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ONSOZ

Bu calsmada, insan lésemi (HL-60) hicre dizisinde sentezidal@ri olan
Piridin-2-Karbaldoksim Ligandi véPlatin(ll) Pt(Il)]kompleksinin apoptotik ve
sitotoksik etkileri, sisplatinin etkileri ile kadastiriimali olarak argtiriimistir.
Ozellikle sisplatinin antikanserojenik etki mekanizmasi 6rnek alinarak, platin(ll)
kompleksinin HL-60 hticre dizisi Uzerinde antiproliferatif bir etkiye sahip olup
olaca dugintlmis apoptotik ve sitotoksik etkilemivitro olarak argtiriimistir.

Bu tez cakmasinda kullanilan kimyasal maddelerden Piridin-2b&idoksim
Ligandi ve Platin (Il) Kompleksi, Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,
Farmasotik Kimya Anabilim Dali getim uyesi Prof. Dr. Kadriye BENKIL
tarafindan sentez edilgtir.

Hucre kualtirinde sitotoksik etkiler 3 farkhl inkibasyon suresine gore
deserlendirilmistir. Apoptotik etki de hem hiicre gksitometresi ve agaroz jelde
DNA fragmantasyon yontemi ile gtailmistir. Ancak htcre akisitometresi
(flow sitometri) de apoptotik etki 24. saatlik inkiibasyon ilgattendirildigi icin,
agoroz jel elektroforezi ile DNA fragmantasyonu analizi de ayni inkiibasyon
suresinde agariimistir.

Tez calsmasi, Anadolu Universitesi Bitkilag ve Bilimsel Aratirmalar Merkezi
(BIBAM) Hiicre Kultiri Laboratuvari ve Eczacilik FakigiteFarmakoloji
Anabilim Dali Arggtirma Laboratuvarinda yuratalnilg.

Tezim sUresince, bilgisi ve degielle bana her zaman yardimci olan,gya
mesailer harcagimiz, kendisinden ¢okey @&rendigim, benimle birlikte benim
kadar @rasan dargman hocam sayin Yrd. Dog. Dr. MirDIKMEN’ e sonsuz
tesekkUrlerimi sunarim.

Calisma boyunca bana her turli ol@nasglayan ve yiuksek lisans donemim
suresince bana vermldugu destekten dolayr Anabilim Dali ganimiz sayin
Prof. Dr. Yusuf OZTURK hocama, tezime gtadigi katkilardan dolay! sayin
hocam Farmasotik Kimya Anabilim Dali getim Uyesi Prof. Dr. Kadriye
BENKLI' ye, Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali @retim Gorevlisi Zerrin
CANTURK’ tesekkirlerimi sunarim.

Deney calkmalarimda benden yardimini hi¢ esirgemeyen agkadeSinem
SAGIROGLU’ na ve ayrica Zeynep BOR’ a, her zaman beni yi@rdiren canim
annem ve biricik babama, beni daima ardiaykagilayan ve destek olan Fahri
GUNES'’ e tesekkurt bir borg bilirim.

Mediha ALKAN
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INSAN LOSEMI (HL-60 ) HUCRE DiziSINDE PiRiDIN-2-
KARBALDOKS iM L IGANDI ve PT(Il) KOMPLEKS iNIiN APOPTOTIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Sisplatin, sisplatinyum ya dacis-diamindikloroplatinyum(ll) (CDDP) ,
lenfomalar, bazi karsinomlar, sarkomalar dahil pek ¢ok kanser tipinde kullanilan
platin kokenli bir kemoterapi ilacidir. Karboplatin ve oksaliplatinin de dabhil
oldugu anti-kanser ilaclarinin ilk Gyelerindendir. Bu fotakompleksleri, DNA ile
capraz bglantilar yaparak, apoptozisi tetiklemektedir. Akutyatositik |[6semi,
(AML), l6semik oncul hicrelerin (miyeloid), kontrolsiiz olarakgabmnalarinin
yani sira olgunkma ve farkhlama ozelliklerini kaybetmeleri ile ortaya
cikmaktadir. Biz bu ¢calmada, insan I6semi HL-60 hicre dizisinde, piridin-2-
karbaldoksim ligandi ve Pt (II) kompleksinin sitotoksik ve apoptotik etkilerini
sisplatinle kagilastirmali olarak argtirmaylr amacladik. Sitotoksik etki MTT,
apoptotik etki de flow sitometrik ve DNA fragmantasyon yontemleri kullanilarak
arastinlmistir. Kdltdr ortaminda c¢ogaltilan insan HL-60 hcrelerine sisplatin,
piridin-2-karbaldoksim ligandi vét (II) Kompleksi’'nin 5, 10, 25, 50, 100 uM
konsantrasyonlari uygulangnve 24, 48 ve 72. saatlerdeki sitotoksik etkileri
belirlenmistir. ApopNexin™ FITC apoptozis belirleme kiti kullanilarak, flow
sitometri cihazinda 25, 50, 100 uM sisplatin, piridin-2-karbaldoksim ligandi ve
Pt(Il) Kompleksi konsantrasyonlarinin, HL-60 hucrelerinde saatlik apoptotik
etkileri dezerlendirilmistir. Yine sisplatin, piridin-2-karbaldoksim ligande Pt

(I) Kompleksi'nin 5, 10, 25, 50, 100 pM konsantrasyomigr HL-60
hiicrelerinde, 24 saatlik inkiibasyon sonrasi apoptotik etkileri, agaroz jel DNA
fragmantasyon yontemi ile gtailmistir.

Sonug olarak bu caimada, sisplatin ve platin (II) kompleksi konsant@sye
zamana bgli olarak HL60 hucrelerinde sitotoksik etki gostegtini Flow
sitometri ve agaroz jel fragmantasyonu sonuclarina goére, sisplatin, piridin-2-
karbaldoksim ligandi vePt (Il) kompleksinin HL60 hicrelerinin 24 saatlik
inkiibasyonu sonunda, 6nemli bir apoptotik etki belirlenmgeatup nekrotik
hiicre 6lim mekanizmasinin apoptoza gére daha fazla kul&rgi@htlmatar.

Anahtar kelimeler: HL-60, platin, MTT, apoptozis, flow Sitometri, DNA
fragmantasyonu
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A RESEARCH OF APOPTOTIC

EFFECTS OF PYRIDINE 2-CARBALDOKSIM LIGAND and PT(ll)
COMPLEX IN HUMAN LEUKEMIA CELL LINE (HL-60)

ABSTRACT

Cisplatin, cisplatinum, or cis-diamminedichloroplatinum(ll) (CDDP) is a
platinumbased chemotheraglyugwhich is used to treat various types of cancers
including sarcomgssome_carcinomadymphomas It is the first member of a
class of anti-cancer drugs which also includes carbopdaithoxaliplatin These
platinum complexes reaat vivo, binding to and causing crosslinking of DNA
which triggers _apoptosisIn the light of this information, Pyridine-2-
Carbaldoksim Ligand and Platin(Pt)(ll) complex was synthdsizAcute
myelocytic leukemia(AML) emerges by means of not only uncontrolled
reproduction of the leukemic precursor cells(myeloid) but also the lose of
maturation and differentiation characteristics of these cells. HL-60 cells which are
the cell line of human cells are reproduced through being implanted to the cell
culture plate in the culture medium RPMI-1640. MTT method was applied to
these reproduced cells. Cisplatin, Pyridine-2-Carbaldoksim Ligand and
Platin(Pt)(ll) complex was given at 5 doses as followed 5, 10, 25, 50, 100 uM,
after 24, 48 and 72 hours incubation, experiment results were examined at 570nm
wavelength and its noxious(cytotoxic) effect on the cells were observed. Cisplatin,
Pyridine-2-Carbaldoksim Ligand and Platin(Pt)(Il) complex was given at five
doses as followed; 5, 10, 25, 50, 100 uM, and the cells were kept in a 5% of
incubator at 37 °C. After the incubation, the cells were taken out of their culture
plates and by using MILLIPORE ApopNexth FITC Apoptosis Detection Kit,
measurements were carried out by the flow cytometry device. Apoptosis rate and
cell activity rate were determined according to the results of the measurements.
The cells, cultured as 1x3@ell/ml, were transferred to 2 ml 6-well plates, then
cisplatin, pyridine 2-carbaldoksirhigand and Pt (Il) complex were given at
determined doses. After 24h treatment, each 2 ml cell-substance mixtures were
taken from wells and pelleted. The obtained cell pellet was used to study DNA
fragmentation. Isolation of pure DNA is followed by separation of DNA by
electrophoresis (80 mV) in agarose gel.

In this study, cisplatin the complex of Pyridine-2-Carbaldoksim Ligand and
Platin(Pt)(ll) was observed to show cytotoxic effect on the cells after 24, 48 and
72 hours of MTT results. While on average there was 1.5% rate of apoptosis, with
its highest rate in cisplatin cell, 7,2% of necrosis was observed in HL-60 cell,
according to the obtained flow cytometry. These agents that were given at a
limited concentrations to the HL-60 cells were caused to nacrosis at the HL-60
cells rather than Ileading the cells to the systematical death. DNA
fragmentation(DNA ladder sight) that were carried out showed that apoptosis was
not observed at the cells.

Key Words: HL-60, platin, MTT, apoptosis, flow cytometry, DNA fragmentation
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GIRIS VE AMAC

AML (Akut Miyeloid Losemi) |l6semi cgtleri icerisinde % 27.5 gorulme sigl

ile oldukca sik gdorilen bir lI6semi tipidir. AML’ nin tedavisi evresine gore
degsismekle beraber, tedavide daau sansi ortalama %0-75 arasindadir (http-1
ve http-2) . Lésemi tedavisinde kullanilan ilaclarin buytk bugdugunun etken
maddesi sisplatindir veya sisplatingdr kemoterapi ilaclariyla (karboplatin ve
okzaliplatin gibi) kombinesekilde kullaniimaktadir (Kayiran ve Ozbek, 2003;
Cortes ve Kantarjian, 2000; Canturk, 2006). Sisplatin, gsezidi cis-(Pt A, X3),

A ’ da amin ligandi ve X ' de anyonik grubu bulunan nétral bir molekdldir.
Sisplatin anyonik gruplarn (6rgen klor iyonlari) ile, DNA’ ya komgu guaninler
arsindaki 1,2 bantlarda caprazgha yaparak, transkripsiyon ve replikasyonun
meydana gelmesini onler (inhibe eder). Boylece, DNA ve RNA sentezini bloke
eder (Klein ve Hambley, 2006; marzano ve ark., 2002; Zaludova ve ark., 1997).

Bu calsmada, sisplatinin yukaridaki 6zgijli model alinarak kimyasal olarak

sentez edilen piridin 2-karbaldoksim ligandi ¥ (II) kompleksinin de sahip
oldugu metal kompleksi nedeniyle DNA’ nin bantlarinda rgapba&lar yaparak,

kanser hucrelerinde hicre ggmasini Onleyici (antiproliteratif) ve hicreyi
programl 6lime goturebilecek (apoptotik) etki dlugbilecgi distinGlmuagar.

Yapilan literattr taramasi sonucu, Piridin 2-Karbaldoksim LigandPv€ll)
kompleksinin kanser hucreleri tUzerindeki farmakdlofie biyolojik etkileri ile
ilgili herhangi bir calmaya rastlaniimangtir.

Bu tez calmasiyla, insan l6semi HL-60 hicre dizisinde vitro yontemler
kullanilarak, piridin  2-karbaldoksim ligandi vePt (Il) kompleksinin
antiproliteratif ve apoptotik etkilerinin agarilmasi amaclanngtir.

KAYNAK B iLGiSi
Kanser

“Neoplazi” nin sozcuk anlami “yeni buyime” dir. Esas olarak butin
neoplazmlarin kékeni, normal biyime kontrollerine verilen cevabin kaybi olarak
yorumlanir. Onkolojide (Lat.Onkos, sislik ve logos ¢alisma) neoplazmlarin
benign ve malign olarak ayrilmasi cok o6nemlidir. Bu siniflama neoplazmin
(ttmorun) potansiyel klinik davrasinin deserlendirilmesine dayanir. Bir tumorin
belirli bir bolgede kalaca, diger bdlgelere yayllmayaga ve bu nedenle bu
bolimin cikarilarak alinmasindan sonra hastangnksdaca& dusinulirse, bu
neoplazm “benign” olarak siniflandiriir. “Malign” olarak siniflandirilan
neoplazm, korgu yapilara yayilarak harabiyet yaratan (invazyomgkudoku veya
organlara ulgarak (metastaz) 6lime yol acan lezyondur. Maligndilien topluca
“kanser” olarak adlandirilir. Latince yenge¢ kelimesinden gelmektedir ve
viicudun herhangi bir parcasina inatc¢i dgkilde yapgmasi nedeniyle bgekilde
isimlendirilmistir (Onataslan, 2006).

Kanser, gefimis Ulkelerde kalp-damar hastaliklarindan sonra, ikiedilikta
gorulen 6lim nedenidir. Amerika Bk Devletleri’ nde 2002 yil icinde, 1.3
milyon yeni kanser olgusunun gorulgcee 550 000 kiinin de kanserden 6lege
tahmin edilmektedir. Melanom gicilt kanserleri hari¢, y@m boyu kanser olma
olasiligl, erkekte % 43 ve kadinda % 38 olarak bildiriimelkteErkeklerde en sik
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gorulen kanser tirleri, prostat, ager ve kolorektal kanser, kadinda ise meme,
kolraktal ve akgier kanseridir. Kanserden 6lime bakildda hem erkek hem de
kadin icin, akgter kanseri birinci sirada yer almaktadir. gfda Bakanlgi
tarafindan yapilan ¢amalarda, Turkiye ' de yillik kanser insidansi (delbir
nafusta belirli bir zaman dilimi icerisinde belirli bir hastalik veya hastaliklarin
yeni olgularinin sayisi) yakjik olarak, yizbinde 150 oldugve her yil 90.000 —
100.000 dolayinda teni kanser olgusunun goéri@ebddirilmistir (S.B. Kanser
Sava Derngi Baskanliginin 6.10.1993 gin ve 681 sayili yazisi). Bu veriler
kanserin bir halk ggi g1 sorunu oldu@nu ortaya ¢ikarmaktadir (Kayaalp, 2009).

Kanserin Olusumu

Malign (kott huylu) hicreler, kogn dokular sarabilir ve metastaz yapabilir
(yani, viucudun dier yerlerine go¢ ederek buralarda ikincil gele alanlari
yaratir). Bu anormal gelne kalibinin nedeni, ¢cok hucreli bir organizmada,
hicrelerin Ureme, g¢mlma, farkligma ve hayatta kalmalarini dizenleyen
genlerdeki mutasyonlar olabilir. Bu genetik gdgklikler nedeniyle, kanser
hicreleri artik normal htcrelerin gghesini yonetensaretlere yanit vermezler
(Smith ve ark., 2007).

Kanserin gelimesine katilan genler onkogenler veya tumor supregleri
olarak bilinir. Onkogenler, sievleri hiicrenin tremesi veya hayatta kalmasini
tesvik olan normal genlerin (ptotoonkogenler) mutasyogeams turevleridir. Bu
genler gelyme faktorlerini, geime faktér almaclarinisaret iletim proteinlerini,
hiicre ici kinazlari ve transkripsiyon faktorlergifreleyebilir. Malign bir hiicreye
dontgim, bir proto-onkogenin sadece tek bir kopyasindgdaea gelen bir dlev
kazanma’' mutasyonu ile dayabilir. Mutasyona u@ms htcrenin ¢galmasi ile,

ek mutasyonlar gorulebilir. Tamor supresor genleri (normalsgelyi suprese
eden genler) ¢galmayi inhibe eden, hiicre 6lumunu veya DNA onarirtesuik
eden proteinlerigifreleyen genlerdir; transformasyon icin her ikiedith inaktive
(islev kaybi) olmasi gerekir. Geinheyi suprese eden genlere hicrenin
koruyuculari da denmektedir (Smith ve ark., 2007).

Hucre Siklusu ( D6nguisl)

Surekli bolinen hucrelerde, mitozdan sonra siklys-& — G (interfaz) ve M
(mitoz) seklinde tekrarlanir. Bu sirecte hicre uyarimi ve Uiy meydana
gelmekte veya boélinme sinyali alamadilari slrece, istirahat fazidas
durmaktadirlar. @ S, G fazlari (interfaz) hicre siklusunun % 90 ' inI kapsar ve
16-24 saat surer. Mitoz boélinme ise, 1-2 saat surmektedir. Hiicre boluinmesi G
fazinda kisitlayici nokta (R point) tarafindan koordine edilir. Kisitlayici noktada
hicre duracak veya hucre siklusunu tamamlayacakiifazinda hicreler kendi
cevrelerini kontrol eder, sinyalleri alir ve blyumeyi indikler. Bu fazda DNA
sentezi (replikasyonu) i¢in hazirlik yapilir. RNA ve protein sentezi olur. S fazinda
ise DNA sentezlendikten sonra, @&zinda hicre buyimeye devam eder, ayni
zamanda RNA sentezi, protein sentezi gerg@klee hiicre mitoza hazirlanir.
Mitoz; profaz, metafaz, anafaz ve telofazdan mlaktadir. Telofazda sitoplazmik
bolinme tamamlanir ve ayni genetik materyalli iki yeni hiicre meydana gelir
(Cabadak, 2008)

Hucre siklusunda bir faz tamamlanmadan sonraki faza gegilirse, genetik materyal
tam ve d@ru kopyalanamagi icin, hiicrede hasar meydana gelebilmektedir.
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Hucre siklusunda G— S gegiinde, G — M geckinde ve metafaz — anafaz
gecisinde kontrol noktalari vardir. Bu kontrol noktaladan hiicrenin siklusa
devam edip etmeyegmin karari verilir ( Cabadak, 2008).

