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Bu ¢alismada, 1,3-bis-(heteroaril siibstitiie) benzen tiirevleri olan MBIS1, MBIS2 ve
MBIS8, 3-siibstitiie-2-tiyohidantoin tiirevieri olan Tiyol, Tiyo2, Tiyo5 ve kekik bitkisinin
dogal bileseni olan Karvakrol’iin SRP7 ve CO25 hiicreleri lizerindeki sitotoksik, apoptotik
ve hiicre ici protein aktivasyonundaki etkisi aragtirilmistir. Ayni zamanda, kontrol hiicreleri
olan F2408 ve C2 hiicreleri de karsilastirma amaciyla kullanilmigtir. Sitotoksik etkileri
arastirmak amaciyla MTT 6l¢iimii ve tripan mavisi boyama ydntemi, apoptozisi arasiirmak
amaciyla akridin oranj / etidyum bromiir boyama, akum sitometrisi, agaroz jel elektroforezi
ve protein aktivasyonunu aragtirmak amaciyla da western blot yontemleri uygulanmistir.
Elde edilen bulgular 1,3-Bis-(heteroaril siibstitiie) benzen tiirevlerinden —-NQ, yan grubu
tasiyan MBIiS8’in diger tiireviere gore hem H-ras aktif SRP7 hem de N-ras aktif CO25
hiicrelerinde daha fazla toksisite gdsterdikleri ve apoptozise neden oldugunu gdstermektedir
ve 3-siibstitiie-2-tiyohidantoin tiirevlerinden —4-metoksi fenil grubu tasiyan Tiyo5’in H-ras
aktif hiicrelerde, fenil grubu tasiyan Tiyo2’nin de N-ras aktif hiicrelerde daha etkili
olduklar tespit edilmistir. Dogal bilesen olan karvakrol’iin ICs, dozunun altinda da kanserli
hiicreleri apoptozise gbtiirmesi ve hiicre i¢i protein aktivasyonunda artis gdstermesi
bulgularimiz dahilinde gozlenmistir. Yukarida sdzii edilen bilesiklerin antineoplastik
tedavide kullanilabilecegine dair ilk basamak aragtirmalar yapilmigtir. Elde edilen
bulgularin yapilacak olan antineoplastik etki araghrmalan icin de sk tutacaf:

diisiiniilmektedir.
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In this study, the effects of cytotoxic, apoptotic and protein activation of MBISI,
MBIS2, MBIS8 (1,3-bis-(heteroaryl substituted) benzene derivatives) and Tiyol, Tiyo2, Tiyo5
(3-substituted-2-tiyohydantoin derivatives) and carvacrol, compound of thyme plant, were
investigated on SRP7 and CO25 cells. F2408 cells were used to compare the effects of
compounds on SRP7 cells and C2 cells were also used to compare the effects of compounds on
CO25 cells. MTT measurement and frypan blue staining method were used to study
cytotoxicity. Flow cytometry, agarose gel electrophoresis and acridin orange staining method
were used to study apoptotic effects while western blotting was used to determine protein
activation on cells. Findings obtained here showed that MBIS8 which was 1,3-bis-(heteroaryl
substituted) benzene derivative carrying —-NO, substituent was more effective on both 5RP7 and
CO25 cells, causing more cytotoxicity and apoptosis. TiyoS, 3-substituted-2-tiyohydantoin
derivatives, carrying —4-metoxyphenyl substituent was more effective on H-ras activated cells
and Tiyo2 carrying phenyl substituent was more effective on N-ras active cells when compared
with control cells. Also, carvacrol showed apoptotic effects on cancer cells and increased protein
activation on cells at doses which were sublethal on normal cells. It is thought that the findings
about the compounds mentioned above would light for the future investigations about using
them in antineoplastic therapy.
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1. GIRIS

Oliim nedeni olarak, diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci
sirada yer alan kanser, her yasta gelisme riskine sahip ve gesitli organlarda
fonksiyon ve yap1 bozukluguna neden olan 6nemli bir hastaliktir [Murray ve ark.
1998].

Kanser, bir seri genetik hasarin birikimi ile gevresel etmenlerin bagimsiz
ya da igbirligi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Genetik hasar olarak isimlendirdigimiz
mutasyonlardan bazilan, hiicre g¢ogalmasimin kontroliinii etkilerken, digerleri
tim6r hiicrelerinin bulunduklari noktalardan taginmasimi ve uzak mesafede
yasamalarim1 veya tiimoriin biiyiimesi i¢in gerekli olan anjiyojenik islemleri
uyarmaktadirlar. Genomda meydana gelen tek niikleotid degisimi gibi kiigiik
degisiklikler ya da kromozom kazammi veya kaybi, viral genomun hiicre
genomuna katilimi, kromozomun yeniden diizenlenmesi gibi biiyiikk 6lcekli
degisikliklerin kanser gelisimi ile birebir iligkili oldugu bilinmektedir.

Birgok farkli kanser tipinde, mutasyonlar somatik hiicrelerde meydana
gelir ve bu mutasyonlar iireme hiicreleri ile gelecek nesillere aktarilamazlar.
Ancak kanser vakalarimin %]1’inde esey-kok hiicrelerinin c¢esitli genlerinde
meydana gelen mutasyonlar sonraki nesillere aktarilir ve bu degisim yeni neslin
kansere yatkinligimi arttirmig olur. Bazende kalitsal mutasyonlar tek baslarina
kanser olusumunda etkili olmayabilirler. Kanser olusumunun tamamlanmasi ve
homozigot genlerin olugmas: igin homolog lokuslarda olusan somatik
mutasyonlarin meydana gelmesi gerekmektedir. Yukarida s6z edilen
olasiliklardan hangisi etken olursa olsun, kanser hastalifi hiicre seviyesinde
genetik bir bozukluk olarak kabul edilmektedir [Klug ve Cummings 2000].

Genomda meydana gelen bilyilk olgekli degisiklikler kanserin genel
ozelligini olusturduundan bu degisiklikler, hastaligin teshisi, seyri ve siddeti
hakkinda dogru tahmin yapmak i¢in kullanilirlar. Son yillardaki sinyal aktanm
yollarimn anlasilmasi, genomiklerin kullamilmasi ve insan genlerinin dizi
analizleri sonucunda potansiyel kanser tedavi hedeflerinin sayisinda artis

goriilmiigtiir [McMahon ve Wodds 2001].



Genetiksel yatkinlik disinda, iyonize radyasyon, kimyasallar ve viriisler
gibi karsinojen olarak bilinen etkenler dogrudan ya da dolayli olarak kansere
neden olabilirler.

Mor 6tesi, X ve y isinlanimin karsinojenik olduklan bilinmektedir. Bu
isinlann etki mekanizmalan faklﬂ:[k. gostermektedir. Ornegin, mor &tesi 1gmlar
bazen pirimidin dimerlerinin, bazen de bazlanin elenerek piirinsiz veya
pirimidinsiz noktalarin olusumuna ya da tek veya cift ipligin kirilarak iplikler
arasinda ¢apraz baglanmanin olusumuna neden olmaktadirlar. X ve y isinlan ise,
daha ¢ok dokularda serbest radikallerin olusmasina neden olurlar. Sonugta olusan
OH’ stiperoksit ve diger radikaller, molekiiler hasara yol agmak iizere DNA ve
diger makromolekiillerle etkileserek kansere neden olmaktadirlar [Murray ve ark.
1998].

Kanser olusumuna neden olan veya c;1u§umu indiikleyen bir bagka ¢evresel
etmen kimyasal bilesenlerdir. Genel olarak bakildiginda kanser tiplerinin %
80’inin olusum nedeni baglica kimyasal maddeler olmak tizere gevresel etmenler
oldugu saptanmigtir. Kanserojen olarak tamimlanan kimyasal maddelere insanlar
farkli sekilde maruz kalabilirler, 6rnegin meslege bagli olarak benzen, asbest gibi
bilesenlere maruz kalindig1 gibi, besin yolu ile de koruyucu amacglh kanserojen
nitelikli kimyasallar tiiketilmektedir. Kimyasal karsinojenler ve tiirevleri DNA,
RNA ve proteinlere kovalent olarak baglanmaktadir [Murray ve ark. 1998] ve bu
maddelerin transformasyonu karsinogenezde hem biyoaktivasyonun hem de
detoksifikasyonun ~ kazamlmasinda  &nemlidir.  Omegin, nitropolisiklik
hidrokarbonlar, polisiklik hidrokarbonlar, nitrdzaminler ve diolleri, vinilhalidler
ve dihaloalkenler transformasyonla aktivite kazanan kimyasal ajanlardir ve bu
karsinojenlerin aktivasyon ve detoksifikasyonlarinda bir seri enzimatik sistemler
rol almaktadir [Guengerich 2000].

Iyonize radyasyon ve kimyasallar gibi bazi DNA ve RNA viriisleri de
kanser olusturma yetenegine sahiptirler. Ornegin, polyomaviriis ve SV40
viriislerinin uygun sartlarda hiicrelere enfekte oldugu, hiicre genomunu dogrudan
ya da dolaylh olarak etkiledikleri ve kanser olusumuna neden olduklan

bilinmektedir.



Kanserli hiicreler, sinirsiz ¢ogalma, yerel dokulan isgal ve viicudun diger
boliimlerine yayilma ve metastaz olusturma yeteneklerine sahiptirler. Buna bagli
olarak tiimérleri 3 gruba ayirmak miimkiindiir:

1. Bening timorler; herhangi bir dokudan koken alabilen bolgesel
timorlerdir. Bu nedenle bdlgesel bask ile hasara yol agabilirler. Ancak en genel
ozellikleri uzak bolgelere yayilamamalandir. Omegin, skuamdz epitelyumdan
tireyen bening tlimdre “papilloma”, glandular dokularin bening tiimdriine
“adenoma” ve fibroz dokudaki tiimére ise “fibroma” ad: verilmektedir.

2. In situ tiimorler; genellikle epitelyumda gelisirler ve kiigiiktiirler.
Hiicreler, kanser hiicrelerinin morfolojik goriintiilerine sahiptirler fakat epitelyal
tabakada kalirlar, bazal tabakaya veya destek dokuya gecemezler [Franks ve Teich
1998].

3. Malignant ttimorler; biiyiiyebilmeleri i¢in normal dokulardaki kan
akimiyla saglanan besinlere ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle baz tiimor hiicreleri, kan
damarlarimin tiimér iginde biiyiimesini uyaran proteinler iiretirler ve damarlar
diizensiz bir gekilde tiimdr iginde yayilirlar. Kanser hiicreleri ise bu damarlara
gegerek lokal lenf nodlarna veya ikincil timdorlerin olusacagi uzak organlara
tagimurlar. Ornegin, epitelyumda gelisen malignant tiimdrlere “karsinoma™,
mezensimdeki malignant tiimérlere ise “sarkoma” adi verilmektedir [Franks ve
Teich 1998].

1.1. Onkogenler

Onkogenlerin kanser gelisiminde etkili olabilecekleri ilk defa 1969°da
Huebner ve Tadora tarafindan ileri siiriilmiistiir [Tchia ve ark 1991]. Normal
hiicresel genler olarak bilinen protoonkogenlerin kodlanmis protein {iriinleri genel
olarak hiicre sinyalizasyonu ve hiicre biilyilimesinin regiilasyonunda onemli rol
oynarlar. Bu genler, mutasyon, kromozomal translokasyon, amplifikasyon veya
transkripsiyonel disregiilasyon ile fonksiyon degisikligine ugrarlar ve bunun
sonucu olarak da hiicre igerisinde anormal protein sentezine veya asir1 protein
yapimina neden olurlar. Fonksiyon degisikligine ugrayan protoonkogenlere
“onkogen”, protein iiriinlerine ise “onkoprotein” denir [Koktiirk ve ark. 2003].



Protoonkogenler, hiicre i¢i sinyal ileticileri, transkripsiyon faktdrleri, hiicre
siklusunu  kontrol eden proteinler, biiyiime faktorleri, hormonlar ve
reseptorlerinden olusmaktadir. Protoonkogenler degisik yollarla aktive olurlar ve
onkogen haline doniisiirler. Genin yapisal bélgesinde mutasyon sonucu farkl:
fonksiyona sahip bir protein sentezlenir. Bu olay en ¢ok ras onkogen ailesinde
goriiliir. Bir bagska mekanizma ise gen expresyonunu regiile eden bolgede
degisiklik sonucu agir1 miktarda gen {iriiniiniin sentez edilmesidir. Kromozom
translokasyonlarinda ise kromozomun bir balgesi koparak yer degistirir ve yeni
yerlestigi bolge siirekli uyar1 alan bir genin diizenleyici bdlgesinin kontrolii
altindaysa siirekli uyarilmaktadir ve bdylece translokasyon tiimér olusumuna
neden olan degismis bir gen aktivitesine sahip olmaktadir. Gen amplifikasyonu ile
de hiicre i¢indeki DNA miktan artmaktadir. Myc ailesi bu mekanizmaya &mek
olarak verilebilir [Roth 1995].

1.1.2. Ras proteini

Ras proteini, 189 aminoasit uzunlugunda, hiicre zarinda lokalize olmus ve
guanozin tri fosfat (GTP) aktivitesine sahip bir proteindir. Bu proteinin
ekspresyonu embriyogenezde, yara iyilesme mekanizmasinda ve mitozun artmis
oldugu durumlarda stimiile olmakla birlikte 6zellikle hiicre disindan hiicre icine
sinyal aktariminda, hiicre biiyiimesi ve farklilagmasinda da onemli role sahiptir
[Ge ve ark. 1998].

Hiicre, disanidan uyarici sinyaller aldigi zaman ras proteini GTP’ye
baglanir ve aktif hale gecerek uyarici sinyalleri niikleusa iletir. Bu tiir sinyal
iletimi sona erdiginde ras proteini GTPaz enzimi aracilig: ile GTP’nin hidrolizi
sonucu olusan Guanozin di fosfat (GDP) proteinine bagh inaktif formunu
olusturup istirahat fazina geger ve bir sonraki uyariy1 bekler.

Ras geninde meydana gelen nokta ya da farkli tip mutasyonlar sonucunda
olusan ve kanser gelisiminde dnemli role sahip mutant ras proteini ise, GTPaz
aktivitesini inhibe ederek proteinin aktif GTP formunda tutulmasim saglar
[Groeger ve ark. 1997, Franks ve Teich 1998].

Memeli ras ailesinin 3 iiyesi H-ras, K-ras ve N-ras’tir. Birbirlerine % 85

homoloji gosteren 21 kilodalton’luk (kd) birer protein kodlarlar [Barbacid 1987,



Bourne ve ark. 1991] ve bu genlerin protein {iriinlerinin GTPaz aktivitelerini
kaybetmelerinin nedeni bazi kodonlardaki mutasyonlardir [Downward 1992].
Farkli karsinoma tiplerinde ras proteinin aminoasit dizilimleri karsilastinlmis ve
bunun sonucunda ras mutasyonlarinin dzellikle 12. veya 61. pozisyondaki tek bir
aminoasitin degisimi sonucu ortaya c¢iktii bulunmustur [Klug ve Cummings
2000]. Bir ras protoonkogeninin 12. kodonunda glisin, 61. kodonunda glutamin
aminoasiti bulunmaktadir. Mutasyon sonucu K-ras onkogeninin 12. kodonunda
arjinine, H-ras onkogeninin de 61. kodonunda I8sine ve N-ras onkogeninin ise 61.
kodonunda arjinine doniistiigii gdzlenmistir [Klug and Cummings 2000].

Ras onkogeni kanser gelisiminde hiicre tipine ve hiicre i¢i yardimei
proteinlere bagimli olarak fonksiyon gésterir. Yapilan birgok ¢alisma, ras sinyal
yollarimin baglangicinda bulunan reseptdr tirozin kinazlanin (RTK) inaktif
monomerler halinde iken, Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF) gibi peptidlerin veya
insiilin gibi hormonlann baglanmasiyla dimerlestiklerini ve bu reseptorlerin
otofosforilasyon sonucu kinaz aktivitesini kazandigim gdstermistir [Vojtek ve Der
1998, Karp 1996]. Bu reseptorlerin fosforilasyonu, Biiyiime Faktor Reseptoriine
bagli protein 2 (GRB2) igin baglanma bdlgeleri saglamakta ve Son of Sevenless
proteininin (SOS) GRB2’ye baglanarak bu proteinin aktiflesmesine neden
olmaktadir. SOS bir guanin niikleotid degistirme faktoriidiir (GEF) ve GDP’nin
salimmim indiikleyerek GTP ile degismesini saglamaktadir. GTPaz aktive edici
proteinler (GAPs) ras’in i¢gsel GTP hidrolitik aktivitesini hizlandinrlar. Boylelikle
ras’in GDP-bagh inaktif formunun olusumunu saglarlar.

Aktif ras birgok efektdr proteini uyarabilmekte ve boylece hiicre igi sinyal
yollarim etkileyebilmektedir [Feig ve Buchsbaum 2002]. Bu efektorler PI20GAP,
Ral GDS gibi GEFs ve fosfotidil inositol-3-kinaz [Marte ve ark. 1997a], protein
kinaz C (PKC), mitojen aktiviteli protein kinaz kinaz (MEK), mitojen aktiviteli
protein kinaz kinaz kinaz (MEKK) [Russel ve ark. 1995], c-Jun NH, terminal
kinaz (JNK) [Adler ve ark. 1995] ve ekstraseliiler sinyal diizenli kinazdir (ERK)
[Xia ve ark. 1995, Vojtek ve Der 1998].

