ml
oda sicakligin da bulunan % 70’lik etanol eklenerek +4°C’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra st sivi uzaklastirilmistir. 20-30 dakika bekletilerek kurutulan
DNA’ya 60ul 1X TE (Tris-EDTA) eklenerek ¢oziilmiis DNA —20°C’de saklanmustir.
DNA miktar1 spektrofotometre kullanilarak 260 nm absorbans da okunmustur;
okunan deger X 50 [DNA sabiti (1Az60: 50 ng/ml)] X 50 (diliisyon katsayist: 1/50)/
1000 formiilii kullanilarak hesaplanmistir. 2pug DNA, DNA yiiriitme tamponu ile
kanistirilarak, 1X TBE ile hazirlanmis % 1’lik agarozda, 70 V/cm akim ile 1,5-2 saat

yiirtitiilmiis ve jel U.V altinda goriintiilenmigtir.
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11. BULGULAR

11.1. Hiicre Biiyume Egrisinin Belirlenmesi

SPC111 ve SPC212 hiicre hatlarinin biiyiime egrileri tripan mavisi boyama ve
MTS deneyleriyle belirlenmistir. 20 cm®lik plastik petriler ve 96 kuyucuklu plak
kullanilmustir. Petrilere 1x10° hiicre/petri, plak kuyularina ise 1x10* hiicre/ml, olacak

sekilde ekim yapilmustir.
11.1.1. Tripan Mavisi Boyama Yontemi

Hiicre hatlar1 tripan mavisi boyama yontemi kullanarak biiylime egrileri 4 giin
boyunca izlenmistir. Materyal ve yontem 10.2.1.3.’de anlatildig1 gibi hiicre sayimlar1
yapilmustir. Sekil 11.1.°de SPC111 ve SPC212 tripan mavisi yontemi ile olusturulan
hiicre bliylime grafikleri gosterilmistir. Deneyler en az ii¢ kere tekrar edilmis,
sonuglarin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplanarak grafikler Microsoft Excel

programinda ¢izilmistir.

SPC111 ve SPC212 Hiicre Hatlarimin Proliferasyon Grafigi
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Sekil 11.1. SPC111 ve SPC212 hiicre hatlar1 i¢in hiicre sayimlarinin zamana

bagimli artis1 gésterilmistir.
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11.1.2. MTS Indirgenme Yontemi

SPCI11 ve SPC212 hiicre hatlarimin biiyiimeleri daha sonra MTS boya
indirgeme teknigi ile 7 giin boyunca izlenmistir. Materyal ve yontem’in 10.2.2.2.
kisminda bahsedildigi sekilde deneyler yapilmistir. Hiicrelerin besiyerleri her 3

giinde bir yenilenmistir.

Sekil 11.1. ile Sekil 11.2°de gosterildigi gibi farkli yontemlerde de hiicre

grafikleri benzerlik gostermektedir.

SPC111 ve SPC212 MTS Hiicre Proliferasyon Grafigi
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Sekil 11.2. Metabolik olarak aktif hiicrelerin absorbans degerlerinin zamana

bagimli olarak artig1 gosterilmistir.
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11.2. Kerstinin Hiicre Proliferasyonuna EtkKisinin

Incelenmesi

SPCI111 ve SPC212 hiicre hatlarinda kersetinin etkisini doza ve zamana bagl
olarak belirlemek igin 96 kuyucuklu plak’larm her bir kuyusuna 1x10* hiicre/ml
olacak sekilde ciftli ekim yapilmis ve 24 saat lag periyodundan sonra 0-100uM
dozlarda kersetin (Qu) eklenmistir. 24, 48, 72 ve 96. saatlerde MTS kiti eklenmis ve

absorbans Ol¢limleri yapilmistir.