Hucre siklusu, siklusa 6zgu bir takim proteinler olan siklinler, sikliguia
serin/treonin protein kinazlar (CDK) ve siklin-gianli kinaz inhibitorleri (CDI)
tarafindan 6zgun olarak kontrol edilir. Siklinler, CDK ve CDI’ lerinin diizeyleri
hiicre siklusunun géli asamalarinda d#siklik gosterir ve oldukca karngek bir
duzen iginde siklusun ilerlemesini duzenlerler. CDK’ lar kendisldrana
bulunduklarinda aktif dgldirler. Ancak, siklin’e bglandiklarinda aktiflgirler ve
boylece aktif siklin-CDK kompleksleri ortaya c¢ikar. Siklinler bu komplekslerin
regulator subtniteleri, CDK’ lar ise katalitik subtniteleridir. Siklinler (A, B1, D
ve E) siklusun cgtli fazlarinda periyodik olarak bir taraftan sentedilirlerken,
diger taraftan da yikilirlar. Siklinlerin periyodik yap ve yikimlari, dolayisiyla
iliskide bulunduklari CDK (CDK2, CDK4, CDK5, CDK6, CDKve CDK25) ’

larin aktivitelerinin dizenlenmesini @ar. CDK’ larin aktiviteleri sadece
sklinlerle duzenlenmez, ayrica 6zgun fosforilasyon/defosforilasyona yol acan
baska yollarla da dizenlenir. CDI' leri (p15, pl8, p1821 ve p27) ise ya
siklinler, ya CDK’larin kendisi yada siklin-CDK komplekslerine ghanarak,
CDK’ larin aktivitelerini baskilarlar. Siklinlerin seviyeleri transkripsiyonla
dizenlenir. D tip (D1, 2, 3) siklinler Bama siklinleri olarak isimlendirilir ve
buyime faktorleri veya mitojenlere yanit olarak duzenlenirler. Mitojenler
ortamdan uzakkurildiginda ise hizla yikilirlar. Hangi tip siklin D’nin sgrese
edilecegi doku tipine 6zgudur. Orrgn, T lenfositler, 6zellikle D3 (bir miktar da
D2) tipini eksprese ederler. D tip siklinler CDK4 ve CDKG6'y1 duzenlerler. Siklin
E, G1/ S fazlarinin sinirinda gegici olarak sentez edilir ve hicre S fazing girdi
anda hizla yikilir. Siklin A, S fazi boyunca sentez edilir ve anafaz sirasinda da
yikilir.  Siklin A, CDK2 ile kompleks yapar ve bu kompleksin DNA
replikasyonunda direkt roliintin oldug@ugintlmektedir. Siklin B1 ise S fazinin
ge¢ doneminde sentez edilir ve G2 fazindan M fazina gecerken sentezi maksimal
dizeye esir, ardindan anafazda yikilir. Siklin B, CDK2 ilekié¢sime girer ve
anafazda yikilmasiyla birlikte hicre mitozisden c¢ikar ve G1’e tekrar geri doner
(http-3). Bolinme yetergine sahip ¢gu normal hiicre, buyume faktoérleri, bazi
hormonlar ve hicre ylzey reseptorlerini etkileyen antijen — histokompatibilite
kompleksleri gibi dy uyarilara kapn yanit olarak bolandr. Bu hicre ylzey
reseptdrleri alinan sinyalleri iletir ve hicre béluntirozin kinazlar, hicre @i
buytme faktorlerinden nikleusa kadar olan bir kaskad ( arka arkaya gelen bir dizi
sureg) seklinde ilerleyen proliteratif sinyal strecinin Onkenbir parcasidir.
Siklinler, kendilerine 6zgu olan ve siklin — @l kinazlar (cdk) olarak
adlandinlan tirozin kinazlarla kombine olurlar, onlar akgfigrler ve etkilerini
duzenlerler (Lowitz ve ark., 2007).

Normal durumda @suresince hiicrede growth faktér (bluyime faktéri) mecuttur
ve CDK/ siklin kompleksi hiicre siklusunun R noktasini gecmesiglasaEger
growth faktér, hicre siklusu R noktasina gelmeden o©Once ortamdan
uzaklgtirlacak olursa, hiicre {Gden S evresine gecemez ve dinlenme durumuna
(Goy girer. Siklinler, buyume faktort hedefinin uyarisi agidadan siklin
duzenlenmesindeki herhangi bir hata, kanser hicrelerinin bir karalgiedaktn
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blylume faktér dizenlenmesinin bozulmasina neden olur. Hicre siklusundaki bu
hata sonucu bazi insan kanserlerinin @rtiulunmugur (Topal ve ark., 2009).

Hucre donugusinid goudan diizenleyen timor supresor genleri, retinodaat
(rb) geni ( G’ den S evresine gege, gorev yapar) ve p53 ( hucre dongusu ve
programlanmy hiicre 6limu olan apoptozu dizenleyen bir transigapsfaktorii)

proteinidir (Smith ve ark., 2007).

DNA
Sentezi

Hucre Baylmesi

iINTERFAZ

S Evresi

BlyOume ve Mitoza Hazirhik

Sekil 1. Hucre Siklusu (http-3)
Apoptozis

Apoptozis terimi ilk kez 1972 vyihinda Kerr ve arkada tarafindan
kullaniimistir. Kerr, fizyolojik olarak dlen hicrelerin ¢cekirkerinde ygunlasmis
kromatin parcalarini gozlemlegwe organellerin iyi korundiunu fark ederek bu
olayl buziugne nekrozu olarak adlandirgtr (Kerr ve ark., 1972; Hockenbery,
1995; Akgt ve Bildik, 2008).

Her hicre, dogar, @alir (proliferasyon), farklilar (diferansiasyon) ve o6lur
(apoptozis). Butin bu olaylar gal bir denge halinde sirer gider. Doku
homeostazisi yani yeniden yapim ve yikimin bir didzen icinde uplus
apoptozis/proliferasyon dengesininghéli bir sekilde surdirtlmesine Bhdir.
Apoptozis, hicrenin yam c¢cemberi boyunca yapim-yikim dengesinin
surdurdlmesini sgar, organizmada hasar gérmugya organizma icin tehlikeli
olabilecek hucrelerin yok edilmesinde de gorev alir. Hasarli DNA’ da apoptozis
yolu ile ortadan kaldirllir. Hicrenin DNA’ sinda meydana gelen mutasyonlar,
kanser getimine neden olabilecekleri icin bu hasarll hiicrelegpoptozis yolu ile
oldaralmesi buyidk 6nem gamaktadir (Akgt ve Bildik, 2008)

Apoptozisde ana morfolojik olay, nikleusun gyolasmasi ve daha sonra
parcalara ayrilmasidiimmun elektroforez yapilginda, DNA, 180 baz cifti ve
bunun katlarina karlik gelen noktalardan (internikleozomal bolgeledden
kinldigl icin ‘ladder pattern’ olarak isimlendirilen mereiwseklinde bir gorinim
olusur. Normalde bir hiicrede, DNA’ da birbirini takipesd 7 kirilma onarilirken,
apoptoziste yakkak 300 000 kirlima meydana gelir ve DNA tamamen
onarillamaz. Apoptozisin erken evresinde hucreler goirée bélgelerinden ayrilir,
Ozellesmis ylzey organellerini kaybeder ve belirggekilde buzular, bir kag
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dakikada hacimlerinin 1/3’ Gnu kaybederler. Bu gorinim muhtemelen plazma
membraninda bulunan iyon kanallari ve pompalarinda aktivasyonun bozulmasina
baglidir. Apoptotik hicrelerin bulundwg dokulardan elde edilen kesitlegiki
mikroskobunda incelenginde, hiicreler etrafinda acik bir parlama gortlmeikte
(Oktem ve ark. 2001).

Apoptozisde, hiicresel buzaiignin nedeni Na, K, CI gayici sistemin durmasi
nedeniyle hicre ic¢i ve gh arasindaki sivi hareketinin olmamasidir. Apoptotik
uyarimi alan htcre, hacminin yarisina eliigevre ile olan @antilarini keser ve
mikrovilluslar kaybolur. Elektron mikroskobunda g6zlenengigiéliklerde,
oncelikle plazma membraningekli bozulur ve kabarciklanmalar olus Zardaki
tomurcuklanma ve parcalara ayrilma olayinda transglutaminaz enzimi etkili
olmaktadir (Yang ve ark. 2007).

Diger bir hiicre dlumsekli olan nekroz ise hipoksi, fiziksel hasar, hipenti,
kompleman aktivasyonu, U\§ik gibi zararli hiicre g1 uyaranlar sonucu olag
istenmeyen bir sirectir. Hlcre plazma membran lipidlerinin peroksidasyonu
sonucu, hicre icefi ortama dokdlur, inflamatuar yanit olusve kongu hicreler

de etkilenir (Oktem ve ark., 2001Qysa apoptozda hiicre parcalannggckendi
membrani i¢cinde yok olup icindeki iltihap tetikleyicisi bignleri etrafa sagmagl

icin apoptoza iltihabi reaksiyoslik etmez ( Kayaalp, 2009).

Cizelge 1. Nekroz ve Apoptozis Arasindaki Farklar (Tomatir, 2003).

Ozellikler Nekroz Apoptozis
Uyaran Toksinler, ciddi hipoksi,| ATP tiketimi olmaksizin
agir yara ve ATP fizyolojik ve patolojik
tuketimi kosullar
Enerji gereksinimi Yok Yok ATP’ye bali
Histoloji Hicresel isme, organel| Kromatin kondensasyonu,
bozuklugy, apoptotik cisimcikler,

doku parcalarinin 6lum{i izole tek hiicrenin 6lima

DNA kirik modeli Duzensiz rastgele 185 baz ciftlik kiriklar
kiriklar seklinde seklinde “ip merdiven”
goruntisunde

Plazma Pargalanny Molekdler deisikliklerle
birlikte parcalanmangi

Hucrelerin fagositozu | Fagositlerin goguyle Kogu hiicrelerle

Doku reaksiyonu Inflamasyon Inflamasyon yok

5
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Apoptozisde oluan ‘ladder pattern’, apoptozisin karakteristik ozgdlir ve
nekrozisde goérilmez. Bu nedenle DNA’ yi fragmentlerine ayirmak apoptozisi
nekrozisden ayirmada dnemli yéntemlerden birisidir (Ulukaya, 2003).

Apoptozisin Mekanizmalari

Apoptoz, hicre icinde 6limle sonuclanan iki 6lim golen aktive edilmesi ile
olusur:

Olim reseptorii yolagi:Olum reseptorleri, tumor nekroz faktori reseptori
(TNFR) superailesine ait, birgcok hicre tipinde bulunan resepttr proteinleridir.
Bunlarin hiicre gindaki timor nekroz faktorleri veya TRIA maddesi (tumor
necrosis facto- related apoptosis inducing ligand) tarafindan aktivasyonu
sitoplazmik bir enzim olan kaspaz (cysteine-aspartic-acid-proteases) 8’ i aktive
eder. Bu enzimin aktivasyonu da ygila distal alt kisminda yermis ortak
efektor kaspazlari (kaspaz 3 gibi) uyarir.

Mitokondriyal Yolak:Bu yolak hticre icinde géli uyarilar (onariflamayan DNA
zedelenmesi gibi) tarafindan aktive edilir. Araci proteinler (p53 gibi) tarafindan
sitoplazmik bir protein olan apoptozu 6nleyici (antiapoptotik) Bcl-2 gibi
proteinler aktive edilir. Bunlar mitokondrilerden sitokrom c¢’ yi saliverir. Bu
madde apoptozom kompleksinin igine girerek onun agaiddikaspaz 9 enzimini
aktive eder. O da ortak efektor kaspazlari aktive eder ve aktif duruma gelen bu
enzimler genomik DNA’ nin parcalanmasina, hicre icindeki enzimlerin ve yapisal
proteinlerin kopup inaktive olmalarina, sonucta apoptotik hiicre 6limtne yol acar
(Kayaalp, 2009).

Apoptozise Karsi Mekanizmalar

Bcl-2 proteini, hicre o6lumind inhibe ederek hiicreyi apoptozisesl kar
korumaktadir. Bu ailenin diger UyelerindBgl-xL, mcl vebag 1hiicre dluminin
inhibitorleri iken bad, bax ve bik apoptozisi ilerletilADD45(a growth arrest

and DNA damage-gadd-induced gene), hicre siklusunun G -M kontrol noktasinda
onemli rolt olan nukleer proteindir. Bu protein cdc2 proteini ile etkileserek cdc2
kinaz aktivitesini inhibe etmektedicMyc, GADD45 ve ckgenleri p15, p21,
p27'yi baskilayarak hiicre biyumesinglsa. Yasam faktorleri olmadiindac-Myc
onkogeni htcreleri apoptozise goturir. Apoptozis 6ncesi ve sonrasi olaylar
tamamen acik g@dir. Bcl-2 mitokondrinin dg zarinda bulunur ve mitokondriden
sitokrom ¢ salinimini bloke eder. Sitokrom c, kaspazlari aktive ederek apoptozisi
induklemektedir. Bcl-2' nin ekspresyon diuzeyi apoptozisi belirleyen faktorlerden
birisidir. Bcl-2 ekspresyonu fazla olan hicreler, hiicre 6luminden kacabilir.
Antiapoptotik Bcl-2 Uyeleri kaspaz aktivasyonunu onleyerek antiapoptotik etki
gOsterirler. Bazi camalarda Bcl-2 ¢ok yuksek bulunmasinagmen hicre
Olimuanun arttg da gosterilmitir. NF-kB transkripsiyon faktorinin Bcl-2 ailesini
up-regule (duzenledi) ettigi bilinmektedir. Bcl-2 ayni zamanda, Ras2inn
antiapoptotik aktivitesini de duzenler. Bcl-2' nin diger dizenleyici mekanizmasi,
bax gibi buyime dizenleyicilerinin aktivitesini inhibe ederek apoptozisi
engellemektedir (Cabadak, 2008).



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Cizelge 2.Apoptozis ve Genler (Cabadak, 2008)

Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi indukleyen genler

Bcl-2 grubundan; Bcl-2 grubundan;

BHRL-1, bcl-xl, bcl-w, bfl-1, brag-1, = Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, bid, bik,

mcl-1, Al Hrk1l

c-abl geni c-myc

ras onkogeni p53, p21

¢cOzlnebilir fas fas (CD95/AP01)

p35

A20 FADD/MORT, RIP, FAST
interlokin doénuguricu
enzim benzeri proteinler
(ICE)

LOH (MTS1/CDK41)

Kanser ve Apoptozis fiskisi

Apoptoz ve kanser arasindagdo orantili olmayan bir ifki vardir. Apoptoz,
kanser hucrelerinin olugnunu engelleyen bir mekanizmadir. Fakat, genetik
kontrol mekanizmalarini kontrol eden genlerde herhangi bir hatanin meydana
gelmesi, hicrenin apoptoza girmesinglaamaktadir (Cohen, 1993; Soeiro ve
Souza, 2008).

Apoptozis mekanizmasinin bozulmasi, kanserwtusnun énemli bir nedenidir.
Bcl-2'nin asirt salinmasi lenfoma’nin spesifik bir tipinde saptestir. P53 gen
uriini, DNA hasarinda apoptozise gégi 6nemli bir rol Ustlenir.insanlarda
gorilen bircok kanserde P53 geninin normal fonksiyonlarini yagimadi
saptanmgtir (Soeiro ve Souza, 2008; Hockenbery, 1995; Men@more, 1998).

Apoptozis mekanizmasinin bozulmasi ile kanserin arasinda yakirskiioiblugu
gibi, apoptozisin @ri oldugu zamanlarda da bir¢cok hastalik gorulebilir (Soero
Souza, 2008).

Kansere neden olan bazi virtsler enfekte ettikleri hiicrelerde fizyolojik apoptozisi
engellerler. Busekilde davranan iki tip Human papilloma virtisu (HPWun
serviks kanseri olugrduklari saptanmgiir. HPV virGslerinden biri E6 adinda
protein Ureterek apoptozisi fatan P53’e bganir ve apoptozisi inaktive eder
(Smith ve ark., 2007).

Burkitt lenfoma ve mononukleosize neden olan Epstein-Barr virtist de Bcl-2’ ye
benzer bir protein salgilar veya salgiadbir diger proteinle hicrenin Bcl-2
protein Uretimini arttirmasini indiikleiki olay da hiicreyi apoptozise kadaha
direncli kilar. Busekilde cogalmaya devam eden hicre kanser hticresi haline gelir.
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B-hicre I6semilerinin ve lenfomalarin bazi tiplerinde (6zellikle AML) Bcl-2
proteini yuksek seviyede eksprese edilir. Bu apoptozis uyarilarini bloke eder
(Cohen, 1993; Kumamato ve ark. 2001).

Melanoma (deri kanserlerinden en tehlikelisi) apoptozise, Apaf-1’ i kodlayan
genin ekspresyonunu engelleyerek direng gosterir. Bazi kanser hicreleri (6zellikle
akciger ve kolon) sitotoksik T-hucrelerinin Fas Ligandikalarini b&layan bir
molekll salgilayarak T-hucrelerinin apoptozis mekanizmalariglatraalarina

izin vermezler. Dolayisiyla bozulan bu mekanizma kanser hicrelerinin fizyolojik
apoptozisini engeller (Cohen, 1993, Kumamato ve ark. 2001).

Lenfositler

Lenfositler, kanda veya Bglklik sisteminin lenfoid doku ve organlarinda (lenf
bezi, dalak, timus gibi) bulunan, 6zgul immun cevabi toign hicrelerdir. 9-12
MM capinda, buyik ve yuvarlak bir nikleusa, dar bir sitoplazmaya ve azurofilik
(lizozomal) grantllere sahiptirler. Ribozomlarin bol alugedeniyle, gucli bir
bazofili gosterirler. Insan viicudunda yaklk 2 milyon yeni T hiicresinin
bulundug! ve her gun yakkk 2 milon yeni T htcresinin ve 20 milyon yeni B
hiicresinin yapildii hesaplanmtir. Vicuttaki total lenfosit sayisinin, %2 kadarini
periferik kan lenfositleri olugrur. Periferik kanda, lokositlerin % 20 — 30
kadarini lenfositler olugirur (Canttirk, 2006; Turgay, 2003). Lenfositlerin e
onemli Ozellgi, eritrosit, granulosit, trombosit gibi birer ug¢ ofg hucre
olmamalaridir. Lenfositler bélinebilen ve yeni lenfositler verebilen hiicrelerdir.
gosterir, farklilgir ve cgalirlar. DOnugim sirasinda ortaya blastik tipte hicreler
cikar (Serter, 2006).

Genel olarak, viral hastaliklarda, bazi bakteriyel hastaliklarda, enfeksiyon
hastalarinin iyilgme doneminde ve n6tropeni ( akyuvar sayisinin anlorma

derecede az olmasi) ile gidyosteren durumlarda mutlak sayilari veya lokositler

icindeki da&ilim oranlari artar (Canturk, 2006; Turgay, 2003).

Morfolojik olarak birbirine cok benzememekle beraber, birbirinden farklgigeli
cizgileri izleyen, gorevieri ve antijen yapilari birbirinden farkli iki lenfosit tipi
bulunmaktadir.

B lenfositler

Memelilerde B lenfositler, fetal karagrde ve yetkinde kemik ilginde
uretilirler. Bu hicreler, embriyoda paraaortik splankno-plevra bélgesinde yer alan
ortak bir multipotent oncu (prekursor) olan hematopoietik kdk hicrelerden
gelisirler (Canturk, 2006; Turgay, 2003).

B lenfositlerin gekimi, kemik iliginde pro-B hicreleri ile Iytar, antijenle
temastan sonra, ya plazma hucrelerine didnigeya bu hicrelerden bellek
hiicrelerinin olugnasiyla sona erer. Bellek B lenfositleri, antijeydaiden temasa
gectiklerinde antijene kg dahasiddetli cevap verirler (Miftiglu, 1995). B
lenfositlerin farklilama yoluna giren hicrelerinin codu yolu tamamlayabilecek
kadar yaamazlar. Gefim asamalarini tamamlayabilmeleri, self-tolerans igin
gerekli kontrol noktalarindan kariyla gegmelerine ghdir. Bu kontrol noktalari,

B hicre reseptorinin (BCR) aracilik gttve hicrelerin ygam ve o6lumlerini
belirleyen ve IgV (D) J gen rekombinaz sistemlerini diizenleyen pozitif-negatif
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sinyallerin katildg bir fonksiyonel mekanizmadir. Bu kontrollerden eec
hiicrelerin daha azi da antijenle yonlendirilen germinal merkez reaksiyonuna
(GCR) katilabilirler ve coglabilirler (Cantirk, 2006; Turgay, 2003).