Ras proteini aracilikl sinyal yollan hiicre tipine gore bir yandan programli
 hiicre 8ltimdi olan apoptozisi inhibe ederek hiicre ¢ogalmasim arttinrken, diger

taraftan da apoptozisi arttirarak gogalmay: inhibe edebilmektedirler [Downward



1998]. Hiicrenin hangi yolu segecegi, hiicre tipine bagh olarak ve ras proteinin
hangi efektorii etkileyecegine bagh olarak degismektedir. Biiyiime faktorleri ve
ekstraseliiler matriks proteinleri, guanin niikleotid degistirme faktorii ve adaptor
proteinleri igeren yollarla endojen ras’1 uyarmaktadirlar. Bu yolla aktive olan ras
ise PI3-kinaz aktivasyonu iizerinden PKB/Akt’1 (Proteinkinaz B/Protein Serin-
Treonin kinaz) uyararak hiicreyi apoptozise kars1 korumaktadir [Marte ve ark.
1997b, Yao ve Cooper 1995]. PKB/Akt, Bad’i fosforile eder ve kaspaz
aktivasyonunu bloke eden apoptozis inhibitér proteini olan Bel-2 ve Bel-X ile
etkilesmesini engelleyerek apoptozisi inhibe etmektedir [Zha ve ark. 1996].
PKB/Akt’mn diger hedefleri yasam sinyalindeki efektorlerdir. Ras ayni zamanda
NF-KB aktivasyonu araciligiyla da koruyucu sinyal saglamaktadir. Bu sinyal NF-
KB’in anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu arttirmasiyla agiklanmaktadir
[Mayo ve ark. 1997].

Ras’in diger bir efektorii ise Raf’tir ve ras hedeflerinin ilk belirlenenidir.
Raf/MEK/ERK kinaz kaskad: ile ve birgok hiicre hattinin ¢ogalmasi ile onkojenik
olarak transformasyonunu uyardiklann icin onkojenik efektdor olarak
diigtiniilmektedir. Ancak Raf/ERK sinyali bazi hiicrelerde apoptozisi baskilarken
fibroblast ve T lenfositleri gibi bazi hiicrelerde de apoptozisi arttirmaktadir
[Kauffmann ve ark. 1997].

Son zamanlarda ras GTPaz’larin yeni downstream hedefi olan Nore 1-Mst
1 protein kompleksinin tammlanmas: ile ras’in apoptozis yolu ile iligkisinin
aydinlatilmasi miimkiin olmustur [Feig ve Buchsbaum 2002]. Nore 1 proteini
tiimdr baskilayici gen iiriinii olmamasina ragmen RAS-SSF1 (Ras bagiml aile
iinitesi) ile etkileserek tiimdr baskilayici aktiviteyi etkilemektedir [Vega ve ark.
2002]. Her iki protein de Mst 1’¢ baglanarak apoptozis islemini
gerceklestirmektedirler [Feig ve Buchsbaum 2002], (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Ras proteininin hiicre i¢i sinyal yolu [Feig ve Buchsbaum 2002, Ras sinyal yolu]

1.2. Apoptozis

Apoptozis (programli hiicre 6liimii) ve nekrozis memeli hiicrelerini 6liime
gotiiren iki Onemli olaydir. Bunlardan apoptozis; gelisim, homeostaz ve
patojenezde Snemli rol oynayan hiicre intihar mekanizmasidir [Hu ve ark. 2001,
Wyllie 1980]. Asini hiicre béliinmesinden dolay: hiicrelerdeki artig, fonksiyonel
olmayan veya yashi olan hiicrelerin eliminasyonu ile dengelenmektedir. Bu
dengeyi saglayan islem apoptotik programdir ve bu programdaki hasarlar
hiicrelerde patolojik azalisa veya artiga neden olarak hastaliklara yol
agmaktadirlar. Programdaki bozuklugun neden oldugu asin hiicre artisi kanser ve
otoimmiin hastaliklara, hiicre azalist ise AIDS ve ndrodejenaratif hastaliklara
neden olmaktadir. Apoptozisin &zellikle embriyonun gelisim ve farklilasma
isleminde de roliiniin vazge¢ilmez oldugu bilinmektedir [Krauss 2001]. Bunun
yam sira bagisiklik sisteminde sitotoksik T lenfositleri tarafindan viris
enfeksiyonlu hiicrelerin ve otoreaktif B veya T lenfosit hiicrelerinin
eliminasyonun da apoptozis ile gergeklestirildigi gosterilmistir [Clermont ve ark.
2003].



Apoptozisin difer bir fonksiyonu hasarli DNA’ya sahip hiicrelerin
yikimim saglamasidir. Bu tip hiicreler mutasyon birikimine ugramadan ve bir
tiimor hiicresine déniismeden 6nce apoptotik program ile 6ldiiriilmektedirler
[Krauss 2001]. Wyllie (1980) tarafindan yapilan bir ¢aligmada bu mekanizmanin
dort saat kadar kisa bir siirede tamamlandi$1 g6sterilmektedir.

Hiicre olim sekli olan apoptozis ve nekrozis mekanizmalar1 arasinda
belirgin farklar oldugu ilk kez Kerr ve arkadaslari (1972) tarafindan anlagilmisgtir.
Nekrotik hiicrelerde gigme, sitoplazma organellerinin  dagilmasi, hiicre
membraninin bozulmas: ve patlamas: karakteristik ozelliklerdir. Dokunun nekroza
verdigi cevap ise inflamasyon olusumu tarzindadir [Dive ve ark. 1992].

Apoptotik hiicrelerde goriilen erken safha morfolojik degisimler ise su
sekilde siralanalabilir:

» Dokularda komsu hiicreler ile kontagini kaybetmis 6zel hiicrelerin varlig:

[Wyllie 1980],

» Kromatin materyalinin kondensasyonu ile iligkili olarak ¢ekirdegin

kiigiilmesi ve kirilmas: (karyoheksiz) [Saraste ve Pulkki 2000],

» Sitoplazmik hacmin kaybolmasindan dolay: hiicrenin kiigiilmesi,
> Sitoplazmik proteinlerin kondensasyonudur.

Bundan sonra gozlenen morfolojik degisimler, plazma ve hiicre zarinda
‘blebbing’ denen kabarciklarin olusmasi, organellerin yer degistirmesi, hiicre
zarina bitisik hiicreleraras: ortama uzanan ‘apoptotik bodies’ adi verilen kiigiik
cisimciklerin olugmasidir [Kaufmann ve ark 1997]. Bu degisimlerin
tamamlanmas: ile apoptotik hiicreler ve ‘bodies’ denen yapilar igeriklerini
ekstraseliiler ortama bogaltmadan once fagositik hiicreler (makrofajlar) ve komsu
epitelyal hiicreler tarafindan taninarak ortamdan uzaklastirilirlar. Boylelikle
inflamasyon olusumu engellenmis olur [Savill ve ark. 1993, Vaux ve Flavell
2000].

Apoptozisde gorillen en onemli biyokimyasal o6zellik kromozomal
DNA’nin hiicrede morfolojik degisimlerle birlikte goriilen interniikleozomal
bolgelerden yaklagik 180-200 baz ¢ifti [Wyllie 1980] veya bunlann katlar:
boyutunda DNA kiriklari olusturacak gekilde pargalanmasidir [Walker ve
Sikorska 1994]. Ama bu durum hiicre tipine bagli olarak degisebilir ya da sadece



yaklagik 50-300 kilo baz cifti (kbp) boyutunda bir DNA fragmentasyonu da
goriilebilir. DNA’y1 pargalayan Ca'?/Mg*? bagimli bir endoniikleazdir [Wyllie
1980, Lucas 2001, Zhivotovski ve ark. 1994, Ulukaya 2003]. Bunun yam sira
DNaz I ve II enzimleri de DNA par¢alanmasindan sorumludur. Hangi parcalayici
enzimin rol alacag hiicre tipine ya da uyaramn &elligine gore degisebilir. White
ve arkadaglarimin (2001) yaptigi bir ¢alismada Tip II pndomositlerde 10 pM
etoposid ile 24 saat inkiibasyon sonrasit DNA merdiveninin olustugu gozlenmistir.
Yapilan bir diger ¢alismada da 100 pg/ml etoposide 18 saat maruz birakilan bazi
hiicre tiirlerinde 6nemli DNA kiriklarimin meydana geldigi gdzlenmistir [Shimoda
ve ark. 2003].

Apoptotik hiicrede goriilen onemli degisikliklerden bir digeri normalde
hiicre zarinin i¢ yiiziinde bulunan negatif yiiklii fosfatidilserinin apoptozisin erken
safhalarinda hiicre plazma zanmin i¢ yiizeyinden dig yiizeyine dogru yer
degistirmesidir [Vermes ve ark. 1995]. Bu sekilde fosfatidilserin, apoptotik
hiicrelerin komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninmasimi ve sindirilmesini
saglamaktadir [Miyato ve ark. 2001]. Hiicrenin dis yiizeyine tasinan fosfatidilserin
i¢in yiiksek afiniteye sahip olan Annexin V apoptozisin erken safhalarinda teghis
icin kullanilmaktadir [Vermes ve ark. 1995]. Uthaisang ve arkadaglarinin (2003)
yaptig1 bir caligmada fosfatidilserin eksternalizasyonunun, mitokondriye bagimli
olaylar oldugu gozlenmis ve fosfatidil serin rediistribiisyonunun ekstraseliiler Ca*™
gerektirdigi tespit edilmistir.

1.2.1. Apoptozis mekanizmasimm modiilatrleri

Apoptozis mekanizmas: ¢ok sayida ve gesitte mediatdr tarafindan
diizenlenir. Bunlar arasinda baz iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler
(c-myc), proteinler (p53) ve .hatta organeller (mitokondri) bulunmaktadir.
Apoptotik siireg boyunca hiicre igine siirekli bir kalsiyum girisi gergeklesir.
Kalsiyumun, apoptotik mekanizmada endoniikleaz aktivasyonunu, doku
transglutaminaz aktivasyonunu, gen regiilasyonunu, proteazlarin aktivasyonlarim
ve hiicre iskeleti organizasyonunu diizenledigi diigiiniilmektedir [Ulukaya 2003].
Buna ragmen hiicreye Ca*2 girisi apoptozisin gergeklesmesi i¢in her zaman gerekli

degildir.
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Hiicre i¢i proteinlerden olan Bcl-2 aile iiyelerinin bir kisminin apoptozisi
indiikledigi (Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs) bilinirken bir kisminin ise bu mekanizmay:
baskiladig1 (Bel-2, Bel-X1) bilinmektedir [Plas ve Thompson 2002]. p53 proteini
de, radyasyon veya kemoterapi etkisiyle DNA hasan olustugunda eger hasar
onanlabilecek diizeydeyse hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurur ve hiicreye
DNA’sin1 tamir edebilmesi igin zaman kazandirir. Eger hasar tamir edilemeyecek
kadar biiyiikse bu durumda p53 proteini Bax proteininin ekspresyonunu arttirarak
Bcl-2/Bax oramm  degistirmesine neden olarak apoptozisi indiikler. Bir
transkripsiyon faktorii olan mdm2, p53°e baglanarak hem aktivitesini inhibe eder ‘
hem de yikimimi hizlandirir.

Sitokrom ¢ ise mitokondri i¢ zarinda bulunur ve sitoplazmaya salinmasi
hiicrede apoptozis mekanizmasim geri doniisiimsiiz olarak indiiklendiginin bir
habercisidir [Green ve Reed 1998, Kroemer ve Zamzani 1997].

Zimojen (inaktif prokiirsor) olarak sitoplazmada yer alan kaspaz ailesi,
aktif merkezlerinde sistein aminoasidine sahip olduklarindan sistein proteazlar
olarak adlandinlan enzimlerdir [Thornberry ve Lazebnik 1998]. Birbirlerini
aktiflestirerek proteolitik bir yolagin baslatilmasina neden olurlar. Bu yolagin
baglatilmasinda gorev alan granzimler ve perforinler ise sitotoksik lenfositlerin
(CTL) ve natural killer (NK) hiicrelerinin sitoplazmik graniillerinde bulunurlar. .
CTL’lerin hedef hiicreye (patojenle enfekte edilmis ve tiimSr hiicreleri)
baglanmasiyla perforinler salgilanir ve hedef hiicrenin hiicre zarina baglanarak
zarda delikler olusturur. Bu delikler sitozolik kalsiyum diizeyini hizla artirr.
Beraberinde salgilanan, serin proteaz olan granzimin de bu bosluklar aracilifiyla
hiicreye girmesiyle prokaspaz 8 aktive olarak kaspaz yolag: baslatilir [Ulukaya
2003].

1.2.2. Bcl-2 ailesi

Bcl-2 ailesi hiicre kaderini belirlemede dnemli rol oynar [Adams ve Cory
1998]. Fonksiyonlarina gére iki gruba aynlirlar:

1. Proapoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri: Bax, Bak, Bid, Bcl-Xs gibi. Bu
proteinler BH3 parcas: tasimaktadirlar.

2. Antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri: Bcl-2, Bel-x1, Bel-w gibi.
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Bu iki zit grubun isleyisi yapilarinda bulunan hidrofobik cep ve ampifatik
o-heliks bolgelerine baghdir. Yapilarindaki BH1, BH2 ve BH3 bdlgeleri
hidrofobik cep’i olugtururlar. Amfipatik -heliks, BH3 bolgesinde yer alir.
Hidrofobik cep sayesinde bir diger Bcl-2 ailesi {iyesinin BH3 bdlgesine
baglanirlar. Proapoptotik grubun bir kismi her {i¢ bdlgeyi de ig;,erirken (Bax, Bak)
diger grup sadece BH3ii igerir (Bid, Bad, Bim). Antiapoptotik iiyelerde ayrica
BH4 bolgesi bulunmaktadir. Bu iki grubun tiyeleri dimerler olusturarak hiicrenin
apoptozise gidip gitmemesini etkileyebilirler [Thomberry ve Lazebnik 1998, Lee
ve ark. 2000]. Apoptozise dayanikli hiicrelerde Bcl-2:Bax heterodimerleri
baskindir. Bax: Bax homodimerleri hiicre dliimiine yatkinlig: gosterir. Bcl-2 veya
Bcel-xl onkoproteinleri farkli uyaricilar (biiylime faktorlerinin uzaklastirilmasi,
timor nekroz faktor (TNF), iyonize edici radyasyon, myc gibi onkogenler ve
kemoterapétik ajanlar [Thompson 1995]) tarafindan indiiklenen apoptozisi bloke
ederler ve  antiapoptotik Bcl-2 onkoproteininin koruyucu etkileri Ca™
kompertimentalizasyonunda degisiklikler gerektirmektedir [Baffy ve ark. 1993,
Marin 1996). Bcl-2’nin endoplazmik retikuluma; Ca*? pompalanmasini artirarak
hiicreyi apoptozise karsi korudugu bilinmektedir. Sawada ve arkadaslarinin
(2000) yaptig1 bir ¢alismada etoposid, C2 ve C6 seramidlerine maruz birakilan
 hiicrelerin Bax/Bcl-2 oramindaki bir artisna ve kaspaz 9 ile kaspaz 3
aktivasyonuna neden olarak Bcl-2 down regiilasyonu yaptiklar bulunmustur.

1.2.3. Kaspazlar

Apoptozis mekanizmas: hiicre iginde iki farkli yolagin stimiilasyonu ile
gerceklesir, bunlar 6liim reseptdrlerinin ve stres—aracilikli apoptozis (sitokrom ¢
ve apafl yolu) aktivasyonu sonucu uyanlan yolaklardir. Oliim reseptdrlerinin
aktivasyonuna baZimli apoptozis mekanizmasi daha g¢ok bagigiklik sistemi
tarafindan kullamir. Yapilan son calismalarda hiicre 6liim reseptdrii olarak tiimor
nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1) ve Fas (APO-1 veya CD-95) reseptorleri
tanimlanmigtir [Ashkenazi ve Dixit 1998]. Bunlardan Fas reseptorii lenfoid
hiicrelerde, hepatositlerde, bazi tiimdr hiicrelerinde hatta miyokardda hiicre
zarinda yer almaktadir. Bu reseptdriin spesifik agonisti TNF ailesinin bir tiyesi
olan FasL olarak bilinmektedir ve daha gok sitotoksik T lenfositlerinde ve natural
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killer hiicrelerinde bulundugu tespit edilmistir. Spesifik agonistin hiicre 6liim
reseptorlerine baglanmas: sonucunda [Marin ve ark. 2002] aktif hale gegen
reseptdr lizerinde yer alan ve 6liim bolgeleri (death domain) adi verilen TRADD
(TNFR-1 associated death domain) ve FADD (Fas associated death domain) ile
interaksiyona girerler. Bu §liim bdlgeleri daha sonra apoptotik sinyal yolaklarinin
alt bolgelerinde yer alan enzim ve efekt6r aktivasyonunu baglatirlar [Krauss 2001,
Ulukaya 2003], (Sekil 1.2).

Apoptotik mekanizmanin ikinci yolag: ise UV radyasyon, DNA hasar,
diizenli olmayan onkogen ekspresyonu, aktinomisin D gibi sitotoksik ilaglarla
muamele edilmesi ve sitokinler ile biiyiime faktorlerinin uzaklastinlmasi ve
oksidatif stres etkisiyle mitokondrinin transmembran potansiyelinin bozulmas: ile
olusur [Ashkenazi ve Dixit 1998, Fearnhead ve ark. 1998, Soengas ve ark. 1999].
Bunun sonucu sitokrom C, apoptozis-indiikleyici faktdr (AIF, apoptosis-inducing
factor) ile birlikte sitoplazmaya salimir ve daha sonra sitokrom C sitoplazmik
protein olan Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-12)’e baglanir ve onun
aktivasyonuna neden olur. Bu yapiya ATP’nin de katilimiyla apoptozom adi
verilen bir komplex olusur. Bu komplex inaktif olan prokaspaz 9’un aktif kaspaz
9 haline doniigmesini saglar. Aktif kaspaz 9 ise efektor kaspazlardan prokaspaz
3’li ve 7’yi aktive eder [Clermont ve ark. 2003]. Aktif kaspaz 3, kaspazla
aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitérii (ICAD, inhibitor of caspase-activated
deoxyribonuclease) tarafindan kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD)’1n
serbest hale gegmesini saglar bunun sonucu da apoptozisin karakteristik
bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonu ve oligoniikleozomal DNA
fragmentasyonu meydana gelir [Nagata 2000], (Sekil 1.2).

