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TURKCE OZET

IN VITRO ORTAMDA, ERIiSKIN VE COCUK KANSERLERi SAGALTIM
MODELINDE, MiKRO CEVRENIN APOPTOTIK YOLAK UZERINE ETKILERI

Dr. Yasemin Baskin, izmir Bolge Hifzissthha Enstitiisii, 35340 Goztepe, IZMIR.

Amacg¢ ve Hipotez: Yeni sagaltim stratejilerinin gelistirilmesi ve uygulanan kemoterapi
stratejilerinin daha etkin kilimmasi amaciyla yapilan ¢aligmalarda 6nemli hedeflerden biri de
timor mikro cevresi ve dogal anti tiimor sistemlerdir. Tiimoér hiicresi ile mikro cevresi
arasinda cok sayida etkilesmenin, tiimor hiicresinin yasaminda etkin rol aldigim
diisiiniilmektedir. Reaktif oksijen ve nitrojen iirlinlerini kapsayan mikro ¢evrenin, farklh
metabolitler olusturarak hiicresel siireclerde farkli yolaklar etkileyebilecegi bilinmektedir.
Sagaltim siireclerinde, apoptotik yolakta, RNS ve ROS temelli mikro cevre bilesenlerinin
etkileri, sagaltim stratejilerinin gelismesini ve kemoterapi sagaltitminin daha uygun
kompozisyonda kullanilmasini amaglayan yeni bir ¢alisma alanidir. Bu ¢alismanin amaci in
vitro bir kanser sagaltim modeli olusturarak, reaktif oksijen ve nitrojen temelli bir mikro

cevrenin apoptotik yolagi ve sagaltim siireclerini nasil etkiledigini gostermektir.

Yontem: SHSYSY, Kelly HeLa ve HEp-2 hiicre hatlarinda in vitro sagaltim modeli
olusturuldu. ROS ve RNS temelli mikro ¢evre modellerinin deneysel tasariminda; L-Arg,
GSNO, SIN-1, H202, baskilayict olarak L-NAME, SOD, Ebselen, Aminoguanidine.
Bicarbonate, viral enfeksiyon modeli olarak BHV-1 kullanildi. Hiicreler iizerine olusan
sitotoksik etkiler MTT ve XTT yontemleri ile degerlendirildi. Apoptotik hiicre 6liimii i¢in,
Hoechst 33342 / Propidyum iyodid c¢ekirdek boyamasi, (in situ TdT-mediated dUTP nick end
labeling technique) TUNEL teknigi, apoptozun erken dénemde saptanmasi i¢in Annexin V
isaretlemesi uygulandi. Nitrik oksit yanitlar1 Griess Ayraci ile total nitrit olarak

degerlendirildi.

Bulgular ve sonuc: Servikal karsinoma hiicre hattinda mikro cevre degisikligine yanitin
arastirildign deneylerde, L-Arg (endojen NO donérii), doza bagimh olarak, apoptotik yolagi

uyarmistir. Ortamda siiperoksit bulundugu durumlarda, NO uyanldiginda, hiicresel 6liim



sinerjik olarak artmistir. Endojen NO uyarimu ile olusan hiicresel 6liim apoptotik 6liimken,
siiperoksit ve NO’in birlikte bulundugu durumlarda baskin olan 6liim sekli nekrotik 6liim
olmustur. Bu sonuglar, NO’in hiicresel 6liim seklini (ortamda baskin olan radikale bagh
olarak) yonlendirmede temel bir rol oynadigin1 géstermistir.

BHV-1’de ya normal hiicresel mikro ¢evrede ya da kanser hiicresinde “E” déneminden “L”
donemine gecis sirasinda sunulan proteinler, staurosporin ile uyarilmis apoptozu bile
baskilamaktadirlar. Tersine normal bir hiicresel mikro ¢evrede (MDBK) BHV-1 “E” genleri
sunulurken apoptoz en fazla uyarilirken, kanser hiicrelerinde (HEp-2) “IE” genleri sunulurken
apoptoz uyarilmistir. BHV-1 apoptozunun kaspaz-8 yolagi ile yani “dis membran reseptor”
yolagindan olustugunu gostermistir.

SHSYSY hiicrelerinde; ekzojen NO (GSNO), peroksinitrit (SIN-1) radikalinin baskin oldugu
mikrogcevrede, DOXO, CIS, ETOP sagaltim modellerinde, CARBO+ETOP uygulamasinda,
peroksinitrit ve siiperoksit; CIS+ETOP uygulamasinda ekzojen NO ve siiperoksit hiicre
Oliimiinii arttirmislardir.

Kelly hiicrelerinde; ekzojen NO (GSNO), peroksinitrit (SIN-1) ve siiperoksit ve hidroksil
radikalleri (H202) radikalinin baskin oldugu mikro ¢evrede, DOXO, CIS, ETOP sagaltim
modellerinde CARBO peroksinitrit ve siiperoksit, CIS+ETOP uygulamasi, ekzojen NO ile
birlikte, CARBO+ETOP uygulamasinda hem ekzojen NO hem de siiperoksit hiicre 6liimiinii
arttirmigtir. Sagaltim siirecindeki noéroblastoma hiicrelerinde gozlenen apoptotik hiicre 6limdi,
ortamda peroksinitrit bulundugunda 2. 74 kat; ekzojen NO bulundugunda 2. 18 kat; ROS
baskin bir ortamda 3. 45 kat artmuistir.

Bu sonuclar, mikro c¢evrede bulunan serbest radikalin cinsine bagli olarak sagaltim

siireclerinin etkilendigini desteklemektedir.

TURKCE ANAHTAR KELIMELER

Noroblastoma, tiimor mikro c¢evresi, in vitro sagaltim modeli, ROS, RNS, apoptotik yolak.



INGILiZCE OZET

EFFECTS OF MICROENVIRONMENT ON APOPTOTIC PATHWAY IN ADULT
AND CHILDREN CANCERS THERAPY MODELS, IN IN VITRO ENVIRONMENT.

Yasemin Baskin, M.D., Ph. D., Regional Institute of Hygiene, 35340 Goztepe, IZMIR.

SUMMARY

Aim and Hypothesis: One of the main targets of the studies which aim to optimize applied
chemotherapy strategies more effectively and to develop new therapy strategies is the tumor
microenvironment and natural anti tumor systems. It is thought that many interactions
between tumor cell and its microenvironment play an effective role in the survival of the
tumor cell. It is known that a microenvironment including reactive oxygen and nitrogen
products, may affect distinct pathways by producing distinct metabolites in cellular processes.
Effects of the RNS and ROS based microenvironment components on therapy processes;
apoptotic pathways are new study areas which are aimed to develop therapy strategies and
chemotherapy therapy in more appropriate compositions. The aim of this study is to show
how a reactive oxygen and nitrogen based microenvironment may affect the apoptotic

pathway and therapy processes by forming an in vitro cancer therapy model.

Method: An in vitro therapy model was formed in SHSYSY, Kelly, HeLa and HEp -2 cell
lines. In experimental design of ROS and RNS based microenvironment L -Arg, GSNO, SIN -
1, H202, and L -NAME, SOD, Ebselen, Aminoguanidine, Bicarbonate (as inhibitors) were
used. BHV -1 was used as a viral infection model. Cytotoxic effects on cells were determined
by MTT and XTT methods. For apoptotic cellular death; Hoechst 33342 / Propidium iodide
nuclear staining, in situ TUNEL technique (TdT-mediated dUTP nick end labeling technique),
and for early determination of the apoptosis; Annexin V labeling were used. Nitric oxide

responses were determined as total nitrite by Griess Reagent.

Results and Conclusion: In experiments which the responses against microenvironment

changes in cervical carcinoma cell line are searched, L —Arg (endogen NO donor) stimulated



the apoptotic pathway in a dose — response manner. Cellular death increased synergistically
when NO was stimulated in conditions which superoxide was in the microenvironment.
Endogen NO stimulated cellular death type was apoptotic, but dominant cellular death type
was necrotic when superoxide and NO were together. These results showed that NO played an
essential role in mediating the cellular death according to the dominant radical in the
microenvironment.

The proteins expressed during the transition from “E” stage to “L” stage either in normal or in
cancer microenvironment in BHV -1 infection; also inhibit the staurosporin stimulated
apoptosis. On the contrary, apoptosis was stimulated at most in a normal microenvironment
(MDBK cells) when BHV -1 “E” genes are expressed whereas when “IE” genes were
expressed in a cancer (HEp -2 cells) microenvironment. It was shown that BHV -1 stimulated
apoptosis was through caspase-8 pathway (means through “outer membrane receptor”).

In DOXO, CIS and ETOP therapy protocols in SHSYSY cells, cell death was increased.
When exogenous NO (GSNO) and peroxynitrite (SIN -1) were dominant in
microenvironment, In CARBO + ETOP therapy protocols in SHSY5Y cells; cell death was
increased when peroxynitrite and superoxide were dominant in microenvironment.

And in CIS+ETOP therapy protocols in SHSYS5Y cells, cell death was increased when
exogenous NO and superoxide were dominant.

In DOXO, CIS, ETOP therapy protocols in Kelly cells, cell death was increased when ROS
and RNS were dominant in microenvironment. In CARBO application, peroxynitrite and
superoxide radicals; in CIS+ETOP application, exogenous NO; in CARBO+ETOP
application both exogenous NO and superoxide increased the cellular death.

Apoptotic cellular death in neuroblastoma cells during therapy process was increased 3,45
times when ROS was dominant; 2,18 times when exogenous NO was dominant; and 2,74
times when peroxynitrite was dominant in the microenvironment.

These results support that therapy processes are affected by the type of free radical in the

microenvironment.

KEY WORDS
Neuroblastoma; tumor microenvironment; in vitro therapy model; ROS; RNS; apoptotic

pathway



GIRIS VE AMAC

Kanserin sagaltim siirecinde, hiicrelerin apoptotik yolla 6lmeleri yeglenir. Bu gerek
immun mekanizmalar gerek cevredeki saglam hiicrelerin korunmasi i¢in onemlidir. Ancak
kanser hiicreleri apoptoza girmeyebilir ya da yiiksek apoptotik indekse karsin daha yiiksek bir
proliferasyon gosterebilir. Bu sagaltim basarisini diisiiren 6nemli bir etkendir. Apoptotik

siirecin taninmasi ve kontrolii, kansere kars1 yeni sagaltimlarin gelistirilmesinde 6nemlidir.

Giiniimiizde sagaltm yaklasimlart giderek kansere Ozgiiden, bireye 0Ozgiiye
degismektedir. Bu degisimin temelinde, giderek daha 6zgiin ve daha cok parametre ile bireyin
kanserini degerlendirebilecek yontemlere sahip olmamiz ve insan genom projesindeki bilgi
birikimimiz yatmaktadir. Bu bilgiler 1518inda hem kanserin gelistigi ortamim hem de sagaltim
siirecinde kanser hiicresinin mikrocevresi 6nem kazanmistir ve 6nemli bir arastirma alam

olmaya adaydir.