B lenfositlerinin olgunlamasi, pozitif sinyal almalar sayesinde gercgkleBu
sinyallerin antijen-spesifik olmalarina gerek olmadduginilmektedir. BCR
bazal sinyali (B lenfositlerinin kendilerinden salinan anti-apoptotik sinyal) B
hiicre gekiminin meydana gelebilmesi icin yeterlidir ve antije ligand’ dan
alinan bir sinyal olmaksizin B lenfositi perifere go¢ eder (Canturk, 2006; Turgay,
2003).

Olgunlgsmamsg B hicreleri, apoptozla ortadan kaldirilirlar. Boytdicreler
apoptoza ve tolerans mekanizmasina daha duyarhdirlar. Apoptozu baskilayici
protein Bcl-2' nin airi ekspresyonu, in vivo otoantijen varnda ¢cok sayida B
lenfositini ‘reseptdr ekleme’ yapmaya mecbur birakir. Gegici evredeki, B
hiicreleri Ig M, Fas, Bcl — 2, Ig D karaktesitdar ve apoptozu uyaran antijen
temasina c¢ok duyarlidirlar. Ig M ile birlikte Ig D eksprese eden olgun hicreler ise
ekleme yapma yeteneklerini kaybederler ve dolayisiyla self-antijen temasinda
apoptoza ugarlar. BCR ile gucli sinyal iletimi, kemik dinde olgunlamams B
hiicrelerinin ‘ekleme’ sini; fakat gegici ara evre hicrelerinde klonal eliminasyonu
tetikler (indukler) (Cantirk, 2006; Turgay, 2003).

T lenfositler

Intrauterin ygam sirasinda, pro-timosit fenotipi, fetal kapmei ve vitellis
kesesinde, gebgin 7. haftasindan itibaren gorulmeyesloa. 8-9. haftadan
itibaren fetal timis gelineye balar. Gebelgin 14. haftasindan itibaren major
timositler olugnaya balar. Daha sonra T hucrelerinin sayisi, kanda artmaya
baslar. Bu artg, alti aya kadar devam eder, daha sonrgkiatieki dizeye iner
(Cantirk, 2006; Turgay, 2003).

T lenfosit stem htcreleri, kemik ginden timusa go¢ ederler. Orada getini
tamamladiktan sonra, periferik kana ve sekonder lenf organlarinda gelirler.
Timusta T hicreleri olguniar ve ylzeylerinde efektif bir T hiicre reseptéri
meydana gelir. Ayrica, timusta T hicrelegitdir ve kendi hiicre antijenleri ile
reaksiyona giren T hicreleri elemine edilir. Bunasker kendi Klas | ve Klas Il

HLA antijenleri ile birlikte olan yabanci antijenleri taniyan T hicreleri
gelismesine devam ettirilir. Boylece, yabanci antijenlendi doku gruplari ile
beraber tantyan T hicreleri olug(Muftlioglu, 1995).

T lenfositlerin aktive olabilmesi i¢in iki uyari gerekmektedir. Birinci uyari, TCR
uygun MHC-bgll antijenle birlgtiginde gerceklgir. Ikinci uyar, T
lenfositlerindeki CD28 molekulintn antijen sunan hcrelerdeki B7-1 (CD80)
veya B7-2 (CD86) etkilanesi ile olur.ikinci uyari olmadg takdirde T hiicresi
yanit veremez. Aktive olan T hicreleri lokal etkili proteinler olan sitokinleri salar,
antijen spesifik T hicreleri galir, bunlardan efektér hiicreler ve hafiza hicreleri
gelisir. T lenfositler, immun sistemin en 6énemli hicredarve dogudan antikora
bagimli olmayan ve hicrelerin yoneiti ve katildgr 6zgul immauniteyi
olustururlar. Ba&isik yanittaki rolleri agisindan T-hicre toplulugin homojen
(tek tip) olmadgl ve yapi ve slev Ozelligi farkh olan alt gruplarin bulundwg
bilinmektedir. Tum T lenfositlerde bulunan ortak ytizey molekdlleri (CD2, CD3,
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CD5 gibi) yaninda bu alt gruplardaki farkl ytuzey molekiller onlarin ayirt
edilmesinde kullanilir (Serter, 2006).

T lenfositleri;
CD-4 yardimci T lenfositleri ( T helper)
CD-8 T lenfositleri ise, Sitotoksik T lenfositleri (CTL)
Regulator T lenfositleri olmak tzere ikiye ayrilir.
CD-4 Yardimci T Lenfositleri ( T Helper)

Kandaki lenfositlerin %35-60 kadarini, heterojen bir populasyona sahip CD-4
yardimci T lenfositleri olugirur. CD-4 yardimci T lenfositleri, MHC Klas—II
molekauller ile sunulan peptidleri tanirlar. Antikor yapici B hiicrelerinin, sitotoksik
T hucreleri ve supresor T hucrelerinin aktivitelergnildetlendirirler. Yardimci
hicrelerin azlginda, efektor T ve B hicrelerinin antijene cevabyizalur. Bu
hicreler ayrica, céli lenfokinler salgilayarak, T hucrelerinin, monbsve
makrofajlarin ve dier bazi hicrelerin sayica ve etkinlikge guclenmeiesglar.

Bu nitelikleri ile, yardimci hicreler, immuin sistemin en gucli hucreleridir
(Turgay, 2003).

Normalde, CD-4 yardimci T lenfositleri gaglukla sitotoksisite gostermezler.
Ancak, bazi patolojik hallerde bu hicrelerin belirgin sitotoksite gosterdikleri
bildirilmi stir. Ayrica, CD-4 molekilinin, kazanilgnimmin yetmezlik virisu
icin major reseptor oldiw bilinmektedir. Virds, gp 120 yuzey molekull arggil

ile CD-4 molekiline kganir (Turgay, 2003).

CD-8 T Lenfositleri

CD-8 yizey 0zelfi tasiyan hicrelerde, gec duyarhlik reaksiyonlarini wéiker
yapimini inhibe eden T supresor (baskilayici) htcreleri ile sitotoksik fonksiyon
yapan, efektér T hucreleri bulunur. Bu hucreler, genel olarak MHC Klas-I
molekadlleri ile sunulan peptidleri tanirlar (Trugay, 2003).

Sitotoksik T Lenfositleri (CTL)

Bu hucreler, virls, parazit ve bakteri ile enfekte hicreler, timor hiicreleri, doku ve
organ transplante hucreleri gibi organizmaya zararli ve yabanci hicrelere
dogrudan saldirirlar. Hedef hiicrelere, yuzeylerindglasifik reseptor molekuller
aracilgl ile baglanirlar ve onlarin membranlarinin butinlingi bozup, hicreyi
lizise ugatarak oldururler. Sitoliz olayinin mekanizmasisekildedir: Sitotoksik
hicrelerin sitoplazmik grantullerinde ‘perforin’ (delik otugan protein; PFP)
denen sitolitik bir faktér bulunmugr. Bu sitolitik protein, sitotoksik hiicre, hedef
hiicre ile temasa gecince, granullerin ekzositozu ile hedef hiicrenin membranina
saldinr ve C& aracilgl ile monomer polimerizasyonuna ve bu yolla da
membranda, diortamla i¢ ortami birlgiren kanallar olupasina ve dolayisi ile
hiicrenin ozmotik lizis sonucu dlimtne neden olur (Turgay, 2003).

Diger taraftan, sitotoksik htcrenin litik grantlleriniakzositozu, tadiklan
sitotoksik faktorler aracifii ile perforinle birlikte hedef hicreyi 6limcul bigde
hasarlayabilirler (Turgay, 2003).
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Regulator T Lenfositleri

Sitotoksik ve yardimci T huicre etkigini baskilayarak, immun reaksiyonlarin
asirlya kacmasina izin vermezler. IL-4, IL-10, TGF-@ntezleyerek, IL-2
sentezleyen T hicrelerini baskiladiklari ddglmugdr (Serter, 2006).

Organizmada hasik yanitin dizenli birsekilde sleyebilmesi icin Tyardimci/
Tsitotoksik/ Tsupresor lenfosit oraninin belirli bir dengede olmasi gerekir.
Normalde bu oran 1.7 civarindadir. Tyardimci/ Tsitotoksik/ Tsupresor orani, T
yardimci lenfosit sayisinin artmasi sonucu bozulursagmelen fazla bgisik
yanit olugmuna yol acabilir (Allerjik olaylar gibi). Tsitot@ik/ Tsupresor lenfosit
sayisinin artmasiyla bu oran bozulacak olurgasbayanitta airi bir baskilanma
olacazl icin immunite dugkligi meydana gelir (Serter, 2006).

Dogal Olduriicti (NK = Natural Killer) Hiicreler

Dogal 6ldurict hicreler, kemik ginden koken alirlar. Bu hicrelerin buyuk bir
kismini iri granullt lenfositler, kiicik bir kismini da bazi T hucreleri meydana
getirir. Normal insanlarda periferik kanda gorilen lenfositlerin % 10- % 15 ini
olustururlar. Olgun NK hucreleri, cafhlukla periferik kanda, kemik ginde ve
dalakta bulunur (Muftaglu, 1995).

Dogal 6ldurtcu hicreler, lenfoid hicreler arasindalitd veya yabanci hicreleri
olduren, T ve B lenfositlerden farkli yapida (ytzey immiunglobulini olmayan)
hiicrelerdir. NK hcreleyionceden taniyip, duyarli hale gelmeden hedefiedi
hicreleri dogudan tahrip edebilme yetefiededirler. Hedef hiicreleri genellikle
mantar, parazit, bakteri ozellikle de virlslerle infekte hicreler ile tiumor ve
transplante doku hicreleridir. NK hicreleri bu 6zellikleriyle 6zgul olmayan viicut
savunmasinda ¢ok onemlidirler (Serter, 2006)

Losemi

Losemi terimi beyaz kan, yani akyuvarlar acisindan zengin kan anlamina
gelmektedir.Losemi, bgisiklik sistemimizin 6nemli bir pargasi olan beyaz kan
hicrelerinin  (akyuvarlar) kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucunda aolubir cait
kanserdir.  Hastaliktan  etkilenen hicreler (granulositler, lenfositler,
retikulohistiyositler ve plazma hicreleri) kontrolden cikaralgitmsiz hareket
etmeye balar ve kan hicrelerinin Uretilghi organlara, ayrica Bka organ ve
dokulara yerlgip yapisal yikima neden olurlar. 24 tlkede yapileniybir ara-
tirmaya gore kan kanserinden 6lim orani 6/100.000' dir. Ama hastgbrilme
sikligi toplumlara gore dgsmektedir. Beyazlarda, Afrika ve Uzakdog
kokenlilere gore 2 kat daha fazla gorilmektedir. Kronik lenfositik 16semi (KLL),
Japonlar’ da ve Cinliler’ de hi¢ gérilmezken, Yahudiler de son derece yaygindir.
Bunun nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte irk, kalitim ve gevre etkenlerinin
rolu tartsilmaktadir (http-4).

Losemiler kendi icinde akut (hizli ilerleyen) ve kronik (ygavarleyen) olmak
Uzere iki ana sinifta incelenmektedir. Etkilenen I6kosit tipine gore ise miyeloid ve
lenfoid olmak tzere siniflandirilabilirler. Léseminin 4 dnemli tipi vardir. Bunlar:
Kronik Lenfositik Losemi, Kronik Miyelositik Lésemi, Akut Lenfositik Losemi,
Akut Miyelositik Ldsemi olmak tizere siralanabilir (Ozgimen, 2005).
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Kronik Lenfositik Losemi (KLL)

KLL bati diinyasi ulkelerinde en sik goérulen I6semi tipidir. Bu Ulkelergayan

65 yasinin Ustindeki kilerde gelgen |6semilerin % 40’ in1 oldgrur. 30 yain
atinda ¢ok nadir olmasinagmen KLL’ ye yakalanan kilerin % 20-30 kadari 55
yasin altindadir. Ayrica hastalik 75 ya tizerinde daha belirgin bir hal almaktadir
(Call ve ark., 1994). Total senelik insidansi (bir zaman diliminde belirli sayidaki
bir populasyonda berirli bir hastgin yeni olgularinin sayisinin tibbi istatsji
yaklasik 100 000’ de 3 oldug saptannstir. Irk ve c@rafik bilgilere dayal olarak
yapillan cajmalara gére kuzey Amerika, Avustralya ve Avrupa ldkiede
yasayan beyaz ve siyah irkin, Cin, Japon ve Hindistanygayan insanlara 20-30
kadar daha fazla bu I6semiden etkilemdiosterilmitir. Erkeklerin kadinlara gére
2 kat daha siklikta KLL oldgu bilinmektedir. Vaka-kontrolli olarak yapilan
etiyolojik calismalarda kimyasal, radyasyon, diyet, virus infeksiyowe
otoimmun hastaliklarin KLL gedimesinde 6nemli bir risk oldwgkesin olarak
bugline kadar gosterilemegtir (http-5). KLL’ ye yakalanan kilerin, birinci ve
ikinci dereceden olan akrabalarinda KLL' nin gele olasilgl yiuksektir. KLL’

ye yakalanan ailelerin genetik yapilarinda bir bozukluk bulunagtame genetik
gecis mekanizmasi tam olarak belirlenemgtini KLL hastalarinin %70-80" i
genelde kan sayimi yapifinda, fark edilir. Bazi hastalar Klige, yorgunluk,
gece terlemesi, anemi, infeksiyon, kilo kaybi gikbikayetlerle gelebilir.
Mikroskopik olarak tipik KLL hiicreleri, cok az sitoplazmasi olan kiicuk yuvarlak
veya oval nukleuslu lenfositlerdir. Kromatin yapisi biraz kabadir, kiymele
veya mozaik goruniisolabilir ve buylik bir cgunlugun niikleolusu yoktur. KLL
olgun B-lenfositlerin malign doniigninden olusan bir kanserdir. er B-
lenfositlerin malign hdcrelerinin aksine, KLL hicreleriniotiyldk bir c@unlugu
proliferasyon (¢cgalma) kapasiteleri olmagindan GO/G1 hiicre dongusu fazinda
kalir. Buradan ankalacgsi gibi KLL hastalgi, B-hicrelerinin fazla
cogalmasindan d@l apoptozun az olmasindan kaynaklanmaktadir (Alkan, 2006)

Kronik Miyelositik Losemi (KML)

Kronik myeloid losemi (KML), kronik grantilositik I6semi olarak da adlandirilir.
KML, gelismesinin balangicinda olan (pirimitif) tum bir canliy1 oltyrabilme
yetengine sahip olan (pluripotent) kdk hicrenin klonal bastalgidir. Kemik
iliginde gir1 miyeloid hiperplazi (Bir organ veya dokunun héicayinindaki agi
nedeniyle biyumesi), cevre kaninda olgun miyeloid hucrelerderarolygksek
|6kosit sayisi (bazofili ile birlikte) ve dalen biyumesi (splenomegali) ile
karakterizedir. Akut l6semide var olan patolojik cizelgenun aksine, losemi
hicreleri farklilama yeteneklerini kaybetmesgterdir. KML, insanlarda spesifik

bir kromozom anomalisi ile gkisi tespit edilen ilk hastaliktir. KML vakalarinin

% 90’ dan fazlasinda sitogenetik analizlerde Philadelphia (Ph*) kromozomu
gorultr. Ph* kromozomu (9:22) translokasyonu sonucuwlusorulebilen KML
semptomlari arasinda, halsizlik, cabuk yorulma, efor intoleransi, fonksiyonel
kapasitede azalma, karindalik ve agri, dalgin mideye baski uygulamasi
sonucu cabuk doyma, ate istahsizlik, kilo kaybi, gut sayilabilir. KML
hastalarinin laboratuvar incelemelerinde, beyaz kire (BEgrtkri yikselmgtir.
Periferik yaymada trombosiekil bozukluklari gorulebilir. Bazofil sayisi belirg
sekilde artmgtir ve belirleyici (prognostik) 6neme sahiptir. L&D alkalen
fosfataz duzeyleri diiiktir (Haznedarglu, 2006).
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Akut Lenfositik Losemi (ALL)

Normal lenfoid hiicre toplulug imminoglobin ve T hiicre reseptdri genlerinin
farkli ve klonal yeniden yapilanma sirecini gecirerek, B ve T hiicrelerine prolifere
(cogalma) olma ve farklilgma surecini tamamlar. Bu surecin herhangi bir
safhasinda meydana gelen somatik genetikgisddikler proliferasyonun
bozulmasina, klonal olarak hlcre populasyonundasaarnte ALL’ ye neden
olmaktadir. ALL’ lerin yaklgik % 75 inde kromozomal translokasyonlar
mevcuttur. Bu transloaksyonlar goz o6nunde bulundurularak yapilan molekuler
calismalar, transkripsiyon faktér genlerinin 6zelliklgft golarak transloke olan
bblgelerde yer al@ini gostermgtir. Lenfoblastlardaki argi kemik-eklem
agrilarina, ba agrisina, gtahsizlik, bulanti, kusma ve kilo kaybina sebep
olmaktadir. Kan sayiminda, kansizlik ve trombosit sayisindékdlils siklikla
saptanir. Lokosit sayisi yuksek, diks veya nadiren normal olabilir. Periferik
yaymada blastlarin gérilmesi taniyi belirlemede katlagabilir. Kesin tani

icin, kemik iligi biyopsisi yapilmasi gerekmektedir. Biyopsi ¢gnézel boyalarla
boyanir ve akim hicremetresi (flow sitometri) ile incelenmektedir. Kromozom
anormalliklerinin tayini icin genetik inceleme yap8aydam, 2006).

Akut Miyelositik L6semi (AML)

Akut myeloid l6semi (AML) fenotipik oldgu kadar, genotipik olarak da
heterojenite gosteren kompleks bir hastaliktir. 100’ den fazla sitogenetik sapma
(aberasyon) ve eli genlerdeki mutasyonlar bu hastalikta tanimlagimi
Ornegin, AML’ de t(8:21) translokasyonu yada inv(16) varliyi prognozlu
hastalari tanimlarken, t(9;22) translokasyonu gakotu gidsli hastalikla beraber
kendini godstermektedir. Ailevi AML, ¢#li klinik sendromlarin bir bulgusu
olarak ortaya cikabilmekle beraber, AML olgularinin ggo hematopoetik
progenitér hicrede olan sporadik (sik gordlmeyen) mutasyonlar sonucu
gelismektedir. Bunlarin yani sira olgularin yuksek birllndinde, cgtli
genlerdeki nokta mutasyonlari bu sirece katkida bulunmaktadir. Heterojen bir
hastalik gurubu olan AML’ de gorilen genetikgdgklikler de hastakin bu
karakterini ortaya koymaktadir. Genetik prognostik (hastalseyrini etkileyen)
faktorler ynlardir:

Kot prognoz icin; 5, 7, 8. kromozom anomalileri, klonal kompleks karyotipik
anomaliler t(9;22), t(6;9).