Bu mekanizmada yer alan kaspaz enzim ailesinden ilk olarak interldkin-1-
B doniistiiriicii enzim (ICE) tammmlanmis olup bu ICE proteazlarin kaspaz ailesi ile
uyumlu galigtiy1 tespit edilmistir [Salvesen ve Dixit 1997, Thomberry ve
Lazebnik 1998, Earnshaw ve ark. 1999].

Kaspazlar da diger proteazlar gibi inaktif proenzimler olarak bulunur ve
proteolitik islemlerle aktive edilirler. Apoptozisdeki fonksiyonlarina bagh olarak
iki simifa aynlirlar:
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1. Baslatici Kaspazlar (Kaspaz 2, 8, 9 ve 10). Bunlar transmembran
reseptorlerle veya sitotoksik etkilerle aktive edilirler ve proapoptotik
sinyali alarak kaspaz yolaginin aktivasyonuna neden olurlar [Saraste ve
Pulkki 2000].

2. Efektdr Kaspazlar (Kaspaz 3, 6 ve 7). Bu tiir kaspazlar ise 6nceden
aktive olmus kaspazlar tarafindan stimiile edilirler ve merkezi
proteinleri degradasyona u@ratarak apoptozisi gergeklestirirler.
Bunlardan kaspaz 3 6liim programinda anahtar rol oynamaktadir.

Hiicre ici kaspaz enzim aktivasyonu iki farkli sekilde gergeklesir.
Bunlardan birincisi kaspaz yolaginda meydana gelen proteolitik yarilmadir. Bir
prokaspaz apoptotik sinyal yolunda 6nceden aktive olmus bir kaspaz tarafindan
proteolitik olarak aktive edilir ve apoptotik yolun efektor boliimii genellikle bu
mekanizmay kullanir. Ikinci yol bir baslatic: kaspaz tarafindan indiiklenir ve bu
asamada kofaktorler 6nemli role sahiptirler. Yapilar1 bir araya getirerek &zel
agregatlarin olusumunu saglarlar [Krauss 2001].

Kaspazlar tarafindan ayrilan proteinlerin hiicre yasaminda diizenleyici ve
yapisal fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP), kaspaz
3’iin en iyi tammlanan substratlaridan biridir. Apoptotik uyariya cevap olarak
kalsiyum iyonlarmin miktann artirlir ve transkripsiyon faktorleri veya diger
diizenleyici molekiiller aktive edilir veya baskilanir [Bellamy 1997].
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Sekil 1.2. Apoptozisin hiicresel sinyal yollar1 [Apoptozis sinyal yolu]

1.2.4. Apoptozis mekanizmasinin hiicre ici sinyal yollar ile etkilesimi
1.2.4.1. PKC ve apoptozis

14

Kalsiyum bagimli protein kinaz C (PKC), hiicrenin fizyolojik

gereksinimine gore farkli hiicre tiplerine &zel ekspresyonu ile biyolojik

fonksiyonlarin gerceklesmesini saglayan dnemli bir enzimdir ve sinyal iletiminde

fonksiyonel bir isleve sahiptir. Sinyallerin plazma zarindan ¢ekirdege iletilmesi

esnasinda fosforilasyon yolu ile bir seri protein kinazda modifikasyonlar meydana

gelir. Bu modifikasyon yolaklarimin mitojenik ve apoptotik mekanizmalara yol

agtig1 gdsterilmistir [Krauss 2001]. PKC de protein fosforilasyon yolu araciligiyla

hiicresel cevaplarda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bunu destekleyen bir ¢alismada
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hiicre igi kaspaz substratt olan PKC-y’nin ayrilmasin, apoptozisin belirteci olan
kromatin kondensasyonuna ve niikleer fregmantasyona neden oldugu gbzlenmistir
[Hashimoto ve ark. 2001].

Spesifik PKC aktivasyonu, baz1 sartlarda baz1 hiicreleri apoptotik isleme
kars1 korurken baz hiicreleri de proliferasyona karg1 korumaktadir. [Lavin ve ark.
1996]. Bu islemler gerceklestirilirken farkli hiicrelerde farkli PKC izoformlarinin
aktive oldugu  bilinmektedir. Yapilan bir c¢alismada timositlerde
glukokortikoidlerin indiikledigi apoptozisin, PKC-g’nin segici aktivasyonunu ve
translokasyonunu gerektirdigi g6zlenmistir [Iwata ve ark. 1994]. Diger bazi
caligmalar ise PKC aktivasyonunun apoptozisi bloke ettigini savunmaktadir.
Forbol esterin (timdr promotoru) ve diger PKC aktivatorlerinin cesitli hiicrelerde
(timositler, normal ve 16semili B hiicrelerinde, insan meme adenokarsinoma hiicre
tipinde (BT-20), insan sinovial hiicrelerinde ve bdbrek epitelial hiicrelerinde)
endoniikleaz aktivasyonunu inhibe ederek apoptozisi engelledikleri gézlenmistir
[McConkey ve Orrenius 1996]. Wang ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada da
Ca®* mobilizasyonu olmaksizin PKC aktivasyonunun Fas expresyonunu
indiiklemekte yeterli oldugu ve bu sekilde apoptozisin baglatildig1 gdzlenmistir
[Wang ve ark. 1998].

1.2.4.2. PI3-Kinaz ve Apoptozis

PI3-kinazin  aktivasyonu sonucu bilyiime artiict  sinyallerin
stimiilasyonunun yani sira antiapoptotik sinyallere de aracilik ettigi gosterilmigtir
[Krauss 2001]. Antiapoptotik sinyal iletimi PI3-kinazdan Akt kinaz’a dogru olur.
Bu iletim swrasinda Akt aktivasyonunun PI3-kinaz tarafindan sekillendirilen
PtdInsP; tarafindan oldugu bilinmektedir. Aktive olmus Akt kinaz spesifik
substrati ve Bcl-2 ailesinin proapoptotik bir #iyesi olan Bad proteinini serin
kalitindan fosforile olmasim saglar ve bu yiizden Bad proteininin proapoptotik
etkisi inhibe edilmis olur [Datta ve ark. 1997].

1.2.4.3. P53 ve apoptozis
P53 proteini hiicre siklusundaki bir hata sonucu olusmakta ve DNA hasar
tarafindan baglatilan apoptotik sinyal yollanmn merkezinde bulunmaktadir.



16

DNA’daki asir1 harabiyet sonrasi p53’iin etkinligi artmakta ve bir G1 denetim
noktasi olarak gdrev yapmaktadir. Bdyle bir durumda hiicre boliinmesi inhibe olur
ve onarim i¢in zaman saglanir. Eger hiicre boliinmesi denetimsiz olarak ilerlerse
DNA zedelenmesi replikasyona ugrar ve kalici mutasyonlar olusur [Lewis ve ark.
2002, Murray ve ark. 1998]. Hiicre tipine bagli olarak p53’iin indiikledigi
apoptozis transkripsiyon aktivasyonunu gerektirir veya bunu RNA ve protein
sentezi olmadan da gerceklestirir [Polyak ve ark. 1997].

p33’tin transkripsiyonel hedefi proapoptotik bax proteinidir. Bax
proteininin konsantrasyonundaki bir artig mitokondrial zarda porlarin olusumuna
neden olur ve bu protein sitokrom C’nin kofaktériidiir. Sitokrom C daha sonra
Apaf-1 ile birlesir ve kaspaz 9 ve daha sonraki kaspaz aktivasyonu ile apoptozisi
baglatir. P53’tin transkripsiyondan bagimsiz olarak baslattigi apoptozisde
sitozolden hiicre zarina p53’iin Fas 6liim reseptoriiniin dagilimi da gosterilmistir
[Bennet ve ark. 1998].

1.3. Kanser Tedavi Yontemleri

- Kanser tedavisinde, ¢ogu kanserin lokal olarak herhangi bir toksik sistemik
terapi gerektirmeden tedavi edilebilecegini bilmek Onemlidir. Ancak lokal
tedavide, cerrahi sirasinda veya daha sonrasi belirlenemeyen mikrometastazdan
dolay1 cerrahinin ve radyoterapinin etkinlifini arttirmak amaciyla sistemik
terapinin kullamminda artis g6zlenmektedir [Franks ve Teich 1998].

Lokal olarak tedavi edilecek kanserlerin birinci grubu meme ve serviks
kanseri gibi in situ kanserlerdir. Diger grup ise, metastaz olusturmamus fakat lokal
olarak yayilma &zelligine sahip kanserlerdir. En yaygin olarak goriileni derinin
bazal hiicre karsinomasidir (rodent iilser). Bu kanser tiirii ya radyoterapi ile ya da
cerrahi olarak tedavi edilebilmektedir. Bunun yam: sira fibromatozlar da bu
sekilde tedavi edilmektedirler.

Radyoterapi ile tedavide ise ylizeysel veya derin tiimorlere kargi farkl
enerjili radyoterapi kullamilir. Yiizeysel tiimorler kobalt kaynagindan diisiik
enerjili x ve gama 1ginlan kullanilirken derin tiimérler igin foton ve elektronlar

kullamlarak megavoltaj tedavisi uygulanmaktadir.
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Diger bir yontem olarak lazer tedavisinde ise ¢evre dokulara zarar
vermeden kanserli dokunun suyu alinarak tiimér kesilebilmektedir. Ozafagus ve

kolon kanserlerinde uygulanabilecek bir yontemdir.

1.3.1. Kemoterapi

Yiiksek doz antineoplastik terapi bircok yan etkilere neden olmaktadir.
Kemoterapi normal dokulara toksisitesinden dolayi, tedavinin doz ve zamanin
sinirlayabilir. Bundan dolay:, kemoterapinin normal hiicrelerde toksisiteyi
korurken, kanserli hiicrelerde kemoterapik ajanlarin (bitkisel veya yapay iiretilen)
toksisitesini arttirmas: lizerinde Onemle durulmasi gerekmektedir [Lee ve ark.
2004]. Bugiine kadar g¢ogu tiimdriin kisitlanmamis hiicre boliinmesine neden
oldugundan bu ilaclarin bircogu DNA sentezini inhibe etmelerinden dolay:
kullanilmaktadir.

Kanser tedavisinde biiylime pay: olarak adlandirilan siirekli dongtide yer
alan hiicrelerin yiizdesi Onemlidir. Yiiksek biiylime payina sahip tiimorler
kemoterapiye, dongiiniin Gy evresinde bulunan hiicrelere oranla daha fazla yamt
verirler. Anti-kanser ilaglar; hiicre dongiisiine spesifik olanlar (CCS) ve
olmayanlar (CCNS) olarak iki simf da toplanabilir. CCS grubuna metotreksat,
fluorourosil ve sitarabin diger gruba alkilleyici ajanlar ve cisplatin girmektedir.
Evreye 0Ozgiil olanlardan bleomisin G2/M evresine dahildir [Sikic 1986].
Kemoterapide uzun siire diisiik dozda tedavi yerine zaman zaman yiiksek doz ilag
verilmesinin daha etkili oldugu gdzlenmistir. Ozellikle baz1 kanserlerde kombine
ilag tedavisinin daha etkili oldugu bilinmektedir.

Kemoterapide onemli bir sorun da kullanilan ajana karsi direng
gelismesidir. Bir ilaca karsi direng kazanan bir hiicre diger ilaglara da direng
gosterebilmektedir ki buna multipli direng sistemi denmektedir. Ilaca kars:
direnglilik mekanizmasi, aym zamanda tiimor dokusu iginde azalmus ilag dagilim,
ozel hiicresel havuzlar igine ilacin alinmasi, artmis metabolik inaktivasyon ve
azalmis hiicresel alim gibi farmokinetik faktorlere de neden olmaktadir.
Azaltilmis ilag alimi tiimdr hiicresinin kazandig: ajana kars: ilk defans sistemidir
ve bu tastyict molekiiller tarafindan diizenlenir. En iyi belirlenen transporter ATP-
bagl kaset (ABC) ailesi iiyesi P-glikoprotein (P-gp) dir [Gottesmann ve ark.
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2002, Leonard ve ark 2002]. P-gb ekspresyonunun varhig: birgok kanser tipinde
gosterilmistir. [Ro ve ark. 1990, Chan ve ark. 1997]. Farkli kanser tiplerinin
cogunda P-gp ekspresyonu gorillmiistiir ve bir ¢ok durumda P-gb nin varlig
diisiik iyilesme oram ve daha kisa yagama zamam ile iligkilendirilmistir.

Farmakokinetik ve farmakodinamik faktérler de sinerjistik olarak
kemoterapiye dnemli bir engel teskil ederler. Farmodinamik tiimérlerde heterolog
hiicre populasyonlarini (¢ogalma ve sessiz durumda) dahil ilag etkinliini, DNA
tamir sistemlerini ve apoptotik uyariya karg: degismis cevaplar etkilemektedir.

Kemoterapinin kanser tedavisinde o¢nemli bir yaklasim oldugunu
disiinerek ¢alismamizda anti-timér etkiye sahip oldugunu diigiindiigiimiiz yada
deneysel caligmalarla kanitlanmig bazi sentetik (MBIS1, MBIS2 ve MBIS8 gibi
1,3-bis-(heteroaryl siibstitiie) benzen tiirevleri ve Tiyol, Tiyo2 ve Tiyo5 gibi 3-
siibstitie-2-tiyohidantoin tiirevleri) bilegenlerin ve dogal bilesen olan
Karvakrol’in N-ras ve H-ras aktif ve normal hiicrelerde, sitotoksik etkileri ve
hiicre igi protein aktivasyonunun yant sira apoptozis mekanizmast iizerine olan
etkileri incelenmigtir.

Bu bilegenlerden karvakrol, timol’iin izomeri olan fenolik  bir
monoterpendir. Tirkiye‘de kekik olarak bilinen ve kullanim alanina sahip bu
bitkinin sabit yaginin biyitk miktarimi olugturmaktadir [Kirtmer ve ark. 1995].
Yapilan g¢aligmalarda , karvakrol’iin antibakteriyal [Hortvath ve ark 2002, Ultee
ve ark. 2001], antifungal [Karaman ve ark. 2001}, insektisidal [Karpouhtsis ve
ark. 1998], antioksidan [Pearson ve ark. 1997, Burits ve Bucar 2000] gibi
etkilerinin yamnda 60pg’1n tizerindeki dozlarda DNA sentezini inhibe edici etkisi
de gozlenmistir [Zeytinoglu ve ark. 2003]. Aym: zamanda insan larinx
karsinomasindan koken alan Hep-2 hiicrelerinin canliligi ve ¢oZalmasim doza
bagimli olarak inhibe ettifi ve apoptotik fenotipi indikledigi bilinmektedir
[Stammati ve ark. 1999].

Tez kapsaminda kullandigimiz sentetik bilesik olan hidantoinlerin ise
antikonvulzan [Hudkins ve ark. 1997], antimikobakterial, {Szymanska ve Kiec-
Kononowicz. 2002], aldoz rediiktaz inhibisyonu yapic1 [Sugiyama ve ark. 2000],
antiaritmik [Vidrio ve ark. 1980] ve trombosit agregasyonu yapict [Sarges ve ark.
1988] etkilere sahip oldugu gosterilmigtir. Ayrica bazi 3-siibstitiie-2-tiyohidantoin
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tiirevlerinin hiicre i¢i Ca* artisina ve Ca*? sinyaline neden oldugu ve doza bagimls
olarak F2408 hiicreleri flizerinde sitotoksik etkiler gdsterdikleri gdzlenmistir
[incesu ve ark. 2004].

1,2(3)(4)(5)-bis (stibtitlie) benzen gekirdegi bulunan bilesikler gesitli
farmokolojik etkiler gostermektedir. Bu etkiler antitiimér [Hoye ve ark. 1996,
Nozoe ve ark. 1995], sitotoksik [Sato ve ark. 1995], antiviral [Grijavallabhan ve
ark. 1992], fungusit [Enomoto ve ark. 1992, Place ve Pepin 1987], kas gevsetici
[Kimura ve ark. 1990], akarisit [Takahashi ve ark. 1989, Bettarini ve ark. 1980],
insektisit [Dorn ve ark. 1979], lipoksijenaz inhibitorii [Iwaki ve ark. 1985],
genglik hormon aktivitesi [Bettarini ve ark. 1980, Massardo ve ark. 1983] etkileri
gozlenmistir. Caliymamizda kullamilan 1,3-Bis (heteroaril siibstitiie) benzen
tiirevleri ise hiicre igi Ca™ seviyesini plazma zarindaki Ca™  kanallarim
etkileyerek artirmiglardir [Meri¢ ve ark. 2002]. Yapilan bir ¢aligmada hiicre igi
artan kalsiyum diizeyinin apoptozise yol ag¢tifi ve bcl-2 gibi anti-apoptotik

+
a2s

proteinin Ca ‘i tekrar depolarina gbnderip hiicre i¢i kalsiyumu etkiledigi bunun

sonucu apoptozisi engelledigi gbzlenmigtir [Zang ve ark. 2001].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullamilan Materyaller
2.1.1. Kimyasal maddeler

% 70 etanol soliisyonu, agaroz, akridin oranj, %30 akrilamid karisimi,
amonyum per siilfat, aprotinin, borik asit, bovin serum albumin, bradford boyasi,
bromfenol mavisi, coomasie brilliant mavisi soliisyonu, dekzametazon, etidyum
bromiir, etilendiamin tetra asetik asit, fenol, gliserol, izoamil alkol, kloroform,
kodak developer ve replenisher, kodak fixer ve replenisher, 2-merkaptoetanol,
MTT (3-(4,5-dimethiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir), NP-40,
ponceau S boya soliisyonu, penisilin-streptomisin soliisyonu, PMSF (fenil metil
siilfonil kloriir), protein marker, proteinaz K, puck’s saline A (PSA), RNaz A,
sarkosil, sodyum azid, sodyum dodosil siilfat, tris (hydroxy methyl)
aminomethane, tris-HCl, trizma baz, X-ray filmi (Sigma, Almanya),
dimetilstilfoksit (Sigma Almanya, Merck, Almanya), disodyum hidrojen fosfat,
potasyum dihidrojen fosfat, potasyum kloriir, sodyum bikarbonat, sodyum kloriir,
metanol (Merck, Almanya), at serumu, dulbecco’s modified eagle medium, fetal
calf serum (Gibco, UK), ApoTarget Annexin-V FITC apoptosis kit (Biosource,
Belcika), ECL (Enhanced chemiluminicance) soliisyonlar1 (Amersham,
Avusturya), fosfolipaz C inhibitorii (U 73122), PKC inhibitérii (GF 109203x)
(Tocris, UK), glasiyel asetik asit (Riedel-de Haen, Almanya), glisin (Applichem,
Almanya), tripan mavisi soliisyonu (Biochrom AG, Almanya), tripsin /EDTA
(Biological Industries,, Israil), tirnak cilasi, Anti-fare monoklonal antikor,
Horseradish-peroksidaz isaretli antitavsan IgG (Chemicon, USA).