[k olarak kersetinin 0-10uM’lik dozlar1 uygulanarak 4 giin boyunca SPC111
ve SPC212 hiicre hatlan tizerine etkileri izlenmistir. Sekil 11.5a’da goriildiigi gibi
kersetin 10uM ve altindaki dozlarda SPCI111 hiicre hatlarinda hiicre
proliferasyonunu zamana bagimli indiiklerken, SPC212 hiicre hatlarinda kersetin 0-
10uM dozlarda kontrolle karsilastirildiginda hiicreler iizerinde fark edilir bir etki
gostermemistir. Bununla beraber 96. saaten itibaren SPC212 hiicrelerinde 10uM
konsantrasyonda hiicre proliferasyonunda az da olsa bir yavaslama olmustur.
Kersetin’in 50uM doz uygulamasinda her iki hiicre proliferasyonunu 72. saaten
sonra yavaslatmistir. Kersetin SPC111 ve SPC212 hiicrelerinde 100uM dozda fark
edilir bir etki gostermis ve hiicre proliferasyonunu sirasiyla 24 ve 48. saaten itibaren
yavaglatmigtir (Sekil 11.6. a ve b). Kersetin SPC212 hiicrelerini SPCI111
hiicrelerinden daha kisa zamanda ve daha diisiik dozlarda etkilemektedir. Bu durum

SPC212 hiicrelerinin kersetine daha duyarli oldugunu isaret eder.

Bu deneylerin takibinde, her iki hiicre morfolojik olarak ilag muamelesinden
sonra incelenmistir. Hiicreler once 96 kuyucuklu plakalara ekilmis, 24 saat sonra
kersetin ve cisplatin ile muamele edilmis ve morfolojik olarak 151k mikroskobu
altinda Nikon P1 dijital fotograf makinesi ile fotograflanmistir. 10x4 biiyiitme de
incelenmistir. Sekil 11.3. ve 11.4.”de goriildiigii gibi SPC111 ve SPC212 hiicre say1s1

100 uM kersetin konsantrasyonunda zamana bagimli olarak azalmaya baglamistir.
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Sekil 11.3. Kersetin ve cisplatinin SPC111 hiicreleri iizerine morfolojik etkisi

151k mikroskopu altindal0x4 biiyiitme de goriintiilenmistir.

v
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Sekil 11.4. Kersetin ve cisplatinin SPC212 hiicreleri iizerine morfolojik etkisi

151k mikroskopu altindal0x4 biiyiitme de goriintiilenmistir.
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i Kontrol SPC111 Hiicrelerine Kersetin'in EtKisi
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Sekil 11.5. SPC111 a ve SPC212 b hiicre hatlarinda 0-10uM kersetin dozlarinin

zamana bagiml etkisi goriilmektedir.
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11.3. Cisplatinin Hiicre Proliferasyonuna Etkisinin

Incelenmesi

SPCI11 ve SPC212 hiicre hatlarina kersetin-cisplatin  kombinasyonu
uygulamasindan Once cisplatinin tek basina etkisi doza ve zamana bagli olarak
incelenmistir. Daha 6nce belirtildigi gibi hiicre ekiminden 24 saat sonra 0-50pug/ml
dozlarda cisplatin (Cis) eklenmistir. lag muamelesini izleyen 4 giin boyunca hiicreler
tizerindeki etkiler izlenerek, ¢ift olarak yapilan en az 3 bagimsiz deney sonucunun

ortalamalar1 alinarak standart sapmalar1 hesaplanmustir.

Cisplatin’in her iki hiicre iizerine etkisi Spg/ml dozdan itibaren gézlenmeye
baslamaktadir. 5 ve 10pg/ml’lik doz uygulamalarinda proliferasyon 72. saatten
itibaren yavaglamaktadir (Sekil 11.7. b, 11.8. b ve 11.9. a,b). Sekil 11.6. a’da
goriildiigii gibi SPC111 hiicre hattinda cisplatinin uygulanan en yiiksek dozu olan
50ug/ml’lik konsantrasyon 48. saatten itibaren proliferasyonu duraklatirken, SPC212
hiicre hattinda da cisplatinin etkisi 24. saatten itibaren baslamistir (Sekil 11.6. b).
Kontrol ve kersetin uygulamalar1 ile cisplatin karsilagtirildiginda SPC111 hiicre
hattinda 50pg/ml’lik cisplatin ve 100uM’lik yiiksek kersetin dozu benzer etkiyi
gosterirken, 48. saatten sonra SPC212 hiicre proliferasyonunda cisplatinin
50pg/ml’lik dozunun kersetinin 100uM’lik dozundan daha etkili olarak inhibisyona
neden oldugu gozlenmistir (Sekil 11.6. a ve b).
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SPC111 Hiicrelerinde Kersetin ve Cisplatin Etkisi

i Kontrol
0Qu (100pM)
pCis (50pg/ml)