Iyi prognoz icin: Normal karyotip vagi, inv(16), t(15;17), t(8;21) sayilabilir
(Ozbek, 2006).

AML’ nin guncel tedavisi ile 60 yaalti hastalarin yakiak % 80’ inin tam
remisyonu sglanabilmektedir. Ancak yuksek orandaki hasta gurdbauilk 4
yilda ciddi oranda l6semi nuksu gortlmektedir. Hasta ya |[6seminin genetik
profili AML’' de bugin icin en énemli tedavi yanit kriterleridir. Oim, iyi
prognostik genetik profili olan olgularin tam remisyona girgaeslari % 90 ve
sonrasinda hastaliksiz gakalimlari % 70 iken, ayni yagurubunda Kkotu
prognostik genetik profili olan olgular icin tam remisyon orani % 60 ve niks
olasilgl ise % 70’ dir. Benzer olarak 60 ga@isti hastalarin tedaviye tam yanit
orani % 50 ve 4 yilik sakalim olasiliklari ise % 10 civarindadir. Ancak AML
olgularin yaklaik yarisinda klonal kromozom anomalisi yoktur. Bgwéar orta
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prognozlu grubu olugirmakla beraber, bunlarin sadece % 40’ inin uzureod
s& kalimi mumkun olabilmektedir (Saydam, 2006).

Akut 16seminin hastanin vicudunda yagajtolumsuz biyolojik etkilerinin yani

sira, hastada ve yakin cevresinde olumsuz psikolojik etkilere de yol agmaktadir.
Bitin bunlar g6z 6ninde aliggnda akut miyeloid [6semili hastalarda tedavi cok
yonlu olarak ele alinmalidir. Burada hastayi bilgilendirme ve tedavi i¢in rizasini
almak, tedavi ve uygulama plani, komplikasyonlarin dnlenmesi ya da tedavisi ve
gereken konsultasyonlarin belirlenmesi bu kondaki uzmamiiki bilgi ve
deneyimini gerektirir. Akut miyeloid I6seminin tedavisine karar vermeden ance s
basamaklarin bilinmesi gereklidir:

AML tanisi mutlaka cevre kani ve kemikgilnin mikroskopik dgerlendiriimesi

ile koyulmahdir. Bundan sonra immunofenotipleme, sitogenetik ya da molekiler
biyolojik incelemeler icin 6rnekler alinmalidir. Bu ikinci incelemeler taniya ve
prognozu belirlemede yardimci incelemelerdir. Hastalarda performans durumu ve
risk deserlendirmeleri en b#ga yapiimal, tedavi buna gére planlanmalhdir
(Ozbek, 2006).

AML tedavisinde kagilasilabilecek bazi sorunlar;
Kanama (trombositopeni, yaygin damarici piigtriasi)
Infeksiyon

Tumor erimesi sendromu

Mukozitis (infeksyion, beslenme zorlu}

Hipertrisemi
Hiperpotasemi veya hipopotasemi

Karacger islev bozukluklari ( sitotoksik ilaglar)
Bobrek yetersizfii (antimikrobiyal tedaviler)
Oral beslenememe

Ototoksisite

Norotoksisite olarak sayilabilir (Tanyeli, 2003).
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HL-60 Hiicreleri ve Ozellikleri

Sekil 2. HL-60 (insan AML hiicre dizisi) Hiicrelerinin Mikroskobik Goruntiisii

Bolunme siresi 36-48 saat arasindgigheektedir. Hiicre dizisi ilk olarak Ulusal
Kanser Enstitisu tarafindan 36symla AML hastasi olan bir bayandan elde
edilmistir. Hucre dizisi, baskin olarak notrofilik promiyeid (6ncd)’ dir. HL-60
proliferasyonu, hiicre yizeyinde bulunan transferin ve insilin reseptorleri yoluyla
meydana gelmektedir. Serumsuz kultur ortamindan transferrin ya da insilinden
herhangi birisi kaldirilsa bile hiicrenin proliferasyonu tamamiyla sona ermektedir.
Bu nedenle, olgun granulositler kengifiden meydana gelen farklglaa igin,
dimetil sulfoksid (DMSO) ya da retinoik asit gibi hbikenler tarafindan
induklenebilir. Ayrica, 1,25-dihidroksivitamin D3 , 12-O-tetradekanoilforbol-13-
asetat (TPA) ve granulosit makrofaj - koloni uyarici faktér ( GM- CSF) gibi
bilesikler de HL-60 htcre dizisinin monositik, makrofagrzeri ve eozinofil
fenotiplerinden kismen de olsa ayirt edilmesini indikleyebilir (Gallagher ve ark.,
1979).

HL-60 htcre dizisi, insan hucrelerinde miyeloid farldnedaki olaylari,
fizyolojik, farmakolojik etkilerini, ve bu suregteki virolojik elementleri
belirlemede surekli bir kaynak @amaktadir (Wang ve ark., 2009).

HL-60 hicre modeli, DNA topoizomeraz (topo)allve 118’ nin etkisini
belirlemede, hicrelerde apoptozis galalarinda yaygin olarak kullanilgir
(Ratanachoo ve ark., 2002).

Platin

Platin, 1735’ te Kolombiya’ daki altin madeni yataklariidpanyol bilim adami
Antonio de Ulloa tarafindan kedilmistir. 1803’ te ingiliz kimyaci William
Wollaston tarafindan ilk olarak saf platin olarak elde ediiim{http-6).

Semboll Pt, atom numarasi 78 ve atogmlgsl 195,09’ dur. Periyodik tabloda
VIII-B grubunun iginde yer almaktadir. Bu grupta platin gibi alti tane kiymetli
metal bulunmaktadir: Rutenyum, Rodyum, Palladyum, Osmiyiridyum ve
Platin. Bunlar platin grubu metalleri veya kisaca platin metalleri olarak bilinir.
Platin 1769°C’ de erir, 3827°C’ de kaynar. Oda sigmktlaki ygunlugu,
glimisiin yaklaik iki kati, 21,46 g/cni’ tir. Platin, acik havada oksijen ve kikiirt
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bilesikleriyle kolaylikla birlsmez ve bu ylizden micevheratta gingilsi olan
parlakligini kaybetmez. Oda sicaginda kuvvetli asit ve alkalilerden etkilenmez
ve ginmaz, fakat sicak altin suyunda (U¢ hacim HCI ilehacim HNQ' {n
karistiriimasi ile elde edilir.) ¢ozuntr (Clarke, 2008).

Yuksek sicakliklarda platin, klor, flor, fosfor, arsenik ve kikdirtle reaksiyon verir.
Platin, toz, yumuak ve katl halde elde edilir. Platin siyahi deni@enplatinyum
kloritin indirgenmesiyle elde edilen ¢ok ince siyah bir toz katalizor olarak
kullantlir. Geng bir ylzey veren yumak platin gucli bir katalizorddr. Kati
haldeki platin, micevheratta olduggibi, yumwak platinin eritiimesi suretiyle
elde edilir (http-7).

Platin, iridyum, palladyum, rodyum, rutenyum, osnmyualtin, nikel, kobalt ve
tungsten gibi dier metallerle faydali ajamlar tekil edebilir.
Platin, cok sayida bikekler de takil edebilir. Bunlarin c@unda kendisi
oksidasyon halindé? veya*™ deserliklidir. En 6nemli bilgiklerinden biri hekza
kloroplatinik asittir (HPtCk). Bu asit, platin metalinin altin suyunda
¢cbzinmesiyle elde edilir. Hekzakloro platinik asit, amonyum hekza kloroplatin,
(NH4).PtCk yapiminda kullanilir; bundan da yunails platin elde edilir. Hekza
kloroplatinik asitle sodyum nitratin katrilip 500°C’ de eritilmesiyle elde edilen

ve kati halde siyah bir madde olan platin dioksit, bircok organiksikidgin
hidrojenle birlgtiriimesinde katalizor olarak kullanilir (Clarke, @8).

Platin tgiyan ana mineraller olarak platin arsenit (speyiflatik stilfit (kuperit),
platin-palladyum monostilfit (bragit) ve yakla % 80 platin ihtiva eden dogal
platin sayilabilir. Tabiatta bulunan platinin @o stabil halde bulunan Pt-194, Pt-
195, Pt-196 ve Pt-198 olarak bilinen dort izotop halindedir. Pt-190 ve Pt-192
izotoplari ise radyoaktif izotoplaridir (http-8).

Sisplatin

1965’ de Rosenberg, elektroliz deneyleri sirasindaki gozlemlerinde, E.coli’ de ¢ok
dikkat cekici bir etki oluturdugunu gérmagiir. E. coli normal uzunlughun 300
katina kadar buoyuatilmtigr ve daha sonra hiicre patlayarak normal hucre
bolinmesine maruz kalgtir. Deneylerde kullanilan platin  elektrodunun
solisyonunda, ¢oOzulebilir platin bi&lerinden ¢ok klguk miktarlarda Ureiti
gbralmugir (Gao ve ark. 2009; Lippert, 1999).

Sekil 3. Cisplatinin Yapisi (Lippert, 1999)

1970’ lerin bainda bu ¢akmayi takiben, belirli kanser tiplerinde sisplatirirzli
hiicre bolinmesinin gslmini durdurdug goralmugtr ve 1978’ de cisplatin, ilk
onemli kemoterapi ilaglarindan birisi olgtur (Gupta, 2008).



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Sisplatinin Kimyasal Ozelgi

Potasyum tetrakloroplatinat(ll) , KPtCls]’ dan balayarak, ilk olarak NHligandi
dort equvalent pozisyonunda eklenmektedir; fakat ikincizMkhin ligandlari
sinirlamak igin cis ya da trageklinde eklenmelidir. Clinkit C| NH3z' den daha
gens trans etkiye sahiptir, ikinci amin tercihen klotigandina bglanmaldir, bu
yuzden, orijinal amine ciseklinde b&lanmaktadir. Halojenlerin trans etkisi, |
>Br>Cl sirasini takip etmektedir. Bu yiizden sentez JJftullanilarak hem daha
verimli Griin elde edilmeli, hem de cis izomerin gaflsgslanmahdir (Lippard,
1987).
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Sekil 4. Sisplatinin Kimyasal Sentezi ( Lippard, 1987)

Sisplatin ve Kanser

1960’ larda, Michigan Devlet Universitesi’ nde, yapay olarak sarkomanin
implante edildgi farelerde dger platin kompleksleri ile beraber sisplatinin de
bircok deneyi yapilmtir. Bu calsmada, sisplatin, der bilesiklerden daha etkili
bulunmugur. Boylece, sisplatinin medikal kariyeri g@mistir. 1978 de FDA
(Food and Drug Administration) tarafindan antikanser ajani olarak onaytanmi
Sisplatinin binlerce analagsentezlenngj fakat bunlardan sadece karboplatin ve
oxaliplatin FDA tarafindan onaylangtir ( Capeda ve ark., 2007; Dietrich ve ark.,
2008; Muggia, 2009).

1960 ve 1970’ ler zamaninda giremacilar, antitimor aktivitesi ile ilgili birgcok
sitotoksik ajan uretnglerdir. Bunlar arasinda adriamisin (1970); sitok§8958);

5 FU (1957); sisplatin (1971) ve vinblastin (1960) bulunmaktadir. Bu periyod,
kanser kemoterapisinde, sisplatinin altiigalarak ifade edilir (Lippert, 1999).

Sisplatinin htcreyi oldirmesi ile ilgili kesin bir mekanizma yoktur. Fakat bu
konuda bazi gorigr bulunmaktadir. Bunlardan en onemlisi sisplatihiiicre
icerisinde hidolize u@masidir. Hidrolizis, hicre di sividan cok, diigk
konsantrasyonlardaki klorid iyonlari sayesinde kolgylaktadir. Sisplatinin
klorid ligandi, hicre icerisindeki su molekuli tarafindan wériémistir. Hiicre
icinde hidrolizis, kompleks dengelerin ilerlemesinglbair. Mono-sivi kloroplatin
(I) tarevleri, sisplatin olmayan, hicre 6limine sebep olagitlicdnticresel
hedefleri bglayarak, hidrolizis sirasinda aktiftir (Roberts vk.d999).
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Hidrolize olan sisplatin, DNA, RNA, ptoteinler, metalotionein ve glutatyon gibi
sulfir iceren enzimler, mitokondri, membran fosfolipidleri ve mikrofilamentler
gibi ¢ssitli hiicresel hedeflerle reaksiyona girmektedir.ddk hiicresel bilgenin
sisplatin ile etkilgime girmesine rgmen, birgok ¢abima sitotoksisiteden sorumlu
birincil hedefin DNA oldug@nu gdsternsitir (Lippard, 1987; Gupta, 2008).
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Sekil 5: Nekrozis ve Apoptozis Arasondaki Bglantilarla Beraber, Sisplatin Tarafindan
indiiklenen Biyokimyasal Hiicre Oliim Yollari (Capeda ve ark. 2007).

Duzenlenen sisplatinin yalldk %1’ inin genomik DNA’ yi1 bgladigi tahmin
edilmektedir. Sisplatinin, platin atomu, guanin ya da adenin bazlarinin N7
pozisyonuna kovalent Bkarla ba&lanmaktadir. Bu da iki kogu guanin bazini ilk
olarak 1,2 capraz lzave sonrasinda 1,3 caprazglaabaslamaktadir. DNA’' nin
bozulmasiyla ortaya cikan farkli Pt - DNA higleri, timor hicrelerinde gdi
hicresel cevaplarin sebebiyle ortaya cikmaktadirsitiCehiicresel cevaplar,
sisplatin hasarli DNA tarafindan indiklenmektedir (Wang ve Giandomenico,
1999).

Sisplatin DNA bilgeni, transkripsiyon ve replikasyonun inhibisyonunal y
acmaktadir. Transkripsiyonun inhibisyonu, hicre dongusunin G2 fazinda
yakalanmasina sebep olur. Sisplatin, bircok RNA polimerazi, kendu hleg
baglayabilir. Bloke edilen RNA polimerazlar, TFIIH, XEARPA, XPG ve XPF
tamir faktorlerinin temini icin tetikleyici olarak rol oynamaktadir. Sonu¢ olarak,
hicrenin 6lumu, G2 fazinda hicre dongusinin durmasiyla DNA hasarindan
kaynaklanmaktadir. ger, hasar onarilamayacak boyutta ise hicreler apapto
gider, hasar onarilirsa hicrelesgmlarina devam ederler (Gupta, 2008).
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Platin Bilesenlerinin Hiicre ¢ine Girisi

Sisplatine hassas ve duyarli hiicrelerde, sisplatinin akiimualasyonu (birikmesi) ile
ilgili bulunan bircok godzlemi dizenleyen gaha modeli, Gately ve Howell
tarafindan yaymnlanmgtir. Tarif edildiginden daha karm& olabilen bu
mukemmel model de, ila¢c alim hizinin yarisinin pasif difliizyon, yarisinin da kapili
kanallar yoluyla kolaylgtiriimis diflizyonla oldug@ tasarlanngtir. Bu model,
protein kinaz A (PKA), protein kinaz C (PKC) ya da kalmodulirgib@ kinaz
aktivasyonuyla bglatilan fosforilasyon tarafindan kanaldansakigerceklgtigini
gosterir (Pizaro ve Sadler, 2009; Kasparkova ve ark., 2006).

Kanallardan aki dokohekzaenoik asit (DCHA), dipiridomal, 1-progarg5 —
kloropirimidin- 2- one (NY3170), kalmodulin inhibitorleri (W-7), amfoterisin B
(AmB) ve PKA (proteinkinaz A) ya da PKC (proteinkinaz C) ‘nin fosforilasyonu
yoluyla diuzenlenir. Kanallardan aki ayrica ekstraseliler osmolalite ve
ekstraseliler pH, membran potansiyeli, fonksiyonel'NK *ATPaz ’ a bal gibi
gbzikse de, gitli aldehitler tarafindan potansiyel olarak azalabBu modelsu
sekilde kuvvetlendirilebilir: 1- hicre icine alimi %0 bloke etmek igin,
membranlardan gecemeyen aldehitlerin gict. Kanallarin kritik amino asit
gruplarinin hicrenin diylizeyinde oldgunu gosterir. 2- Hicre ici platin icgr)

artan membran nedeniyle daha yiiksek sicaklikta artar. Onemli bir gézlem de,
akimulasyonun %50 ' den fazla olduigin hi¢bir durumda rapor edilmemesidir.
Sisplatin analoglaridan daha lipofilik olanlar, dayanikli hicrelerde, agalmi
akimulasyon sergilemezler ve daha az capraz dayanikhlik gosterirler (Gonzalez
ve ark., 2001; Drobnik, 1983; Bari ve ark., 2003).

Sisplatinin Etki Mekanizmasi

Monofonksiyonel ilaglar, DNA’ ya bir noktadan @anirlar. Alkilleyici kanser
ilaglarinin ¢gu, bifonksiyonel niteliktedirler ve cift-sarmal DNA/a iki noktadan
baglanirlar. Bu iki nokta, ¢ift sarmalin ipliklerindemer biri Gzerinde ise, iplikler
aras! (interstrand) capraz ghanmadan, ayni iplik Uzerinde ise, iplik ici
(intrastrand) bglanmadan so6z edilir. Aktif veya reaktif metabolitoaglandgi
noktalardan biri DNA, dieri de histon Uzerinde ise, DNA-protein
baglanmasindan s6z edilir.  Alkillenme, DNA’ nin repldson ve
transkripsiyonunu bozar. Sisplatin, DNA cift-igihde, iplikler-arasi ve iplik-ici
capraz bglanma yapar; bu nedenle etki mekanizmasi bifonkgl@ikilleyici
ajanlarinkine benzer ( Kayaalp, 2009).

Hucre Kulturiinde Sitotoksik Etkilerin De gerlendirilme Yontemleri

Sitotoksisite, bir kimyasal bikegin veya ajanin hicreleri dldirme o6zgidlir.
Nekroz veya apoptozun tersine sitotoksisite, belirli bir hicre oldirme
mekanizmasini belirtmez. Hucrelere ghagelisen sitotoksisite (sitotoksik T
hicreleri, NK hucreleri), bazi yénlerden hem nekroz ve hem de apoptozun bir
kombinasyonu olabilir (Wang ve ark., 2009; Temizkan ve Arda, 1999).

Sitotoksik etki 1 yontemlerle dgerlendirilebilir:

Membran batinlgine dayanan yontemler ve metabolik aktiviteye dayana
yontemler olmak Uzere ikiye ayrilr.
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Membran butinlUgne dayali yontemler, hiicrelerin tripan mavisi, alait siyahi

gibi boyalarla boyanarak, mikroskopta hemositometre ile sayimina dayanan, boya
atilim yontemidir. Dger bir yontem ise, Laktat Dehidrogenaz (LDH) sahni
testidir.LDH, htcrelerin sitoplazmasinda bulunan bir enzimdir ve hiicre membran
batinltgi bozulmasi sonucunda ortama salinir.

Metabolik aktiviteye dayali yontemler ise, canli hicrelerin  metabolik
aktivitelerinin 6lu hicrelerden daha fazla oldugprensibine dayanir. Kaltir
ortamina tetrazolyum tuzlarn eklenerek MTT, XTT yontemi metabolik aktivite
Olcimu yapilabilmektedirS@hin ve ark., 2007).