Giiniimiize kadar yapilan calismalarda, fizyolojik bazi siire¢lerde ayni proteinin farkli
mikrogevrelerde ( redoks potansiyeli, serbest radikaller, pH, sitokin kompozisyonu) farkli
yolaklar1 uyardigr gosterilmistir. Nitrik oksit ve siiper oksit, cevresel etkenlerle farkli
metabolitler olusturarak hiicresel siireclerde farkli yolaklar etkileyebilirler. Hem nitrik oksit
hem de hidrojen peroksitin kronik etkileri, bazi genlerin ekspresyonu ile iligkilendirilmistir.
Reaktif oksijen ve nitrojen iiriinlerini kapsayan mikrogevrenin, hiicresel siireglere etkilerinin

hala tartigmal1 olmasi, bu ¢alismanin ¢ikis kaynagini olusturmustur.

Bu c¢alismanin amaci, c¢ocukluk cagi icin ndroblastomada; yetiskinlerde epitelyal
karsinomalarda invitro bir kanser sagaltim modeli olusturarak, reaktif oksijen ve nitrojen
temelli bir mikrogevrenin apoptotik yolagi ve sagaltim siireclerini nasil etkiledigini

gostermektir.



GENEL BiLGILER

Bir malign neoplazma farkli hiicre gruplarindan olusur. Bunlarin biyolojik karakterleri
birbirlerinde farklidir. Antijenik 6zellikleri, metabolizmalari, ila¢ duyarliliklar hiicre yiizey
bilesenleri, biiyiime hizlar, karyotipleri birbirinden farkli hiicreler aym kanserde
bulunabilirler. Ancak bu hiicreler agirlikli olan gruba 6zgiin olarak tek sekilde sagaltilirlar. Bu
sonu¢ olarak hem farkli sagaltim yanitlarim1 agiklar, hem de medikal onkologu daha agresif

hiicreleri yasatacak bir sagaltim secenegi ile kars1 karsiya birakar [1].

Gliniimiizde sagaltim yaklasimlar1 giderek ‘“kansere Ozgii’den ‘“bireye 06zgii”ye
degismektedir. Bu degisimin temelinde giderek daha ¢ok, daha 06zgiin, daha 6zgiil, daha
duyarli, daha hizli bir sekilde molekiiler diizeyde bireyin kanserini degerlendirecek
yontemlere sahip olmamiz ve insan genom projesindeki bilgi birikimimizin artmasi

yatmaktadir.

Kanser sagaltimi giiniimiizde ve yakin gelecekte ii¢ temel bilesene sahiptir; kemoterapi,
radyoterapi, cerrahi. Bir yandan yeni sagaltim alanlar1 arastirilirken bir yandan da elimizde
olanlarin bireye 0zgii bir sekilde daha uygun kompozisyonlarda kullanimi giindeme

gelmektedir.

Yeni sagalum stratejilerinin gelistirilmesinde ve uygulanan kemoterapi stratejilerinin
daha etkin kilinmas1 amaciyla yapilan calismalarda onemli hedeflerden biri de timor mikro

cevresi ve dogal anti tiimor sistemlerdir.

Deneysel tiimor caligmalar1 ve ¢ok sayida klinik gozlem; kanser hiicresinin farkli
mikrocevrelerde yasama olasiliginin farkli oldugunu gostermistir. Bu durum siklikla
metastatik tiimor hiicrelerinin yasama sansi ve biiylimelerinin organlara gore degismesinde

karsimiza cikar [2, 3].

Bu bulgular tiimor hiicresi ile mikrogevresi arasinda ¢ok sayida etkilesmenin, timor

hiicresinin yasaminda etkin rol aldigim gosterir [4, 5].



Kanserin sagaltim siirecinde, hiicrelerin apoptotik yolla 6lmeleri yeglenir. Bu gerek
immun mekanizmalar gerek cevredeki saglam hiicrelerin korunmasi i¢in onemlidir. Ancak
kanser hiicreleri apoptoza girmeyebilir, ya da yiiksek apoptotik indekse karsin daha yiiksek
proliferasyon gosterebilir. Bu sagaltim basarisini diisiiren onemli bir etkendir. Apoptotik
siirecinin daha iyi taninmasi1 ve kontrolii, var olan sagaltimlarin gelistirilmesi ve kansere karsi

yeni sagaltim tasarimlarinin gelistirilmesinde onemlidir.

Cok hiicreli organizmalarda doku homoeostasisinin saglanmasinda hiicre olimii ile
hiicre artig1 arasinda bir denge olmalidir. Bu 6nemli fonksiyonu nedeniyle, programli hiicre
0limii olarak adlandirdigimiz apoptoz, evrimsel olarak korunmus bir siirectir. Embriyonik
gelisim siirecinde ve yetiskin dokularinda islevini tamamlamis hiicrelerin yok edilmesinde;
sitotoksik immunolojik reaksiyonlar yada genetik hasara yol acan, fizyolojik aktivatorler, heat
shock, bakteri toksinleri, onkogenler, kemoterapi ilaglari, ultraviyole ve gama radyasyonu gibi
bir cok uyarana karsi gerekli bir hiicresel yamttir. Apoptotik hiicre oliimii aktif, enerji

gerektiren bir hiicresel olaydir [6].

Apoptoz olayinda; hiicre iskeletinin bozulmasi, hiicresel biiziilme, kromatin
yogunlasmasi, hiicre membraninin kabarciklagsmasi, ¢ekirdek DNA’ sinin oligoniikleozomal
parcaciklara ayrilmasi olarak tanimlanan, yapisal ve biyokimyasal siirecler gozlenir. Cekirdek
ve sitoplazma igerigi, apoptotik cisimcikler icinde oldugundan ve membran biitiinliigi
bozulmadigi icin hiicre c¢evresinde bir inflamatuvar yamit gelismez. Apoptotik cisimcikler,

komsu hiicrelerce fagosite edilirler [7].

Apoptotik yolak, sistein iceren, aspartik asite 6zgiin proteazlar olarak bilinen kaspazlarla
iliskilidir. Kaspazlar, zimogen olarak tiim hiicrelerin plazmasinda, mitokondri intermembran

alaninda, cekirdek matriksinde ¢oziiniir halde bulunurlar [8].

Kaspazlarin aktivasyonu icin birka¢ model Onerilmistir. Bunlardan biri, apoptozun
“olim reseptorleri” yoluyla uyarilmasidir. Bu apoptotik yolak, temel olarak kaspazlar
tarafindan kontrol edilir. Hiicre disginda bir ligantin, 6liim reseptoriine baglanmasi ile iliskili
oldugu DISC “death-induced signaling complex” protein grubu yoluyla baglangi¢ kaspaz olan

pro-kaspaz 8 uyarilir. Kaspaz 8’in uyarilmasi ile 6nce kaspaz 3, daha sonra kaspaz kaskati



uyarilir. Boylece pek cok kaspaz substrati yikilir. Bunlardan biri olan kaspaz bagimli
endoniikleaz serbest kalarak cekirdege girebilir ve DNA’ y1 yaklasik 180 bp uzunlugunda
oligoniikleotidlere pargalar [9, 10].

Bir diger modelde apoptoz mitokondriyal bozukluk nedeniyle uyarilir. Mitokondri
icinde bulunan sitokrom c sitozole ¢ikar ve Apaf—1 (apoptotic protease activating factor 1) ile
baglanir. Bir dATP molekiilii ile oligomerize olan yapi, CARD “caspase recruitment domain”
bolgesi ile pro-kaspaz 9’ a baglanir ve onu keserek aktive eder. Kaspaz 9, u¢ kaspazlardan

kaspaz 3 ve kaspaz 7’ yi aktive eder [11, 12].

Sitotoksik hiicrelerin kaspazlar uyardiklar1 bir bagka yolakta, 6zellikle tiimor hiicreleri
ve hiicre i¢i patojenlerle infekte hiicrelerden kaynaklanan perforin ve granzyme B apoptoza
neden olurlar. Perforin yoluyla hiicre membram granzyme B’ ye gecirgen hale gelir. Bu enzim

kaspaz 3’ii aktive ederek kaspaz kaskatin1 uyarir [13].

Buna kargin, nekrotik hiicre 6liimii, toksik maddeler ya da giiclii stres durumlarina yanit
olarak gelisen akut hiicresel bir bozukluktur ve hizla gelisen hiicresel ATP titkenmesi sonucu
olusan pasif bir siirectir. Morfolojik olarak hiicre yogunlugunun hizla artis1 ve plazma
membraninin yirtilmasi ile tanimlanir. Olen hiicrelerin icerigi hiicre dis1 alana yayilir ve hem
komsu hiicreleri hem de inflamatuvar hiicreleri etkileyerek bolgesel bir inflamasyon yaniti

olusturur [14. 15].

Bununla birlikte hiicre 6liim seklini belirleyen erken biyokimyasal olaylar heniiz kesin

tanimlanmamugtir.

Yasam ve oliim arasindaki dengeyi etkileyen ¢esitli cevresel kuvvetler bulunmaktadir.
Bu a¢idan serbest radikaller, yasayan her organizmada bulunabilen en 6nemli olas1 tehlikedir.
Normal metabolizma sirasinda ya da toksik olaylarda, superoksid anyon, hidrojen peroksit,
tekil oksijen, hidroksil radikali ve peroksi radikal gibi oksidatif giicii olan reaktif oksijen ve
nitrojen {iriinleri olusabilir [16]. Bu {iiriinler hiicrenin dogal antioksidan savunma sistemi ile
yok edilebilir ya da biyolojik makromolekiilllerin ¢oguna zarar verebilir. Oksidatif stres,

prooksidan-antioksidan dengenin bozulmasi ile tanimlanan ve hiicre hasarina yol agan bir



siirectir. Bu siire¢, yaslanma, inflamasyon, karsinogenez, iskemi-reperfuzyon, gibi biyolojik
ve patolojik siirecler yaninda, Parkinson, Huntington koreasi, amyotrofik lateral skleroz,
katarakt gibi hastaliklarla da iliskilendirilmistir [17]. Apoptotik siirecte oksidatif stresin rolii,

iyonize radyasyon ve kemoterapétik ilaglarin toksisite caligmalarinda sorgulanmstir [18].

Hiicre icinde glutatyon azalmasi ile birlikte ROS iiretiminin siirmesinin hiicreyi
apoptoza gotiirdiigii gozlenmistir [19]. Katalaz ve N-asetil sistein (NAC) gibi
antioksidanlarla, ilaclarla uyarilmis apoptoz engellenebilir [20]. Bcl-2 ve baculovirus protein
p35 gibi antiapoptotik proteinlerin ayn1 zamanda antioksidan etkili olduklar1 bildirilmistir
[21]. Yiiksek ROS yogunlugunda apoptotik hiicre oliimiiniin ¢esitli hiicrelerde uyarildig
gosterilmistir [22]. Tim bu gostergeler, apoptotik olaylarda oksidatif stresin 6nemli bir pay1

oldugunu gostermektedir.