SAAT

SPC212 Hiicrelerinde Kersetin ve Cisplatin Etkisi

B Kontrol
0Qu (100uM)
B Cis (50pug/ml)

SAAT

Sekil 11.6. SPC111 a ve SPC212 b hiicre hatlarinda kersetin ve cisplatinin doza

ve zamana bagimli etkisi goriilmektedir.
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11.4. Kersetin ve Cisplatin Kombinasyonunun Hiicre

Proliferasyonuna Etkisinin Incelenmesi

Tek doz uygulamalarmin takibinde 50uM kersetin ile 1, 5, 10ug/ml cisplatin
dozlarinin kombinasyonlarinin etkisi zamana bagli olarak incelenmistir. Her iki
hiicre tipinde de 1pug/ml Cis+1puM Qu, 1pg/ml Cis+5uM Qu, 1pg/ml Cis+10uM Qu
dozlar1 denenmis fakat etki gozlenmemistir. Her iki hiicrede 1pg/ml Cis, 50uM
Qu’in tek ve kombine uygulamalarinda 72. saate kadar belirgin bir fark
gozlenmemektedir (Sekil 11.7. a). Bununla beraber 1pug/ml Cis+50uM Qu dozlarinin
tek dozlara gore 96. saatten sonra SPCI111 hiicrelerinde az, SPC212 hiicrelerinde
biraz daha fazla etkin oldugu gézlenmistir (Sekil 11.8. a).

Sekil 11.7. b, 11.8. b ve 11.9.’da goriildiigi gibi SPC111 ve SPC212 hiicre
hatlarinda 5pg/ml Cis+50uM Qu ve 10ug/ml Cis+50uM Qu kombinasyonlarini
hiicre proliferasyonunu inhibe etmekte tek doz uygulamalarina gore daha etkili
oldugu ve proliferasyonu iizerindeki etkisini 72. saatten itibaren gosterdigi

belirlenmistir.
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31,0
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0 10pg/ml Cis SPC111 Kombinasyon
2,0
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Absorbans
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0,5

0,0

72
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Sekil 11.7. SPC111 hiicre hatlarinda 1pg/ml Cis, 10pug/ml Cis, 50uM Qu ve

kombinasyon uygulamalar1 goriilmektedir.
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1.5 [110pg/ml Cis
E § 10pg/ml Cis+50uM Qu
21,0
§ ’ [150uM Qu
20,5
0,0
0 24 48 72 96
SAAT

Sekil 11.8. SPC212 hiicre hatlarinda 1pug/ml Cis, 10pg/ml Cis, 50uM Qu ve

kombinasyon uygulamalar1 goriilmektedir.
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(a)
2,5 B Kontrol SPC111 Kombinasyon
B5pg/ml Cis
2 05ug/ml Cis+50uM Qu
2 050uM Qu
g
=
<
SAAT
(b)
2,0 I Kontrol SPC212 Kombinasyon
15 B 5pg/ml Cis
- ’ 05pg/mlICis+50uM Qu
=
_§ 1,0 050uM Qu
2
20,5

SAAT

Sekil 11.9. SPC111 a ve SPC212 b hiicre hatlarinda Spg/ml Cis, S0uM Qu ve
Spg/ml Cis+50uM Qu kombinasyon uygulamalari goriilmektedir.
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11.5. Kersetinin Hiicre Dongiisiine Etkisinin Incelenmesi

Kersetin’in SPC111 ve SPC212 hiicre hatlarinin hiicre dongiisiine etkisini doz
ve zamana bagli olarak incelemek i¢in 20cm? lik petrilere her bir petride 1x10° hiicre
olacak sekilde ekim yapilmis ve 24 saat sonra farkli dozlarda kersetin eklenmistir.
24, 48 ve 72. saatlerde hiicreler fikse edilip, PI ile boyanarak flow sitometri

cihazinda sayim yapilmistir. Deneyler ii¢ kez tekrar edilmistir.