Mitokondriyal Aktiviteye Dayall Sitotoksik Olgiim Yontemi (MTT)

Ik olarak Mosmann tarafindan tanimlanan ve dahaaséley ve arkadgar
tarafindan gedtirilen 3-(4,5-dimethylthiazol-2) -2,5- diphenyl tarzolium
bromide (MTT) yontemi hicrelerin uygulanabilirlik, verimlilik ve aktivasyonunu
Olcen hassas, nicel ve guvenilir bir kolorimetrik yontemdir (Twentyman ve
Luscombe, 1987).

Yontem, canh hicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesine
dayanmaktadir. Hicrelerde mitokondrinin MTT boyasinin tetrazolium halkasini
parcalayabilmesi ilkesine canfili azaltan; fakat oOldirmeyen 06zellikteki, sari
renkli, suda c¢oOzlnebilen tetrazolium boyasi (MTT) , hicrelere aktif olarak
absorbe olur ve suda ctzinmeyen koyu mavi renkli formazana indirgenir.
Formazan miktari, direk olarak hicre hatlarindaki hiicre sayisiyla orantihdir.
Yani; hucrelerin MTT indirgeme 6zedji, hiicre canliginin olgutt olarak alinir ve
MTT analizi sonucunda, tetrazolium halkasinin parcalanmasi sonucu soluk sari
renkli MTT boyasi koyu mavi-mor formazan trintine dénéktedir. Elde edilen
boya ygunlugu, canl hicre sayisiyla korelasyon gosterir (Bewa Dobrucki,
2002). Sonug olarak canli ve mitokondri fonksiyonu bozulngamiicreler mor
renkte boyanmakta, O6l0 ya da mitokondri fonksiyonu bozulnikcreler
boyanmamaktadir. Bu yontem hicrelerin MTT boyasiyla inkiibasyonu, presipite (
tortu olugurma) reaksiyon drtnunidn ¢ozinur hale getirilmesi reaksiyon
ardnunin kolorimetrik olarak 6lcimi basamaklarindanroligadir ( http-9).

MTT yontemi, bolinmengi fakat hala aktif olan hicreleri ortaya c¢ikarmada
kullanil  bir yontemdir. Proliferasyon ve hicre aktivasyoau ayirt
edebilmektedir. Bu teknik tstin tarayici 6zgfideki spektrofotometre (micro-
ELISA reader) kullanarak, sayica cok olan orneklerin yuksek rudiog
derecesiyle okunmasina olanaklsa (Hatok ve ark., 2009).

Hulcre Kultirinde Apoptotik Etkilerin De gerlendirilme Yéntemleri
Hucrede Apoptozisin gozlenebilmesi icin birgok yontem kullaniimaktadir. Bunlar:

Sitoplazmik dgisiklerin saptanmasi (0r@gen kaspaz aktivitesinin, hicreye
kalsiyum akginin veya mitokondri disfonksiyonunun ol¢tlmesi).

Membran dgisikliklerinin belirlenmesi (membran gecirgeginin desismesi).

Apopitozde gorevli ggtli proteinlerin kanda veya dokuda duzeyinin 6lgébn
(Bcl2/Bax orani).

DNA parcalanmasinin g#li 6zel immunohistokimyasal boyalarla saptanmasi.

20
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Batin bu yontemler icinde en sik rastlanan yontemler, DNA'dafistkdiklere
dayali olan; DNA agaroz jel elektroforezi ve TUNEL (terminal deoxytransferase
mediated bio-dUTP nick end labeling) boyasi ile formalinde fikse edilmi
materyalde yapilan mikroskobik incelemedir.

Son dénemde kullanilan 6énemli ve guvenilir birshks metod ise Annexin-V
boyasi uygulamasi (Akihtcremetre) ve ELISA yontemidir (Gorman ve ark.,
1997).

Flow Sitometri (Aks Hucremetre) Yontemi ile Apoptotik Etkinin
Degerlendiriimesi

"Flow" sitometri 1950’ li yillardan beri Uzerinde surekli sdan argtirma
laboratuvarlarinin en 6nemli teknikleirndendir. Bircok bilim dalinda yaygin
kullanima sahiptir.

Sitometri, hucrelerin veya biyolojik parcalarin fiziksel ya da kimyasal
karakterlerinin Olgllmesidir. "Flow" sitometri ise, akan bir sivinin igerisindeki
hicrelerin 6zelliklerinin incelenmesi olarak tanimlanabilir. Akim sitometrinin
major kullanim alanlari subtiplerine kadar hiicre tespiti (HLA CD = Human
Leucocyte Antijen Cell Differentiationjnsan Lokosit Antijeni Hiicre Ayirim
Belirteci) ve biyolojik calgmalar icin epitop ekspresyonudur. "Flow" sitometri
Istk mikroskopi ile kiyaslaninca ¢ok daha fazla hicdaha kisa sirede inceleme
firsati vermesiyle avantaj @amaktadir. "Flow" sitometrik teknik ile 1 saniyede
500 hicre sayilir ve ortalama 10 000 hicreyi 20 saniyede analiz edebiliriz. Bu
analiz hicre sudspansiyonunun hazirlanmasi, htcrelere monoklonal antikor
eklenmesi, cihazin kalibrasyonu, kontrol ve 6rneklerin cihazdailgadsi, veri
analizi ve veri yorumu ve raporga@malarindan olwy (Taneli, 2007).

"Flow" Sitometri analizi icin hiicre siispansiyonu hazirlamak amaciyla kan, kemik
ili gi, beyin omurilik sivisi, bronkoalveoler lavaj sivigklem sivisi, plevral sivi,
asit sivisi, doku biyopsi ornekleri, parafin bloktaki dokular ve hicre kultlrt
ornekleri kullanilabilir (Laerum ve Farsund, 1981).

Tam kan ornginden 0On glemler ile elle (manuel) ya da otomatik Oglem
cihazlari ile cagllmasi istenen hiicre stispansiyonu (eritrosit, ldkasitrombosit
gibi) hazirlanabilmektedir (Dalva, 2006). "Flow" sitometrede, hucrenin
antijene ait garetledgimiz monoklonal antikorun floresansi dl¢ctilimektedilow"
sitometri tekngi ile sikhkla rutin laboratuvarlarda l6kosit stsganlarinda
analizler yapiimaktadir. Lokositlerin ayrilmasi ise hicre buygiklire granul
yapisina gore yapiimaktadir (Gorman ve ark. 1997; Taneli, 2007).

Flow sitometri kullanim alanlari

Ummunofenotiplendirme analizinde, tim hicrelerin yiizeyinde ve hiicre iginde
hicreye ve maturasyonuna spesifik antijenler mevcuttur. "Flow" sitometri ile
hiicrelerin eksprese ettikleri antijenlere skamonoklonal antikorlar kullanilarak
kan yada kemik ifii gibi karisik populasyonda belli bir hiicrenin belirlenmesi ve
ayriimasi yapilabilir.immonofenotiplemenin tipta kullanim alanlari: Lenfouea
l6semi immunotiplemesi (KLL, ALL, AML, KML), hematolojik hastaliklarin
belirlenmesi (ITP, nétrofil fonksiyon defektleri), immun yetmezliklerighisi,
kemoterapi etkinfiinin izlenmesi, otoimmun hastaliklarin tanisi, talaatasyon
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oncesi ve sonrasl hasta durumunun gozlemlenmesi ve allerjik hastaliklarda
kullaniimaktadir (Gorman ve ark., 1997). Gunumuzde en sik I6semi, lenfoma ve
myeloma hastalarinda kullanilir. Lésemi immunofenotiplemesinde en sik
kullanilan 6rnekler kan ve kemik gidir. Saslikli bir insanla 16semili bir insanin

kan ornekleri arasinda dramatik farkliliklar mevcutturgl&h insanlarda kan
profili kesindir ve bilinir ancak l6semili hastalarda profil cokgt&endir. Bu
alanda kok htcre caimalarinda 6zellikle "flow" sitometrik analizlerledaviler
yonlendirilebilmektedir (Taneli, 2007).

DNA Fragmantasyon Yontemi ile Apoptotik Etkinin @erlendirilmesi

Genetik olaylarin hucrede molekiler diuzeydeki temeli, genetik materyal gorevini
yuklenen nikleik asitlerin yapi ve 6zelliklerine dayanir. Bu nikleik asitler
deoksiribonukleik asit (DNA) ve ribonukleik asit (RNA@ir. DNA, hicre
icersinde serbest halde bulunmaz. Belli bir organizasyonu vardir. DNA’ nin ¢ok
blayik bir kismi nikleusta, bir miktari ise mitokondri ve kloroplastta bulunur.
DNA molekiilleri nikleuslarda da serbest halde bulunmazlar. DNA kromatin
iplikcikleri ve sonrada kromatinleri verecakkilde 6zel bazi proteinler ve RNA

ile bir kompleks yapi meydana getirir. Kromatin yagi @NA, histon proteinler,
histon olmayan proteinler, HMG proteinler ve RNA’ dan meydana géimi
(loannou ve Chen, 1996).

Bazi kimyasal maddeler ve enzimler ile canli hicrelere ait hiicre zari veya canli
hiicre duvarinin yikilip DNA’ nin ortaya ¢ikarilmasina DNA izolasyonu denir. Bir
organizmanin toplam DNA’ si yani genomik, mitokondrial ve kloroplast DNA’ si
fragmentlerine izole edilerek restriksiyon endoniukleaz enzimi ile kesilir. DNA’
nin bantlarini secici olarak daha kisa fragmentlere ayirmak igin sayisiz
restriksiyon enzimi kullaniimaktadir. Restriksiyon enzimi, DNA segmentlerini
spesifik nukleotid dizilerinden kesmektedir. Bu tanimlama dizileri, tipik olarak 4,
6 ,8, 10 ve 12 nukleotiddir. DNA’ nin sajtaiilmasinda DNA'’ si izole edilecek
hicreler ceitli yontemlerle parcalanir. Elde edilen 6zit, sdijie cok hizli
dondurilerek DNA iceren bolumiu ayrilir. Bu bolim bir deterjan ve protein
parcalayicl enzim ile birlikte 37 °C de tutulur. Blem sirasinda DNA'’ ya tgh
proteinler parcalanir. Bgekilde DNA, protein ve gier molekullerden ayrilir ve

saf olarak elde edilir. Son olarak DNA etil alkol icerisinde c¢okturalir. DNA
yapisini koruyacak bir tampon ¢oOzelti icerisine alinarak 4 °C 'de saklanir. DNA
fragmantasyonunda kullanilan DNA enzimleri: polimeraz, restriksiyon
endonikleaz ve fosfotazlardir. Restriksiyon endonikleazlar DNA’ yi belli
dizimlerinden 6zgil olarak taniyip, kesen bakteriyel enzimlerdir ( http- 10).

Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz kirmizi bir alg tlri olarAgar agardan izole edilen dgrusal bir
polisakkarittir. Agaroz sicak suda c¢Ozunidr ve wofduguy zaman polimerde
karsilikli hidrojen ba&larinin olugmu ile jel yapisi olugr. Bu olugm geri
donugimludar. Ticari olarak Uretilen agarozlarin saflikereceleri farkh
olabilmektedir. Bu durum DNA’' nin goé¢ hizini etkiler. Ayrica kimyasal yapisi
degistirilerek dugik sicaklikta eriyebilen agaroz tipleri de g@tilmistir. Bu
agarozlarin ayirim gicu ¢ok fazladir. DNA jelden geri kazanilacaksa bu tip agaroz
uygun olur (http- 11).
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Agaroz konsantrasyonu % 0,5 — 1,5 arasinddistielerek jelin por capi
ayarlanabilir. Boylece, kuciuk DNA fragmentleri icin yuksek, biyuk DNA
fragmentleri icin ise diitk agaroz konsantrasyonu kullanilarak DNA’ nin jedahe
uygun sekilde ytrimesi sdanir. DNA’ nin jelde go6rinir hale gelebilmesi
etidyum bromurin DNA bgari arasina hanarak 300 veya 360 nm’ deigi
absorblamasi sonucu fluerosan etki géstermesi ile olur (Taneli, 2007; Temizkan
ve Arda, 1999).

izole edilen DNA’ nin genomik ya da plazmid DNA’ simasina gore jeldeki
goranamleri farklihk gosterir. Genomik DNA, keskin bir bant ile bu bandagia
yukari kismina dgru biraz yayilan bir gérintt verir. Plazmid DNA igenellikle
DNA'’ nin t¢ formun farklisekilleri gozlenir. Plazmid DNA’ sina ait siper satma
bicim, gevek sarmal bigim, ve degsal bigcim gorilebilir. Molekul @rhiklari
ayni olmasina karn, bu t¢ formun jeldeki gocleri farkhdir. Bu farkk agaroz
konsantrasyonuna pla olmakla beraber, uygulanan akima, tamponun iyonik
kuvvetine bgldir. Optimize olmuskosullarda genellikle siper sarmal bicim
digerlerine gore daha hizli hareket eder. Jele fazktanda DNA ylklenmesi
sonucunda kenar ve hiz etkisi ile jelde yagbrumlara yol acabilecek gortntiler
ortaya ¢ikabilir. Orngin, eser fazla DNA yiiklenirse keskin bir bant yerine yaygi
bir gérinim meydana gelebilir. Bazen de jelin tamaminda elektrik akiminin ayni
olmamasi nedeniyle, ayni DNA molekdlleri jelin farkh boélgelerindgigk hizda
gb¢ edebilir. Bu durum, diik voltaj uygulamasiyla bir 06lciide ortadan
kaldirilabilir. Ayrica, 6rngin iginde bulundug solisyonun tuz konsantrasyonu da
DNA'’ nin jelde yurimesini etkilemektedir (Gulgin ve ark., 2008).

GERECLER
Kullanilan Maddeler

Roswell Park Memorialnstitute medyum : Sigma - Aldrich, Aimanya
(RPMI-1640)

Absolu Etanol : Riedel-de Haen, Almanya
Agaroz (High Resolution) : Sigma - Aldrich, Almanya
Annexin V-PI apoptosis kit : Millipore, U.S.A

Annexin V-Pl Apoptosis Kit : Millipore, U.S.A

Borik asit (H3PO4) : Applichem, Almanya
DimetilSulfoksit (DMSO) : Sigma — Aldrich, Fransa

Disodyum hidrojen fosfat (N&®IPQOy) : Sigma — Aldrich, Darmstadt, Almanya
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Etidyum bromid : Applichem, Almanya

Etilenediaminetetraasetik asit : Sigma — Aldrich, U.5.A
Fetal Sgir Serum (FBS) : Sigma — Aldrich, Almanya
L-glutamin : Sigma — Aldrich, Almar:ys.

Y Ukleme Tamponu (Sigma) : Sigma — Aldrich, Avustralya
Molekuler Agirlik Belirleyici : Sigma — Aldrich, Bnsa
Penisilin-Streptomisin Sollisyonu : Biochrom, Almanya

Potasyum dihidrojen fosfat(KiPO,) : Merck, U.S.A

Proteinaz K : Sigma — Aldrich, Avustraiy:
RNase inhibitor : Bio Basic, Kanada
Sisplatin : Onco- TAIN, Avustralya
Sodyum bikarbonat (NaHGD : Merck, U.S.A

Sodyum dihidrojen fosfat (NaRQy) : Merck, U.S.A

Sodyum hidroksit : Reidel deHaen, Almany'
Sodyum klortr (NaCl) : Merck, U.S.A

Sodyum Pirtivat : Biochrom, Almanya

Tripan Mavisi Solisyonu : Biological industies, Kanada
Tris HCI : Applichem, Almanya
Tritonx100 : Applichem, Almanya

Trizma base toz : Sigma - Aldrich, Fransa

MTT : Sigma - Aldrich, Avustralya
HL-60 insan ldsemi hicre dizisi stdnbul Universitesi, Temel Tip

Bilimleri, Histoloji ve Embriyoloji
ABD Prof. Dr. AyhHrii

Kriyottip (2mL) : TRAsvicre
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Eldiven : Breeze, Afyon, Turkiye
Filtre (0,22 (M milipor) : TRP- Almanya
Kultur plakasi (6 ve 96 kuyucuklu) : TRByicre

Mezur . Isolab, Almanya
(50, 100, 500, 1000mL’lik)

Mikropipet ucu : Eppendorf, Kanada
(silikonlu 10, 200, 1000 pl)

Neubauer lami : Marienfeld, Almanya

Otoklavlanabilen kultrisesi . Isolab, Almanya
(50,100, 250mL, 500mL,1000mL)

Parafilm : Menasha, Amerika
Santrifuj tpleri (15, 50 mL) : TRP, Almanya
Hiicre kiiltur flaski (25 cAiik) : TRP, Almanya

Hiicre kdiltur flaski (75 cAik) : TRP. Almanya

Tek kullanimlik dereceli pipet : HBG, Almanya

(5mL-10mL- 25mL)
12 kanalli otomatik pipet : Eppendorf, Kanada
pH metre : Merck, Almanya

Kullanilan Cihazlar

Inverted mikroskop . Olympus, Hamburg
Sterilizator : Nuve FN 500, Turkiye
Buzdolabi . Arcelik, Tarkiye
CO2'li Etuv : Hera Cell 240Thermo Scientific,
Almanya
Derin dondurucu (-20° C) : Vestel No Frost, Turkiye
Elektroforez : BioRaitalya
Etiv : Venticell, Aimanya
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Hassas terazi : Ohalswjcre

Otoklav : Hirayama, HICLAVE HV-50 L, U.S.A
Laminar kabin (Steril Kabin) : HERAsafe® Class I, U.S. A

Manyetik karistirici Isolab, Almanya

Mikrodalga firin . Arcelik, Tarkiye

Mikrosantrifij : Mikro 120- Hettich, Almanya

Su banyosu : Nive BM 302, Turkiye

Sarjli Pipetor . Isolab, Almanya

Vorteks : Heidolph, Almanya

Akim Hucremetre (BD) : BD FACSAria™ Flow Cytometri, Kanada

Jel goruntileme ve dokiimantasyon : UVP B@aging System, U. S. A
sistemi

Santrif(j : Eppendorf Santrifij, 5810 R, Almanya

YONTEMLER

Tez calsmasindaki deneyler, Anadolu Universitesi Bitkiagc ve Bilimsel
Arastirmalar  Merkezi ve  Eczacilik Fakultesi  FarmakolojiABD
Laboratuvarlarinda gercekt&ildi. Calismamizda HL-60 hucreleri Uzerinde
sitotoksik ve apoptotik etkilerinin agarldigi, piridin-2-carbaldoksim ligandi ve
platin(ll) kompleksi ile sisplatin, Eczacilik Fakultesi Farmasétik Kimya Anabilim
Dali 6gretim uyesi Prof.Dr. Kadriye Benkli’ den ve HL-60dné dizisi de $tanbul
Universitesi Tip fakiltesi dgtim (yesi Prof. Dr.Ayhan Bilir den temin
edilmistir.