Oksidatif stresin hiicre ic¢i kaynaklari, homeostasis kaynaklidir. Mitokondriler
solunumlan sirasinda aktif olarak ve siirekli ROS iiretirler. Elektron transport zinciri hiicresel
enerjiyi tiretirken Oy , H202 ve ortamda demir oldugunda hidroksil (* OH) radikallerini de
tiretir. Oksijen toksisitesinin ilk savunma basamag siiperoksit dismiitaz (SOD) enzimleridir.
Manganez SOD (MnSOD), mitokondri, bakir ve ¢inko SOD’ lar (Cu, Zn SOD), sitozol ve
hiicre disi (EcSOD) yerlesimlidir. Ancak, MnSOD yoksunlugunda olusan oksidatif stres
nedeniyle olusan apoptoz durumunda sitozol enzimleri mitokondri icine girerek bu duruma
kars1 hiicreyi koruyabilirler [23]. Hiicre i¢i ROS iiretiminde, mitokondri disindaki 6nemli
kaynaklar; arasidonik asid kaskati, prostoglandinler, Ilokotrienler, sitokrom p-450
izoenzimleri, askorbik asid otooksidasyonu, diisiik agirlikli tiyoller, adrenalin, flavin

koenzimleri, sitozolik glutatyonun nétralizasyonu gibi olaylardir [24].

Hiicrenin o6nemli bir oksidatif stres molekiilii nitrik oksit (NO), farkli
metabolizmalarin iiriiniidiir. NO hiicre membranlarin1 kolaylikla gegebilen gaz formunda bir
serbest radikaldir. Ug farkli gen tarafindan kodlanan, ii¢ farkli izoformu bulunan nitrik oksit
sentaz (NOS) enzimi tarafindan, L-arjininin guanido azotundan {iretilir. Cok farkli hiicre
fonksiyonlarinda yer alan yolaklarda islev gormektedir [25]. Noronal yapisal NOS (nNOS),
tarafindan diisiik diizeyde iiretilen NO, kisa siireli etkili bir norotransmitterdir [26]. Endotelyal

kaynaklit NOS (eNOS) tarafindan iiretilen NO, trombosit agregasyonu ve vazodilatasyonun



diizenlenmesinde fizyolojik bir role sahiptir [27]. Cok miktarda NO iireten enzim, uyarilabilir
NOS (NOS) olarak bilinir. Agirlikli olarak makrofaj ve notrofil gibi viicudun immun
savunma hiicreleri tarafindan iiretilir ve mikroorganizma ve timor hiicrelerine karsi, viicudun
ilk savunma basamagimi olusturur [28, 29]. NO kaynakl: sitotoksisite ile ilgili olaylar hala
tartisma konusudur. Oncelikle, akonitaz gibi demir-siilfiir tasiyan enzimlerle, demir-nitrozil
kompleksleri olusarak mitokondri fonksiyonlar1 bozulabilir ve enerji iiretimi durur. NO
dogrudan deaminasyon ve capraz bag olusumu nedeniyle kromatin hasar1 olusturarak
mutajenezi arttirabilir. NO, siiperoksit radikali ile daha toksik olan peroksinitrit olusturabilir.
NO, katalaz, glutatyon peroksidaz, SOD gibi antioksidan enzimlerle etkisiz kilinabilir [30, 31,
32,33, 34].

Bunun yaninda, Fas sistemini uyarmasi, kaspaz 3 uyarilmasina neden olan seramid

artisi ile, mitokondri gecirgenligini artirarak apoptoza yol a¢tig1 bildirilmistir [35].

Fizyolojik kaynaklar disinda, baz1 maddeler de hiicre dis1 uyarim ile hiicre icinde ROS
olusturabilirler. Bunlarin ¢ogu hiicre icinde siiperoksit ve hidrojen peroksit {iiretimini
arttinirlar. Hiicre dis1 ROS kaynaklari, bir elektronlarin1 redoks dongiisiine vererek bu

elektronun oksijene aktarilmasi ile serbest radikal olustururlar [36].

Hiicre dis1 uyanm ile serbest radikal olusumunu arttiran olaylardan biri de viral
infeksiyonlardir. Viral infeksiyon sirasinda, siiperoksit ve hidroksil radikali yaninda, 6zellikle
iNOS tarafindan iiretilen yiiksek miktarda NO iiretildigi gosterilmistir. NO ve Oy nin es
zamanl olarak biiyiik miktarda {iretimi peroksinitritin viral patojenezde baskin serbest radikal

oldugunu diisiindiirmektedir [37, 38].

ROS ile apoptozun uyarilmasini agiklayan bircok mekanizma tanimlanmistir. Ancak
herkesin kabul ettigi bir model heniiz olugsmamistir. Reaktif oksijen iiriinlerinin agirlikl
olarak kaynagi olan mitokondrinin, 6zellikle H202 etkisiyle membran biitiinliigii bozulabilir
ve sitokrom c sitozole ¢ikarak kaspaz 9 yolagini uyararak apoptozu tetikleyebilir [39]. Bazi
kaynaklar ise apoptozun H202 ile uyarilmasini, Fas/Fas L sisteminin upregiilasyonu ile
iliskilendirmis ve reaktif oksijen iiriinlerinin Fas L’ i upregiile ettigini gostermistir [40, 41,

42]. Bu yolak “death domain” yapilan ile iliskili olarak kaspaz 8 ‘i uyararak apoptoza yol



acar. H202 apoptoz ile ilintili bazi transkripsiyon faktorlerini yonlendirebilir. Bunlar
proapoptotik genlerin yada yasamsal proteinlerin inhibitorlerinin transkripsiyonunun baslatan,

pS53, NF«B ve AP-1 gibi transkripsiyon faktorleridir [43, 44].

Serbest radikallerin degisik miktarlar ve kosullarda apoptotik etkilerinin farkli
sonuclara neden olmasi, bu konudaki ortak kararlarin daha dikkatli alinmasin1 gerektirmistir.
Bu tartismali konularin basinda kaspazlarin aktif bolgesini etkileyen farkli kosullar

gelmektedir.

Kaspazlarin aktif bolgesinde oksidasyon ya da tiyol alkalizasyonuna egilimli olan bir
sistein bulunmaktadir. Bu nedenle aktiviteleri, indirgen cevre kosullarinda optimaldir. Hasarl
bir hiicrede bu kosullarin degismesi kaspazlarin caligmasini etkileyerek onlart inaktive
edebilir. Buna ornek olarak, hidrojen peroksidin, hiicrenin redoks ve kaspazlarin sistein
kalintistnin oksidasyon durumuna gore, kaspazlari hem aktive hem de siiprese edebildigi

gosterilmistir [45, 46, 47].

NO' grubunun bir sistein siilfidriline, R-S-NO seklinde aktarilmasi anlamina gelen S-
nitrozilasyonu, hiicrede sinyal aktarim kaskatinin 6nemli bir iiyesidir. Aktif bolgesinde sistein
tasiyan kaspazlar da S-nitrozilasyonunun hedefleri arasindadir. Bu olay kaspazlarin yaninda
sistein tasiyan diger proteinlerin fizyolojik ve biyolojik etkilerini degistirebilir. Ayrica, NFxB
ve AP-1 gibi sistein tasiyan transkripsiyon faktorlerini de kapsayarak apoptozu diizenleyebilir
[48, 49, 50]. NO, kardiyolipin yogunlugunu azaltarak, mitokondride elektron aktarimin

bozarak sitokrom ¢’ nin sitozole ¢ikmasina neden olabilir [51].

Dogrudan NO etkisiyle ya da iNOS aktivasyonu ile bircok hiicrede apoptozun
uyarilldigr gosterilmistir. Bunlarin ¢ogunda NO’in etki sekli olarak, kaspazlarin S-
nitrozilasyonu gosterilmistir. Bu bulgular NO’in kaspazlarin endojen diizenleyicisi oldugu
bulgusunu desteklemektedir. Bunun yaninda pro-kaspaz 3’iin katalitik bolgesindeki sisteinin
S- nitrozile olmasi ve denitrozilasyon yolu ile Fas yolaginin aktive olmasi, apoptoz sirasinda,
nitrozilasyon/denitrozilasyon dongiisiiniin, fosforilasyon/defosforilasyon gibi diizenleyici bir

mekanizma olabilecegini diisiindiirmektedir [52, 53].



Kanser hiicrelerinde, yapisal olarak ROS artis1 olmaktadir [54]. ROS bir hiicre igi
haberci olarak hiicre biiyiimesi ve diferansiyasyonda rol oynar [55]. Tiimor hiicreleri temelde
iNOS ekspresse ederler [56]. iNOS ile NO iiretiminin timor biiytimesini kontrol edebildigi
bildirilmistir [57, 58, 59, 60]. NOS inhibitorleri ile NO {iretiminin inhibisyonu, deneysel
melanoma ve akciger modellerinde tiimor bilylimesini uyarmistir [61, 62]. Ancak bazi
timorlerde NO diretiminin azalmast iNOS ekspresyonunu arttirarak hiicresel yikima da yol
acabilir [63, 64]. Tiimor mikrocevresinde oksijen ve L-arjinin azhig1 ile asidoz, siiperoksid
tiretimini arttirdigl; ortamda peroksinitrit artisi nedeniyle hiicre hasarinin olustugu
gosterilmistir  [65]. Bununla birlikte, tiimor hiicresi kaynakli NO ‘in rolii tam
aydmlanmamistir. Eksojen kaynaklt NO ile endojen iiretilen NO etkileri birbirine ters

diismektedir [66, 67, 68].

Noroblastoma ¢ocukluk caginin en sik goriilen ekstrakraniyal solid tiimoriidiir. Noral
krestten kaynaklanan bu tiimorler biyolojik ve klinik olarak farkli 6zellik gosterebilirler. Iyi
prognostik ozellik tasiyan grupta TrkA ekspresyonu, hiperdiploidi, iyi histoloji goriiliir;
differansiyasyon ve apoptoza yatkindir. Kotii prognostik ozellik gosteren grupta, MYCN
amplifikasyonu, 1p delesyonu, TrkB ekspresyonu egemendir; metastaz ve kotii prognoz

siklikla gozlenir [69].

Noroblastoma, dogal olarak spontan regresyona gidebilir. Bu siirecte diferansiyasyon
ve /veya programlanmis hiicre 6liim yolaklarinin rolii olabilecegi tartisilmaktadir. Ancak
kanserlerde goriilen spontan regresyonlarin dogasit heniiz anlagilamamistir. Buna karsin
noroblastomada tanimlanan, bilyiime faktorleri, retinoidler gibi mikrocevre bilesenlerinin,
hiicre yiizey reseptorlerinin  kompozisyonunu degistirerek (Trk A,B,C) hiicrenin
diferansiyasyon, apoptoz ya da proliferasyon yolaklarindan birine gegisini diizenledikleri

gosterilmistir [70].

Epitelyal karsinomalarin etyolojileri serbest radikaller ile iliskilendirilmektedir.
Larinks karsinoma hiicrelerinde hiicre i¢i H,O, artisinin mitokondriyal hasar sonucu apoptozu
arttirdigi gosterilmistir [71]. Servikal karsinoma hiicre dizilerinde ROS ile hiicre 6liimiiniin
artigl  gosterilmistir. Bu yolak transkripsiyon faktorleri ile iliskilendirilir. Ancak NFkB

yolaginda, A20 gibi ¢inko-parmak proteinlerinin karsinoma hiicrelerini 6zellikle kaspaz 9 ile



siiren apotozdan korudugu bulunmustur. Bu yolla, NFkB hem yasamu siirdiiren hem durduran

sinyalleri iletebilir, hem anti-apoptotik hemde anti-nekrotik genleri uyarabilir [72].