2.1.2. Sarf malzemeler
Otoklavlanabilir cam sise (Iso-Lab, Hollanda), 1,2,5 ve 25 ml’lik cam

pipetler (HBG, UK), 10,100, 1000 ve 5000 pl’lik pipet takimi ve uglan (Gilson,
Fransa), 1000 pl’lik mikrosantrifiij tiipti (Eppendorf, Almanya), 22x22 lamel, lam,
thoma lami (Marienfeld, Almanya), 25 ve 75 cm® lik kiiltiir siseleri, 96 kuyucuklu
plakalar, 15 ve 50 mI’lik sanrifijj tiipti (TPP, Isvigre), steril petri (Corning), 3MM
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whatman kagidi (Sigma, Almanya), nitroseliiloz membran (Amersham,
Avusturya), 5 ml’lik polistiren yuvarlak tabanl tiip (Falcon-Becton Dickinson,
Almanya).

2.1.3. Cihazlar

Dikey protein elekiroforez cihazi (Hoefer), transfer iinitesi (Biometra),
glic kaynag (Amersham), eliza cihazi (ELx808-IU) (Bio-Tek), flow sitometri
analiz cihaz1 (Calibur B.D, (Becton Dickinson Cell Source), jel goriintileme
sistemi (Bio Lab), hassas terazi (Ohaus), immiino-floresan mikroskop ve fotograf
atagmani (Olympus), inverted mikroskop (Olympus), karbondioksit inkiibatorii
(Heraeus), kuru hava sterilizatérii (Heraeus), manyetik kanstirici (Heidolph),
yatay DNA jel elektroforez iinitesi (FIRMA), mikrosantrifiij (Eppendorf), orbital
kanigtiric1 (Biometra), otoklav (Hirayama), pH metre (Orion), sogutmali santrifiij
(Heraeus), spektrofotometre (UV-1208, Shimadzu), steril kabin (Holten).

2.2,Yontemler
2.2.1. Hiicre kiiltiirii ve bilesiklerin hazirlanmas:

C2 ve CO25 hicreleri Dr. I Gibson ‘dan East Anglia Universitesi
(Ingiltere) Biyolojik Bilimler Okulu, Molekiiler Biyoloji bglimiinden
saglanmugtir. C2 hiicreleri [Yaffe ve Saxel 1977] fare bacak kasindan izole
edilmistir. CO25 hiicreleri ise, ata hiicre olan C2 hiicresine [Gosset ve ark 1988,
Gerhart ve ark. 2001] 61. kodonundan mutant N-ras onkogeni tastyan bir
plazmidin aktariimasi ile elde edilmisgtir.

F2408 hiicre hattr sigan embriyo fibroblast hiicreleridir. Bu hiicrelere daha
sonra T24 mesane karsinomas: hiicre hattindan klonlanmig olan c-Ha-ras
onkogenini aktif halde iceren pEI plazmidi ile transfeksiyon yapilarak SRP7
hiicre hatt: elde edilmigtir [Garbisa ve ark. 1987].

Fare iskelet kas hiicre hatlarinin C2 (normal hticreler) ve CO25 (N-ras
onkogeni transform hiicreler) % 10 fetal calf serum (FCS), 100 iinite/ml penisilin-
streptomisin ve % 1 glutamin igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

(DMEM) igerisinde kiiltiirii yapilmig ve 37 °C* de % 5 CO; ve %95 hava igeren
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atmosfer ortaminda inkiibe edilmiglerdir. Hiicreler huzl1 bityiime fazina ulastiktan
sonra 2x tripsin/EDTA soliisyonu ile 1:3 oraninda alt kiiltirlere ayrilmiglardir.

CO25 hiicreleri petri yiizeyini % 80 oraninda kapladiktan sonra
transformasyona ugramalari igin 4-7 giin 1uM dekzametazon igeren %10 at serum
besi ortaminda tutulmuslardir ve bu siirenin sonunda transformasyonun baslamas:
mikroskobik olarak takip edilerek transformasyona ugrayan hiicreler diger deney
asamalarinda kullanilmak tizere ayrilmislardir [Zeytinoglu ve ark. 2003].

Sican embriyo fibroblast F2408 (normal hiicreler) ve 5RP7 (H-ras
onkogeni transform hiicreler) [Garbisa ve ark. 1987] hiicreleri % 10 FCS, 100
iinite/ml penisilin-streptomisin, % 1 glutamin iceren DMEM igersinde 37 °C’de
kiiltiirde tutulmuglardir. Her 3 giinde bir hiicreler, tripsin/EDTA soliisyonu ile
muamele edilerek 1:3 ile 1:6 oranlan arasinda alt kiiltiirlere ayrilmiglardir.

Hiicreler bilesenler ile muamele edilmeden 6nce, hiicre sayisi toma lam ile
belirlenerek deney kosullarina uygun ortamlara ekildikten sonra 24 saat % 5 CO,
igeren atmosfer ortaminda inkiibe edilmiglerdir.

Benzen, tiyohidantoin tiirevleri ile karvakrol’ iin ilk asamadaki stok
soliisyonlar: dimetil silfoksit (DMSO) igersinde hazirlanmigtir. Daha sonraki
diliisyonlar ise taze kiiltiir vasatlari kullanilarak yapilmagtir.

2.2.2. MTT olgiimii

2x10* hiicre/ml % 10 FCS igerisinde siispansiyon haline getirildikten sonra
200 pl hiicre stispansiyonu 96 kuyulu hiicre kiiltiirii tabakalarinin her kuyucuguna
aktanilmig ve aynmi zamanda hiicrelere 0,0002-0,001-0,002-0,01-0,02-0,1 mg/ml
konsantrasyonlarinda sitotoksik etkileri incelenmek iizere bilesenler eklenerek 37
°C’ de inkabe edilmislerdir. 24 ve 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda her bir
kuyucuga 20 pl MTT boyas: (5 mg/ml) eklendikten sonra canli hiicrelerin
metabolik aktiviteleri sonucu MTT boyasinin suda goziinmeyen formazan tuzu
haline donistiiriilmesi igin hiicreler 37 °C’ de 2 saat daha inkiibe edilmiglerdir. Bu
siire sonunda hiicrelerden MTT boyas: uzaklastinilmistir. Canli hiicreler tarafindan
olusturulan formazan tuzlarinin ¢éziilmesi igin her bir kuyuya 200 pul DMSO
eklenerek 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmisler ve renk degisimi, ELx808-IU
Bio-Tek plaka okuyucu da 540 nm dalga boyu ile belirlenmigtir. Her bir
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konsantrasyon deney igerisinde ii¢ farkh kuyuda tekrarlanmistir. Bilesen ile
muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligt % 100 olarak kabul edilerek, deney
hiicrelerinin canlilik oranlar: % olarak ifade edilmigtir [Zeytinoglu ve ark. 2003].

2.2.3. Tripan mavisi ile boyama

Bilesenlerin sitotoksik etki sonuglarma gore belirlenen konsantrasyonlar
ile 5 dakika, 10 dakika, 2 saat, 8 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat muamele edilen
hiicreler siispansiyon haline getirildikten sonra 50ul alinarak esit miktardaki tripan
mavisi boya soliisyonuna (% 0.5 w/v) eklenmigtir. Hiicre-boya karigimi 2 dakika
oda sicakhiginda bekletildikten sonra 151tk mikroskobunda 40X biiyiiteg altinda
renksiz canlt hiicreler ve mavi renkli oli hiicreler sayilmigtir. Her bir deney
bagimsiz olarak 2 kez tekrar edilmigtir [Hayashi ve ark. 1990].

2.2.4. Akridin oranj boyama

Tripsinlenen hiicreler hemositometrede sayilarak 1 x 10° hiicre/ml gelecek
sekilde hiicre soliisyonu hazirlanmigtir. 1 ml hiicre soliisyonu, steril lamellerin
yerlestirildigi cam petri kaplarina aktanlmigtir. Bu asamada onceden belirlenen
konsantrasyonlardaki test maddeleri hiicrelere eklenerek belli zaman araliklarinda
37 °C de inkiibatér ortaminda tutulmuglardir. Bu siirenin bitiminde hiicreler 3 defa
2 dakika siire ile 1 x PBS soliisyonu ile yikanmigtir. Son ytkama igleminden sonra
cam petrilere 1 ml % 70 etanol eklenerek 5 dakika oda isisinda inkiibe
edilmiglerdir ve daha sonra 5 defa distile su ile yikama islemine tabi
tutulmuglardir. 2 dakika 1 x PBS’de bekletilen hiicreler 1:10 oraninda 1 x PBS
icersinde seyreltilen 200 ul Akridin oranje (100 pg/ml) ve Etidium bromiir (100
ug/ml) kanigimi ile oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edilmiglerdir. Hiicreler 1 x PBS
ile yikama iglemine tabi tutulduktan sonra lam ile preparat hazwlanmistir. Bu
asamadan sonra preparatlar ya hemen floresan mikroskop ile incelemeye alinmis
yada +4 °C de 1 hafta saklanmgtir [Cotter ve Martin 1996].

2.2.5. Akim sitometri analizi
Tripsinlenerek toplanan hiicreler 800 rpm de 4 dakika santrifiij edildikten
sonra 2 kez 1 x PBS ile yikanmuslardir. Hiicreler 2-3 x 10° hiicre/ml olacak sekilde
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1 x Annexin-V baglanma c¢ozeltisinde siispanse edildikten sonra hiicre
soliisyonundan 100 pl alinarak tiiplere aktariimigtir. Daha sonra her bir tiipe, 5 ul
Annexin-V FITC ve 10 pl propidium iyodiir ¢dzeltisi eklenmigtir. Oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edildikten sonra her bir tiipe 400 pl 1 x Annexin-V
baglanma ¢ozeltisi ilave edilmig ve hiicreler 1 saatlik boyama siiresi igerisinde

akim sitometresi ile analiz edilmigtir.

2.2.6, DNA ektraksiyonu ve elektroforetik analiz

1 x 10° hiicre/ml olacak sekilde cam petrilere ekim yapilan hiicreler 24 saat
uygun besi ortamlarinda bekletilmislerdir. Onceden belirlenen doz araligindaki
bilesikler ile belirli zaman araliklarinda inkiibe edildikten sonra tripsin ile
toplanarak 1.5 ml’ lik ependorf tiiplere aktanlmiglardir. Daha sonra 800 rpm de 4
dakika santrifiij edilen hiicreler 1 x PBS ¢ézeltisinde yikanmig ve % 0.5 sarkosil,
20 mg/ml proteinaz K (Reader ve ark, 1999), 50 mM Tris (hidroksimetil)
aminometan (pH: 8.0) ve 10 mM EDTA 55 °C de 3 saat inkiibe edilmigtir. Bu
stirenin sonunda RNaz A (10 mg/ml) [Reader ve ark. 1999] eklenmis ve 55 °C de
24 saat inkitbe edilmigtir. Izole edilen DNA, fenol-kloroform-izoamilalkol
(25:24:1) ile ekstrakte edilerek etidyum bromiir igeren (500 pg/ml) %1.2° lik
agaroz jelde 50 V uygulanarak 120 dakika yiiriittilmugtiir [Wang ve ark. 1999].

2.2.7.Western blotlama
2.2.7.1. Sitoplazmik protein ekstraksiyonu

Soguk PBS ile yikanan hiicreler 500 pl lizis soliisyonu ile buz iizerinde 20
dakika inkiibe edilmistir, Styirict yardimi ile toplanan hiicreler 1.5 ml’ lik tiiplere
aktanldiktan sonra 15 000 rpm’de +4 °C’ de 10 dakika santrifiije tabi
tutulmuglardir. Daha sonra siipernatant alinarak ileriki ¢aligmalarda kullanilmak
iizere -20 °C’ de saklanmustir. Protein konsantrasyonu Bradford yontemi ile

spektrofotometrik olarak tespit edilmigtir [Bradford 1976].

2.2.7.2. Jel elektroforezi (SDS-PAGE)
100 pg sitoplazmik protein 6rnekleri, 10ul 2X jel yiikleme tamponu (pH
6.8) ile karnstrlmig ve bu kangim 100 °C’de 3-5 dakika kaynatilarak
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denatiirasyona ugratilmugtir. Daha sonra 6000 g de 6 saniye kadar santrifiij
edilerek toplanmistir, Toplanan protein 6rmekleri 10 ml % 12’lik ayirici jel
elektoroforez jel iinitesine yiiklenmistir. Ilk 6nce 80V daha sonra 120 V elektrik
akimi uygulanarak, Tris-Glisin elektroforez tamponu iginde yiiriitilmiiglerdir.
Molekiiler agirlik standard: ayni jelde, protein drneklerinin hazirlandid: sekilde
hazirlanarak ayr bir siitunda yiiriitiilmiigtiir.

Proteinler elektroforetik olarak nitroseliiloz (0,45 uM) transfer filtresine
aktanilmiglardir. Jel ile ayni boyutlarda 6 tane 3MM Whatman kagidi kesilerek
transfer tamponu iginde 2 dakika tutulmugtur. Filtre jel boyutunda kesildikten
sonra distile su ile yikanarak 10-15 dakika distile suda inkiibe edilmistir. Transfer
aparatizin alt dnitesine, li¢ tane Whatman kagidi yerlestirilip bunun iizerine
sirastyla nitroseliiloz filtre, distile su ile yitkanmus jel ve en iist kisma da geri kalan
iig adet Whatman kagidi yerlestirildikten sonra 1-2 saat siire ile 0,65 mA/cm?
olacak sekilde elektrik akimi verilmigtir.  Antikor ile isaretleme asamasina
baglamadan once nitroseliiloz filtre Panceu S boyas: ile 2-5 dakika boyanirken es
zamanda jel de Coomasie brilliant mavi boyasi ile 2 saat boyanarak protein
igerikleri goriintillenmistir [Dunber 1994].

2.2.7.3. Antikor ile isaretleme

Filtre, yikama tamponunda 5-10 dakika islatildiktan sonra bloklama
tamponunda oda sicakliginda 1 saat hafifce calkalanarak bloklanmigtir. Daha
sonra filtre % 0.1 Tween-20 (1XPBS) yikama soliisyonu ile iki kez hizlica, bir kez
15 dakika ve 2 kez de 5 er dakika siire ile hafifce calkalanarak yikanmustir.
Yikanmig filtre daha sonra %1 BSA+PBS soliisyonunda 1:250 oramnda
seyreltilen (RbtxMS Bax) monoklonal antikor (Chemicon) ile 2 saat inkiibe
edilmistir. Bu siirenin bitiminde filtre, yeniden yikama islemlerine tabi
tutulmustur. Filtre 1 saat %1 BSA+1XPBS' de 1:5000 oraninda seyreltilmis
horseradish-peroksidaz isaretli anti-tavsan IgG ile inkiibe edildikten sonra yikama
islemleri yine bir onceki gibi tekrarlanmigtir. Daha sonra filtre 1:1 oraminda
hazirlanan ECL A ve B kanisimlarinda 1 dakika bekletildikten sonra fazla ECL
soliisyonu ortamdan uzaklagtirilmigtir. X-ray filmi ve filtre kaset igine

konulduktan sonra belli siirelerde inkiibasyon gergeklestirilmistir.
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2.2.8. Istatistiksel degerlendirmeler

Deney sonuglani, SPSS (Statistics Program for Social and Science)
istatistik programinda giinler ve gruplar parametrelerine kars: tek yonli ANOVA
ve Post-Hoc testlerinden Tukey kullamilarak gergeklestirilmistir.
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3. BULGULAR

Aragtirma kapsaminda, bazi sentetik bilesiklerin (benzen tiirevleri
(MBIS1, MBiS2 ve MBIS8) ve tiyohidantoin tirevleri (Tiyol, Tiyo2 ve TiyoS5)
ve dogal bir bilesik olan Karvakrol’iin sitotoksik ve apoptotik etkileri, iki farkli
onkogen ile transform edilmis kanserli (CO25, N-ras aktif fare iskelet kas
hiicreleri ve SRP7, H-Ras aktif sican embriyo fibroblast hiicreleri) ve transform
edilmemis normal hiicre tipleri (C2, fare iskelet kasi hiicreleri ve F2408, sican

embriyo fibroblast hiicreleri) kullanilarak incelenmistir.