HL-60 Losemi Hucrelerinin Kultir Ortaminda Cogaltilmasi ve Deneylere
Hazirlik

% 10 fotal bovine serum (FBS), % 1 penisilin-streptomisin, % 1 L-glutamin
iceren RPMI-1640 besiyerinde, % 5 €lDetliivde 37° C’'de stispansiyon kultlr
ortaminda c¢@altilmistir. Cogaltilan hucrelerin  bir  kismi  stoklanarak tez
calismasinin sonraki deneyleri icin depolagtmi

HL-60 hucrelerini stoklama: Hucreler, ilk ekim zamanindan sonra, yeterli
miktarda c¢@almissa, cogalan hicreler, kdltir kabindan PBS yardimiyla
kaldiriimig, santriftij tipu (falkon) icerisine aktarilip, 120pm’ de 5 dakika
santrifij edilmgtir. Santriflj sonrasi supernatant atilip, peletriiee her bir
kriyotip (vial) icin 1800 pL hicre besiyeri konulgtur. Homojen sekilde
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dagilincaya kadar pipetleme yapilgtir. Santriflj tiptinde elde edilen bu hucre,
besiyeri kargimi 30 dakika kuru buz Uzerinde bekletifgm. 30 dakika
sonrasinda, hazirlanacak vial miktarina goére, her bir vial icin 200 pL
dimetilsulfoksit (DMSO) ¢o6zeltisi (hicrenin cangini uzun sire korumak igin),
santriflj tipune aktariingtir. DMSO, kargim icine agit dagilincaya dek pipetleme
yapilimstir. Karisimin homojen hale gelginden emin olduktan sonra, santrifij
tupundeki, hiicre, besiyeri ve DMSO c¢o6zeltisi kanndan her bir vial icin 2 mL
alinarak, viallere aktariingtir. Viallerin kapaklari sikica kapatildiktan sonra,
vialler -20 °C’ ye konulmuwr. Yaklgik 3-4 saat sonrasinda viallerdeki hiicre
karisiminin kati hale (donma) gelip gelmgidkontrol edilmk ve hicre kagimi
katl hale geldiinde, sivi azot tankina (-196° C), daha Ooncederi&edn stok
kutularina yerlgtirilmi stir.

Stoktan hiicre cikarma:Azot tankindan (-196° C) cikarilan HL-60 hicrelerini
iceren vial, 37°C’ lik su banyosunda hizla eritildikten sonra hucre-medyum-
DMSO kargimi, 1000 pL’ lik otomatik pipet (Eppendorf, Kanadgardimiyla
alinarak, icinde 5 mL besiyeri ( % 10 fétal bovine serum (FBS), % 1 penisilin-
streptomisin, % 1 L-glutamin iceren RPMI-1640 besiyeri) bulunan santrifij
tiplne aktarilngtir. Santrifij tipt, 1200 rpm’ de 5 dk santrifl kediistir.
Santriflj sonrasl, stipernatant atigmpelet tGzerine 5-10 mL besiyeri ekletiri
Hucre peleti ve besiyerinin homojeyekilde kargsmasini sglamak amaciyla,
pipetleme yapilnytir. Elde edilen besiyeri-hiicre k@mi otomatik pipet
yardimiyla, santrifij tiptinden alinarak, hiicre kulttr kaplarina aktgyi8#i°C ’

de, %5 CQ iceren etivde (Hera Cell 240 Thermo Scientific, Almanya),
inkiibasyona birakilntir.

Hlcre sayimi:Hucre sayimi, hicreler pasajlanmadan veya deneye alinmadan
once, mikroskop altinda yapilgtr. Bu islemde, ilk olarak hicre kiltir kabinda
bulunan ve ¢@alan htcreler, santriflj tipine aktarignee 1200 rpm’ de 5 dakika
santrifllj edilmitir. Santrifllj sonrasi siipernatant atgme hicre peleti Gzerine 1

mL (sayimlar 1 mL’ deki hicre sayisi olarak gdinistir.) besiyeri eklenmi
homojen bir kagim elde edilene kadar pipetlemgemi yapilmstir. Elde edilen
karisimdan 20 pL alinarak, 20 pL tripan mavi boyasi degtiriimistir. Neubauer
laminda, Uzerine lamel kapatgdi zaman 1 mm’ lik derinlik meydana
gelmektedir. Neubauer lami, 6zglhden dolayi, kenarlarda 4 buyuk kare, her bir
karenin icinde 16 kucuk kareden meydana gelmektedir. Bu karelerigtigesi
adlanda, 5 tane kiguk kare bulunmaktadir ve bunlarin her birisi 16 kiiguk kareden
olusmaktadir. Uzerine 20 pL olmak lzere lamin her ddafindan verilerek,
mikroskop altinda sayimglemi yapiimstir. Sayma sleminde kenardaki 4 buyuk
kare ve ortadaki 5 kicluk kare saygtm ve ortalama rakam elde edigtii. Elde
edilen rakam neubauer laminin derinlik kural olarak i® carpilms ve canli
hiicre sayisi belirlenrgtir. HUcreler sayilirken, koyu renkli olan 61U hilere
dikkate alinmang, parlak olan hicreler sayima katigtm.

HL-60 Hucre Dizisinin Pasajlanmasi: Yukarida anlatildii sekilde stoktan
cikarilan ve hicre kultir kaplarina ekilen hicreler, stoktan ilk ¢iktilar ginden 2-3
gln sonra, gerek besiyerlerininn kirlenmesi, gerekse zamanla bulunduklari alanin
cogalan hicrelere yetmemeyeslagip, yeterli oranda treyemediklerinden dolayr,
mikroskopta htcrelerin durumu incelenerek,skaa bir hicre kaltir kabina
aktarilmalari gerekmektedir. Mikroskoptaki hicre gyaluguna goére hicreler,
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daha buyuk bir hiicre kiltir kabina bélindr veya sadece besiyeggairdBunun

icin aagidaki islemler uygulanarak pasajlamglemi yapilmstir. Hicre kualtar
kabindaki hiicre medyum kammi pipet yardimiyla santrif(ij tipine aktarijsm.
Kultir kabinda kalan htcreler goz 6ntunde bulundurularak, hicrelerin hepsini
almak, baka bir deysle kultlr kabini yikamak i¢in, daha dnceden 37° €sdcak

su banyosunda isitilan PBS’ den (Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi- 1 L distile suya
8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g Na2HPO4, 0.24 g KH2PO4 eklenir.) 2-3 mL kaltar
kabina pipetle badtiimistir. Kultir kabinin kogleri, yizeyleri yikanmgi ve bu
sekilde kalan hucreler de alingnolur. Bu PBS ve hiicre kaimi da, az 6nce
santrifiij tipune konan hicre besiyeri kaminin Gzerine ilave edilngiir.
Hucrelerin ¢cokmesini ggamak amaciyla, santriftij tipt, 1200 rpm’ de 5 dakik
santrifilj edilmsgtir. Santrifij sonrasi, stpernatant atgnpelet Gzerinullanilan
hiicre kultir kabinin buyukliiine gore 25 crf'lik ise 8-15 mL besiyeri, 75 ch

lik ise 12-20 mL besiyeri eklenmie pipetleme yapilarak hticrelerigiteoranda
dagilmasi sglanmstir. Santrifij tipuindegt olarak da&ilan hicreler, hiicre kultar
kaplarina pipet yardimiyla alinarak, hicre kaltir kabina kondlmuBu yapilan
isleme hicre kultiriinde pasajlama adi verilmektedir.

Maddelerin Hazirlangi

Sisplatinin, Piridin-2-karbaldoksim ligandi (PKL) ve Piridin-2-karbaldoksim
Pt(ll) kompleksi DMSO da ¢oziinerek stok soltisyonlar hazirlgmm+20°C de
saklanmgtir. Bu stok solUsyonlar hiicre besiyerinde seyreltigiemlerinden
gecerek, ¢ maddeninde 100 pM, 50 uM, 25 uM, 10 uM, 5 uM konsantrasyonlari
hazirlanmgtir. Maddeleri DMSO’ da c¢Ozdigniz icin, cakmalarda normal
kontrol grubu (besiyeri kullanilan) haricinde DMSO-kontrol (1 mL besiyeri icinde
0.001 mL DMSO) grubu da oltyulmugur. Konsantrasyonlarin seyreltiimesi
isleminde, en yliksek konsantrasyonda DMSO oraninin.2oobnasina dikkat
edilmistir.

Piridin 2-Karbaldoksim Ligandi
Piridin2-karbaldoksim Aldrich Urtinlerinden satin alinarak temin egliimi

N<
O—H

Sekil 6. Piridin2-Karbaldoksim Ligandinin Kimyasal Yapisi

Piridin 2-karbaldoksim Pt(Il) Kompleksi

Piridin 2-karbaldoksim’ in EtOH’ daki ve #tCly in H,O' daki ¢ozeltileri oda
Isisinda 12 saat kanriimistir. Cokelek stzilmg) birka¢ defa su ve dietileter ile
yikandiktan sonra vakumlu desikatdrde kurutultaus
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IR (KBr)Vmadcm®) : 3425, 3148, 3110, 3080 (aromatik N-H, C-H gerilim
bandlari), 1615, 1453, 1413 ( C=N ve C=C gerilim bandlari), 321 (M-ClI), 299
(M-N).

'H-NMR(300 MHz) (DMSO-¢) &(ppm) : 4.07-4.15 (1H, bs), 9.55-9.75 (4H, m),
10.50 (1H, bs).

MS (ES): m/z: 387 [M+1]

%
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Sekil 7. Piridin 2-Karbaldoksim Pt(Il) Kompleksi’ Kimyasal Yapisi

Sitotoksisite ve Apoptoz Yontemleri
Mitokondriyal Aktivite Testi (MTT)

2x104 hicre/ml  ygunlugunda olacak sekilde hazirlanan HL-60 hiicre
stispansiyonundan, 96 kuyucuklu hicre kultir plakalarina her kuyucuktal 100
olacaksekilde aktarilmg ve madde konsantrasyonlari hiicrelere verilmeder,6nc
kaltar plakalrindaki hiicreler % 5 GOIi etivde 37° C'de 24 saat inkibe
edilmistir. Bu sekilde sisplatin, PKL ve PKpt(ll) icin ayri ayri hig kaltir
plakalari hazirlanngtir. Daha sonra, her bir konsantrasyon icin, 8 plakaicizu
kullanilacaksekilde, kuyucuklara sisplatin, PKL ve PKpt(ll) 5,,125, 50, 100
MM konsantrasyonlari verilgtir. Yine her madde icin, hicre iceren 8 kuygau
besiyeri ve 8 kuyucga da % 0.01 oraninda DMSO iceren besiyeri vegtimi
(Maddelerin konsantrasyonlari hazirlanirken en yuksek madde konsantrasyonu, %
0.01 oraninda DMSO icerecakkilde seyreltmeler yapilarak hiicre besiyerinde
hazirlanmgtir). Kontrol, DMSO-kontrol ve madde konsantrasyomia iceren
hicre kdltar plakalart % 5 GO etlivde, 37° C'de, 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonlara birakilngtir.

Her bir inkiibasyon suresi sonunda, kultir besiyeri ile taze olarak hazglanmi
MTT calisma soliisyonundan (0,5 mg.f. plakalarin her bir kuyuguna 10pl

ilave edilm§ ve plakalar 3-4 saat 37°C lik etiivde inkiibe edilimiinkiibasyon
sonunda etlvden plakalar alingmve sispansiyon HL-60 hucrelerini iceren
kuyucuklardaki besiyerini dokemeiniz icin her bir kuyucga 1N HCI ile
hazirlanmg 2-propanol’den 100uL ilave edilmg ve kuyucuklarin optik
yogunluklari (dansiteleri) ELIZA cihazinda 570 nm dalgoyunda okutulmugr.

Bu deneyde her bir maddenin her bir inkibasyon sureleri 3 tekrar olarak
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calisiimistir. MTT boyasi giktan bozuldug icin deneyde MTT boya ilavesi ve
sonraki gamalari karanlkta yapilstir (Hatok ve ark., 2009; Canturk, 2006).

Annexin V - FitdPI fle Akis Hiicremetrede (Flow Sitometri) Apoptotik Etkinin
Saptanmasi

Apoptotik etkinin saptanmasinda, hicre membran yizeyinde ortaya cikan
degisikliklere goOre, apoptotik hucrelerin ayirimini akimicremetre (flow
sitometre) cihazinda belirleme 6zgitie sahip olan ApopNexIff FITC Apoptoz
Belirleme Kiti (MILLIPORE-chemichon, Billerica Massachusetts, U.S.A)
kullaniimistir.  Bu Kkit, apoptozis olayinda hicre membran ylzégki
biyokimyasal dgisiklikleri algilamaktadir. Kantitatif dgerlerin elde edilmesini
saglayan FITC ile konjuge olan Annexin V icermektediarsit boya olan
propidyum iyodit (PI), apoptotik hicrelerin, nekrotik hicrelerden ayrilmasini,
farklarinin ortaya cikmasini @amaktadir. PIl, nekrozisde hiicre zarinin
gecirgenlgini  belirlemek i¢in kullanilir. Hicre populasyongu sekilde
belirlenmektedir: Canli hticrelersigl gecirmez durumda olacaktir. Metabolik
olarak apoptozisin aktif bélimtnde olan hicreler annexin V ile boyanirken Pl ile
boyanmayacaktir. Nekrotik hiicreler ise, hem ApopNeXthhem de PI ile
reaksiyona girecektir. Ge¢ apoptoza giren hucreler, 6zellikle hicre kultirtinde
fagositoz tarafindan yok edilmezse, ikinci nekrozise girebiliriéinci kez
nekrozise giren hiicreler hem ApopNexil hem de DNA bglama boyasina
baglanirlar, boya ile boyanma apoptoz yoluyla da olaon snekrozisi
gostermektedir. ApopNexin™ Kiti fiziksel olarakg@am hicre drneklerine direk
uygulandgl zaman, apoptozisi belirlemek icin kullaniimaktadi&nneksinler,
hicre membranina spesifik olarakglzabilen proteinlerdirAnnexin V, 35.8
kDa molekuler girligl olan monomer yapida, antikoagulan aktivitesinepshh
proteindir. Canli, apoptotik ya da 6lu hiicrelerskaboya olan Pl ile ayri ayri
boyanarak belirlenmektedir.

HL-60 hicre sispansiyonundan 6 kuyucuklu hiicre plakasinin her bir kuyagug
hiicre sayisi 1x10hiicre/mL olacalekilde 3 ml olarak ekilmsiir. MTT sonuglar
temel alinarak, flow sitometri cihazinda sisplatin, PKL ve PKpt(ll) olarak
uygulanan her bir madde i¢in 3 konsantrasyonun (25, 50 ve 100 uM) apoptotik
etkileri deserlendirilmistir. Belirli sayida HL-60 hlicre stspansiyonu iceren
plakalar % 5 CQ@ li etivde 37° C’ de 24 saatlik inkibasyona biraksimn 24

saat inklibasyondan sonra, HL-60 hicreleri kuyucuklardan alinip, santrifij tiptne
aktariimg ve 1200 rpm’ de 5 dakika santrifij edikti. Santriflj sonrasi,
supernatant atilip, pelet tzerine 3 mLgsk PBS konulup, tekrar santrifi
edilmistir. Bu islem 2 defa tekrarlanmgtir. Santrifilj sonrasi, pelet 200 uL PBS
icinde homojen halde gailmis ve 100 pL alinip, flow tlpine aktarilgtir.
Hucre bulunan her bir flow tipune, kit icinde bulunan 5 pL Annexin, 5 pL PI
eklenip, 1-2 sn vortexlengtir (karistirlmistir). Bu slUspansiyon 15 dakika
karanlikta bekletilip, Gzerine 350 pL gayici tampon (Binding buffer) ilave
edilip, nazikce calkalanarak homojen bir kam elde edilm§ ve BD marka
FACS-ARIA (Kanada) flow sitometre cihazinda belirlenen dalga boyunda 10 000
hiicre olacakekilde sayilmgtir.
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DNA Fragmantasyon Yoéntemi fle Apoptotik Etkinin  Agaroz Jel
Elektroforezinde Belirlenmesi

HL-60 hicre suspansiyonundan, 6 kuyucuklu plakanin her bir kgyaneuhiicre
sayisi 1x16 hiicre/mL olacaksekilde 3 mL olarak ekilngti. MTT sonuglari
temel alinarak, flow sitometri cihazinda sisplatin, PKL ve PKpt(ll) * ye ait her bir
madde icin 3 konsantrasyonun (25 pM, 50 uM ve 100 uM) apoptotik etkileri
degerlendirilmistir. Belirli sayida HL-60 hiicre sispansiyonu icepakalar, %5
CO;'li etiivde 37° C'de 24 saatlik inkiibasyona birakgim Inkiibasyon sonunda
belirli kuyucuklara sisplatin, PKL ve PKpt(ll) * nin 5, 10, 25, 50, 100 uM
konsantrasyonlari, besiyeri medyumunda hazirlanarak vetiinftlow sitometri
sonuclarina paralel olacagekilde, plakalar apoptotik etkinin gerlendiriimesi

icin % 5 CQ'li etiivde 37° C’'de 24 saatlik inkiibasyona birakgim 24 saat
inkilbasyondan sonra, HL-60 hucreleri kuyucuklardan alinarak, santriftj tipine
aktariims ve her bir kuyucga 2 mL 1XPBS eklenerek, hucrelerin kuyucuk
yuzeyinden tamamen alinmasgsamstir (kuyucuk yizeyi yikanngtir). HL-60
hiicre slispansiyonlarini iceren tiipler, 1200 rpm’ d¥C+dle 5 dakika santrifij
edilmistir. Santrifij sonrasi, sipernatant atilip, peletriiee 500 pL ekstraksyion
tamponu ( 100 mM Tris-HCL, pH 8.0; 0,1 M EDTA (100 mM) , % 10 Triton X-
100) eklenerek pipetleme yapignve tipler 30 dakika buzda beklemeye
birakilmistir.

Bekleme sonrasi buzdan alinan ttpler, 1000 rpm’ de 10 dakika +4°C’ de santrifij
edilmistir. Siipernatant temiz bir tipe alinip, Gizerine 2mg' RNase A’ dan

final konsantrasyonu 10 mg.fiL olacak sekilde 5 pL eklenip, hafifce
vortekslenmgtir. Daha sonra tipler 56°C’ de 1 saat inkiibasyorakidmistir.

inkiibasyon sonrasi, tiplere final konsantrasyonu ®@amL* olacak sekilde,
stok konsantrasyonu 20 mg.iiLolan proteinaz K ' dan 10 pL ve son
konsantrasyonu % 1 SDS olacakilde stok konsantrasyonu % 10 olan SDS’ den
110 pL eklenerek 1 gece 37 °C ' de inkiibe edilimi

Inkiibasyon sonrasinda tiipler, 3000 rpm’ de +4°C’ Oedakika santrifij
edilmistir. Stpernatant temiz bir tipe aligtm. SUpernatantin Uzerine 1 mL
fenol-kloroform-izoamil kagimi (25:24:1 oraninda) eklengtir. Ttpler 13000
rom’ de +4 °C’ de 10 dakika santriftij ediktir.