Kontrolle  karsilastirildiginda  kersetinin 5, 10, 50 ve 100uM
konsantrasyonlarinin SPC111 hiicre hatlarinda ilk 24 saatte hiicre dongiisiinde
belirgin bir etki yapmadigi belirlenmistir. Bununla beraber, 100uM kersetin dozu 48.
saatten sonra S fazinda SPC111 hiicrelerinin toplanmasina neden olmaktadir.
SPCI111 hiicrelerinde 48. saatte % 41.5 olan hiicre oran1 72. saatte % 50.3’e
erismistir (Sekil 11.10.). SPC212 hiicre hattinda hem 50 hem de 100uM kersetin 48.
ve 72. saatlerde S faz bloguna neden olmaktadir (Sekil 11.10.).
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Sekil 11.10. Kersetin’in 100uM’lik dozunun SPC111 ve SPC212 hiicre

hatlarinin hiicre dongiisiine, zamana bagimli etkisi goriilmektedir.
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11.6. Cisplatin’in Hiicre Dongiisiine Etkisinin incelenmesi

Cisplatin’in SPC111 ve SPC212 hiicre hatlarmin hiicre dongiisiine etkisini doz
ve zamana bagl olarak belirlemek i¢in 11.5. boliimde anlatildig: gibi ekim yapilmis
ve 24 saat sonra 1, 5, 10 ve 50pg/ml’lik dozlarda cisplatin eklenmistir. 24, 48 ve 72.
saatlerde hiicreler fikse edilip PI ile boyanarak flow sitometri cihazinda sayim

yapilmistir. Deneyler ii¢ kez tekrar edilmistir.

Cisplatin 50pg/ml konsantrasyonda SPCI111 hiicre hatlarinda 24. saatten
itibaren belirgin olarak S faz bloguna neden olmakta ve bu durum 72. saatte kadar
stirmektedir. SPC212 hiicre hatlarinda 24. ve 48. saatte de S fazinda blok goriiliirken,
72. saatte ise hiicreler G2/M blogunda tutuklanmaktadir ve Sekil 11.11°de goriildigt
gibi % 57.9 hiicre G2/M fazinda toplanmaktadir.
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Sekil 11.11. Cisplatin’in 50pg/ml’lik dozunun SPC111 ve SPC212 hiicre

hatlarinin hiicre dongiisiine, zamana bagimli etkisi goriilmektedir.
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11.7. Kersetin ve Cisplatin Kombinasyonunun Hiicre

Dongiisiine Etkisinin Incelenmesi

Cisplatin’in SPC111 ve SPC212 hiicre hatlarmin hiicre dongiisiine etkisini doz
ve zamana bagli olarak belirlemek icin ekim yapilmis 24 saat sonra degisik
kombinasyonlarda kersetin ve cisplatin kombinasyonu eklenmistir. Birbirini izleyen
3 giin boyunca hiicreler fikse edilip PI ile boyanarak flow sitometri cihazinda sayim

yapilmistir. Deneyler ii¢ kez tekrar edilmistir.

Sekil 11.12.°de goriildiigii gibi 1pg/ml Cis+50uM Qu kombinasyonunda
SPC111 hiicrelerinin dongiisiinde etki gozlenmezken, SPC212 hiicrelerinde 48 ve 72.
saatte S fazi bloguna neden olmustur (Sekil 11.13.). Bu etki kersetinin tek etkisi
nedeniyle olabilir. Her iki hiicre de Sug/ml Cis tek uygulamalarinda 24. saatte S fazi
blogu olusurken hiicreler 48. saatte G2/M blogunda tutuklanmaktadirlar. Spg/ml
Cis+50uM Qu doz uygulamalar1 sonucunda SPC111 hiicre hatlarinda 24. saatten
baslayan bir S faz blogu yapmakta ve 48. saatte de S fazinda biriken hiicre sayis1 %
99.5’e ulagmaktadir. Kombinasyon ayni sekilde SPC212 hiicrelerinde S fazi blogu
yapmakta ve 48. saatte hiicre sayis1 % 86.2°ye ulasmaktadir (Sekil 11.14.). Bu durum
Sug/ml Cis+50uM Qu kombinasyonunun her iki hiicre grubu i¢inde kombinasyonun
etkin oldugunu diisiindiirmektedir. 10pg/ml Cis+50uM Qu uygulamasi sonucu
SPCI111 hiicre hatlarinda 24. saatte tek 10pg/ml Cis dozunda oldugu gibi S fazi
bloguna neden olmakta, 48 ve 72. saatte hiicreler G2/M blogunda birikmektedir. Bu
sonuclar etkinin kombinasyondan ziyade cisplatin tek etkisi nedeniyle oldugunu
isaret etmektedir (Sekil 11.12.). SPC212 hiicre hattinda da ayni1 durum s6z konusudur
(Sekil 11.13.).
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Sekil 11.12. 1pg/ml Cis, 10pg/ml Cis ve 50uM Qu’nun tek ve kombinasyon
uygulamalarinin SPC111 hiicre hatlarinin hiicre dongiisiine zamana bagimli etkisi