3.1. Sitotoksik Etkiler
3.1.1. Benzen tiirevlerinin sitotoksik etkileri

Hiicreler farkli konsantrasyonlardaki benzen tiirevieri (MBIS1, MBIS2 ve
MBIS3) ile 24 ve 48 saat, 37°C de inkiibe edildiler ve daha sonra test
maddelerinin sitotoksik etkileri tetrazolium (MTT) deneyi ile belirlendi. Hiicre
sayisint ve canlilifini 6lgen indikator bir boya olan MTT, canl: hiicre mitokondrial
dehidrogenaz enzimlerin aktivitesi [Mossmann 1983] ile renkli bir formazan
tuzuna doniigir {Zeytinoglu ve ark. 2003].

Sekil 3.1, MBIS1’in F2408 (a), SRP7 (b), C2 (c) ve CO25 (d) hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkilerini gostermektedir. F2408 hiicrelerinin 24 saat MBIS1
(0,0002 mg/ml) ile inkiibasyonu sonucu herhangi bir sitotoksik etki
gozlenmezken, aym deneysel kosullan altinda 5RP7 hiicrelerinde ise % 25
sitotoksisite tespit edilmistir (Sekil 3.1a, b). Daha yiiksek konsantrasyonlarda
MBIS1, 5RP7 hiicreleri iizerinde anlamli bir sitotoksik etki gdstermesine ragmen,
her iki hiicre tipinde de (F2408 ve 5RP7) zamana ve konsantrasyona bagl: olarak
hiicre canliligin1 inhibe ettii gozlenmigtir.

Test maddesinin F2408 hiicreleri (24 saat) igin ICso degeri 0,04 mg/ml,
5RP7 hiicreleri (24 saat) igin ise 0,002 mg/m! olarak bulunmustur (Cizelge 3.1).

MBIS1’in N-ras aktif hiicreler iizerine olan sitotoksik etkileri ise doza
bagimh olarak ortaya gikmugtir (Sekil 3.1d). 24 saat sonra benzen tiirevi (0,02
mg/ml) CO25 hiicreleri iizerine % 13 sitotoksisite gosterirken, bu oran zamana
bagli olarak 48 saat sonra % 42’ye kadar yiikselmistir. Benzer gekilde, MBIS1

tirevi C2 kontrol hiicrelerinde de zamana ve doza bagiml: sitotoksik bir etkiye
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sahip oldugundan (Sekil 3.1c) bu tiirevin N-ras aktif hiicre cogalmasi iizerine
spesifik inhibitér bir etkiye sahip olmadigim soyleyebiliriz. MBIS1%in C2
hiicreleri (24 saat) igin ICsy degeri 0,09 mg/ml, CO25 hiicreleri i¢in ise 0,1 mg/ml
olarak bulunmustur (Cizelge 3.1).

Bir diger benzen tiirevi olan MBIS2’in ise 5RP7 ve F2408 hiicrelerinde 24
saat sonra konsantrasyona bagli olarak stabil bir egri vermedigi ve dalgalanma
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 3.2a, b). Canlilk oraninin 48 saat sonra
konsantrasyona bagl olarak azaldig: goriilmektedir. 24 saat inkiibasyondan sonra
MBIS2’nin (0,0002 mg/ml) 5RP7 ve F2408 hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkisine bakilacak olursa, 5RP7 hiicrelerinde % 25 sitotoksisiteye neden olurken
F2408 hiicrelerinde sitotoksik etki gézlenmemistir. ICsy degerleri F2408 hiicreleri
icin 0,07 mg/ml, SRP7 hiicreleri iginde 0,02 mg/ml olarak bulunmustur (Cizelge
3.1). Bu tiirevin N-ras aktif ve kontrol hiicre sitotoksisitesi tizerine etkisi (Sekil
3.2¢c, d) MBISI’in etkisi (Sekil 3.1c, d) ile benzerlik gdstermektedir. CO25
hicrelerinde MBIS2 konsantrasyona ve zaman bagh sitotoksik etkiye sahipken
benzer etki C2 kontrol hiicrelerinde de goriilmektedir bu nedenle bu benzen
tiirevinin N-ras aktif hiicreleri lizerine segici bir sitotoksik etkiye sahip oldugunu
s6ylemek miimkiin degildir. ICsy degerleri C2 ve CO25 hiicreleri igin sirastyla
0,06 ve 0,1 mg/ml olarak bulunmustur (Cizelge 3.1).

Diger benzen tiirevlerinin aksine MBIS8’in, H-ras aktif hiicreler {izerine
spesifik ve anlamli (0,0002-0,01 mg/ml doz aralifinda F2408 kontrol hiicrelerde
% 10-25 oraninda sitotoksik etkiye sahip) bir sitotoksik etkiye sahip oldugu Sekil
3.3a ve 3b de goriilmektedir. 0,001 mg/ml konsantrasyonunda (48 saatte) MBISS,
F2408 kontrol hiicrelerinde sitotoksik etki gostermezken (%100 canlilik), H-ras
aktif hiicrelerinde % 71 oraminda sitotoksik bir etkiye neden olmaktadir. ICso
degerleri olarak F2408 hiicreleri igin 0,02 mg/ml, SRP7 hiicreleri igin ise 0,0006
mg/ml olarak bulunmustur (Cizelge 3.1). H-ras aktif hiicrelerin aksine, MBIS8’in
N-ras aktif hiicreler ve C2 kontrol hiicreler ile 24 saat inkiibasyonu spesifik bir
sitotoksisite gOstermemektedir. Fakat 48 saat sonraki veriler istatiksel olarak
degerlendirildiginde MBIS8’in o&zellikle 0,0002-0,001 mg/ml konsantrasyon
aralifinda C2 kontrol hiicrelerde sitotoksisiteye neden olmadigimi, CO25
hiicrelerinde ise % 4-36 oraninda hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi gbzlenmektedir.
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Bu konsantrasyon araligina ve zamana bagli olarak MBIS8, N-ras aktif hiicre
gogalmasim segici olarak inhibe etmektedir. ICso degerleri olarak C2 hiicreleri
igin 0,06 mg/ml, CO25 hiicreleri i¢in ise 0,1 mg/ml olarak bulunmustur (Cizelge
3.1).

3.1.2. Tiyohidantoin tiirevlerinin sitotoksik etkileri

Tiyol, H-ras aktif hiicre canlili1 iizerine zamana baglh olarak sitotoksik
bir etki gostermektedir. Tiyol’in en diisiik konsantrasyonu (0,0002 mg/ml) ile 48
saat muamele edilen SRP7 hiicrelerinin canlilig1 % 37 oraminda inhibe edilirken,
F2408 hiicre canliliginda herhangi bir etkiye rastlanmamigtir (Sekil 3.4a, b).
Madde konsantrasyonun artmasi dzellikle SRP7 hiicrelerinin canliliginda anlamli
bir azalmaya neden olmustur. Genel olarak, hiicre canliligs, her iki hiicre hattinda
da madde konsantrasyona bagl olarak azalmistir. ICso degerleri olarak F2408
hiicreleri igin 0,04 mg/ml, SRP7 hiicreleri igin ise 0,03 mg/ml olarak bulunmustur
(Cizelge 3.1). Tiyol tiirevinin CO25 hiicreleri lizerine sitotoksik etkileri kontrol
hiicre ile karsilastinildiginda 6zellikle 48 saat sonra anlaml sitotoksik etkiye sahip
oldugu saptanmustir (Sekil 3.4c, d). Bu etki konsantrasyona bagli olarak % 10-50
arasinda deZismektedir. Tiyol tirevi de MIS8’in etki mekanizmasina benzer
sekilde N-ras aktif hiicre canlilif: iizerine segici bir etki gostermistir. Tiyol’in
ICso degeri C2 hiicreleri igin 0,07 mg/ml iken bu deger CO25 hiicreleri igin ise 0,1
mg/ml olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.1).

H-ras aktif hiicreleri Tiyo2 (0,001 mg/ml) ile muamele edildiginde
(kontrol hiicre ile kargilagtirildiginda) 24 saat sonra % 39, 48 saat sonra ise % 25
sitotoksik etkinin ortaya ¢iktigi bulunmustur (Sekil 5a, b). Ozellikle test
maddesinin 48 saat inkiibasyonundan sonra sitotoksik etkisi H-ras aktif
hiicrelerde anlamli bir gekilde artmigtir. Tiyo2’nin en yiiksek konsantrasyonu ise
(0,1 mg/ml) % 86 oraninda SRP7 hiicrelerinin dliimiine neden olmustur (Sekil
3.5b). Tiyo2’nin ICsq degeri F2408 hiicreleri i¢in 0,04 mg/ml, SRP7 hiicreleri igin
0,03 mg/ml olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar, genel olarak N-ras aktif
hiicrelerinin Tiyo2 varliginda H-ras aktif hiicrelerinden farkli davrandigini
gostermektedir (Sekil 3.5b, d). Tiyo2 varliginda C2 ve CO25 hiicre canlilig: 24
saat sonra konsantrasyona bagli bir azaliy gostermektedir fakat bu azaliy CO25



30

hiicrelerinde daha anlamli olarak ortaya cikmaktadir (0,00lmg/ml Tiyo2
varhiginda C2 hiicre canliigs % 94, CO25 hiicre canlihg % 60) (Sekil 3.5¢, d). H-
ras aktif hiicrelerinin aksine, zamamin uzamas: ile Tiyo2’nin C2 ve CO25 hiicre
canlilif: lizerindeki etkisinde azalmalar saptanmugtir. Tiyo2’nin ICso degeri C2
hiicreleri igin 0,1 mg/ml, CO2S5 hiicreleri icin 0,04 mg/ml olarak bulunmustur
(Cizelge 3.1).

Diger tiyohidantoin tiirevleri ile karsilastinldiginda, Tiyo5’in H-ras aktif
hiicre ¢ogalmasim anlamh ve spesifik bir sekilde inhibe ettizi saptanmstir (Sekil
3.6a, b). SRP7 hiicrelerine bu tiirevin 24 ve 48 saat uygulanmasindan sonra hiicre
canlilifinda F2408 hiicrelerine gére anlamh bir azalis gdzlenmistir. 48 saat sonra
(0,001 mg/ml) SRP7 hiicreleri % 70 oraminda canlilik gosterirken bu oran F2408
hiicrelerinde % 100 olarak tespit edilmistir. Tiyo5’in F2408 hiicreleri icin ICso
degeri 0,04 mg/ml, SRP7 hiicreleri i¢in ICso degeri 0,01 mg/ml olarak
bulunmugstur (Cizelge 3.1). Bu tiirevin CO25 hiicre iizerine sitotoksik etkisi Tiyo2
ile benzerlik gostermektedir. CO25 hiicrelerinin Tiyo5 ile 24 saat muamelesinden
sonra kontrol hiicrelerine gore (0,0002 mg/ml) % 36 oraninda bir sitotoksik etkiye
sahiptir (Sekil 3.6d) ve bu oran konsantrasyona bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Uygulama siiresinin uzamasi ile etkide (Tiyo2 tiirevinde oldugu
gibi) bir azalis tespit edilmistir fakat benzer etki C2 hiicrelerinde goriilmemistir
(Sekil 3.6¢). Zamana bagl olarak gelisen bu etki, N-ras aktif hiicrelerin hiicre i¢i
tolerans mekanizmas: gelistirdiklerini ve &zellikle Tiyo2 ve Tiyo5 tiirevlerine
kargi daha direngli bir hal aldiklarini gdstermektedir. Bu etki mekanizmasinin
aydinlatilmas: ile ilgili deneysel calismalarin yapilmas: ileri ki asamalarda
planlanmaktadir. Tiyo5’in C2 hiicreleri igin ICsp degeri 0,1 mg/ml, CO25
hiicreleri i¢in ICso degeri 0,07 mg/ml olarak bulunmustur (Cizelge 3.1).

3.1.3. Karvakrol’iin sito;oksik etkileri

Dogal bir bilesik olan Karvakrol’iin H-ras aktif hiicreler iizerine olan
sitotoksik etkisi (24 saat) F2408 hiicreleri ile benzerlik gostermektedir. Her iki
hiicre tipinde de konsantrasyona bagli bir sitotoksik etki saptanmugtir (Sekil 3.7a,
b). 48 saat uygulama siiresi sonunda ise karvakrol’iin F2408 hiicreleri {izerindeki

sitotoksik etkisi SRP7 hiicrelerine gore anlamli bir artig gostermistir. Karvakrol’iin
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F2408 ve SRP7 hiicreleri igin ICso degeri 0,04 mg/ml olarak bulunmustur (Cizelge
3.1). CO2S5 hiicre tipinin denenen konsantrasyon araliginda Karvakrol’e dayamkli
oldugu buna karsin C2 hiicrelerinde zamana baglh sitotoksik etkinin meydana
geldigi saptanmistir (Sekil 3.7¢, d). Karvakrol’tin C2 ve CO25 hiicreleri ile
muamele edilmesi sonucunda ICsy degerleri sirasiyla 0,06 mg/ml ve 0,1 mg/ml

olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. MTT deneyi sonuglarina gore maddelerin 24 saat sonra hiicreler {izerindeki ICsq
degerleri konsantrasyon birimi: mg/ml

Hiicre Tipleri
Maddeler F2408 5RP7 C2 C025
MBIiS1 0,04 0,002 0,09 0,1
MBIS2 0,07 0,02 0,06 0,1
MBIS8 0,02 0,0006 0,06 0,1
Tiyol 0,04 0,03 0,07 0,1
Tiyo2 0,04 0,03 0,1 0,04
Tiyo5 0,04 0,01 0,1 0,07
Karvakrol 0,04 0,04 0,06 0,1
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Sekil 3.1. MBIiS1’in F2408 (a), SRP7 (b), C2 (c) ve CO25 (d) hiicre canlihg iizerine etkisi.
Sitotoksite MTT yontemi ile belirlenmistir. Hiicreler 96 kuyulu tabakalara ekildikten
sonra 0,0002-0,001-0,002-0,01-0,02 ve 0,1 mg/ml konsantrasyonlarinda MBIS1 ile 24
ve 48 saat inkiibe edilmislerdir. Her bir veri noktas: 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini
temsil etmektedir. Kontrol grubun hiicre gogalma ylizdesi % 100 olarak kabul
edilmistir.Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n=3)
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Sekil 3.2. MBiS2’in F2408 (a), SRP7 (b), C2 (c) ve CO25 (d) hiicre canhhig: lizerine etkisinin
MTT yontemi ile belirlenmesi. Hiicreler 96 kuyulu tabakalara ekildikten sonra 0,0002-
0,001-0,002-0,01-0,02 ve 0,1 mg/ml konsantrasyonlarinda MBIS2 ile 24 ve 48 saat
inkiibe edilmigslerdir. Her bir veri noktas1 3 bagimsiz kuyunun ortalamasmi temsil
etmektedir. Kontrol grubun hiicre cogalma yiizdesi % 100 olarak kabul edilmigtir.
Anlamhlik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n=3)
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Sekil 3.3. MBiS8’in F2408 (a), SRP7 (b), C2 (c) ve CO25 (d) hiicre canhlig1 tizerine etkisinin
MTT yontemi ile belirlenmesi. Hiicreler 96 kuyulu tabakalara ekildikten sonra yukarida
belirtilen konsantrasyonlarda MBIiS8 ile 24 ve 48 saat inkiibe edilmislerdir. Her bir veri
noktas1 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir. Kontrol grubun hiicre
cogalma yiizdesi % 100 olarak kabul edilmistir. Anlamhlik degeri p<0,05, Ortalama

degerler + St. Hata (n=3)
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Sekil 3.4. Tiyol’in F2408 (a), SRP7 (b), C2 (c) ve CO25 (d) hiicre canlilif: Gizerine etkisinin MTT
yontemi ile belirlenmesi. Hiicreler 96 kuyulu tabakalara ekildikten sonra 0,0002-0,001-

0,002-0,01-0,02 ve 0,1 mg/ml konsantrasyonlarinda Tiyol ile 24 ve 48 saat

inkiibe

edildikten sonra sonuglar Eliza-okuyucudan degerlendirilmistir. Her bir veri noktasi 3
bagimsiz kuyunun ortalamasi temsil etmektedir. Kontrol grubun hiicre ¢ogalma
yiizdesi % 100 olarak kabul edilmigtir. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler +
St. Hata (n=3)
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Sekil 3.5. Tiyo2’nin F2408 (a), SRP7 (b), C2 (c) ve CO25 (d) hiicre canliliz {izerine etkisinin
MTT yontemi ile belirlenmesi. Hiicreler 96 kuyulu tabakalara esit sayida ekildikten
sonra belirli konsantrasyonlarda Tiyo2 ile 24 ve 48 saat inkiibe edilmiglerdir. Her bir
veri noktast 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir. Kontrol grubun hiicre
¢ogalma yiizdesi % 100 olarak kabul edilmigtir. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama
degerler + St. Hata (n=3)
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Sekil 3.6. Tiyo5’in F2408 (a), SRP7 (b), C2 (c) ve CO25 (d) hiicre canlilig: lizerine etkisinin MTT
yontemi ile belirlenmesi. Belirli sayida hiicre 96 kuyulu tabakalara ekildikten sonra
0,0002-0,001-0,002-0,01-0,02 ve 0,1 mg/ml konsantrasyonlarinda Tiyo5 ile 24 ve 48
saat inkilbe edilmistir. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil

etmektedir. Kontrol grubun hiicre ¢ogalma yiizdesi % 100 olarak kabul edilmistir.
Anlamhlik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n=3)
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Sekil 3.7. Karvakrol’iin F2408 (a), SRP7 (b), C2 (c) ve CO25 (d) hiicre canlilig: {izerine etkisinin
MTT yontemi ile belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida ekildikten sonra
0,0002-0,001-0,002-0,01-0,02 ve 0,1 mg/ml konsantrasyonlarinda Karvakrol ile 24 ve
48 saat inkiibe edildiler. Her bir veri noktast 3 bagimsiz kuyunun ortalamasm temsil
etmektedir. Kontrol grubun hiicre ¢ogalma yiizdesi % 100 olarak kabul edilmistir.
Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n=3)
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3.2. Dogal ve Sentetik Bilesiklerin Hiicre Canliigi Uzerine Etkileri

Test maddelerinin hiicre canlilif1 iizerine etkileri MTT metotuna alternatif
bir yontem olan Tripan mavi boyama yontemi ile de incelenmistir. Hiicre
canliliinin kaybolmas: ile hiicre zar yapismin bozulma esasmna dayali bu
yontemde 6lii hiicreler mavi renge boyanir [Cotter ve Martin 1996] ve canli yada
oli hiicrelerin mikroskop altinda sayilmast ile % canlilik belirlenmis olur.