Ustteki faz (supernatant) temiz bir tipe aktaglnve Uzerine 3M sodyum
asetattan 100 pL ve % 100'lUk @k etanolden 2 mL eklenerek tupler alt Ust
edilmis, - 20 °C’ de 1 gece DNA ¢okturidlmeye birakgtm

Ertesi gun, tupler 13000 rpm’ de +4°C’ de 15 dakika santriftj eglilva
supernatantlar atiingtir. Peletin (hicre ¢okei® Uzerine % 70 sguk etanol
(ImL) ilave edilmg ve tupler 14000 rpm‘ de +4°C’ de 5 dakika sanrifi
edilmistir.

Etanol tlplerden uzak$ariimistir. TUplerdeki pelet( DNA) g1 acik tutularak 5-

10 dak. havada kurutulmtwy. Her bir tlpteki pelet tzerine, 30 pL TE
(TrislEDTA) tampon solisyonundan (pH:8) (1 M Tris, 0,5 M EDTA ) eklenerek
DNA ¢Ozdurulmuagir.

% 2’ lik agaroz gel hazirlanmtir. Bunun icin 1 gr agaroz (high resolution-Sigma-
Aldrich, Almanya) tzerine 50 ml 1XTBE tampon solusyonu ( 10XTBE= Tris
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base 108 gr, Borik asit 55 gr, 0,5 M EDTA 40 mL, pH 8.0, distile su ile 1000 mL’
ye tamamlanmtir) ilave edilerek mikrodalga firinda kaynatiligzglGralmagur.
Icerisine DNA fragmentlerini gozlemleyebilmek amaaiguL etidyum bromid
(0.5pg.mLY) eklenmitir. Bu kargim, jel kiivetine dokdiiliip, sabitlengtir.
Taraklar yerlstirilip, sogumaya birakilmgtir. Jelin dondugndan emin oluncaya
kadar beklenmtir. Jel donduktan sonra, taraklar, kuyucuklarin igmmasini
sglayarak dikkatlice cikarilmgtir. Yikleme kivetine yerkgirilmis ve jelin
Uzerini kapatana kadar 1XTBE buffer eklegtmi Her bir kuyucga; buyuk
kuyucuk icin, 5 pL jel yikleme tamponu (gel loading buffer-Sigma-Aldrich,
Avustralya), 15 pL DNA o6rng, kicuk kuyucuk icin 3 pL yikleme tamponu, 10
UL DNA ornesi eklenmis ve UVP EC3 Jel Goriuntileme Sisteningiltere)
cihazinda goruntulenip, foto&flar ¢cekilmitir (Crawford ve ark., 1997; Giria ve
ark., 2003; Enlong ve ark., 2008; Hsua ve ark., 2008; Ho ve ark., 2006).

istatistiksel Analizler

Tam absorbans sonuclari, SPSS 15 (Statistic Program for Social and Science)
yazilim programinda ‘ortalama = S.E (Standart hata)’ olarak hesaptanidiT T
absorbans dgerleri tek yonli ANOVA ve post hoc olarak Tukey dbsti ile

analiz edilmgtir. Anlamhlik deserleri; p>0,05 fark yok, p<0,05* fark var,
p<0,01** 6nemli derecede fark var, p<0,001*** cok 6nemli derecede fark var
olarak dgerlendirilmistir.

Akis hiucremetre (Flow sitometre) sonuclarl cihazdan ettblen analiz
sonuglarina ve DNA fragmantasyon sonuclari da agaroz jel elektroforez gorinti
sonugclarina gore d@erlendirilmistir.

BULGULAR ve TARTI SMA
M orfolojik Bulgular

Sekil 8, 9 ve 10'da HL-60 hucre dizisinde sisplatinpiridin 2-karbaldoksim
ligandi (PKL) ve piridin 2-karbaldoksim Pt(ll) kompleksinin 5, 10, 25, 50, 100
UM konsantrasyonlarinin 72 saatlik inkiibasyonun morfolojik goéruntleri
verilmistir.
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Sekil 8. Sisplatin Konsantrasyonlari Uygulanan HL-60 Hiicrelerinin 72 Saatlikinkiibasyon
Sonundaki Morfolojik Goruntileri (Mikroskop Bulyutimesi X400) [a. Kontrol, b. DMSO
Kontrol, c. 5 uM Sisplatin, d. 10 uM Sisplatin, e. 25 uM Sisplatin, f. 50 uM Sisplatin, g. 100
MM Sisplatin ]

() (b)

(d)

(f)

(9)
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Sekil 9. Piridin-2-karbaldoksim Ligandi (PKL) Uygulanan HL-60 Hucrelerinin 72 Saatlik
inkiibasyon Sonundaki Morfolojik Géruntileri (Mikroskop Bilyiitiimesi X400) ( a. Kontrol,
b. DMSO-Kontrol, ¢c. 5 uM PKL, d. 10uM PKL, e. 25 uM PKL, f. 50uM PKL, g. 100 uM
PKL)

(@) (b)

(c) (d)

(f)

(9)
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Sekil 10. Piridin-2-Karbaldoksim Pt(Il) Kompleksi (PKPt(ll)) Uygulanan HL-60
Hiicrelerinin 72 Saatlik Inkiibasyon Sonundaki Morfolojik Gorintileri (Mikroskop
Blyutimesi X400) ( a. Kontrol, b. DMSO-Kontrol, ¢. 5 uM PKPt(Il), d. 10 uM PKPt(ll), e.
25 uM PKPt(Il), f. 50 uM PKPt(ll), g. 100 uM PKPt(l) )

(a) (b)

(f)

(9)
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MTT Sonuclar

Sisplatin, PKL ve PKPt(ll) i¢in; ayri ayri kontrol, DMSO, 5, 10, 25, 50 ve 100
UM konsantrasyon olmak tzere toplam 7 grup kullagtimi24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon sonuglari eliza (Enzim gantili immiinosorbent Yoéntemi) cihazinda
okutulmus ve her bir maddenin elde edilen sonuc@izelge 3, 4, 5 veSekil 11,

12, 13’ de gagidaki gibi deerlendirilmistir.

Sisplatinin HL-60 Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkileri

HL-60 hcreleri tGzerinde sisplatinin 24, 48 ve 72 saatlik MTT mitokondriyal
absorbans (Mitokondriyal aktiviteyi gostermektedir.) sonuclarina g8eki( 11,
Cizelge 3; sisplatinin 24 saatlik inkibasyonu sonucunda, elde edilen
mitokondriyal absorbans gerlerinde, kontrol ve DMSO-kontrol gruplarinda
anlamlilik dezeri p > 0.05 olarak bulunmuge dnemsiz olarak g@erlendirilmistir.

10, 25, 50 ve 100 puM sisplatin konsantrasyonlarinda, kontrole goére, istatistiksel
olarak anlamli derecede azalma meydana getpiriImugtr. Bu anlamhlik, 10

UM sisplatin  konsantrasyonundg < 0.01"; 25, 50 ve 100 uM
konsantrasyonlarinda da < 0.001”" olarak bulunmukur. HL-60 hiicrelerinin
sisplatin ile 48 saatlik inkiibasyonu sonrasinda, elde edilen sonuclara gore; 10, 25,
50 ve 100 uM sisplatin konsantrasyonlarinda, istatistiksel olarak kontrole gore
anlamhilik derecesp < 0.001™" olarak bulunmukr. Diger taraftan, kontrol,
DMSO-kontrol ve 5 uM sisplatin konsantrasyonlaripda 0.05 olarak bulunmus

ve anlamsiz olarak @erlendirilmis, kontrol goére hiicreler tGzerinde birgigklik
yapmadgl gorulmagur. Sisplatin ile 72 saatlik inkiibasyon sonrasiisga 24 ve

48 saatlik inklibasyondan elde edilen sonuclarda oldyilgi, kontrol ve DMSO-
kontrol sisplatin konsantrasyon grubunda elde edilen sonuglar anlamh
bulunmamy, istatistiksel olarakp > 0.05 sonucu elde edilgtir. 5, 10, 25, 50 ve

100 pM sisplatin  konsantrasyonlarinda ise, kontrole gore, mitokondriyal
absorbans derleri istatistiksel olarak énemli derecede azgim(p < 0.001™")

@ Konsantrasyon ve zamanaghaolarak, sisplatinin, HL-60 hicreleri tizerinde
sitotoksik etki yaptgi, proliferasyonu azalg belirlenmitir.

@ MTT sonuglarinda elde edilen verilere gope0.05 anlamsiz,p < 0.05 anlamli}), p < 0.01
onemli derecede anlamii(), p < 0.001 ise cok nemli derecede anlamlif olarak belirlenmitir.
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Mit. Absor. Deg. OD 570 ni
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Sekil 11. Sisplatinin, HL-60 Huicre Dizisinde 24, 48 ve 72. Saat Mitokondriyal Absorbans

Degerleri
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Cizelge 3. Sisplatin’in HL-60 Hiicrelerinde Mitokondriyal Absorbans Sonuglari velstatistiksel Degerlendiriimesi

GRUPLAR 24. SAAT 48. SAAT 72. SAAT

Ortalama | St.Sapma| Anlamhlik |Ortalama | St.Sapma| Anlamlilik |Ortalama | St.Sapma| Anlamlilik

Kontrol 0.659 0.015 p > 0.05 0.751 0.027 p > 0.05 0.920 0.026 p > 0.05
DMSO 0.653 0.018 p > 0.05 0.732 0.020 p > 0.05 0.915 0.025 p > 0.05
S UM 0.649 0.015 p >0.05 0.685 0.021 | p<0.001*** | 0.696 0.035 | p<0.001***
10 uM 0.627 0.013 | p<o.of 0.663 0.025 | p<0.001**| 0.627 0.031 | p<0.001***
25 uM 0.580 0.020 | p<0.001*** 0.586 0.036 | p<0.001*** 0.486 0.030 | p<0.001***
50 uM 0.525 0.014 | p<0.001*** 0.512 0.028 | p<0.001*** 0.404 0.014 | p<0.001***
100 pM 0.502 0.020 | p<0.001*** 0.471 0.0410 | p<0.001*** 0.378 0.029 | p<0.001***
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Piridin 2-Karbaldoksim Ligandinin HL-60 Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkileri

HL-60 hicrelerinde PKL’ nin 24, 48 ve 72 saatlik MTT testine ait mitokondriyal
absorbans sonuclaekil 12 ve Cizelge 4 ’ de verilmgtir. Bu sonuclara gore,
PKL ile HL-60 hicrelerinin 24 saatlik inkibasyonu sonrasinda, kontrole gore,
PKL" nin mitokondriyal absorbans derleri, istatistiksel olarak anlamli
bulunmamgtir (p > 0.05). 48 saatlik inkilbasyon sonrasinda, 25 uM PKL
konsantrasyonundp < 0.05" ; 50 ve 100 uM konsantrasyonda pla< 0.01”
anlamhlik dgerinde mitokondriyal absorbans azalmasi gorutiniis72 saatlik
inkibasyon sonrasinda ise, mitokondriyal anlamhliigederi, 10 puM PKL
konsantrasyonunda< 0.05 ; 25, 50 ve 100 uM konsantrasyondafise 0.01"
olarak bulunmur. Bu sonuglara gore, PKL’ nin, HL-60 hicrelerietinde
sitotoksik ve dolayisiyla antiproliteratif etki gostermgajozlenmistir.

L O Kontrol
S Xiad B DMSO
C -
S o8
= 07 . Kontrol
o - *k
a) ’ 05 uM
O 06
e, 010 pM
& 05- u
o
= 041 W 25 pM
o
(%] _

2 90 B 50 uM
= 024
= 01 W 100 uM
0 24.saat 48.saat 72.saat
Zaman

Sekil 12. Piridin 2-Karbaldoksim Ligandinin, HL-60 Hicre Dizisinde 24, 48 ve 72. Saat
Mitokondriyal AbsorbansDegerleri
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Cizelge 4. Piridin 2-Karbaldoksim Ligandinin HL-60 Hiicrelerinde Mitokondriyal Absorbans Sonuglari vestatistiksel Deserlendirilmesi

GRUPLAR 24. SAAT 48. SAAT 72. SAAT

Ortalama | St.Sapma| Anlamlilik | Ortalama | St.Sapma| Anlamhlik | Ortalama | St.Sapma| Anlamlilik

Kontrol 0.679 0.043 p > 0.05 0.732 0.024 p > 0.05 0.860 0.028 p > 0.05
DMSO 0.673 0.027 p > 0.05 0.730 0.024 p > 0.05 0.856 0.029 p > 0.05

5 uM 0.679 0.023 p > 0.05 0.727 0.029 p > 0.05 0.825 0.028 p > 0.05

10 uM 0.671 0.031 p > 0.05 0.702 0.031 p > 0.05 0.815 0.021 p <0.05
25 uM 0.654 0.023 p > 0.05 0.684 0.029 p <0.05 0.807 0.019 p <0.01**
50 uM 0.643 0.042 p > 0.05 0.678 0.032 | p<0.01* 0.804 0.028 p <0.01**
100 pM 0.635 0.014 p > 0.05 0.678 0.035 | p<0.01* 0.761 0.022 | p<0.001***
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Piridin  2-Karbaldoksim Pt(Il) Kompleksinin HL-60 Hucreleri Uzerine
Sitotoksik Etkileri

Asagidaki Sekil 13 ve Cizelge 5’ de, PKPt(ll) ' nin HL-60 hucreleri Gzerindeki
24, 48 ve 72 saatlik mitokondriyal absorbans sonuclar gorilmektedir. PKPt(II) °
nin konsantrasyonlari ile HL-60 hlcrelerinin 24, 48 ve 72 saatlik inktbasyonlari
sonucunda, konsantrasyon ve zamargnhia olarak, hiicre dizisinde sitotoksik ve
antiproliteratif etki gortlmuitir. HL-60 hucrelerinin 24 saatlik PKPt(Il) ile
inkiibasyonu sonrasinda, 10 uM PKPt(ll) konsantrasyonunda, kontrole gbére
mitokondriyal absorbans gerlerindeki azalma, istatiksel olargk< 0.05" ; 25,

50 ve 100 uM konsantrasyonlarda ipes 0.001" olarak belirlenmitir. Diger
taraftan, DMSO-kontrol ve 5 uM konsantrasyonlaripda0.05 olarak bulunmus

ve anlamsiz kabul edilgtir. 48 saatlik inkilbasyon sonunda, kontrole gore
mitokondriyal absorbans derleri azalmy ve analamhiik dgerleri, 10 uM
konsantrasyonda P < 0.01; 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonda se&;, 0.001
olarak bulunmur. Yine 72.saatlik inkllbasyondan sonra da, komaapbn ve
zamana bgl olarak mitokondriyal absorbans gixleri, kontrole gdre oneml
derecede azalgtir. Bu azalma istatistiksel olarak, 5 ve 10 pM PHIPt
konsantrasyonlarinda< 0.01" ; 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda ise, p <
0.001™ olarak belirlenmitir.

1
o @ Kontrol
»oD 0.8 - m DMSO-Kontrol
q_) E * **k*** **Jfk o » k% -
o 010 M
_2 (o) 014 T 25 M
= O meou
= 02+ @50 pM
m 100 uM
0
24.saat 48.saat 72.saat
Zaman

Sekil 13. Piridin 2-Karbaldoksim Pt(Il) Kompleksi’ nin HL-60 Hicre Dizisinde 24, 48 ve 72.
Saat Mitokondriyal Absorban®egerleri
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Cizelge 5. Piridin 2-Karbaldoksim Pt(ll) Kompleksinin HL-60 hiicrelerinde Mitokondriyal Absorbans Sonuglari veistatistiksel Dezerlendirilmesi

GRUPLAR 24. SAAT 48. SAAT 72. SAAT

Ortalama | St.Sapma| Anlamlilik | Ortalama | St.Sapma| Anlamllik | Ortalama | St.Sapma| Anlamhlik

Kontrol 0.713 0.022 p> 0.05 0.756 0.032 p > 0.05 0.896 0.048 p> 0.05
DMSO 0.710 0.020 p>0.05 0.751 0.019 p> 0.05 0.900 0.036 p > 0.05

5 uM 0.692 0.025 p>0.05 0.731 0.031 p > 0.05 0.819 0.042 p< 0.01**
10 uM 0.670 0.014 p < 0.05* 0.689 0.045 p< 0.01** 0.809 0.083 p <0.01**
25 uM 0.646 0.023 p<0.001*** 0.671 0.019 | p<0.001*** 0.663 0.036 p<0.001***
50 uM 0.621 0.038 p<0.001*** 0.641 0.028 | p<0.001*** 0.614 0.026 p<0.001***
100 uMm 0.603 0.023 p<0.001*** 0.627 0.025 | p<0.001*** 0.572 0.032 p<0.001***
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Flow Sitometri Yontemi ile Apoptotik Etkinin Dgerlendiriimesi

Sisplatinin HL-60 hticreleri Gzerindeki, 24 saatlik apoptotik etgedkil 14 - 17ve
Cizelge 6’ da gorulmektedir. Sisplatinin (25, 50 ve 100 uM konsantrasyon), HL-
60 hcreleri Uzerinde, Annexin V-Pl boyalan ile, flow sitometri’ deki
deserlendirmesi yapilggnda, kontrolde canli hiicre yuzdesi % 96.4, apdptoti
hiicre yuzdesi %1.9 ve nekrotik hiicre yuzdesi %1.6; DMSO-kontrol grubunda
canli hiicre yuzdesi %92.4, apoptotik hiicre yiuzdesi %1.2, nekrotik hiicre yuzdesi
%6.4 olarak bulunmugr (Sekil 14 ve Cizelge 6).
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Sekil 14. Flow Sitometri Yontemi ile Kontrol ve DMSO-Kontrol Grubunun Apoptotik
Sonuglari ( a. Kontol (FSC-A) , b. Kontrol (Annexin V Fitc- A) , c. DMSO-Kontrol Annexin
V Fitc- A)
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Akut I6semi hlcre dizisine, sisplatinin 25 pM konsantrasyonunu uygutach
grupta, canh hicre yuzdesi %89.3, apoptotik hiicre yuzdesi %1.3, nekrotik hicre
yuzdesi %9.3; 50 puM konsantrasyonda canl hicre yilzdesi %80.2, apoptotik
hiicre ylzdesi %1.9, nekrotik hiicre yuzdesi 17.8; 100 uM konsantrasyonda canli
hiicre yuzdesi %82.5, apoptotik hiicre yuzdesi %2.6, nekrotik hicre ylzdesi
%14.9 olarak bulunmugr (Sekil 15 ve Cizelge 6).
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Sekil 15. Flow Sitometri Yéntemi ile Sisplatinin 25, 50, 100 uM Konsantrasyon Gruplarinin
Apoptotik Sonuclari (a. 25 uM, b. 50 uM, c. 100 uM)
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PKL" nin 25 pM konsantrasyonunu uygulgaoniz grupta, canh hicre yizdesi
%92.5, apoptotik hiicre ylzdesi %1.1, nekrotik hiicre yuzdesi %6.4; 50 uM
konsantrasyonda canli hiicre yuzdesi %94.1, apoptotik hiicre ylzdesi %1.0,
nekrotik hiicre yizdesi 4.8; 100 uM konsantrasyonda canh hicre ytzdesi %91.5,
apoptotik hicre yuzdesi %1.1, nekrotik hiicre yizdesi %7.3 olarak bultummus
(Sekil 16 ve Cizelge 6).
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Sekil 16. Flow Sitometri Yontemi ile Piridin 2-Karbaldoksim Ligandinin 25, 50, 100 uM
Konsantrasyon Gruplarinin Apoptotik Sonuclar (a. 25 uM, b. 50 uM, c¢. 100 uM)
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HL-60 hucre dizisinde, PKPt(ll) ' nin 25 pM konsantrasyonunu uyggiadr
grupta, canh hicre yuzdesi %97.4, apoptotik hiicre yuzdesi 1.2, nekrotik hiicre
yuzdesi %1.4; 50 puM konsantrasyonda canh hicre yilzdesi %94.5, apoptotik
hiicre yuzdesi %1.1, nekrotik hiicre yuzdesi 4.5; 100 uM konsantrasyonda canl
hiicre yluzdesi %96.0, apoptotik hiicre ylzdesi %1.6, nekrotik hiicre yluzdesi %2.4
olarak bulunmur (Sekil 17 ve Cizelge 6).
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Sekil 17. Flow Sitometri Yontemi ile Piridin 2-Karbaldoksim Pt(ll) Kompleksi’ nin 25, 50,
100 uM Konsantrasyon Gruplarinin Apoptotik Sonuclari ( a. 25 pM, b. 50 pM, c. 100 puM)
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Cizelge 6. 25 pM, 50 uM ve 100 pM Sisplatin, Piridn 2-Karbaldoksim Ligandi ve Piridin-2-
Karbaldoksim Pt(Il) Kompleksi Verilen Hicrelerin, 24. saat Sonrasinda Elde Edilen Flow

Sitometri Sonuclari.