goriilmektedir.
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Sekil 11.13. 1pg/ml Cis, 10pg/ml Cis ve 50uM Qu’nun tek ve kombinasyon
uygulamalarinin SPC212 hiicre hatlarinin hiicre dongiisiine, zamana bagimli etkisi

goriilmektedir.
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Sekil 11.14. Sug/ml Cis ve 50uM Qu’nun tek ve kombinasyon uygulamalarinin SPC111 ve SPC212 hiicre hatlarinin hiicre dongiisiine,

zamana bagiml etkisi goriilmektedir.
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11.8. Kersetin, Cisplatin ve Kombinasyonlarimin Hiicre

Oliimiine Etkisinin incelenmesi

SPCI111 ve SPC212 hiicrelerinde kersetin, cisplatin ve kombinasyonlarinin
apoptoza neden olmadigi, apoptotik bir markir olan DNA laddering (merdiven)
yontemiyle incelenmistir 1x10° hiicre/petri olacak sekilde ekim yapilan hiicrelere 24
saat sonra kersetin, cisplatin ve kombinasyonlar1 ¢esitli dozlarda eklenmis, 24, 48 ve
72 saat sonra DNA izolasyonlar1 yapilmistir. % 1’lik agarozda 2-2.5 saat yiiriitiilen
DNA’lar daha sonra U.V. gériintiileme cihazi (Photocap, Vilber Laurmat) ile

goriintiilenmistir.

Bu deneylerde 10, 50uM Qu konsantrasyonlart ile 5 pg/ml Cis’in tek dozlari ve
Spg/ml Cis+10uM Qu, Sug/ml Cis+50uM Qu dozlart olarak her iki hiicre tipine de
uygulanmistir. Uygulanan kersetin, cisplatin ve kombinasyon dozlar1 SPC111 ve
SPC212 hiicre hatlarinda DNA fragmentasyonuna neden olmamistir (Sekil 11.15.,
11.16.ve 11.17.).
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(a) SPCI111 24 h (b) SPC21224 h

Sekil 11.15. SPC111 a ve SPC212 b hiicre hatlarinin 24 saatlik DNA laddering

profilleri gdsterilmistir.
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Sug/ml Cis
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< ¥

(2) SPC11148 h (b) SPC212 48 h

Sekil 11.16. SPC111 a ve SPC212 b hiicre hatlarinin 48 saatlik DNA laddering

profilleri gdsterilmistir.
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50uM Qu
Sug/ml Cis
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5 Cis+50 Qu
A DNA
Kontrol
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50uM Qu
Spg/ml Cis
5 Cis+10 Qu
5 Cis+50 Qu

(a) SPCI11 72 h (b) SPC212 72 h

Sekil 11.17. SPC111 a ve SPC212 b hiicre hatlarinin 72 saatlik DNA laddering

profilleri gdsterilmistir.



88

12. TARTISMA VE SONUC

Kersetin bir¢ok bitkide ve bitkisel besin kaynaginda yaygin olarak bulunan bir
bioflavonoidtir (Graefe et al., 1999). Kersetin’in biyolojik etkileri arasinda; anti-
kanser, anti-viral, anti-trombotik, anti-iskemik, anti-inflamator, anti-alerjik olmasi,
arterosklerozisi ve koroner kalp hastaliklarini 6nlemesi ve hiicresel immiiniteyi
stimule etmesi sayilabilir (Hertog et al., 1993; Deschner et al., 1991; Formica and
Regelson, 1995; Gryglewski et al., 1987). Ayrica kersetinin 16semi hiicreleri (Kang
and Liang, 1997), meme kanseri (Choi et al., 2001), kolon adenokarsinomasi
(Salucci et al., 2002), prostat kanseri (Kobayashi et al., 2002) ve endometriyal kanser
(Kaneuchi et al, 2003) gibi bir¢ok kanserin biiyiimesini inhibe ettigi, malignant
tiimor hiicrelerinin biiylimesini; hiicre dongiisiinii durdurarak (Wei et al., 1994;
Hosokowa et al., 1992) veya apoptozisi indiikleyerek (Choi et al., 2001; Iwao and
Tsukamoto, 1999) inhibe ettigi bilinmektedir.