Giiniimiize kadar yapilan calismalarda mikrogevre bilesenlerinin, hiicresel siireclere
etkili oldugu gosterilmistir. ROS ve RNS temelli bir mikrogevrede hiicresel siire¢lerin nasil
etkilendigi ve olasi mekanizmalar1 heniiz tarisma konusudur. Kanser hiicrelerinde bu
etkilesimler normal hiicrelerden farklilagmaktadir. Apoptotik yolagmin bu mikrocevrede
isleyisi, lizerinde calismalarin artarak siirdiigii bir alandir ve sonuglar1 hala tartisiimaktadir.
Mikrogevre bilesenlerinin kanser sagaltimini nasil etkiledikleri, simirli sayida arastirmanin
konusu olmustur. Bu konuda klinige yansimis bir alan hipoksik tiimorlerde, oksijenin

radyoterapi ve kemoterapi ile birlikte kullanilmasi ile simirli kalmistir.

Temel bilim caligmalan ile klinik uygulamalar arasinda bir bag olusturan, sagaltim
siireclerinde, apoptotik yolakta, RNS ve ROS temelli mikrogevre bilesenlerinin etkileri,
sagaltim stratejilerinin gelismesini ve kemoterapi sagaltuminin daha uygun kompozisyonda

kullanilmasin1 amaglayan yeni bir ¢alisma alanidir.



GEREC VE YONTEMLER

Hiicre Kiiltiirii Yontemleri

GIRIS
Doku kiiltiir teknikleri, tip ve endiistrinin alisilagelmis uygulama alanlarindan biridir ve
uzun zamandir kullamilmaktadir. Hiicresel aktivitenin izlenmesinde iistiinliigii olan bir

tekniktir. Ancak bu yontemin sinirliliklar da 6nemle vurgulanmalidir.

Doku Kkiiltiiriiniin en 6nemli iistiinliigl, fizikokimyasal ¢evre (pH, 1s1, ozmotik basing,
oksijen, CO, yogunluklari, vb.) ve fizyolojik kosullarin 6l¢iilebilir diizeyde kontrol edilebilir

ve kontrollii bir diizeyde degistirilebilir olmasidir.

Doku ornekleri bir heterojenlik tasirlarken, hiicre hatlar1 uniform ya da homojendir. Bu
aym1 kosullarda hiicresel aktivite ve yanitlarin 6zdes olmasini saglar. Ozdes yamitlar, hiicre
yasami gibi cok sayida etkenden ve aktiviteden gelen karmasik sonuglari yorumlamada

arastirmaciya iistiinliik saglar, deneylerin yinelenebilirligini arttirir.

Madde etkilerinin incelenmesinde, in vivo ¢alismalarda verilen maddenin % 90’ 1 viicut
dagilimi ve bosalim nedeniyle kaybedilir, buna karsin hiicre kiiltiiriinde cok diisiik

yogunluklarda ve istenilen hiicre grubunda etki olusturulabilir. Bu nedenle ekonomiktir.

Doku kiiltiiriiniin en onemli simirliligl, teknigin uzmanlik gerektiren bir¢cok kosulu
icermesi ve ¢ok kontrollii aseptik ortamlarda uygulanma zorunlulugudur. Bu nedenle secilen
kosullarda yinelenebilirlik izlenmeli ve deney kosullar1 bir deneyden digerine degismez

sekilde kurgulanmalidir.

Kiiltiir hiicrelerinin deneyler disinda siirdiiriilmesi zorunlulugu bir diger sinirliliktir. Bu
emek yogun bir uzmanlik ve ek maliyet gerektirir.

Kararsiz aneuploid kromozomsal yapilarina bagli olarak uzun siireli kiiltiirlerde genetik
yapt degisebilir. Bu nedenle deneyler aym1 ya da yakin pasaj sayili hiicre gruplarinda

yapilmalidir. Hiicre hatlan belirli araliklarla alt grup olusumlan agisindan taranmalidir.



GEREC VE CIHAZLAR
Hiicre kiiltiir ortamlari:

Temel Besleyici Ortam Eagle (with L-Glutamine (EMEM) BioWhittaker Europe (Cat.
No.BE 12-611F), Dulbecco’ nun Fosfatla Tamponlanmis Tuzlu Suyu (PBS) (Cat.No.LL.1823),
Dulbecco’ nun Degistirilmis Eagle’ in Ortam1 (DMEM Cat. No. F4813) ve RPMI 1640 (Cat.
No. F4813 Biochrom Germany). Foetal Bovine Serum (FBS) (Cat. No. S0113), Penisilin/
Streptomisin (Cat. No. A2213), Tripsin/ EDTA %0, 25/0, 02 (Cat. No. L.2163), L-Glutamine
(Cat. No. K0281) (Seromed Germany); Hoechst 33258 (cat. No. 33217), Riedel-de Haen; O.
4% trypan blue (cat. No. T8154) (Sigma USA).

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan plastik malzeme:

25 cm2 (Cat No.690 160), 75 cm2 (Cat. No690 170) doku kiiltiir flaskleri 96, 24, 6 gozlii
cok gozlii plaklar (Cat No.; 662 160; 657 160; sirasiyla Greiner Germany); 8 goz odacikli lam
(Cat. No. 177445 Nalge Nunc International, Corp. USA). 1-mL, 2-mL, 10-mL pipetler
(Greiner), 15-ml, 50-ml plastik konik santrifiij tiipleri (Cat. No.188 271; 210 261; sirasiyla
FALCON, USA) Konik Tiipler 50-mL, 12-mL (Cat.No.164 160), Hiicre Kaziyic1 (Cat. No.
541070 Greiner, Germany)

Haemocytometer (Neubauer improved chamber) glasstik lam 10 (HYCOR Biomedical
Inc.The KOV A Company), Otomatik pipetler (Eppendorf , GmbH Hamburg, GERMANY)

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan cihazlar:

Katmanli hava akimli kabin (The laminar flow cabinet NUAIRE Classll and KOJAIR
Tech Oy, FINLAND, Type: KR-170 BW MSC CL II En 12469)

CO2 inkiibator (Forma Scientific Model 3194, Thermo Electron Corporation Steri-Cycle
CO2 Incubator HEPA Class 100 (MODEL 381,371) USA)

Otoklav (HITYEREMA (HY-85) ) ve UV lamba (Philips (TUV 30W E30 T8))

Invert Mikroskop (Carl Zeiss and OLYMPUS CK X 41 phase contrast, JAPAN;
Immiinofloresan i¢in JENALUMAR Carl Zeiss mikroskop). Isik Mikroskopu (Carl Zeiss
LABOVAL).



+40C, -200C ve —800C sogutucu ve dondurucular (SENOCAK D 400 DF ve UGUR;
INDOSIT Tropical Turkiye; JEWETT Inc. Asheville USA) Sivi Azot Dondurucu (MVEXLC
500, USA)

Santrifiijler (TECHNE Genofuge 16M, Herauss and Sigma 3-16K, GERMANY (-10°C;
+40°C.).

Hiicreler: HelLa; Dr. Aykut Ozkul, HEp-2 ve MDBK; Dr. Zafer Yazici tarafindan
saglanmistir. KELLY ve SHSY5Y; DSMZ’ den alinmstir.

YONTEM
Doku kiiltiirii laboratuart genel ¢calisma kosullar:

Laminar Airflow cabinet (katmanlt hava akimli kabin)

Dikey hava akimi saglayan bir kabin yeglenmelidir. Yalmz kabin i¢cinde kullanilan bir
pipet takimi, hiicre ortamlarini aspire edebilecek bir vakum sistemi olmalidir. Calisma alani,
%4 diversol ya da esdegeri bir dezenfektan ile forsepsler % 70 etanol ile temizlenmelidir.
Kullanilan plastik malzeme steril olarak kabin i¢ine alinmalidir. Kabin disinda yakin
alanlarda, atik kaplari, nemlendirilmis CO2 inkiibator, inverted mikroskop phase contrast
optikli, klinik tip bench sentrifiij olmalidir. Kiiltiir ortamlar1 ve hiicreler i¢in yalniz bu amagla
kullanilan, buzdolabi, -20°C ve -80°C ve s1vi azot dondurucular bulunmalidir. Oda havasi ve
kabinet ortaminin sterilizasyonu icin bir UV lamba (diisitk basinghi civa buharli lamba)

kullanilmalidir.

Sterilizasyon

Sivilar, cam esya, pipet ucu, gibi malzemelerin, otoklavda 1siyla sterilizasyonu
yapilabilir ( 30 dakika- 15Ib/ in%). Plastik esyalar, oda havasi; ultraviyole 15181 ile germicidal
lambalar ile yapilmalidir. Kabinlerin i¢inde %4 Diversol ya da esdegeri dezenfektan ve %70
etanol bulundurulmalidir.  Gazli bez, cerrahi malzemeler, cam pastor pipetleri cam petri
dishes aluminum folyoya sarilarak kuru 1s1 firinlarinda (dry heat oven) 90 dakika ve 160 °C

ile sterilize edilir.



Atiklarin yok edilmesi
Kiiltiir ortamlart ve sivilar

Enfekte kiiltir ortamlann vakum aspirator ya da pipet ile dezenfektan igine alinir,
otoklavda sterilize edilir (60 dakika 15 Ib/in?).
Plastik esya

Kontamine flask, petri, plastik pipetler; celik tasic1 i¢inde ve otoklav posetlerinde
biriktirilir, otoklavlandiktan sonra laboratuvar giivenlik kosullarina uygun sekilde atilir.

Kesici ve delici malzeme, plastik ve koruyucu kapakli 6zel atik kabinda biriktirilir,

plastik tasiyici otoklav posetine konarak otoklavlanir ve laboratuvar giivenlik kosullarina

uygun sekilde atilir.

Cam egyanmin yitkanmasi

Giinliik kullanimda olanlar; demineralize suyla calkalanir, 7xPF esdegeri bir deterjan ile
yikanir ve bu deterjanin %1 lik soluyonu icinde 2-3 saat bekletilir. Sicak su ile ¢alkalanir, iki
kez distile su ve bir kez double distile su ile yikanir. Kuru firinda 160°C de 2 saat tutularak
kurutulur. Biiyiik miktardaki yikamalar; otomatik bulagik makinesinde 7xO-matik (ICN flow,
Cat. No. 76-675-21) %0.25 lik solusyunu ile yikanmalidir.

Biyolojik materyal ile bulagmis cam malzeme, 7x PF deterjaninin % 5lik solusyonu ile

otoklavlandiktan sonra giinliik kullanimdakiler gibi temizlenir.

Giivenlik
Biyogiivenlik diizeyi 2 kurallar g¢ercevesinde, laboratuvar calisma ve atik kurallar

yazili olarak belirlenir.

Tek tabaka olarak kiiltiirii yapilan hiicrelerin dzel kosullart

Hel.a (Human cervix carcinoma)

1951 yilinda 31 yasindaki bir zenci kadindaki serviks karsinomundan elde edilmistir;
tan1 daha sonra adenokarsinoma degismistir; ilk anaploid sonra da siirekli kiiltiir edilen insan
hiicre hattidir.

Morfoloji ve Ureme Ozellikler: Tek tabaka halinde iireyen epitelyum benzeri hiicreler.

Yapisik.



Organizma: Homo sapiens (insan).

Doku : Serviks, epitelyal, adenokarsinom

Ortam: Eagle’ 1n bikarbonat ve glutamin igeren Temel Besleyici Ortam1 (EMEM): +4°C’ de
saklanir.