GRUPLAR Cal‘.l.|l thre Apopthtlk hl'.jcre Nekrgtlk hQCre
ylzdesi ylzdesi ylzdesi

Kontrol 96.4 1.9 1.6

DMSO-Kontrol 924 1.2 6.4

25 uM sisplatin 89.3 1.3 9.3

50 uM sisplatin 80.2 1.9 17.8

100 puM sisplatin 82.5 2.6 14.9

25 uM piridin 2-

karbaldoksim 92.5 1.1 6.4

ligandi

50 uM piridin 2-

karbaldoksim 94.1 1.0 4.8

ligandi

100 pM piridin 2-

karbaldoksim 91.5 1.1 7.3

ligandi

25 UM piridin-2-

karbaldoksim 97.4 1.2 1.4

Pt(Il) kompleksi

50 uM piridin-2-

karbaldoksim 94.5 1.1 4.5

Pt(ll) kompleksi

100 pM piridin-2-

karbaldoksim 96.0 1.6 2.4

Pt(Il) kompleksi
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DNA Fragmantasyon Yoéntemi fle Apoptotik Etkinin  Agaroz Jel
Elektroforezinde Goartntilenerek Dgerlendiriimesi

Sisplatin, PKL ve PKPt(ll) ’ nin 5, 10, 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinin
uygulandgl HL-60 hucrelerinde, 24 saatlik inkiibasyon sonmaimgaroz jel
elektroforez yonteminde (apoptoza 6zgi olan), DNA fragmantasyonu (DNA
merdiven yapisi) gordlmestir (Sekil 18, 19 ve 20).Bunun sebebi de flow
sitometri sonuclariyla paralel olarak; cok az sayida hicrede apoptotik etkinin
ortaya cikmasi olarak gerlendirilmistir. DNA izolasyonu sirasinda, bazi DNA
bantlarinin daha yun goérintisi, o konsantrasyon grubuna ait hicre
proliferasyonu ile dgiskenlik gostermektedir.

Ssplatinin HL- 60 Hiucreleri Uzerine Etkisinin Agaroz Jel Elektroforezinde
Goruntulenmesi

Q
4
% 3 < % S "f‘% @\% %
o)

“4, %, % %, % o

Sekil 18. Sisplatin Verilen HL-60 Hucrelerinde DNA Fragmantasyonunda Sirasiyla 100, 50,
25, 10, 5 pM, DMSO-Kontrol ve Kontrol Gruplarinin Agaroz Jel Elektroforezinde
Goruntulenmesi
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Piridin 2-Karbaldoksim Ligandinin HL- 60 Hiicreleri Uzerine Etkisinin Agaroz
Jel Elektroforezinde Goérunttlenmesi

&)
% 2 & % %%
2 © o Z.
o 2 % 2 Z Q.

Sekil 19. Piridin 2-Karbaldoksim Ligandi Verilen HL-60 Hicrelerinde DNA
Fragmantasyonunda Sirasiyla, Kontrol, 5, 10, 25, 50, 100 uM, DNA Belirtecinin Agaroz Jel
Elektroforezinde Gorintilenmesi
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Piridin 2-Karbaldoksim Pt (II) Kompleksinin HL- 60 Hiicreleri Uzerine Etkisinin
Agaroz Jel Elektroforezinde Goruntilenmesi

@) &)
£z + 1%
L7 9 %% 5 0w 0% BB
R L 4, 4, % %

Sekil 20. Piridin 2-Karbaldoksim Pt(ll) Kompleksi Verilen HL-60 Hicrelerinde DNA
Fragmantasyonunda Sirasiyla DNA Belirteci, Kontrol, DMSO-Kontrol, 5, 10, 25, 50 ve 100
MM Konsantrasyon Gruplarinin Agaroz Jel Elektroforezinde Goruntiilenmesi

Sisplatinin  kgfinden sonra, 0zellikle decis-sisplatinin kanser htcrelerinde
molekiler mekanizmalarinin aciklanmasi ile, birgok farmakolojik etkili platinyum
grubu antitimor ilacglar sentez edikti ve antitimor aktivitesi bakimindan
degerlendirilmistir (Capeda ve ark., 2007; Dikmen ve sBean, 2008). Sentez
edilen bu bilgiklerin ¢ogu sisplatin, karboplatin ya da okzaliplatin gibi
bilesiklerin analoglaridir (yapica benzerleri) (Capeda ar&., 2007). Kanser
tedavisinde kullanilan kemoterapotik ajanlarin, apoptotik hiicre 6lumuni grttirdi
bilinmektedir. Apoptosis, kanser hucreleriningadmasini dengeleyerek timor
buyuimesinde 6nemli rol oynamaktadir (Budzisz ve ark., 2004) HL-60 insan
promiyelositik hticre dizisi,in vitro olarak hiicre buylmesi ve farkitaasi
calismalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir. HL-60 heleri, cogalan
miyeloblastlarin dncusi olarak kabul edilmektedir. ( Wang ve ark., 2009). Bizde
bu calgmada, daha dnceki ¢giinalari model alarak, insan |6semi HL-60 hticre
dizisinde, piridin 2-karbaldoksim ligandi viet (II) kompleksinin sitotoksik ve
apoptotik etkilerini sisplatinle kardastirmali olarak argtirdik. MTT yontemi ile
platin grubu iceren sisplatin ve Pt (Kompleksinin zamana ve konsantrasyona
bagli olarak HL-60 hucre dizisi tUzerinde sitotoksik iethosterdgi ve kanser
huicreleri Gzerinde antiproliferatif etkili oldugu belirledik. Ozellikle yiksek
sisplatin konsantrasyonlarinin (25, 50 ve 100 pM sisplatin) sitotoksik etkiyi
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onemli dizeyde arttirgh goruldi. Flow sitometride apoptotik etki bakimand
degerlendirilen Gg¢ sisplatin konsantrasyonunda (25y&@00 uM ), kontrol ve
diger konsantrasyon gruplarina gore canl hicre ylmdesazalma, nekrotik
hiicre yuzdesinde de artoldugu belirlendi. Kontrol ve dier gruplara goére
sisplatin konsantrasyonlari arasinda apoptotik hicre yizdesinde 6nemligir arti
bulunmadi, ancak en buyuk gkr olarak apoptotik hicre yilzdesi 100 pM
sisplatin konsantrasyonunda % 2.6 olarak analiz edildi.

Sisplatin, yuksek antitimoral aktivite gosteren ve oldukgasdenianim alanina
sahip antineoplastik bir ajandir. Ba testis ve over kanserleri olmak Ulzere
mesane prostat, bae boyun kanserleri, osteojenik sarkom ve ndrobfaat gibi
solid tumorlerin tedavisinde siklhikla kullanilir. Ancak dozglbalarak ortaya
cikan bazi yan etkileri, kullanim alanini sinirlamaktad@ikmen ve Bagaran,
2008; Zhang ve Lippard, 2003; Kalayda ve ark., 2003). Sisplatinin etki
mekanizmasi tam olarak agiklanamgimi Sisplatin hiicreye pasif difizyon ya da
bakir talyicilari (transporter) (CTR1) yardimiyla girmektedsitoplazmaya giren
sisplatin, ya glutatyon (GSH) ile bigerek inaktif olur, ya da nuklear DNA da
hicresel hedefine ganir. DNA molekilinde guanin ya da adenin bazlarina
baglanan platin grubu, zincir i¢i veya zincirler aragapraz bglantilar
olustururarak DNA replikasyonunu durdurarak antitimoki egostermektedir
(Capeda ve ark., 2007; Klein ve Hambley, 2006; Shermann ve Lippard, 1987,
Wang ve ark., 2009). Sisplatinin %5-10 'u genomik DNA ilglaat kurarken, %
75-85'i hucre ici protein ve @er hicresel yapilarla Banti kurmaktadir. En
onemli DNA olmayan hedefi de glutatyon (GSH) * dur. GSH vgeditiol gubu
iceren biyomolekiller platine ¢ok c¢abuk glanirlar. GSH'a sisplatinin
baglanmasi, toksisite ve ilaca kardirenc gelsimi gibi negatif farmakolojik
etkileri ortaya ¢ikarmaktadir (Cepeda ve ark., 2007).

Sisplatinin hem nekroz hemde apoptozun i¢inde yenaldksik aktivitelere sahip
oldugu rapor edilmgtir (Previati ve ark., 2006; Cepeda ve ark., 200&pilan bir
calismada, sisplatinin HL-60 htcrelerinde zaman ve kotmaayona bgmli
olarak hicre o6limine neden ofgy oOzellikle dugik mikromolar
konsantrasyonlarda apoptotik etkinin daha ¢ok goriildfggle edilmgtir (Previati

ve ark., 2006). Maurizio ve ark., flow sitomeride annexin V-PI sonuglarina gore,
HL-60 hucrelerinde sisplatinin toksik etkilerini ghamislar ve 5 ve 24 saatlik
inkiibasyonlar sonunda 50 ve 100 pM sisplatinin, doz ve zamanmalbalarak
apoptotik ve nekrotik hiicre sayisinda gigaptgini belirlemglerdir (Previati ve
ark., 2006). Bazi cadmalarda ise sisplatinin denenen on iki dozundan ceade
onunda sitotoksik etki gorilmige anlamsiz olarak gerlendirilmistir (Krause-
Heuer ve ark. 2009).

Sisplatinin tumor hicrelerinde hiicre 6lum mekanizmalari ile apoptoz ve nekroz
arasindaki bgantilar aciklanmtir. Sisplatin hicre 6lim mekanizmalari apoptoz
ve nekrozdur. Hucrenin nikeusunda DNA ilezlbati kuran sisplatin poli ADP
riboz polimeraz-1 (PARP-1) molekiiliinii aktive ederek NAR, poli ADP riboz

ve nikotinamide pargalar. Bunun sonucu, hiucrede NAD+ seviyesi azalir, bunu
takiben timor hicresinde ATP seviyesi de azalir ve hicre nekrozolarak 6lur. Bu
mekanizmaya zit olarak,ger ATP dizeyi hiicrenin yamasi icin yeterli ise,
kaspaz 3,6 ve 7 tarafindan PARP-I parcalanir. Bunun sonucunda nekroz
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mekanizmasi durur ve tumér hicresi apoptotik mekanizmayr kullanarak
olur(Capeda ve ark., 2007).

Calismada, flow sitometride apoptotik etki bakimindageteendirilen piridin 2-
karbaldoksim ligandi vé’t (ll) kompleksinin t¢ konsantrasyonunda (25, 50 ve
100 uM ), kontrol grubuna gére canli, apoptotik ve nekrotik hiicre ylzdesinde
onemli bir farkhlik gostermengiir. Piridin 2-karbaldoksim ligandi vét (II)
kompleksine ait nekrotik hiicre ytzde gdderi, DMSO-kontrol hiicre yilzde
degerine gore fakl bulunmastir. Dolayisiyla, piridin 2-karbaldoksim ligandi ve

Pt (I) kompleksine ait gruplar arasindaki nekrotik hicredgi dgerlerindeki
farklihga da konsantrasyon farkliliklarinin neden olabijgtiesOyleyebiliriz.

Bu calsmada, sisplatin, piridin 2-karbaldoksim ligandi Re(1l) kompleksinin 5
farkli konsantrasyonu HL-60 hicrelerinde 24 saat inkiibe egiitmGruplara ait
izole DNA' lar agaroz jel elektroforezine tabi tutuldygDNA fragmantasyon
olusumuna ait bir gérinttye rastlaniimatm. Flow sitometri sonuclarimizda bu
bulgumuzla paralellik géstermektedir. Maurizio ve ark. flow sitomerti apoptoz
bulgularina zit olarak 24 saatlik sisplatin uygulamasindan sonra, HL-60 DNA
sinin fragmente olmagini agaroz jel elektroforez yéntemi ile belirlegherdir.
Hicre DNA sinda nukleozom ici pargcalanmalarin olagnasinin nedenini de
yuksek sisplatin konsantrasyonlarinda, 24 saatlik inkibasyonda hicrelerde
fragment olan DNA nin tamamen kaybolmuabileceini raporetmglerdir
(Previati ve ark., 2006).

Platin ilaglari ile ilgili calsmalar, genelliklein vitro olarak yurataltr. Fakat, bu
durum ilacin kan damarlarindan difiize edilmesinden ve kanser hlcresinin ¢evre
yapisinin heterojen olmasindan dolayittiesorunlar yaratmaktadir. Platin (V)
ilacglari, 6rngin platin (Il) bilesikleri, hiicre kultirinde artan stabilite ve lipafi
nedeniyle cgtli avantajlar sglamaktadir. Fakat, in vitro cama ortaminin
sagladigl bu yararlar in vivo ortamda gmikli ge usrayabilmektedir.

Platin ilaclarinin geklimindeki en ©6nemli konu, hicre icine alimi ve
akimulasyonunu gdayan optimize Ozelliklerin, ilaci  penetrasyonunu
verimliligini azaltmasindan kaynaklanmaktadir (Klein ve Hamb2906).

Sisplatinin sadece cis-izomerleri antikanser aktivitesi gostermektedir. Trans
izomerleri daima inaktiftir (Shermann ve Lippard, 1987). Platin (ll)skkleri,
(PtNy) yapisi ile genellikle antikanser agisindan inaktiftir. Clnku buyikié, Pt-

N baglarinin yiksek termodinamik stabilitesinden doleddNA’ y1 hazir olarak
baglayamazlar (Roy ve ark., 2009).

Sentez edilen piridin ve pirimidin tdrevleri, insan tumor hicre dizilerinde,
denenmgtir. Sentez bilgikler igcinde bulunan, nitrobenzosuberon halkasi,
antitumor aktivitesi icin gereklidir. Ayrica, hetetosiklik halkalarinin varh
aktiviteyi arttiran nitril gruplarinin var@ icin gereklidir (Amr ve ark., 2005).
Platin kompleksi ve piridin arasindaki reaksiyon, amin ligandigatigapisina
bagli olarak, stereoizomerlerin kammini Uretir (Marzano ve ark., 2002). Platin
kompleks sitotoksisitesi ve ligandin arasindalkgkili bircok 6neri sunulmasina
ragmen, hala kesin olarak bilinmemektedir (Tsutsumashé ark., 1998; Marzano
ve ark., 2002). Yeni platin, komplekslerinin sitotoksisitesi ile ilgili gahlar,cis-

Pt ile kiyaslandiinda in vitro ¢cakma ortaminda yuksek lipid peroksidasyonu
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sebebiyle, yuksek sitotoksisiteye sahip @augorulmagir (Marzano ve ark.,
2002; Roy ve ark., 2009).

Platin iceren kompleklerde uygulanan 5 pM-100 uM doz grubunun hicrenin
apoptaza u@amasini engellegh, bu dozlarin hicreyi nekroza goétugli) ancak
apoptotik etki icin gerekli dozlarin 0,5 — 3 uM arasinda olmasi gérekti
bildirilmi stir (Krause-Heuer ve ark., 2009).

Sonug olarak bu caimada, sisplatin ve platin (II) kompleksi konsant@sywe
zamana bgl olarak HL-60 hucrelerinde sitotoksik etki gOstegtm. Flow
sitometri ve agaroz jel fragmantasyonu sonuclarina gore, sisplatin, piridin 2-
karbaldoksim ligandi vePt (lI) kompleksinin HL-60 htcrelerinin 24 saatlik
inkilbasyonu sonunda, 6nemli bir apoptotik etki belirlenmgeatup nekrotik
hiicre 6lim mekanizmasinin apoptoza goére daha fazla kullEanddrulmuagar.
Ozellikle DNA ya baglanma 6zellgine sahip platin icerikli maddelerde gormeyi
hedefledgimiz apoptotik etki, ya maddelerin hicre icerisineegnemesinden
(lipofilite azhgr) ya da HL-60 hicrelerinin sahip olduklari p53 gltesyonundan
dolay! apoptoza direng kazanmasi ile agiklanabilir.

SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu caimada, sisplatin ve platin (II) kompleksi konsant@sywe
zamana bg olarak HL-60 hucrelerinde sitotoksik etki goOstégtin. Flow
sitometri ve agaroz jel fragmantasyonu sonuclarina gore, sisplatin, piridin 2-
karbaldoksim ligandi vePt (lI) kompleksinin HL-60 hcrelerinin 24 saatlik
inkibasyonu sonunda, O6nemli bir apoptotik etki belirlenmgeatup nekrotik
hicre 6lim mekanizmasinin apoptoza gére daha fazla kul@nddralmuagar.
Ozellikle DNA ya balanma 6zelline sahip platin icerikli maddelerde gérmeyi
hedefledgimiz apoptotik etki, ya maddelerin hicre icerisingegnemesinden
(lipofilite azlig) ya da  HL-60 hicrelerinin sahip olduklari p53 gen
delesyonundan dolayi apoptoza direng kazanmasi ile agiklanabilir.

Yapilan bu ¢cabma,in vivoortamda da denenerek, piridin 2-karbaldoksim ligandi
ve Pt (Il) kompleksinin,in vivo vein vitro etkilerinin kasilastiriima sansi
saglanir. Bir bgka Oneri ise, hicre kultirinde, piridin 2-karbaldokéigandi ve

Pt (II) kompleksi hicre dizisine verilmeden 6nce, lipofgitg/iksek bir madde
yardimiyla tamamen ¢6zunerek, hicre icine verilebilir. Bu durumgk, \earsa
apoptotik etkinin gozlemlenmesi daha kolaydeaktir.
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