Cisplatin yaygin olarak kullanilan bir anti-kanser ajandir ve genis bir anti-
timor aktiviteye sahiptir (Quin and Ng, 2001). Cogu hiicrede DNA addukt’lar

olusturarak hiicre 6liimiine neden oldugu bilinmektedir (Lee ef al., 2001).

Bu calismada kullanilan SPC111 ve SPC212 hiicre hatlar1 mezotelyoma hasta
dokusundan izole edilmis hiicrelerdir. Bu hiicreler iizerine kersetin, cisplatin ve
kombinasyonlarinin hiicre proliferasyonuna, dongiisine ve Oliimiine etkilerinin

incelenmis ve asagidaki sonuglar elde edilmistir.

Deneylerimiz sonucunda proliferasyon analizleri goz Oniine alindiginda,
kersetin’in  50uM’m  altindaki dozlarda SPCI11 hiicre hattinda hiicre
proliferasyonunu indiiklerken, 50uM’lik dozda hiicre biiyiimesini 72. saatten sonra,
100 uM’lik dozda ise hiicre biliylimesini 48 saatten itibaren yavaglattig
belirlenmigtir. SPC212 hiicre hattinda kersetin’in  0-5uM dozlarda kontrolle
karsilastirildiginda hiicreler iizerinde etkisinin olmadigr gozlenirken, 10, 50 ve
100uM konsantrasyonlarda doz artisina ve zamana bagimhi olarak hiicre

proliferasyonu sirasiyla 96, 72 ve 24. saatlerden itibaren yavaslattigi belirlenmistir.
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Kesretin’in anti-proliferatif etkisi ile ilgili ¢esitli calismalar bulunmaktadir.
2003 yilinda Ong et al. tarafindan yapilan bir ¢aligmada; nazofaringeal karsinoma
hiicre hatlar1 olan CNE2 ve HKI1 hiicreleri ilizerine kersetinin anti-proliferatif etkisi
arastirilmistir. Kersetin’in doza ve zamana bagl olarak (35 ve 54.5uM, sirasiyla 24
ve 48. saatlerde) CNE2 ve HK1 hiicre hatlarinin proliferasyonunu inhibe ettigi rapor

edilmistir.

Tirozin kinaz ekspresyonunun biiyiime kontroliiniin normal diizenini bozma
yetenegiyle onkogenez ile ilgili oldugu belirtilmistir (Boutin, 1994; Ferry et al.,
1996). ilerlemis kanserli hastalarda kersetinin (60-170mg/m”) damar i¢ine verilimi
11 hastanin 9’unda ve 1 saatte lenfosit tirozin kinazlarinin inhibisyonuna neden
oldugu bildirilmistir (Ferry et al., 1996). Bu sonug in vitro da non-malignant hiicreler
ve sigan meme timor hiicreleri ile yapilan ¢aligmalarla da dogrulanmistir (Levy et
al., 1984; Yokoo and Kitamura, 1997). Tirozin kinaz aktivitesini hedef alan ilaglar
konvensiyonel kemoterapide goriilen sitotoksik yan etkiler olmaksizin muhtemel

anti-tiimdr ajan olarak diistliniilebilirler (Klohs et al., 1997).

Cisplatin’in SPC111 ve SPC212 hiicre hatlarinda sitotoksik etkisinin 5 ve
10pg/ml’den ve 72. saatten sonra bagladigi, 50pug/ml’lik dozda ise hiicre
proliferasyonunu 24 ve 48. saatten itibaren engelledigi gozlenmistir. Bu sonug
SPC212 hiicrelerinin kersetin ve cisplatine diger hiicrelere gére daha hassas ve
duyarli olabilecegini isaret eder. Benzer bir ¢alisma Hepatoma hiicreleri HepG2
(p53™) ve Hep3B (p53™) ile yapilmis, her iki hiicre hattinda da cisplatinin hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi fakat bu etkinin zamana bagimli oldugunu
belirtmislerdir. Iki hiicrede cisplatine farkli duyarlilik gdstermistir (Qin and Ng,
2001). Uveal melanoma hiicre hatlar1 (OMMI1 ve OCM3)’inda ise cisplatinin
proliferasyonu durdurucu etki gosterdigi rapor edilmistir (Li ef al., 2005).