Immunolojisi: Sitokeratin+, desmin-, endothel-, GFAP-, neurofilament-, vimentin+.

Hiicresel Uriinler :Keratin; Lizofosfatidilkolin (lyso-PC) AP-1 etkinligini ve c-jun N-
terminal kinaz etkinligini (JNK1) protein kinaz C* den bagimsiz bir yolak ile uyarir.

P53 sunumunun diisiik oldugu bildirilmistir ve pRB (retinoblastoma suppressor) diizeyleri
normal bulunmustur.

Sitogenetigi: Insan hipertriployid/ hipotetraployid karyotipi (% 15 poliployidi; 82 (77-84)
<4n> XXX, -X,-2, -3, -4, +5, 45, +5, 45, -7, -8, -11, -13, -14, -15, -16, add(12)(q23), i(15q),
der(19)t(13;19)(q22;p13)X1-2,add(21)(p11),del(?22) (q12).

Kaynak: 26.6.2002 tarihinde DMEM %5 FCS’ de (HeLa (Ohio)’ da kiiltiire alinmig
hiicrelerden pasaj numarasi p24/R5), (Dr. Aykut Ozkul, Veteriner Fakiiltesi, Ankara.)

HEp-2 (epidermoid carcinoma of the larynx)

Bu hiicre hattimin  larinksin  epidermoyid  karsinomundan  kaynaklandigi
disiiniilmekteydi, fakat izoenzim coziimlemesi, HelLa gosterge kromozomlarnt ve DNA
parmak izi ile HeLa hiicre kontaminasyonu ile oldugu bulundu. Hiicrelerin immiinoperoksit
boyamasi ile keratin pozitif oldugu gosterildi.

Morfoloji ve Ureme Ozellikleri: Yapisik, tek tabaka halinde iireyen epitele benzer hiicreler
Organizma: Homo sapiens (insan).

Doku: Larinks, epidermoyid karsinomu.

Ortam: Temel Besleyici Ortam (Eagle) (2 mM L-glutamin) ve Earle' iin BSS (1. 5 g/L
sodyum bikarbonat)

Immunolojisi: Sitokeratin+

Hiicresel Uriinler: Keratin; G6PD, A.

Sitogenetigi: Rastlantisal poliploid. Cesitli siirelerde bir¢ok gosterge kromozom gozlenmistir
ve 2 bilyiik kromozom subterminal sentromerlidir.

HeLa Gosterge Kromozomlari: Bir M2 kopyasi, iki-dort M3 kopyasi ve bir M4 kopyasi G-

bandi paterni ile elde edildi.



DNA Profili (STR): Amelogenin: X; CSFI1PO: 9,10; D13S317: 12,13.3; D16S539: 9,10;
D5S818: 11,12; D7S820: 8,12; THO1: 7; TPOX: 8,12; vWA: 16,18.
Kaynak: 01.02.2003 tarihinde NIBS’ te DMEM %5 FCS’ de kiiltiire alinmis hiicrelerden, Dr.

Zafer Yazici tarafindan pasaj numarasi p54, Veteriner Fakiiltesi, Samsun.

MDBK (Bovine kidney cells)

MDBK hiicre3 hatti normal bir erigkin sigirin bobreginden elde edilmistir (18
Subat 1957, S.H. Madin and N.B. Darby). 1973 yilinda “Bovine Viral Diarrhea
Virus” (BVDV). 1982’ de R.A. Van Deusen (USDA, Ames, lowa) BDVD’den soyutlanarak
MDBK hazirlamistir. Bu hiicre hattinin da BVDV igermedigi gosterilmistir.
Morfoloji ve Ureme Ozellikleri: Yapisik, epitelyum benzeri hiicreler
Organizma: Bos taurus (s1gir)
Doku: Organ: Bobrek; Hastalik: Normal, erkek.
Ortam: Temel Besleyici Ortam (Eagle) (2 mM L-glutaminli) ve Earle' iin BSS (1. 5 g/L
sodyum bikarbonat).
Immunolojisi: Hiicresel keratin i¢in immiinofloresan ile pozitif
Hiicresel Uriinler: Keratin; bovin oldugu IEF AST, G6PD, NP ile onaylandi
Sitogenetigi: Kromozom Siklik Dagilimi1 50 Hiicrede: 2n = 60. Kok hatti kromozom sayis1 %5
olusan 2S bolimii hipodiploid. Toplam gosterge kromozomlart 11-14 (4-5 metasentrik, 3-
4submetasentrik ve 4-5 akro-telosentrik), ¢ogu hipodiployid metafazlar i¢in ortak. X
monosomik idi. Ne HSR kromozomu ne de DM goriildii.
Kaynak: 01.02.2003 tarihinde ETLIK Arastirma Enstitiisinde DMEM %5 FCS’ de kiiltiire

alinmis hiicrelerden. Dr. Zefer Yazici’dan Pasaj Sayisi p17 Veteriner Fakiiltesi, Samsun.

KELLY (Human neuroblastoma) (Nmyc+)

Noroblastomlu bir olgudan ayristirtlmis: N myc in der (17) hsr x100 kez ¢ogaltilmus.
Morfoloji veUreme Ozellikleri: Yapisik, yuvarlaktan igsi sekle kadar degisen kutupsal nérotik
siireg, tek veya coklu tabaka halinde iireme.

Organizma: Homo sapiens (insan).
Doku: Noroblastoma.

Ortam: RPMI 1640, %10 FCS.



immunolojisi: Sitokeratin-, demsin-, endothel-, GFAP-, neurofilament +, vimentin +.
Hiicresel Uriinler: Insan olarak IEF AST, LDH ve MDH ile onaylanmig

Sitogenetigi: Insana yakin diployid karyotip (20% poliploidi).

46-47<2n>X, -7,-8, +16, +22, +2mar, del(1)(p34), t(2;7)(p12;ql1), add(4)(pl5.3),
add(5)(p15), add(9)(q34), add(10)(q24), add(11)(q24), add(14)(q32), ins(17;2) (q21;
q24hsr)X2; del(1p34) and 2p24hsr son donem noroblastom igin tipiktir

Parmak izi: Essiz ve homozigot DNA profili; pYNH24 tek lokus pr

Genetik fenotip: Kemorezistant.

MYCN 100X amplifikasyonu

Kemoterapiden sonra MDR1 sunumu +.

Agirlikli noéroblastik

Herbimisin C ve retinoik aside duyarl (Farklilastirma sagaltimina duyarli)

Kaynak: DSMZ NO: ACC 355

Mikoplasma: kontaminasyon Baytril ile elenmis, DAPI’ de, Mikrobiyolojik Kiiltiirde, RNA
hybridization deneylerinde Negatif bulunmus. Virusler: ELISA: RT-PCR NEGATIVE; EBV-,
HBV-, HCV-, HHVS8-, HIV-, HTLV-, HTLV2-.de Negatif.

SHSY5Y (Human neuroblastoma) ( Nmyc -)

SK —N —SN noroepitelyoma hiicre hatlarindan elde edilmistir (metastatik
noroblastomasi olan 4 yasindaki bir kiz ¢ocugunun kemik iligi biyopisisinden). SH-
SY5Y, 1970’ de metastatik bir kemik tiimoriinden olusturulan néroblastoma hiicre hatt1 SK -
N —SH’ nin ii¢ kez kopyalanmis alt hattidir. Hiicreler 1limli diizeyde dopamin beta hidroksilaz
etkinligi gosterir.
NOT: SH-SY5Y ATCC’ de “Memorial Sloan-Kettering Cancer Center” da, June L. Biedler
tarafindan saklanmistir. Yalnizca akademik arastirma caligmalari i¢cin kullanilmaktadir.
Morfoloji ve Ureme Ozellikleri: Epitelyal, karisik, yapisik veya siispansiyon halinde.
Tek tabaka halinde veya ¢ok yogun iiretilirse hiicre kiimeleri halinde iireyen epitele benzer
Organizma: Homo sapiens (insan).
Doku: Beyin; metastatik alan: kemik iligi noroblastoma, dort yas, disi
Ortam: Dulbecco’ nun MEM, %15 FCS.
immunolojisi: Sitokeratin-, demsin-, endothel-, GFAP-, neurofilament+, vimentin+.

Hiicresel Uriinler: insan AST’ nin IEF’si olarak onaylanmistir. Kan Grubu A-Rh+.



Sitogenetigi: % 1. 8 poliploidisi insana yakin diploid karyotipte 46/47(42-48) <2n>X/X X+7,
ins(1)(q32q11q43), add (9)(q34), der(22) t(?17;22) (q22;q13)

Modal sayis1 = 47.

DNA Profili (STR): Amelogenin: X; CSF1PO: 11; D13S317: 11; D16S539: 8,13; D5S818:
12; D7S820: 7,10; THO1: 7,10; TPOX: 8,11; vWA: 14,18.

Parmak izi: Essiz DNA Profili (Multiplex PCR ile D1S80, D2S44, D17S30 and ApoB)
Genetik fenotip: Kemosensitif.

MAP and Ras etkinligi +, TrkB (-)

Kaspaz 8 silinmesi ( DNA metilasyonu)

DNA hasar1 p53 ile yonlendirilen ilaclarda, mitokondriyal/kaspaz 9 yolagindan apoptoz
gerceklesir.

Kaynak: DSMZ NO: ACC 209. Mikoplazma: DAPI, Mikrobiyolojik kiiltiir, RNA
hibridizasyon, PCR deneylerinde negatif. Viruses: EBV-, HBV-, HCV-, HHVS-, HIV-,
HTLVI1-, HTLV2-, ELISA, RT-PCR negatif.

Hiicre kiiltiirlerinde kontaminasyon aranmasi
Hiicre kiiltiirlerini iceren tiim caligmalarda, kiiltiirler belirli araliklarla, bakteri, fungi,

mikoplazma bulaslan agisindan incelenmelidir.

Bakteri ve mantarlar

Giindelik ¢alismalarda en sik rastlanan bulaslar; bakterilerden Pseudomonas species,
micrococci, E. Coli, mantarlardan Penicillium, Aspergillus ve Candida species sayilabilir.
Islem Basamaklari:
1. Bu amagla kiiltiirler antibiyotiksiz ortamda siispanse edilir.
2. Her bir ekim i¢in 0. 3 ml 6rnek hazirlanir.
3. Kanli agar besiyeri i¢cin bir 6rnek 37°C aerobik kosullarda 14 giin, bir 6rnek 37°C
anaerobik sartlarda 14 giin; Trypticase soy broth, Beyin kalp infiizyon broth i¢in birer érnek
37°C, birer 6rnek 26°C 14 giin; Sabouraud broth nutrient broth with %2 maya 6zii i¢in birer

ornek 37°C, birer 6rnek 26°C’de 21 giin gbzlemde tutulur. Ureme yoksa kiiltiirler siirdiiriiliir.



GUCLUK VE SINIRLAMALA

En Onemli smirlama hiicre hatlarinin  kontaminasyonudur. Hiicre hatlarinda
kontaminasyon kontrolleri belirli araliklarla yapilmalidir. Ozellikle kisa siireli deneylerde
acillan hiicrelerin  kontamine olmasi fark edilemeyebilir. Bu hiicre yamtlarm
farklilagtiracaktir. Bu agidan en fazla gbzden kacan mikoplazma bulasidir. Coziim; kaynagin
temiz tutulmasi, cok kontrollii bir sterilizasyon saglamak ve diizenli araliklarla kaynak hiicre

hattin1 kontrol etmektir.