3.2.1. Benzen Tiirevlerinin hiicre canlili fizerine etkileri

Sitotoksik etkileri MTT ydntemi ile tespit edilen benzen tiirevlerinden
MBIS1 ve MBIS8’in hiicre canlilig: iizerine olan etkileri tripan mavi boyama
yontemi ile incelenmigtir. Her iki test maddesinin hiicreye spesifik olan ICsq
degeri ve bu degerin altindaki iki konsantrasyon aralig: dikkate alinarak farkli
zaman araliklarindaki etkileri deneysel olarak saptanmustir. Elde edilen sonuglar
Sekil 3.8-12 de gbsterilmistir.

ICsp degeri olan 0,04 mg/ml MBIS1 ile 24 saat muamele edilen F2408
kontrol hiicrelerinde (MTT deney sonuglarina paralel olarak) % 55 oraninda
hiicre 6liimii tespit edilmistir. 0,0002 mg/ml ve 0,02 mg/ml konsantrasyonlarinda
ise zamana bagli olarak 8 saat inkiibasyon siiresinden sonra hiicre &liimii
gbzlenmeye baslanmistir (sirasiyla %10 ve %29) (Sekil 3.8a). H-ras aktif
hiicrelerinde ise hiicre canlilik yiizdesi ICsp degerinin (0,002 mg/ml) altindaki
konsantrasyonlarda, zamana bagh olarak azaldig1 saptanmustir. Ozellikle 8 saat
sonra 0,0002 ve 0,001 mg/ml konsantrasyonlar sirasiyla % 15 ve 37 oraminda
hiicre 6liimiine neden olmustur (Sekil 3.8b).

0,0002, 0,045 ve 0,09 (ICsp) mg/ml MBIS] ile 8 saat muamele edilen C2
ve CO25 hiicre canlilifinda degisiklik gbzlenmezken zamamn uzamas: ile (72
saat) konsantrasyona bagl olarak C2 hiicrelerinde sirasiyla % 42, % 50, % 72
oraninda hiicre 6liimii tespit edilmistir (CO25 hiicrelerinde ise % 42, % 50 ve %
78) (Sekil 3.8c). MBIS1’in , N-ras aktif hiicre canlilif: tizerine spesifik bir etkisi
bulunmamaktadir ve bu sonuglar MTT deney sonuglan ile de desteklenmektedir
(Sekil 3.8d).

0,0002 mg/ml MBIS8 ile inkiibe edilen F2408 (% 48) ve 5RP7 (% 70)
hiicre canlilif1 72 saat sonunda inhibe edilmistir buna ragmen konsantrasyonun
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artmast ile her iki hiicre canhilik oraninda da % 10 seviyelerine kadar bir diistis
gozlenmistir (Sekil 3.9a, b). Ayn: test maddesinin diisiik konsantrasyonu C2 (% 7
olim) hiicrelerinin yasamim etkilemezken, N-ras aktif hiicre canlilifini 48 éaat
(% 40 olim) sonra inhibe etmigtir (Sekil 3.9d). 0,0002 mg/ml
konsantrasyonundaki MBIS8 segici olarak N-ras aktif hiicre canlilik seviyesini
azatli1 gozlenmistir.

3.2.2. Tiyohidantoin tiirevlerinin hiicre canhlig: iizerine etkileri

MTT deney sonuglanna benzer sekilde H-ras aktif hiicre canlilig kontrol
hticrelere oranla Tiyo2 varhiginda zamana bagl olarak daha anlaml bir diisiis
gOstermistir (Sekil 3.10a, b). 0,0002 mg/ml Tiyo2’nin her iki hiicrenin canlilik
oranim degistirmedigi saptanmugtir. Konsantrasyonun artmasi (0,02 mg/ml) ile 24
saat sonra, F2408 kontrol hiicre canhiliginda % 34 oraninda bir 6liim saptamirken
bu oran SRP7 hiicrelerinde % 46 olarak bulunmustur.

Ayni test maddesi, 48 saat sonra kontrol hiicrelerine gbre, CO25 hiicre
canliligim 0,02 mg/ml konsantrasyonunda % 50 oraminda azaltirken C2
hiicrelerinde 0,05 mg/ml konsantrasyonunda bu oran % 35 olarak tespit edilmistir.
Hiicre canliligi zamana baglh olarak CO25 hiicrelerinde daha anlamli bir diisiis
gostermesine ragmen C2 hiicre canlilifinda da azalma saptanmustir (Sekil 3.10c,
d).

Tiyo5’in varliinda F2408 ve 5RP7 hiicre canliligindaki degisimleri
gosteren veriler sitotoksisite deney sonuglar1 (Sekil 3.6a, b) ile benzerlik
gostermektedir. ICsp degerinin bir alt degeri ile 24 saat inkiibe edilen SRP7
hiicrelerinin 6liim oraninda %48 oraninda bir diigiis gozlenirken bu oran F2408
hiicrelerinde % 30 olarak tespit edilmistir (Sekil 3.11a, b). SRP7 hiicrelerinde
saptanan bu etki 48 saat sonrasinda % 69°a ulasirken 72 saat sonra hiicre
canliliinin degismedigi bulunmustur. Tiyo5’in (% 70 o&liim) de kontrol
hiicrelerine gore H-ras aktif hiicre canlilifi tlizerine daha etkili oldugu
saptanmustir. Tiyo5’in diisiik konsantrasyonu (0,0002 mg/ml) 72 saat sonra C2
hiicrelerinde % 40 dliime neden olurken, bu oran CO2S5 hiicrelerinde % 30 olarak
bulunmugtur. Fakat konsantrasyonun artmasi ile etkininde degistigi
gbzlenmektedir. Buna gore, Tiyo5 test maddesi CO25 hiicrelerinde (0,035 mg/ml)
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zamana bagl olarak azalan bir hiicre §liimiine neden olmustur (48 saat sonra % 50
iken 72 saat sonra % 62) ($ekil 3.11d) bu oramin C2 (0,05 mg/ml) hiicrelerinde
daha diisiik oldugu tespit edilmigtir (48 saat, % 40 ; 72 saat, % 49 6liim orani)
(Sekil 3.11c).

3.2.3. Karvakrol’iin hiicre canhihg: iizerine etkileri

Karvakrol, zamana ve konsantrasyona baglh olarak segicilik gstermeden
F2408 kontrol ve H-ras aktif hiicre canlilif1 iizerine benzer etkiler gdstermisgtir.
0,0002 mg/ml karvakrol F2408 hiicre 6liim oram 24 saat sonra zamana bagli
olarak artarken (24 saat, % 20, 48 saat, % 30 ve 72 saat, % 39 6liim orani) SRP7
hiicre liimiinde 24, 48 ve 72 saat araliklarinda bir artis gdzlenmistir (24 saat, %
13; 48 saat, % 25; 72 saat, % 40 &liim oran) (Sekil 3.12a, b).

Karvakrol’liin varliginda, CO25 hiicre canliifinda zamana ve
konsantrasyona bagli olarak azalma gozlenmistir. Fakat C2 hiicrelerine gore
degisiklik saptanmamigtir. Yalmizca 24 saat sonra 0,0002 mg/ml karvakrol
varliginda C2 hiicre 6liimii % 11 iken bu oran CO25 hiicrelerinde % 18 olarak
bulunmustur (Sekil 3.12¢, d).
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Sekil 3.8. MBiS1’in F2408 (a), 5RP7 (b), C2 (c) ve CO25 (d) hiicreleri lizerine olan sitotoksik
etkileri. Hiicreler (2x10°/ml) farkh zaman araliklarinda MBIS1 ile muamele edilmistir.
Tripan mavisi ile boyanmis ve boyanmamis hiicre oram1 hemositometre yardimi ile
sayilarak hiicre canhlik orani tespit edilmistir. Her bir veri 2 bagimsiz deneyin

ortalamasini gdstermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05, Ortalama degerler + St. Hata
(@=6)
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Sekil 3.9. MBiS8’in F2408 (a), SRP7 (b), C2 (c) ve CO25 (d) hiicreleri fizerine olan sitotoksik

etkileri. Etkiler Tripan Mavisi boyama ybntemi ile belirlenmistir. Hiicreler farkh
zaman araliklarinda MBIS1 ile muamele edilmigtir. Tripan mavisi ile boyanmis ve
boyanmamus hiicre orani hemositometre yardim ile sayilarak hiicre canlilik oran: tespit
edilmistir. Her bir veri 2 bagimsiz deneyin ortalamasim gostermektedir. Anlamlilik
degeri p< 0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)
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Sekil 3.10. Tiyo2’nin F2408 (a), SRP7 (b), C2 (c) ve CO25 (d) hiicreleri {izerine olan sitotoksik
etkileri. Etkiler Tripan Mavisi boyama ydntemi ile belirlenmistir. Hiicreler farkh
zaman araliklarinda Tiyo2 ile muamele edilmistir. Tripan mavisi ile boyanmis ve
boyanmamis hiicre orani hemositometre yardim ile sayilarak hiicre canhihk oram
tespit edilmistir. Her bir veri 2 bagimsiz deneyin ortalamasim gostermektedir.
Anlamlihik degeri p< 0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)
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Sekil 3.11. Tiyo5’in F2408 (a), SRP7 (b), C2 (¢) ve CO25 (d) hiicreleri lizerine olan sitotoksik
etkileri. Etkiler Tripan Mavisi boyama ydntemi ile belirlenmistir. Belirli sayida
Hiicre farkli zaman arahklarinda Tiyo5 ile muamele edilmistir. Tripan mavisi ile
boyanmis ve boyanmamis hiicre orani hemositometre yardimi ile sayilarak hiicre
canlihk oram tespit edilmistir. Her bir veri 2 bafimsiz deneyin ortalamasim
gostermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)



46

r e
tc.—B.IIlIngfmi —o—002mg/ml —o—0 04mgfmi ) {~5— 0,0002mg/ml —o— 0,02mg/ml —0—0,04mg/ml } h
150 150 -
125 4 125 4
= 100 e 100 -
2 75 - E 75
® 50 b 4 a0 -
25 4 25 4
o - - : . . = 0 - - : - - - \
S5dk. 10dk. 2saat Bsaat 24saat 48saat T2saat 5dk  10dk 2saat Bsaat 24saat 48sast T2saat
Zaman Zaman
. £ 4
a b
e ~ ~
(—o—0.0002mg/m| ——0.08mg/ml —0—006mg/ml ) (" —— 0.0002mg/m| —o—0.05mg/ml —0—0,Imgiml )
150 150 4
125 125 1
x 100 x 100 + &
E 75 s 754 = &
o o v
® 50 ® 50 A
p--] 25 4
0+ - T T v - r y 0 T v T - - T v
Sdk  10dk 2szal Bsaal 24saat 48saal T2saat Sdk  10dk  2saal Bsaal 24saat 48saat T2saat
Zaman Zaman
W 4\ 4
c d
" b
Sekil 3.12.

Karvakrol’tin F2408 (a), SRP7 (b), C2 (c) ve CO25 (d) hiicreleri {izerine olan
sitotoksik etkileri Tripan Mavisi boyama ydntemi ile belirlenmistir. Hiicreler farklh
zaman araliklarinda Karvakrol ile muamele edilmistir. Tripan mavisi ile boyanmis ve
boyanmamis hiicre orant hemositometre yardim ile sayilarak hiicre canhilik orani

tespit edilmistir. Her bir veri 2 bafimsiz deneyin ortalamasmi gdstermektedir.
Anlamhilik degeri p< 0,05, Ortalama degerler + St. Hata (n = 6)
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3.3. Apoptozisin Morfolojik Olarak Belirlenmesi

Test maddelerinin apoptotik etkileri, sitoplazmik boya olan akridin oranj
ile DNA boyas! olan etidyum bromiiriin beraber kullanilmasi sonucu floresan
mikroskop ile morfolojik olarak incelenmistir. 8 ve 24 saat inkiibasyon siirelerinin
sonucunda hem ylizeye bagli hiicreler hem de ylizen hiicreler toplanarak
mikroskobik olarak incelenmigtir ve SRP7 hiicreleri ile yapilan akridin oranj /
etidyum bromiir boyama deneyinde MBIS1’in 0,001 mg/ml ve 0,002 mg/ml
konsantrasyonlarinda hiicreler ile 8 saat (Sekil 3.13c¢, d) ve 24 saat (Sekil 3.13e, ),
0,0006 mg/ml MBISS ile 24 saat (Sekil 3.14f), 0,03 mg/ml Tiyo2 ile 8 saat (Sekil
3.15d), 0,005 mg/ml Tiyo5 ile 24 saat (Sekil 3.16e), 0,04 mg/ml Karvakrol ile 8
saat (Sekil 3.17d) ve 24 saat (Sekil 22f), 0,02 mg/ml Karvakrol ile 24 saat (Sekil
3.17e) inkiibasyon sonrasinda, CO25 hiicreler ile yapilan boyama deneyinde ise
0,05 mg/ml ve 0,1 mg/ml MBIS8’in hiicreler ile 8 saat (Sekil 3.19¢, d) ve 24 saat
(Sekil 3.19e, ), 0,02 mg/ml Tiyo2’nin hiicreler ile 24 saat (Sekil 3.20e),
Karvakrol’tin 0,1 mg/ml konsantrasyonunda 8 saat (Sekil 3.22d) ve 24 saat (Sekil
3.22f) muamelesi sonucunda hiicre sitoplazmasinin ve gekirdeginin kiiciilmesi,
apoptotik yapilarin hiicre zan etrafinda toplanmasi ve hiicre ¢ekirdeginin bobrek
seklini almas1 gibi apoptozise dzgii morfolojik degisikliklere neden olduklari
saptanmustir. Bu morfolojik degisimler &zellikle 8 saat inkiibasyon sonunda

baslamis olup 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda da gzlenmistir.
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Sekil 3.13. MBIS1’in SRP7 hiicrelerinde olusturdugu morfolojik degisimler. Hilcreler akridin
oranj / etidyum bromiir ile boyanip floresan mikroskopta (Olympus) incelenmistir. a.
8 saat kontrol hiicreleri, b. 24 saat kontrol hiicreleri, ¢. 0,001 mg/ml MBIS]1 ile 8 saat
inkiibasyon sonras: hiicreler, d. 0,002 mg/ml MBIS1 ile 8 saat inkiibasyon sonrasi
hiicreler, e. 0,001 mg/ml MBIS1 ile 24 saat inkiibasyon sonrasi hiicreler, f. 0,002
mg/ml MBIS1 ile 24 saat inkilbasyon sonras1 hiicreler.
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Sekil 3.14. MBiS8’in 5RP7 hiicrelerinde olusturdugu morfolojik degisimler. Hiicreler akridin
oranj / etidyum bromiir ile boyanip floresan mikroskopta (Olympus) incelenmistir. a.
8 saat kontrol hiicreleri, b. 24 saat kontrol hilcreleri, ¢. 0,0003 mg/ml MBIS8 ile 8
saat inkiibasyon sonras: hiicreler, d. 0,0006 mg/ml MBIS8 ile 8 saat inkiibasyon
sonrasi hiicreler, e. 0,0003 mg/ml MBIS$ ile 24 saat inkilbasyon sonras: hilcreler, f.
0,0006 mg/ml MBIS8 ile 24 saat inkilbasyon sonras hiicreler.
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Sekil 3.15. Tiyo2’nin 5RP7 hiicrelerinde olusturdugu morfolojik degisimier. Hiicreler akridin
oranj / etidyum bromiir ile boyanmip floresan mikroskopta (Olympus) incelenmistir. a.
8 saat kontrol hiicreleri, b. 24 saat kontrol hiicreleri, ¢. 0,015 mg/ml Tiyo2 ile 8 saat
inkiibasyon sonrasi hiicreler, d. 0,03 mg/ml Tiyo2 ile 8 saat inkiibasyon sonrasi
hiicreler, e. 0,015 mg/ml Tiyo2 ile 24 saat inkiibasyon sonrasi hiicreler, f. 0,03 mg/ml
Tiyo2 ile 24 saat inkiibasyon sonrasi hiicreler.
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Sekil 3.16. Tiyo5’nin SRP7 hiicrelerinde olusturdufu morfolojik deg@isimler. Hiicreler akridin
oranj / etidyum bromiir ile boyanip floresan mikroskopta (Olympus) incelenmistir. a.
8 saat kontrol hiicreleri, b. 24 saat kontrol hiicreleri, ¢. 0,005 mg/ml Tiyo5 ile 8 saat
inkiibasyon sonras: hiicreler, d. 0,01 mg/ml TiyoS5 ile 8 saat inkiibasyon sonrasi
hiicreler, e. 0,005 mg/ml Tiyo5 ile 24 saat inkiibasyon sonras: hiicreler, f. 0,01 mg/ml
Tiyo5 ile 24 saat inkiibasyon sonrast hiicreler.
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Sekil 3.17. Karvakrol’tin SRP7 hiicrelerinde olusturdugu morfolojik degisimler. Hiicreler akridin
oranj / etidyum bromiir ile boyanip floresan mikroskopta (Olympus) incelenmistir. a.
8 saat kontrol hiicreleri, b. 24 saat kontrol hiicreleri, ¢. 0,02 mg/ml Karvakrol ile 8
saat inkiibasyon sonras: hiicreler, d. 0,04 mg/ml Karvakrol ile 8 saat inkiibasyon
sonrasi hiicreler, e. 0,02 mg/ml Karvakrol ile 24 saat inkiibasyon sonras: hiicreler, f.
0,04 mg/ml Karvakrol ile 24 saat inkiibasyon sonrast hiicreler.