Tek doz uygulamalarinin takibinde 1pg/ml Cis+50uM Qu kombinasyonunun
etkisi 96. saatten sonra her iki hiicrede de gozlenmistir. SPC111 ve SPC212
hiicrelerinde 5pg/ml Cis+50uM Qu ve 10pg/ml Cis+50uM Qu kombinasyonlarinin
cisplatinin Spg/ml tek dozundan daha etkili oldugu, proliferasyonu inhibe edici bu

etkinin 72. saatten itibaren basladig1 goézlenmistir. Benzer bir ¢aligma 1dsemi hiicre
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hatlarin (HL-60 ve L1210) da gergeklestirilmistir. L1210 hiicre hattina uygulanan
kesretin-cisplatin kombinasyonunda kersetin ve cisplatinin sinerjik bir etki gosterdigi

belirtilerek hiicre 6liimiine neden oldugu vurgulanmistir (Cipak et al., 2002).

Hiicre dongiisii analizlerinde kersetinin SPC111 hiicre hattinda 5, 10 ve 50uM
konsantrasyonlarda 72 saat siiresince hiicre dongiisii lizerinde etkili olmadigi; 100uM
kersetin uygulamasmin 48. saatten itibaren hiicrelerin % 41.5’inin S fazinda
toplanmasina neden oldugu ve 72. saatte ise bu oranin artarak % 50.3’e eristigi
gozlenmistir. SPC212 dongiisii lizerinde kesretinin etkisi daha diisiik dozda (50uM)
gerceklesmektedir. 48. saatte hiicreler S fazinda toplanmis ve etki 72. saate kadar
stirmiistiir. 100uM kersetin dozu da benzer etki géstermistir. Oral kanser hiicre hatti
olan SSC-9 hiicrelerinde, kersetinin zamana ve doza bagl olarak S faz bloguna
neden oldugu, bu etkinin DNA sentezinin inhibisyonu nedeniyle olabilecegi
belirtilmistir (Haghiac and Walle, 2005). Diger calismalarda da kersetinin S fazi
bloguna neden oldugu (Cheong et al., 2004) ayrica hiicre tipine bagli olarak G1 faz
(Hosokowa et al., 1990) ve G2/M faz (Choi et al, 2001) bloguna neden oldugu
bildirilmistir.

Cisplatin 5 ve 10ug/ml’lik dozlarda ilk 24 saatte S fazinda tutuklanmaya neden
olurken, ilerleyen saatlerde hiicrelerin G2/M fazina girdigi gozlenmistir. 50pg/ml
doz SPC111 hiicre hattinda 24. saatten itibaren belirgin olarak S fazi bloguna neden
olmakta ve bu durum 72. saatte kadar siirmektedir. SPC212 hiicre hattinda 24. ve 48.
saatte de S fazinda blok goriilmektedir. Ancak 72. saatte hiicreler G2/M blogunda
tutulmaktadir (% 57.9). SPC212 hiicre hattinda 24. saatten itibaren S fazinda birikim
azalirken zamana bagl olarak G2/M fazinda birikim goézlenmektedir. Hepatoma
hiicre hatlar1 olan HepG2 ve Hep3B ile yapilan bir ¢aligmada, diisiik doz cisplatinin
(2nug/ml) HepG2 hiicre hattinda 6. saatte G1 faz bloguna neden oldugu, 12 ile 72.
saatler arasinda ise G1 fazindaki hiicre popiilasyonunun azalarak S faz hiicre
popiilasyonunda artis oldugu, 72. saatten sonra hiicrelerin kiigiikk bir kisminin S
fazdan ¢ikarak apoptozise gittigi gosterilmistir. Hep3B hiicre hattinda ise diisiik doz
cisplatin’in  (2ug/ml) sub-G1 faza neden oldugu bildirilmistir. Yiiksek dozda
cisplatin’in ise (16pg/ml) her iki hiicre hattinda da 12. saatten sonra apoptozise