Biiyiimenin saglikli olmasinda birincil énemi olan malzemeler, su ve fetal calf serum

kalitesidir. Problem olustugunda ilk olarak bunlar kontrol edilmelidir.

Calisma sirasinda, kabin i¢inde hava akimini bozacak davranislardan kacinilmalidir.
CO; ‘li inkiibator, diizenli olarak Diversol ile temizlenmeli, su kaynagi haftada bir kez

degistirilmelidir [73, 74].



RNS Ve ROS Temelinde Hiicre Mikro cevresinin Deneysel Tasarim

BIYOKIMYASAL TASARIM TEMEL ALINARAK

L-Arginine (L-Arg): (Alexis Biochemicals cat no: 101-004-G025, QBIOGENE-Alexis Ldt,
Nottingham, UK; Sigma-Aldrich Co. cat no: A3784, Deisenhofen, Germany)

[ H-L-Arg-OH]

C6H14N402

MW: 174.2; CAS: 74-79-3

Nitrik oksidin (NO), nitrik oksit sentaz (NOS) ile olusumunun fizyolojik Onciisi. NO

salinimini arttirir. Endojen NO saglayicisi [75].

S-Nitroso-L-Glutathione (GSNO): (Alexis Biochemicals cat no: 420-002-M025,
QBIOGENE-Alexis Ldt, Nottingham, UK)

C10H16N407S

MW: 336. 3; CAS

Nitric oksit tasiyicisi. Eksojen NO vericisi [76].

SIN-1 . hydrochloride (SIN-1): (Alexis Biochemicals cat no: 420-002-M025, QBIOGENE-
Alexis Ldt, Nottingham, UK)

[ 3-Morpholinosydnonimine. HCI]

C6H10N402.HCl

MW: 170. 2. 36.5; CAS: 16142-27-1

SIN-1 damar genisletici molsidominin bir metabolitidir ve peroksinitrit salan bilesik oldugu
diisiiniiliir. Moekiiler oksijen kullanarak siiperoksit ve NO olusturur, birlikte peroksinitriti

olustururlar [77].

Hydrogen Peroxide (H202): (AppliChem GmbH, Germany cat no: A0626; Sigma-Aldrich
Co. cat no: H0904, Deisenhofen, Germany)

H202

MW: 34.0146; CAS: 7722-84-1



Prooksidan, ozellikle siiperoksit ve hidroksil radikalleri olmak tiizere prooxidant eksojen

reaktif oksijen tiirlerinin saglayicis1 (ROS).

NG-Nitro-L-arginine-methyl ester. HClI (L-NAME) : (Alexis Biochemicals cat no: 105—
003-G005, QBIOGENE-Alexis Ldt, Nottingham, UK; Sigma-Aldrich Co. cat no:
N5751,Deisenhofen, Germany )

CTHI5N504

MW: 233.2 . 36.5; CAS: 51298-62-5

Nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorii. NO’ nun hiicrelerden salinimini baskilar [78].

Cu/Zn Superoxide Dismutase (bovine erythrocytes) (SOD): (Alexis Biochemicals cat no:
202-021-UT50, QBIOGENE-Alexis Ldt, Nottingham, UK; Sigma-Aldrich Co. cat no: s2515,
Deisenhofen, Germany)

MW: ~31kDa; CAS: 9054-89-11; EC: 1.15.1.1

Superoksit dismutaz enzimi (SOD), diperoksidin oksijen ve hidrojen perokside yikilmasini
hizlandirir. Bu neden ile 6nemli bir antioksidan savunma yaratir.

SOD proteininde taginan bakir (ve ¢inkonun) tipik bir tepkimesi soyledir:

Cu2+-SOD + 02- — Cul+-SOD + 02

Cul+-SOD + O2- + 2H+ — Cu2+-SOD + H202.

Siiperoksit anyon radikali (O2-) kendiliginden O2 ve H202’ e hizla yikilir. Ancak, SOD
bilinen biitiin enzimler icinde substratin1 en hizli yikan enzimdir. Gergekte hizi difiizyon ile
sinirhdir. SOD’ un varliginin bir¢cok hiicre tipini serbest radikal hasarindan korudugu
gosterilmistir.

Siiperoksit radikali ¢opgiisii [79].

Ebselen (Eb): (Alexis Biochemicals cat no: 270-097-M001, QBIOGENE-Alexis Ldt,
Nottingham, UK)

[2-Phenyl—1-1,2-benzisoselenazol-3-(2H)-one]

C13HO9NOSe

MW: 274.2, CAS: 60940-34-3



Protein kinazin C’ nin (PKC), NADPH, 5-lipoksijenaz, siklooksijenaz (COX), ve NADPH
oksidazin selenium tabanli inhibitorii. Peroksinitritin sinyal zincirinin inhibitorii, peroksinitrit

¢Opciisii [80].

Aminoguanidine. bicarbonate (AG): (Alexis Biochemicals cat no: 420-004-M100,
QBIOGENE-Alexis Ldt, Nottingham, UK)

CH6N4.H2CO3

MW: 74.1 .62.0; CAS: 2582-30-1

Nitrik oksit olusumunun ve iNOS inhibitoriidiir [81].

Islem Basamaklar

Noroblastoma hiicre dizilerinde, ROS ve RNS temelli mikrogevre modellerinin deneysel
tasariminda; ekzojen NO donorii S-Nitroso-L-Glutathione (GSNQO), peroxynitrit donorii
SIN-1. hydrochloride (SIN-1), agirlikli olarak siiperoksid ve hidroksil radikali saglayarak
ortami ROS agisindan zenginlestiren Hydrogen Peroxide (H202) kullanildi. S-Nitroso-L-
Glutathione (GSNO)) [2.00-0.16mM], SIN-1. hydrochloride (SIN-1), [0.75mM-5.85uM],
Hydrogen Peroxide (H202) [500-3.91uM]; yogunluk araliklarinda, sekiz farkh
konsantrasyonda uygulandi. Her deney ortaminda tiim yogunluklar en az iicer kez yinelendi.
Her bir yogunluk icin en az ii¢ farkli deney ortaminda testler yinelendi. Tek yogunluk
uygulamalarinda; L-Arginine (L-Arg), [0.5 mM], S-Nitroso-L-Glutathione (GSNQO))
[0.5mM], SIN-1. hydrochloride (SIN-1), [0.1mM], Hydrogen Peroxide (H202) [ 50uM]

olarak uygulandi.

Mikrocevrede RNS ve ROS i¢in 6zgiin inhibitorler ya da scavengerlar uygulandi. Bu
amagla; NG-Nitro-L-arginine-methyl ester. HCl (L-NAME), endojen NO olusumunu
engelleyen bir NOS baskilayici olarak [ 0.5mM]; Cu/Zn Superoxide Dismutase (bovine
erythrocytes) (SOD), siiperoksid radikal c¢oOpgiisii olarak [100U/mL]; Ebselen (Eb),
peroksinitrit ¢opgiisii  olarak [20uM]; Aminoguanidine. bicarbonate (AG), iNOS
baskilayarak nitrik oksit olusumunu engelleyici olarak [0. 1mM]; kullanildi. Her deney
ortaminda en az {icer kez yinelendi. Her biri icin en az ii¢ farkli deney ortaminda testler

yinelendi.



Serviks karsinomu hiicre dizilerinde, ROS ve RNS temelli mikrogevre modellerinin
deneysel tasariminda; endojen NO {iretimini uyardigi bilinen L-Arginine (L-Arg), agirlikli
olarak stiperoksid ve hidroksil radikali saglayarak ortami1 ROS agisindan zenginlestiren
Hydrogen Peroxide (H202) kullanildi. Bu amagla; L-Arginine (L-Arg):, [2.00-0.02 mM],
Hydrogen Peroxide (H202) [500-3.91uM]; konsantrasyon araliklarinda, sekiz farkli
konsantrasyonda uygulandi. Her deney ortaminda tiim yogunluklar en az tiger kez yinelendi.
Her bir yogunluk icin en az iic farkli deney ortaminda testler yinelendi. Tek yogunluk
uygulamalarinda; L-Arginine (L-Arg), [0. 5 mM], Hydrogen Peroxide (H202) [50 uM]

olarak uygulandi.

Mikrocevrede 6zgiin inhibitorler uygulandi. Bu amacla; NC-Nitro-L-arginine-methyl
ester. HCI (L-NAME), endojen NO olusumunu engelleyen bir NOS baskilayici olarak [0.5 -
0. 04 mM]; kullanildi. Her deney ortaminda en az iicer kez yinelendi. Her biri icin en az ii¢

farkli deney ortaminda testler yinelendi.
VIRAL ENFEKSIYON TEMEL ALINARAK

Son yillarda viral enfeksiyonlar sirasinda olusan serbest radikallerin 6nemi
vurgulanmaktadir. Superoxide (O2-) ve hydroxyl (.OH) gibi oksijen radikalleri hastalig
patogenezinde yer almktadirlar. Diger bir inorganik radikal olan nitrik oksid (NO), viral
enfeksiyona karsi olusan hiicresel savunmada 6nemlidir. Viral enfeksiyonlarda, uyarilabilir
nitrik oksid sentaz (iNOS) etkisi ile cok miktarda ve uzun etkili NO iiretimi olmaktadir
(yapisal formlarinda nNOS ve eNOS ile az miktarda ve kisa etkili daha cok homeostazda iglev
goren NO iiretimi olmaktadir.). Nitrik oksid ve siiperoksid, biyolojik sistemlerde farkli reaktif
nitrojen {riinleri verirler, peroksinitrit (ONOQO"), NO, ve N,Os. Peroksinitrit, proteinlerin
amino asid kalintilar1 ve DNA’ nin guanin gurubu ile oksidasyon ve nitrasyon tepkimelerine

girer. DNA hasari ve lipid peroksidasyonundan sorumludur [37].



Islem Basamaklar

Virus Suslar

Bu calismada BHV-1 (ATCC Cat No: VR—864) virus susu kullanildi. BHV -1 (ATCC
Cat No: VR-864); Dr. Zafer Yazici tarafindan saglandi. Virus stogu HEp-2 hiicreleri enfekte
edilerek ve % 2’ lik FCS’ li EMEM’ de 37°C’ de % 5 CO2’ de bekletilerek hazirlandi.

Hiicreler hergiin mikroskopik inceleme ile sitopatojenik etki (CPE) yoniinden izlendi,
ornegin enfekte hiicrelerin yuvarlaklagsmasi ve ¢ok hiicreli dev hiicre olusturmasinin izlenmesi
(%80-100’ e erismesi). U¢ kez dondurup ¢oziildiikten sonra hiicre eriyikleri alikotlandi ve -

80°C derecede virus stogu olarak saklandi.

Virusun UV inaktivasyonu ile Mock enfeksiyonu
2 mL’ lik %2’ lik FCS’ li EMEM i¢indeki virus stoklari, buz tizerindeki 10 mm ¢aplh
Falcon tiiplere yerlestirildi ve 10 cm mesafeden germicidal lambaya (60 Herz) tutuldu, her 2

dakikada bir karigtirilarak 10 dakika UV lambasi uygulandi.