Abadelu Oniversiiesi
Merkez Kituphanosi
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Sekil 3.18. MBiS1’in CO25 hiicrelerinde olusturdugu morfolojik degigimler. Hiicreler akridin
oranj / etidyum bromiir ile boyanip floresan mikroskopta (Olympus) incelenmistir. a.
8 saat kontrol hiicreleri, b. 24 saat kontrol hiicreleri, ¢. 0,05 mg/ml MBIS1 ile 8 saat
inkiibasyon sonras: hiicreler, d. 0,1 mg/ml MBIS1 ile 8 saat inkiibasyon sonrasi
hiicreler, e. 0,05 mg/ml MBIS1 ile 24 saat inkiibasyon sonrasi hiicreler, f. 0,1 mg/ml
MBIS1 ile 24 saat inkiibasyon sonras: hiicreler.
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Sekil 3.19. MBIS8’in CO25 hiicrelerinde olugturdugu morfolojik degisimler. Hiicreler akridin
oranj / etidyum bromiir ile boyanip floresan mikroskopta (Olympus) incelenmistir. a.
8 saat kontrol hiicreleri, b. 24 saat kontrol hiicreleri, ¢. 0,05 mg/ml MBIS8 ile 8 saat
inkiibasyon sonras: hiicreler, d. 0,1 mg/ml MBIS8 ile 8 saat inkiibasyon sonras
hiicreler, e. 0,05 mg/ml MBIS8 ile 24 saat inkiibasyon sonras: hiicreler, f. 0,1 mg/ml
MBIS8 ile 24 saat inkiibasyon sonras1 hiicreler.
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Sekil 3.20. Tiyo2’nin CO25 hiicrelerinde olugturdugu morfolojik degisimler. Hiicreler akridin
oranj / etidyum bromiir ile boyanip floresan mikroskopta (Olympus) incelenmistir. a.
8 saat kontrol hiicreleri, b. 24 saat kontrol hiicreleri, ¢. 0,02 mg/m! Tiyo2 ile 8 saat
inkiibasyon sonrasi hiicreler, d. 0,04 mg/ml Tiyo2 ile 8 saat inkilbasyon sonrasi
hiicreler, e. 0,02 mg/ml Tiyo2 ile 24 saat inkiibasyon sonrast hiicreler, f. 0,04 mg/ml
Tiyo2 ile 24 saat inkiibasyon sonrasi hiicreler.
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" Sekil 3.21. Tiyo5’in CO25 hiicrelerinde olusturdugu morfolojik degisimler. Hiicreler akridin oranj
[ etidyum bromiir ile boyanip floresan mikroskopta (Olympus) incelenmistir. a. 8
saat kontrol hiicreleri, b. 24 saat kontrol hiicreleri, ¢. 0,035 mg/ml Tiyo5 ile 8 saat
inkilbasyon sonrasi hiicreler, d. 0,07 mg/ml Tiyo5 ile 8 saat inkiibasyon sonrasi
hiicreler, e. 0,035 mg/ml Tiyo5 ile 24 saat inkiibasyon sonrasi hiicreler, f. 0,07 mg/ml
Tiyo5 ile 24 saat inkiibasyon sonrast hiicreler.
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Sekil 3.22. Karvakrol’tin CO25 hiicrelerinde olusturdugu morfolojik degisimler. Hiicreler akridin
oranj / etidyum bromiir ile boyanip floresan mikroskopta (Olympus) incelenmistir. a.
8 saat kontrol hiicreleri, b. 24 saat kontrol hiicreleri, ¢. 0,05 mg/ml Karvakrol ile 8
saat inkiibasyon sonrasi hiicreler, d. 0,1 mg/ml Karvakrol ile 8 saat inkiibasyon
sonrasi hiicreler, e. 0,05 mg/ml Karvakrol ile 24 saat inkiibasyon sonrasi hiicreler, f.
0,1 mg/ml Karvakrol ile 24 saat inkiibasyon sonrasi hiicreler.
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3.4. Bilesiklerin Erken Apoptozis Uzerine Etkileri

Benzen, tiyodantoin tiirevlerinin ve karvakrol’iin 5RP7 ve CO25 hiicre
apoptozisi iizerine olan etkileri, apoptozis mekanizmasinin tetiklenmesi ile hiicre
dig ylizeyine hareket eden fosfotidilserine kars: yiiksek affiniteye sahip Annexin-
V ile incelenmistir. Ayni deney ortamina propidyum iyodiiriin eklenmesi ile de
geg apoptotik ya da nekrotik hiicre oranlar da 6lgiilmiistiir (Sekil 3.23, 3.24, 3.25,
3.26,3.27).

MBIS1 (0,001-0,002 mg/ml), MBIS8 (0,0003-0,0006 mg/ml), Tiyo2
(0,015-0,03 mg/ml), TiyoS (0,005-0,01 mg/ml) ve karvakrol’iin (0,02-0,04
mg/ml) SRP7 hiicreleri ile 48 saat inkiibasyonu sonucu Annexin-V bagli ve
Annexin V-Propidyum iyodiire bagli hiicre oraminda negatif kontrole ya da
etoposide gore herhangi bir degisim tespit edilememistir. Negatif kontroldeki
Annexin-V bagli hiicre oran1 % 0.75 iken Annexin-V ve Propidyum iyodiire bagli
hiicre oran1 % 8.63 olarak bulunmustur. Bu oranlar pozitif kontrol olan (25 uM)
etoposidin eklenmesi ile sirasiyla % 3.87 ile % 34.07 olarak tespit edilmistir
(Sekil 3.25). Test maddelerinin 24 saat kontrol hiicre olan F2408 ile muamelesi
sonucu her iki parametre oraninda da belirgin bir artiy gézlenmemistir (Sekil
3.23).

24 saat Karvakrol (0,04 mg/ml) ile SRP7 hiicrelerinin % 11.73 oraninda
Annexin-V pozitif oldugu ve bu oramin (25 pM) etoposid ile % 12.28, kontrol
hiicrelerde ise % 5.58 oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.24). Karvakrol, bu
hiicrelerde 24 saat inkiibasyon sonucu etoposide benzer bir etkiye sahiptir.
Annexin-V ve Propidyum iyodiir baglanma oram ise (0,04 mg/ml) karvakrol
varlhiginda % 31.82 iken pozitif kontrol hiicrelerde % 32.59, negatif kontrol
hiicrelerde ise % 11.03 oldugu tespit edilmistir. Diger maddelerin ise SRP7
hiicreleri ile 24 saat inkiibasyon sonrasi erken veya ge¢ apoptozise neden
olmadiklar: gozlenmistir (Sekil 3.24).

Test maddelerinin ve etoposidin CO25 ve C2 hiicrelerinde ise erken veya

gec apoptozise neden olmadiklar gozlenmistir (Sekil 3.26, 3.27).
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Sekil 3.25. Maddelerin 5RP7 hiicreleri izerine 48 saat inklibasyon sonrast g8zlenen akim sitometri sonuglar
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3.5. Bilegenlerin Geg Apoptozis Uzerine Etkileri

Test bilesenlerinin SRP7, CO25 ve kontrol F2408, C2 hiicrelerinin DNA’s1
fizerine etkileri DNA agaroz jel elektroforez ydntemi ile incelenmistir. Bu
yontem DNA merdiveni yada oligoniikleozomal bantlarin olusumuna baglh olarak
apoptozisi tespit eden klasik bir yontemdir. Hiicreler her bir madde ile 9, 16 ve 24
saat inkiibe edildikten sonra hiicrelerin genomik DNA’lar1 fenol / kloroform /
izoamilalkol ekstraksiyon ydntemi ile izole edilmistir. Elde edilen sonuglar $ekil
3.28, 3.29, 3.30, 3.31 ve 3.32 de 6zetlenmistir.

MBIS!1 ile yapilan calisma gostermistir ki, 25 pM etoposid (pozitif
kontrol) 24 saat inkiibasyondan sonra F2408 kontrol hiicre DNA’sinda kirilmalara
neden olurken (Sekil 3.28a), MBIS1’in farkli konsantrasyonlar: (0,01-0,02-0,04
mg/ml) ve farkhi inkiibasyon siireleri F2408 kontrol hiicrelerinde herhangi bir
etkiye sahip degildir. Benzer sekilde bu bilesen SRP7 hiicre genomik DNA’sinda
kinlmaya neden olmamistir (Sekil 3.28b). CO25 (Sekil 3.28d) ve C2 kontrol
hiicrelerinde de herhangi bir etki tespit edilmemistir (Sekil 3.28c).

Diger bir benzen tiirevi olan ve -NO, yan grubuna sahip MBIS8’in ise
MBIS1’in (-Fenil) etki mekanizmasinin aksine 0,005 mg/ml ve 9 saat ve 24 saat
inkiibasyon stiresi sonunda SRP7 hiicrelerinde DNA fragmentasyonuna neden
oldugu gdzlenmistir (Sekil 3.29b). Bunun aksine F2408 (Sekil 3.29a), C2 (Sekil
3.29c) ve CO25 (Sekil 3.29d) hiicre DNA’s1 iizerine etkisiz oldugu tespit
edilmistir.

Metoksifenil substitiientine sahip TS thiohydantoin tiirevi ile inkiibasyon
sonucunda dort hiicre tipinde de interniikleozomal DNA par¢alanmasina
rastlanmazken (Sekil 3.31, a, b, ¢ ve d), fenil substitiientine sahip T2 tiirevi
yalmzca SRP7 hiicrelerinde 24 saat sonra DNA fregmantasyonuna neden olmustur
(Sekil 3.30b). Diger hiicre tiplerinde DNA pargalanmas: tespit edilememigtir
(Sekil 3.30a, c, ve d).

Dogal bilesen olan karvakrol’iin genomik DNA fragmentasyonu iizerine
etkisi benzen ve tiyohidantoin tiirevlerinin etkilerine benzerlik g&stermektedir.
Sekil3.32a’da gosterildigi gibi karvakrol yalnizca konsantrasyona bagli olarak H-
ras aktif ve kontrol hiicre tipinde DNA fragmentasyonuna neden olmustur (Sekil
3.32a, b). 0,02 mg/ml (ICsp alt konsantrasyonu) karvakrol’iin 24 saat inkiibasyonu
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sonucu kontrol F2408 hiicrelerinde DNA merdiven yapis: gozlenirken, H-ras
hiicrelerde ise bu yap1 9 veya 24 saat inkiibasyon siiresi bitiminde ICsp
konsantrasyonunda ortaya gikmugtir (Sekil 3.32b). C2 ve CO25 hiicre DNA’sinda

ise karvakrol muamelesi sonrasinda kirilma gézlenmemistir (Sekil 3.32c, d).
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Sekil 3.28. Zamana ve doza bagimhi DNA fragmentasyonu. (a) MBIS1’in farkl: konsantrasyonlar
ile (0,01-0,02-0,04 mg/ml) 9, 16 ve 24 saat muamele edilmis F2408 kontrol
hiicreleri, (b) 0,05-0,1-0,2 mg/ml madde ile inkiibe edilmis SRP7 hiicreleri, (c)
0,0225-0,0,45-0,09 mg/ml (ICs, degeri) madde ile 9, 16 ve 24 saat MBIS1 ile inkiibe
edilmis C2 kontrol hiicreleri, (d) 0,025-0,05-0,1 mg/ml (ICso degeri) madde ile
inkiibe edilmis CO25 hiicreleri. Genomik DNA fenol/kloroform/izoamilalkol ile
ekstraksiyon ydntemi ile izole edilmigtir. Daha sonra %1,2 lik agaroz jel tizerinde
elektroforez islemine tabi tutulan genomik DNA etidyum bromiir ile boyanmistir. M,
DNA marker; K, maddesiz kontrol hiicreler; E, 25 pM ile muamele edilmis pozitif
kontrol.
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Sekil 3.29. Genomik DNA’nin agaroz jel elekiroforezi. (a) MBIS8’in farkli konsantrasyonlar ile
(0,0075-0,015-0,03 mg/ml) 9, 16 ve 24 saat muamele edilmis F2408 kentrol
hiicreleri, (b) 0,005-0,01-0,02 mg/ml madde ile inkiibe edilmis SRP7 hiicreleri, (c)
0,015-0,03-0,06 mg/ml (ICs, degeri) madde ile 9, 16 ve 24 saat MBIS8 ile inkiibe
edilmis C2 kontrol hiicreleri, (d) 0,025-0,05-0,1 mg/ml (ICs, degeri) madde ile
inkiibe edilmis CO2S hiicreleri
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Sekil 3.30. Tiyohidantoin tiirevi olan Tiyo2’nin apoptozis lizerine etkisi. (a) Tiyo2’nin farkli
konsantrasyonlar ile (0,01-0,02-0,04 mg/ml) 9, 16 ve 24 saat muamele edilmis F2408
kontrol hiicreleri, (b) 0,0075-0,015-0,03 mg/ml madde ile inkiibe edilmis SRP7
hiicreleri, (c) 0,025-0,05-0,1 mg/ml (ICs, degeri) madde ile 9, 16 ve 24 saat Tiyo2 ile
inkiibe edilmis C2 kontrol hiicreleri, (d) 0,01-0,02-0,04 mg/ml (ICs degeri) madde
ile inkiibe edilmig CO25 hiicreleri. 1 x 10° hiicre liziz edildikten sonra DNA
ekstraksiyon islemine tabi tutulmugtur, Daha sonra DNA fragmentasyonu agaroz jel
{izerinde incelenmistir.
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Sekil 3.31. Tiyohidantoin tiirevi olan Tiyo5’nin apoptozis iizerine etkisi (a) Tiyo5'nin farkl
konsantrasyonlar ile (0,01-0,02-0,04 mg/ml) 9, 16 ve 24 saat muamele edilmis F2408
kontrol hiicreleri, (b) 0,0025-0,05-0,1 mg/m! madde ile inkiibe edilmis SRP7
hiicreleri, (¢) 0,025-0,05-0,1 mg/ml (ICs, degeri) madde ile 9, 16 ve 24 saat TiyoS ile
inkilbe edilmis C2 kontrol hiicreleri, (d) 00175-0 035-0,07 mg/ml (ICs, degeri)
madde ile inkiibe edilmis CO25 hiicreleri. 1 x 10° hiicre liziz edildikten sonra DNA
ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur. Daha sonra DNA fragmentasyonu agaroz jel
iizerinde incelenmistir.
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Sekil 3.32.

Karvakrol’tin apoptozis fizerine etkisi (2) Karvakrol’in farkli konsantrasyonlar ile
(0,01-0,02-0,04 mg/ml) 9, 16 ve 24 saat muamele edilmis F2408 kontrol hiicreleri,
(b) 0,01-0,02-0,04 mg/ml madde ile inkiibe edilmis SRP7 hilcreleri, (c) 0,015-0,03-
0,06 mg/ml (ICs, degeri) madde ile 9, 16 ve 24 saat Karvakrol ile inkilbe edilmis C2
kontrol hiicreleri, (d) 0,025-0,05-0,1 mg/ml (ICs, degeri) madde ile inkiibe edilmis
CO25 hiicreleri. Belirli sayidaki hiicre liziz edildikten sonra DNA ekstraksiyon
islemine tabi tutulmustur. Daha sonra DNA fragmentasyonu agaroz jel {izerinde
incelenmistir.
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3.6. Bilesenlerin Pro-apoptotik Bax Protein Ekspresyonu Uzerine Olan
Etkileri

MBIS8’in 5RP7 hiicre igi protein aktivasyon sonuglarina baktigimizda
marker’in yogun yiiklenmesi nedeni ile bantlar ayrlmamis olduklan
g6zlenmektedir. Bu nedenle jelde 46 kd’dan diisiik molekiil agirlikli proteinlerin
ekspresyonunun gdzlenmesine ragmen spesifik olarak Bax’in eksprese edildigini
sOylemek miimkiin degildir. Ancak 6zellikle 1,5 saat inkiibasyon sonucunda total
protein dagilimina bakilirsa, kontrole nazaran 25 pM Etoposid varliginda ya da
0,0006 mg/ml MBIS8 varliginda baz: proteinlerin ekspresyonunun inhibe edildigi
gbzlenmistir (Sekil 3.33a). Tiim kuyucuklara eklenen protein miktar1 100 pg’dir.

Yiiksek molekiil agirlikli proteinlerin varligt hem kontrol SRP7, hem 25
pM Etoposid, hem de 0,0075 mg/ml Tiyo2 inkiibasyonu sonucu tespit edilmistir.
Bu proteinlerin bazilaninin Etoposid ve Tiyo2 varlifinda kontrole gore daha yogun
bir sekilde ekspres edildigi bulunmustur. Diisiik molekiil agirliginda (>46 kd) olan
proteinlerin (Bax) ekpresyonu gézlenmemistir (Sekil 3.33b).

0,02mg/ml Karvakrol muameleli hiicrelere bakildiginda ise, 6 saat
inkiibasyon sonras: diigiik molekiil agirhkli (21 kd) Bax proteininin eksprese
oldugunu sdyleyebiliriz. Ayrica Karvakrol muameleli hiicrelerde normal ve 25
pM Etoposid muameleli Hicrelere nazaran diger proteinlerin de ekpresyonlarinin
artti1 gézlenmistir.