neden oldugu gosterilmistir (Qin and Ng, 2001).
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Iug/ml Cis+50uM Qu kombinasyonunda SPC212 hiicrelerinde kersetinin tek
etkisi nedeniyle 48. saatten itibaren S fazi blogu gozlenmis ve etki 72. saatte devam
etmektedir. SPC111 hiicre hatlarinda ise 50uM Qu ve kombinasyonun etkisi
gozlenmemistir. Spug/ml Cis tek cisplatin uygulamasinda hiicreler 24. saatte S fazinda
ve 48. saatte G2/M’de tutuklanirken, Sug/ml Cist50uM Qu dozlarn1 SPCI111
hiicrelerinde 24. saatten baslayan bir S fazi blogu yapmakta ve 48. saatte de S
fazinda biriken hiicre sayis1 % 99.5’e ulagsmaktadir. Bu etki kombinasyonun etkisidir.
Ayni durum SPC212 hiicre hatt1 i¢inde gecerlidir. 10pug/ml Cis tek uygulamasinda
oldugu gibi 10pg/ml Cis+50uM Qu kombinasyonu SPC111 hiicre hattinda 24. saatte
S faz1 ve 48. saatte G2/M bloguna neden olmaktadir. SPC212 hiicrelerinde de benzer
durum gozlenmistir. Losemi hiicreleri (MOLT-4) ile yapilan bir ¢aligmada; kersetin,
ellagic asit ve resveratroliin hiicre dongiisii lizerine etkileri incelendiginde; ellagic
asitin hiicre dongiisii tizerine 6nemli bir etki gdstermedigi, kersetinin ise S fazi ve
G2/M fazinda bloga neden oldugu ancak kersetin resveratrol ile uygulandiginda 12.
saatte G1 faz, 24. saatten sonra ise S fazi bloguna neden oldugu gosterilmistir
(Mertens-Talcott et al, 2004). Kersetin’in hiicre dongiislinii mikromolar
konsantrasyonlarda G1 faz (Yoshida et al., 1990; Yoshida et al., 1992), G2/M faz
(Koide et al., 1997; Choi et al., 2001) veya S faz bloguna (Richter ef al., 1999) neden
oldugu gosterilmistir. Madde uygulamalari hiicre dongiisii kinetiginde degisikliklere
neden olur. Ornegin; kersetinin kanser hiicre hatlarinda DNA hasarina neden oldugu
belirtilmistir (Yamashita and Kawanishi, 2000; Yen et al., 2003). DNA hasarina
neden olan ajanlarin hiicre dongiisiinde kompleks degisikliklere sebebiyet verir ve
boylece dongii fazlarinda blok veya gecikmelere neden olabilir (O’Connor and Fan,
1996). Bundan sonra yapilacak calismamizda hiicre proliferasyon ve dongii analiz
sonuglarimiz dogrultusunda arastirmalarimiza molekiiler diizeyde devam etmeyi

planlamaktay1z.

DNA Laddering sonuglart incelendiginde her iki hiicrede de herhangi bir
fragmentlenme goriilmemektedir. Bazen hiicrelere spesifik olarak fragmentlenme
gbzlenmez. Bu nedenle diger apoptotik 6l¢iim metodlar incelenmesi gerekmektedir.
Elde edilen bulgular dogrultusunda DNA laddering sonuglar1 ile karsilastirmak
amaciyla, Annexin V boyama ile kersetin, cisplatin ve kombinasyonlarinin apoptoz

profilleri ¢ikarmay1, Kaspaz-3 ve 9 analizleri ve bcl-2/bax seviyeleri degerlendirmeyi
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ve hiicre dongiisiine etki eden proteinlerin fosforilasyon diizeylerini incelemeyi

hedefliyoruz.

Bu calisma ve sonrasinda elde edilecek sonuglarin tibba uygulanabilir olmasi;
kersetin veya kersetin-cisplatin  kombinasyonlarinin  6niimtizdeki  yillarda
mezotelyomanin tedavisinde veya kullanilan tedavilerine ek tedavilere dahil olarak

Onerilmesini umuyoruz.
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