BHYV -1 ile hiicre kiiltiirlerinin enfeksiyonu

HEp-2 hiicreleri ve MDBK hiicreleri 1 X 10° hiicre /mL yogunlukta 24 saatte doku
kiiltiir plaklarinda (Greiner, Germany) hazirlandi, tek tabaka halindeki hiicreler ya Mock ile
BHV -1 Cooper susu ile enfekte edildiler. Ekilen virus hiicreler iizerinde 1 saat oda
sicakliginda bekletildi. Ekim materyali uzaklastirildiktan sonra, tek tabaka hiicre dnceden
ilitilmis ortam ile kaplandi (2 mM L-Glutamine ve %2 FCS iceren EMEM veya DMEM) ve
37°C’ de % 5 CO2’ 1i inkiibatore alindi. Farkli inkiibasyon siirelerinden sonra (0,5; 1; 3, 6
saatler) enfekte hiicreler, 1 uM staurosporine igeren ortam ile 24 saat 37°C’ de tutuldular.
Paralel yapilan deneylerde, onceden belirlenen siirelerde ya Mock enfekte ya da BHV -1 ile
enfekte HEp -2 ve MDBK hiicreleri, staurosporinsiz ortamda tutuldular. Tek tabaka hiicreler
yalnizca ortam ile ve 1 uM staurosporine veya 1 uM staurosporine artt BHV -1 enfeksiyonu
olmadan 50uM kaspazlarin oldugu ortamlarda tutulan hiicreler de kontrol olarak kabul
edildiler.



GUCLUK VE SINIRLAMALAR
Viriis bulagi olan tiim materyal, uygun bir dezenfektan ile birlikte otoklavda sterilize

edilir (60 dakika 15 Ib/in2 ) [82, 83, 84 ].

Sagaltim Modelinin Deneysel Tasarimi

GIRIS

Var olan yasalar yeni sagaltic1 etkenlerin, ilaclarin klinige gelen kadar agir sitotoksik
testlerden gecmesini Ongdrmektedir. Hayvan deneyleri yerine hiicre kiiltiir tekniklerinin
gelistirilmesi birincil arastirmalara daha fazla sans taninmasina yol agmistir. In vitro bir
sitotoksisite, in vivo toksisite ile dogrudan baglantili olmasa da bilesigin icerigi ile ilgili bir
fikir vermekte, secici bir model olusturmaktadir. Sitotoksisite deneyleri, ¢aligmalarda
kullanilan maddeler ile ilgili elde edilen bilgilere dayanmaktadir. Hiicrenin cogalmasi ("H
timidi baglanmasi), hiicre metabolizmasi (boyanin indirgenmesi), hiicre canliligt (boya

bozulmasi, hiicre sayimlari) gibi bircok parametre arastirilabilir.

GEREC, KEMOTERAPOTIK VE APOPTOTIK BILESIKLER

Tiirk Pediatrik Onkoloji Gurubu tarafindan yaymlanan “Noroblastoma Sagaltim Protokolii”
nde yer alan kemoterapitikler (TPOG-NBL 2003 KOORDINATORLER: Dr. Nur Olgun, Dr.
Savas Kansoy, Dr. Serap Aksoylar, Dr. Kamer Uysal)

Etoposide (EBEWE Pharma Ges. m.b. H. N AUSTRIA)
Etoposide ebewe; VP-16 (Vepesid)
[4’- Desmethylepipodophyllotoxin 9 (4, 6, O-ethylidene)-B-D-glucopyranoside] ; VP—16-213
Epipodophyllotoxins; Ca9H3,013,
MW: 588.6; CAS:33419-42-0

Topoizomeraz Il inhibitérii olarak apoptozu uyarir. Interkalasyon yapmayan
topoizomeraz Il zehiri. Epipodofilotoksinler, adamotu bitkisi 6zlerinde bulunan
antimikrotiibiil bir etken olan podofilotoksinin etkinligini kanitlamak i¢in sentezlenmistir.
Daha incelikli bir yapisal degisiklik (podofilotoksinin pandantif aromatic halkasindan bir
metal gurubun uzaklastirilmasi) tubulin baglanmasini ortadan kaldirir fakat topoizomeraz II

toksisitesini arttirir. Epipodofilotoksin olan etopozid ve tenipozid, etki mekanizmalari tam



olarak anlasilmadan 6nce de klinik kullanimda idiler. Tk ¢alismalar bu ilaglarin uygulandig
hiicrelerde DNA dizilerinde kiriklar olustugunu gostermis olsa da, 1980’ lerin basina kadar
hedefin topoizomeraz II oldugu tanimlanamamisti. Epipodofilotoksinlerin diizlemsel
polisiklik bileseni topoizomeraz II —DNA kiimelerinin yikilma bolgelerine etkir. Pandantif

halka olarak enzime ya da DNA oluguna baglanir [85, 86]

Vincristine (VCR): (Mayne Pharma Pty Ltd.Victoria, Avutralya)
Oncovin; Vincristine. sulfate; Leukocristine. Sulfate; VINCA alkaloids
C46H N4 O 9. H2SO 4
MW: 825.0 .98.1
CAS: 2068-78-2

Tubuline direkt baglanarak hiicreyi mitoz safthasinda durdurur. Vinka alkaloyitleri
mikrotiibiillerin bozulmasindan, proteinlerin ve niikleik asitlerin sentezinin baskilanmasindan,
oksitlenmis glutatyonun artmasindan, lipit metabolizmasinin ve zarlarin lipit igeriklerinin
degismesinden, siklik adenozin monofosfatin (cAMP) artisindan ve kalsiyum—kalmodulin ile

diizenlenen cAMP fosfodiesterazin baskilanmasindan sorumludur.

Vinka alkaloyitleri, mitotik baskilayicilar olarak siniflandirilmaktadir (boliinen hiicrede
metafazda durma). Mikrotiibiiller hiicrede bircok siirecte, kemotaksiste, salinim {iiriinlerinin
baskilanmasinda, hiicre iskeletinin bozulmasi ile zar trafiginin bozulmasinda 6nemlidir,

VCR ‘ nin, c-Jun N terminal kinaz / stresle etkinlesmis protein kinaz (JNK/SAPK) ve
etkinlesmis Ras, MAPKKK, ASK-1 (Apoptoz isaretlesmesini diizenleyen kinaz) etkinliginde
rol aldig1 bilinmektedir [87, 88, 89].

Cisplatin (CIS): (David Bull Laboratories, Victoria, Avustralya)
[cis-Platinum (II) diammine dichloride]

CI,HeN Pt

MW: 300.0; CAS:15663-27-1.

DNA yapisini bozar.

Is1 sok proteini (Hsp) inhibitorii

HSP 90 inhibisyonu yapar, bu Akt-bagimli survival yolagini bozar.



Platin antitiimor etkenler, kovalan 6zellikte giiclii baglar olusturmak tizere niikleofilik
(elektrondan zengin) atomlar ile yer degistirebilen, baglar1 olan platin kiimeleridir. Boylece
alkilleyici etkenler gibi, platin etkenler tiyol siilfiirler ve proteinler ve niikleik asitlerdeki
amino grup azotlar ile giiclii kimyasal baglar yaratirlar. Hiicrenin zehirlenmesi, hiicre

dongiisiiniin G2 fazindaki durusun siiresi ile iliskili olmaktadir [90].

Adriamycin (ADR): ( Pharmacia Upjohn, Milano, italya)
Adriblastina; Doxorubicin. Hydrochloride; Adriamycin. HCI; 14-Hydroxy-daunomycin. HCI
Cy7H2oNOy ;. HCl; ANTHRACYCLINES
MW: 543.5 36.5; CAS: 25316-40.9

DNA sentezini bozar. DNA zincir Kiriklarina ve serbest radikal olusumuna neden olur.
Antitiimor bir antibiyotiktir. Ters transkriptaz ve RNA polimerazin inhibitoriidiir.
Immiinosupresif bir etkendir. Topoizomeraz II’ yi engelleyen son derecede etkin bir
mikotoksindir. ADR’ ler ¢ozeltide ¢ok etkindir ve biyolojik sistemlerde tam bir etki olusturur.
Hiicre iizerindeki zehirli etkisinin temel nedeni topoizomeraz II’ yi zehirlemesine ve ¢ift
sarmalli DNA’ y1 baglamasina ve DNA ve RNA sentazlar engelleyecek yapisal degisiklikler
olusturmasina baglidir. ADR, ROS olusturur, buna oksijen serbest radikalleri, hidroksi
radikalleri ve DNA, mRNA, proteinler ve lipitlere hasar veren hidrojen peroksit de dahildir
[91].

Carboplatin (CARBO): (David Bull Laboratories, Victoria, Avustralya)
carboplatin DBL;[cis-Diammine[ 1,1 cyclobutanedicarboxylato] platinum (II)]
CsH12N,04Pt
MW: 371.3; CAS: 41575-94-4

DNA’y1 kovalan baglayarak yapisim1 bozan bir cisplatin analogudur. Etki mekanizmasi
alkilleyici ajanlara benzer. Cisplatin analogudur. Antitiimor etkendir. Platin antitimor
etkenler, kovalan ozellikte giiclii baglar olusturmak iizere niikleofilik (elektrondan zengin)
atomlar ile yer degistirebilen, baglari olan platin kiimeleridir. Boylece alkilleyici etkenler gibi,
platin etkenler tiyol siilfiirler ve proteinler ve niikleik asitlerdeki amino azotlar ile giiclii
kimyasal baglar yaratirlar. Hiicrenin zehirlenmesi, hiicre dongiisiiniin G2 fazindaki durusun

siiresi ile iligkili olmaktadir [90, 92] .



Apoptozu Farkl mekanizmalarla uyardig bilinen kimyasallar

Actinomycin D (Alexis Biochemicals cat no: 850-235-KI101, QBIOGENE-Alexis Ldt,
Nottingham, UK)

Actinomycin IV, Actinomycin C1, Dactinomycin

CeoHgsN12016; M.W:1255.5; CAS:[50-76-0]

Actinomycin D, niikleik asit sentezini inhibe eder (RNA) ve antineoplastik bir
antibiyotiktir. Ayn1 zamanda da bir apoptoz uyaricisidir. Anti kanser etkinlige sahip oldugu
gosterilmis ilk antibiyotik idi. Fakat normalde anti kanser etkinligi icin kullanilir, son
derecede zehirlidir, genetik materyale hasar verir. Genelde hiicre biyolojisinde arastirma araci
olarak kullanilir. Actinomycin-D, Dactinomycin adi ile ticarette bulunmaktadir. DNA
ciftlerine baglanir, boylece replikasyon ve transkripsiyon i¢inde yer alan enzimlerin
etkinligini engeller. Actinomycin-D, sagaltimda yillardir kullanilmis durumda olan eski
kemotrapotik ilaglardan biridir. Damar i¢i kullanilan seffaf, sar1 bir stvidir ve cesitli

kanserlerin sagaltiminda ¢ok sik kullanilmaktadir.

Camptothecin (Alexis Biochemicals cat no: 850-235-KI01, QBIOGENE-Alexis Ldt,
Nottingham, UK)

Ca0Hi16N204; M.W. 348.4; CAS 7689-03—4

Topoizomeraz —-DNA kompleksine kovalan baglanarak ve onu engelleyerek islev goren bir
cekirdek topoizomeraz I inhibitoriidiir. Camptothecin, DNA’ ya hasar veren bir anti kanser

ilactir, hiicrenin parcalanmasina neden olur. Topoizomeraz I’ in etkinligine engel olur.