0,05 mg/ml MBIS1 muameleli CO25 hiicrelerinde yiiksek molekiil
agirlikli proteinlerin eksprese edildigi gozlenmis, diisik molekil agirlikli Bax
proteini ile ilgili bantlar gézlenememistir (Sekil 3.34a). 0,05 mg/ml Karvakrol
muameleli hiicrelerde de MBIS1 sonuglarindakiler ile benzer sekilde bantlar
g6zlenmis, diisiik molekiil agirlikli bantlar gézlenememistir (Sekil 3.34b).

Sekil 3.35b’deki Marker’a baktiimizda bantlar ayrilmamis oldugundan
dolay1 elde edilen bantlarin boyutu hakkinda yorum yapmamiz miimkiin degildir.
Ancak 50 nM PLC inhibitdrii varliginda Etoposid’in hiicrelerde neden oldugu
protein aktivasyonunda bir azalma gozlenmektedir (Sekil 3.35b). 250 nM PKC
inhibit6rii varliginda Etoposid’in etkisi ise 50 nM PLC inhibitoriine gore daha
fazla olup, protein aktivasyonunda daha fazla azalmaya neden olmugtur. PKC

inhibitdriiniin dozunun arttirilmas: ile (500 nM) protein aktivasyonunun daha
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fazla inhibe edildigi gozlenmistir (Sekil 3.35b). Karvakrol de Etoposid’e benzer
sekilde 500 nM PKC inhibitorii varliginda protein aktivasyonunda azalmaya yol
acmugstir (Sekil 3.35a).
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SONUCLAR VE TARTISMA

Sentetik olarak sentezlenen MBIS1 (-fenil), MBIS2(-4-metilfenil), MBiS8
(-nitro), Tiyol(-etil), Tiyo2 (-fenil), Tiyo5 (-4-metoksifenil) tiirevleri ve dogal
bilegen olan, kekik bitkisinde bol miktarda bulunan Karvakrol’iin N-ras onkogeni
tastyan CO25 ve H-ras onkogeni tasiyan S5RP7 hiicrelerindeki etkileri
incelenmistir. Ayrica bu hiicrelerin kontrol hiicre gruplari olan C2 (fare iskelet
kast) ve F2408 (sigan embriyo fibroblast) hiicreleri iizerindeki etkilerinin
kargilastirmali olarak arastirilmasi amaglanmugtir.

1,2(3)(4)(5)-Bis (substitiie) benzen ¢ekirdegini tasiyan bilegiklerin
antitiimor [Hoye ve Ye 1996, Nozoe 1994] ve sitotoksik [Sato ve ark. 1995]
etkileri bazi gruplar tarafindan bulunmustur. Laboratuvarimizda 1,3 Bis
(heteroaril substitiie) benzen tiirevlerinin F2408 hiicrelerinde hiicre igi Ca™
seviyesini plazma zarindaki Ca'? kanallanm etkileyerek arttirdigi da tespit
edilmigtir [Meri¢ ve ark. 2001]. Sitozolik kalsiyum konsantrasyonundaki
degisimler cesitli ekstraseliilar sinyalleri sekresyondan harekete, cogalmaya hatta
hiicre dliimii gibi hiicre ici apoptotik ve nekrotik [Berridge ve ark. 2000] etkilere
cevirirler [Pinton ve ark. 2002]. Artan hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu ayni
zamanda nikleaz aktiviteden de sorumludur ve DNA fragmentlerinin (50 kb)
olugmas: igin gereklidir [Zhivotovsky ve ark. 1994b]. Bu nedenlerden dolay:
caligmamizda bahsettifimiz hiicre hatlarimi  apoptozise gotiirebilecegini
dusiindiigiimiiz MBIS1, MBIS2 ve Ca'™ kanallarina etkisiz MBIS8’i kullanmay:
dusindiik. Bahsedilen tiirevlerin sitotoksisite testleri ilk kez tarafimizdan yapilip
MBIiS1’in ICso degerlerinin F2408 hiicreleri igin 0,04 mg/ml (77,8 uM) (Sekil
3.1a) ve SRP7 hicreleri igin 0,002 mg/ml (3,9 uM) oldugu bulunmustur (Sekil
3.1b). Buradan maddenin H-ras aktif hiicreler igin daha toksik oldugunu soylemek
miimkiindiir. Hiicre canlih@: iizerinde yapilan bir diger test olan Tripan mavisi
boyama sonuglar1 da MTT’yi destekler niteliktedir (Sekil 3.8 ab). SRP7
hiicrelerindeki morfolojik degisimlerde ise apoptotik hiicre diyebilecegimiz
bulgulara rastlanmigtir (Sekil 3.13). Ancak Annexin V ile boyanan erken
apoptotik hiicrelere, gergeklestirilen deney siiresince rastlanamamigtir (24 ve 438
saat) (Sekil 3.24 ve 3.25). Agaroz jel elektroforezi sonuglarina baktigimizda ise
DNA fregmentasyonu gériintiisiine neden olmadig: gozlenmisgtir (Sekil 3.28a, b).



7

Maddenin C2 (ICsp= 0,1 mg/ml= 175 pM) ve CO25 (ICsp= 0,09 mg/ml= 194 pM)
hiicrelerinin her ikisinde de zamana ve konsantrasyona bagli bir toksisite
gosterdiginden dolayr CO25 hiicrelerine spesifik bir etkiden sz edilemez (Sekil
3.1c, d). Ancak maddenin CO25 hiicrelerindeki etkisi morfolojik olarak
incelendiginde hiicrelerin toplu yapilarim kaybettigi ve zamanla hiicrede
konsantrasyona bagli olarak vakuolller olustugu gozlenmistir (Sekil 3.18). 5RP7
hiicrelerinde oldugu gibi CO25’lerde de bu madde ile DNA fragmentasyonuna
rastlanmamigtir (Sekil 3.28c¢, d).

Apoptozisde her zaman DNA fragmentasyonu g6zlenmeyebilir.
Oberhammer ve arkadagslarinin (1993) yaptig1 bir ¢aligmada, mutasyon sonucunda
Kaspaz-3 proteazindan yoksun MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin DNA
fragmentasyonu gOstermeden proapoptotik uyar1 ile apoptozise gittigi
gozlenmistir. CO25  hiicrelerinde madde sitiimiilasyonu sonucu DNA
fragmentasyonu gostermemesinin nedenlerinin arastirilmasi gerekmektedir.

Diger bir bilesik olan MBIS2’nin elimizdeki verilere gbre H-ras aktif
hiicrelerde kontrole (ICso= 0,07 mg/ml= 122,8 uM) oranla 0,02 mg/ml (35,1 pM)
ICso degeriyle toksik bir etkiye sahiptir. Ancak maddelerin N-ras aktif hiicrelere
spesifik bir toksisite gostermedigi de bulgularimiz arasindadir (ICso C2= 0,06
mg/ml= 105 pM ve ICso CO25= 0,1 mg/ml= 175 pM).

Nitro substitiienti tagiyan MBIS8 bilesiginde MTT ve Tripan mavisi
boyama sonuglarina baktigimizda normal hiicrelere oranla anlamli bir sekilde H-
ras aktif hiicrelerine toksik oldugunu gézlemledik (ICso= 0,0006 mg/ml= 1,5 pM).
Akridin oranj / etidyum bromiir ile boyanan hiicrelerde de &zellikle morfolojik
olarak 24 saatte apoptotik hiicrelere rastlanmigtir (Sekil 3.14f) ve ICso/4 degerinde
de 5RP7 hiicrelerini DNA fragmentasyonuna neden olarak apoptozise
gotiirdiiglinli soylemek miimkiindiir (Sekil 3.29b). MBIS8’in sitotoksisite
bulgularina gore N-ras aktif hiicrelere spesifik bir etki gdsterdigi maddenin C2
normal hiicrelere daha toksik olmasmna dayanarak sdylenemez (C2 ICse= 0,06
mg/ml= 150 pM ve CO25 ICso= 0,1 mg/ml= 250 M). Ancak maddelerin diigitk
konsantrasyonda (0,0002 mg/ml) CO25 hiicrelerinde daha fazla sitotoksisiteye
neden oldugu ve bu sonuglarin Tripan mavisi boyama sonuglan ile de tutarl

oldugu gdzlenmistir. Maddenin kullanilan konsantrasyon ve zamanda morfolojik
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olarak apoptotik hiicrelere de neden oldugu belirlenmigtir (Sekil 3.19). Yine
agaroz jelde DNA fragmentasyonu goriintiisiine rastlanmamustir (Sekil 3.29d)

Hidantoin ve tiyohidantoin tiirevlerinin etkileri uzun zamandir
bilinmektedir. Ure grubu igeren hidantoin gekirdeginin antikanser [Siizen ve
Biyiikbingsl 2000] etkisinin oldugu bilinmektedir. Bu g¢ekirdekte degisen
substitiiente gore etkiler de degismektedir. Khodair ve arkadaglarinin (2001)
yaptig1 bir caligmada 2-tiyohidantoinin glikozillenmesi sonucu herhangi bir
antiviral yada anitiimoral etki gostermedigi g6zlenmistir. Etkilerine baktigimiz 3-
substitiie-2-tiyohidantoin tiirevleri ile ilgili antikanser aktivite ¢aligmas: daha once
yapilmamis ve sadece F2408 hiicreleri lizerine sitotoksisite laboratuvarmizda
gergeklestirilmistir. Calismada Tiyol’in ICso degerinin 200+40 uM, Tiyo2’nin
240+80uM oldugu ve Tiyo5’in diger bilesenlere gore daha toksik oldugu ve ICso
degerinin 50+10 uM oldugu gozlenmistir [Incesu ve ark. 2003]. Bizim
caliymamizda da yukaridaki bulgularla tutarli bir sekilde Tiyol’in ICso degeri 0,04
mg/ml (270 pM), Tiyo2’nin 0,04 mgml (208 uM), Tiyo5’i bu bilesenlerden daha
toksik oldugu ve ICsp degeri 0,04 mg/m! (180 uM) oldugu bulunmustur. Bu
sonuglardan yola gikarak F2408 hiicrelerinin H-ras onkogeni transforme edilmis
5RP7 hiicrelerindeki etkisi de incelenmis ve Tiyol’in ICso degerinin 0,03 mg/ml
(208uM), Tiyo2’nin 0,03 mg/ml (156 uM) ve Tiyo5’in de 0,01 mg/ml (45 uM)
oldugu bulunmustur (Cizelge 3.1). Bu sonuglara gére her ti¢ madde de F2408
kontrol hiicrelerine gore daha toksiktir. Tiyol’in N-ras aktif CO25 hiicrelerine
etkisi 24 saatte kontrol hiicrelerine kiyasla anlamli degildir. Ancak (ICso C2= 0,07
mg/ml= 486 uM ve ICso CO25= 0,1 mg/ml= 694 pM) 48 saat sonunda CO25
hiicrelerinde Tiyo2’nin kontrol hiicrelerine gore anlamli sitotoksik etkiye sahip
oldugunu soyleyebiliriz (Sekil 3.9d).

Tripan mavisi boyama sonuglarina baktigimizda Tiyo2 ve Tiyo5’in
hiicreler tizerindeki etkisinin MTT deneyi sonuglarina paralel oldugunu ve
dzellikle Tiyo2’nin ICsp/2 degeri olan 0,02 mg/ml  konsantrasyonda 24 saat
inkiibasyon sonucu maddenin daha etkili oldugunu goézlemledik ($ekil 3.1a, b)
Tiyo5’in ise ICso/2 degeri olan 0,015 mg/ml konsantrasyonda benzer bir sekilde
etki gdstermistir. Akridin oranj boyama sonuglarina gore de Tiyo2 maddesinin

hem ICsp hem de ICso/2 degerinde sitotoksisite sonuglarini destekler nitelikte
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hiicreleri apoptozis yoluyla 8 saat ve 24 saatte &liime gotlirdiikleri morfolojik
olarak tespit edilmistir ($ekil 3.15d). Fenil grubu tastyan Tiyo2’nin sadece H-ras
aktif hiicrelerde ICso/2 degerinde 24 saat sonunda DNA fragmentasyonuna yol
agmasi maddenin diisiik konsantrasyonda da etkili olabileceginden dolay:
sevindiricidir ($ekil 3.30).

Tiyo2’nin CO25 hiicrelerinde (ICsq= 0,04 mg/ml= 208 pM) &zellikle
diisiik konsantrasyonda C2 kontrole gore (IC50= 0,1 mg/m= 520 pM) daha
anlamli sitotoksik etkiler gdsterdigi gézlenmistir (0,001 mg/ml’de). Sonuglar
diger alternatif metodla da desteklenmistir ve morfolojik olarak da apoptotik
hiicrelere ve bozulmus hiicre yapilarina rastlanmistir (Sekil 3.20).

Tiyo5’in N-ras aktif hiicrelerdeki (ICs¢= 0,07 mg/ml= 318 uM) etkileri de
Tiyo2 ile benzerlik gostermektedir. Diisikk konsantrasyonda (0,0002 mg/ml)
CO25 hiicrelerine daha toksik oldugu gbzlenmistir. Bulgular diger alternatif
metodla da paralellik gdstermekte ve yine hiicrelerde de morfolojik olarak toplu
yapilarda dagilmalar ve sitoplazmada kiigiilmeler gdzlenmistir.

Karvakrol kekik bitkisinde dogal olarak bulunan bir fenolik monoterpendir
[Kirimer 1995]. Yapilan ¢aligmalarda gesitli etkilere sahip oldugu gozlenmistir.
Zeytinoglu ve arkadaslarinin yaptigi bir c¢aligmada, karvakrol’iin melanoma
hiicrelerinin ¢cogalmasini inhibe ettigi gézlenmistir [Zeytinoglu ve ark. 1998, He
ve ark. 1997]. Insan larinks karsinomasindan koken alan Hep-2 hiicrelerinde ICso
degerinin 0,2 mM oldugu gozlenmis [Stammati ve ark. 1999] ve bu deger bizim
¢alismamizda bulunan SRP7 igin 0,04 mg/ml ICsy degeri ile uyusmamaktadir.
Bunun nedeni hiicre tipi ile ilgili olabilecegi gibi karvakrol’iin safli: ile de ilgili
olabilir. Karvakrol ile ilgili CO25 hiicrelerinde yapilan bir diger ¢aligmada da
Karvakrol’iin hiicrelerde ICso degerinin 60 pg/ml oldugu bulunmustur [Zeytinoglu
ve ark. 2003] Bu sonuglani da géz Oniine alarak galigmalarimizda ICso/2
degerlerini de kullandik. C2 hiicrelerinde ise, ICso degeri 60pg/ml olarak tespit
edilmistir ve CO25 ile benzer etkiler oldugu ve yalmzca CO25’e spesifik bir etki
olmadig1 gozlenmistir. Sonuglar tripan mavisi boyama yontemi ile de
desteklenmistir (Sekil 3.12c, d). Morfolojik olarak CO25 hiicrelerine bakildiginda
ise hem ICs/2 hem de ICsy degerinde hiicrelerde 8 saat ve 24 saat sonrasi

vakuoller ve apoptotik hiicrelerin varligi gdzlenmistir (Sekil 3.22). Ancak diger
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maddelerde de oldugu gibi agaroz jelde DNA fragmentasyonu ve smear
goriintlistine rastlanmamugtir (Sekil 3.32d).  Proapoptotik Bax proteininin
expresyonu da bulgularimiz arasinda yoktur. Buradan hareketle karvakrol’iin
CO25 hiicrelerini sitokrom ¢ salinim yoluyla degil de, 6liim reseptérii aracilikli
yoldan apoptozise gotiiriiyor olabilecegini diigiindiirmektedir. Mekanizma daha
ileriki deneylerle aydmnlatilabilir.

H-ras aktif SRP7 ve F2408 hiicrelerinde karvakrol’iin benzer etkiler
gosterdigi her iki hiicrede de Ayni dozda (ICs;= 0,04 mg/ml) sitotoksik etki
gostermesi etkinin H-ras aktif hiicrelere spesifik olmadigini gostermektedir.
Bulgular Tripan mavisi boyama yontemiyle de tutarhdir (Sekil 3.12a, b).
Morfolojik olarak ICso degeri ve al dozunda hiicrelerde multinukleuslu yapilar ve
apoptotik hiicreler gozlenmigtir. Aym1 zamanda 0,04 mg/ml jelde smear
gorintiisiine rastlanmustir (Sekil 3.32b). Hiicre i¢1 proapoptotik protein olan Bax
ekspresyonunun da varlig: hiicrelerin mitokondriden sitokrom c salinimi yoluyla
apoptozise ugrayabileceklerini digiindiirmektedir.

Sonug olarak 1,3-bis-(heteroaryl substitiie) benzen tiirevlerinden -NO; yan
grubu tasiyan MBIS8’in diZer tiirevlere gore kontrollere oranla hem H-ras aktif
5RP7 hem de N-ras aktif CO25 hiicrelerinde daha etkili oldugunu s6ylemek
bulgularimiz dahilinde mimkiindir. Diger sentetik gruptan (3-substitiie-2-
tiyohidantoin) olan —4-metoksi fenil grubu tagiyan Tiyo5’in kontrole oranla H-ras
aktif hiicrelerde, fenil grubu tagiyan Tiyo2’nin de N-ras aktif hiicrelerde daha
etkili olduklarini soylemek miimkiindiir. Dogal bilesen olan karvakrol’iin ise ICsp
ve ICso/2 dozunun altinda da apoptotik etkiler gstermesi normal hiicrelere daha
az zarar vererek kanserli hiicreleri apoptozise gotiirmesi agisindan sevindiricidir.
Elde ettigimiz bulgular etkilerini inceledigimiz maddelerin antineoplastik tedavide
kullanilabileceklerini ve klinik yararlarninin olabilecegini diisindirmektedir.
Ancak kesin bir yargiya varabilmek icin in vivo olarak da daha ileri aragtirmalara

gereksinim duyulmaktadir.
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