Cycloheximide (Alexis Biochemicals cat no: 850-235-KI01, QBIOGENE-Alexis Ldt,
Nottingham, UK)

-{(2R)-2-[(15,3S,5S)-3,5-dimethyl-2-oxocyclohexyl]-2-hydroxyethyl } piperidine—2,6-dione
CisH23NO4; M.W.281.3;CAS[66-81-9]

Cycloheximide, prokaryotlarda degil ama Okaryotlarda protein sentezininin inhibitorii olarak
islev goren bir proteindir. Birincil olarak dogal tipteki CAN1, CYH2 ve LYS2 genlerinin
seciminde kullanilmaktadir. Okaryotik hiicrelerdeki protein sentezinin inhibisyonunda
kullanilir, 60S ribozomu iizerindeki peptidil transferaz ile etkilesime girerek translasyonel

elongasyonu engelleyerek etkisini gosterir.



Dexamethasone (Alexis Biochemicals cat no: 850-235-KI01, QBIOGENE-Alexis Ldt,
Nottingham, UK)
9-fluoro—11p,17,2 1-trihydroxy-16a-methylpregna—1,4-diene-3,20-dione
CH2FOs; MW 392.464; CAS 50-02-2

Dexamethasone, hormonlarin glukokortikoid sinifinin sentetik bir {iyesidir. Anti
inflamatuvar ve immiinosupresan olarak iglev goriir. Dexamethasone, olasilikla hiicre igi

glukokortikoit alicisini etkinlestirerek ve baglayarak apoptozu uyarir.

Staurosporine (Sigma-Aldrich Co. cat no: S5921, Deisenhofen, Germany)
CasHy6N4O3; MW 466.5; CAS 62996-74-1

Tirozin kinaz dahil olmak iizere bircok diger kinazin ve protein kinaz C’ nin
inhibitoriidiir. DNA’ dan forfodiester baglarin etkin tirozin bdolgesine taginmasim

engelleyerek, topoizomeraz II” yi inhibe eder. CHO hiicrelerinde 1 uM’ da apoptozu uyarir.

Islem Basamaklar

Noroblastoma hiicre dizilerinde, sagaltim modellerinin deneysel tasariminda; Tiirk
Pediatrik Onkoloji Grubu’ nun “No6roblastoma Sagaltim Protokolii” (TPOG-NBL 2003;
Koordinatorler, Dr. Nur Olgun, dr. Savas Kansoy, Dr. Serap Aksoylar, Dr. Kamer Uysal)
temel alinarak in vitro ortama uyarlandi. Bu amacla; Vincrisrine (VCR) [30.00-0.23 nM],
Etoposide (ETOP) [17.2-0.13 uM], Cisplatin (CIS) [160-1.25 uM], Doxorubicin (DOXO)
[6.00-0.125nM], Carboplatin (CARBO) [16.00-0.125 nM]; konsantrasyon araliklarinda, sekiz
farkli konsantrasyonda uygulandi. Her deney ortaminda tiim yogunluklar en az iicer kez

yinelendi. Her bir yogunluk icin en az ii¢ farkli deney ortaminda testler yinelendi.

TPOG-NBL 2003 protokoliinde yer alan, Vincristine ve Doxorubicin ((VCR) [30.00-
0.23 nM] ve DOXO) [ 3.50-0.03 nM]) ; Cisplatine ve Etoposide ((CDDP) [ 160-1.25 uM] ve
(ETOP) [17.2 — 0.13 uM] ); Carboplatin ve Etoposide ((CARBO) [16.00-0.125 nM] ve
(ETOP) [17.2 — 0.13 uM)) birlikte kullanild1 (Blok tanimlar i¢in bkz. Ek.4). Konsantrasyon
araliklarinda, sekiz farkli yogunlukta uygulandi. Her deney ortaminda tiim yogunluklar en az

ticer kez yinelendi. Her bir yogunluk icin en az ii¢ farkli deney ortaminda testler yinelendi.



Apoptozu farklit mekanizmalarla uyardig: bilinen kimyasallardan; Actinomycin D [100-
0.05uM], Camptothecin [ 20- 0.03 pM], Cycloheximide [ 1.00mM- 0.4pM], Dexamethasone
[100-0.05 upM], Etoposide[ 400-0.2 pM]; yogunluk araliklarinda, sekiz farkh
konsantrasyonda uygulandi. Her deney ortaminda tiim yogunluklar en az ticer kez yinelendi.

Her bir yogunluk i¢in en az ii¢ farkl1 deney ortaminda testler yinelendi.

Serviks karsinomu ve larinks epidermoid karsinomu hiicre dizilerinde, sagaltim
modellerinin deneysel tasariminda, apoptotik sagaltim modellerinin in vitro Ornegi olan
Staurosporin (SS) [3.00- 0.02uM]; yogunluk araliklarinda, sekiz farkli yogunluklarda
uygulandi. Her deney ortaminda tiim yogunluklar en az iicer kez yinelendi. Her bir yogunluk

icin en az ii¢ farkli deney ortaminda testler yinelendi.

GUCLUK VE SINIRLAMALAR

Kemoterapotikler ve kimyasal maddeler, uygulama yogunluklarina getirilirken
dilusyonlarin hata kaynagi oldugu unutulmamalidir. Bu nedenle deneylerde kullanilan
yogunluklar icin ortak bir stok soluyon yogunlugu secilerek aym kaynaktan diluyonlar
yapilmalidir. Stoklar -80°C de saklanmalidir.
Adriamicin iceren deneyler, 1siktan Cisplatin icerenler 151k ve metalden, Etoposid icerenler,

1siktan korunmalidir [93, 94, 95, 96, 97].

TPOG-NBL 2003 protokoliinde olan ve blok rejimlerinde yer alan, ifosfamide ve
cyclofosfamide karacigerde metabolize edildikten sonra etkin olan ilaglar oldugu i¢in, in vitro
sagaltim modelinde uygulanabilmeleri, etkin ila¢ molekiiliiniin bulunabilmesi ya da karaciger
hiicreleri veya p450 mikrozomlar1 ile kokiiltiiriine gerek duyulan uygulamalar olmustur.
Ancak laboratuvar sartlartmiz ve etkin ilag molekiilii arayislarimiz sonu¢ vermedigi icin

calisilamamastir.
Kaspaz Baskilanmasimin Deneysel Tasarimi
GIRIS

Kaspazlar bir gurup sistein proteazdir. Bu enzimlerin diger protezlardan farkli olarak bir

ozellikleri vardir: diger proteinleri bir aspartik asit artig1 birakarak yikan bir sistein



artigidirlar. Kaspaz adi, 6zelliklerini veren bir molekiiler islevden kaynaklanir: sistein —
aspartik — asit — proteaz (cysteine-aspartic-acid-protease). Kaspazlar, erigkin yasaminin
gelisimi ve bir¢cok diger islevinde programlanmisg hiicre 6liimlerinin bir sekli olan apoptoz icin

hiicrelerde temel bir gereksinimdir.

Iki tip kaspaz vardir: baslatici kaspaz (kaspaz -8, -9 gibi) ve etkileyici kaspazlar
(kaspaz—3 ve -7 gibi). Baslatic1 kaspazlar, etkileyici kaspazlarin etkin olmayan proformlarini
yikarlar, boylece onlarn etkin hale getirirler; buna karsilik da etkileyici kaspazlar hiicre
icindeki diger protein substratlarim1 yikarak apoptotik siirece neden olurlar. Bu zincirleme
tepkimenin baslangic1 kaspaz baskilayicilar ile diizenlenmektedir. Bugiine kadar insanlarda

11 kaspaz tanimlanmugtir.

Kaspazlar post translasyonel diizeyde diizenlenmektedir, boylece hizla etkin hale
gelebilmektedirler. Once etkin olmayan bir “prodomain”, kiiciik bir alt birim ve bir de biiyiik
alt birim tasiyan prokaspazlar olarak sentezlenirler. Baslatict kaspazlarin prodomaini,
etkileyici kaspazlardan daha uzundur. Baglatict kaspazlarin prodomainleri bir “CARD”
domaini gibi (kaspaz-2, -9 gibi) gibi veya bir oliimii etkileyen domain (Death Effector
Domain=DED) (kaspaz -8, 10 gibi) igerir, boylece de diger molekiiller ile etkilesime girip
onlarin etkinlesmesini diizenlerler. Bu molekiiller, etkileyici kaspazlarin etkinlesmesini
saglayabilecek sekilde onlarin kendi kendilerine etkin hale gelmesini saglayan baslatici

kaspazlarin bir araya gelmesine neden olan uyarilara yanit verir.

Kaspaz zinciri kaspaz -3 ve -7’ yi etkin hale getirdigi bilinen T lenfositleri tarafindan
salinan Granzim B ile; kapsaz -8 ve -10’ u etkin hale getiren 6liim alicilar1 (FAS, TRAIL ve
TNF gibi) ile; sitokrom c ve kaspaz-9’ u etkin hale getiren Bcl-2 ailesi ile diizenlenen
apoptozom ile etkin hale gelebilir. Bu zincir bir kez basladi mi, pozitif bir geri bildirim
hiicrenin geri doniigsiiz bir sekilde apoptoza gitmesini saglar, Ornegin apoptozom ile
etkinlestirilen kaspaz-9 kaspaz-3’ i etkinlestirir ve yikar, bu kaspaz-3 hem kendi hedef
proteinlerini yikar hem de daha fazla kaspaz-9’ u yikar, boylece daha fazla kaspaz-3 etkin

hale getirilir...

Kaspazlarin bazi son hedefleri i¢inde niikleer laminler, ICAD/DFF45, poli (ADP)riboz
polimeraz (PARP) ve PAK2 vardir. Bircok kaspaz substratinin yikiminin tam olarak dagilima,

apoptozun biyokimyasi ve morfolojisini karmagsik hale getirir. Ancak ICAD/DFF45’ in islevi



CAD (Caspase Activated DNase) enzimini yeniden etkin hale getirmektir. [CAD/DFF45 * in
bir kaspaz ile yikilmasi ve etkinliginin ortadan kalkmasi, CAD’ nin apoptotik hiicrelerde
goriinen “DNA merdiveni” ne neden olacak sekilde ¢ekirdege girerek DNA’ y1 pargalamasina

neden olur

Kaspaz inhibitorleri, normal hiicrelerde oldugu gibi, bazi tiimor hiicre hatlarinda
apoptozun uyarilmasin inhibe edebilir. Flurometil keton (FMK)  den tiiretilen peptitler
herhangi bir ek zehirleyici etki gostermeden, apoptozu inhibe edebilir. N —terminus ve O-
metil u¢ zincirlerindeki bir benzilkarbonil gurubu ile (BOC veya Z olarak da bilinir)
sentezlenen inhibitorler artmis hiicresel gecirgenlik gosterirler, boylece in vivo hayvan
calismalarinda oldugu kadar, in vitro hiicre kiiltir calismalarinda da kullanimlarim

kolaylastiririlar.
Gereg ve Islem Basamaklar:

R&D System, Germany, Cat no: FMKSPO1; Biovision Research Products, California,
USA Cat no: K220-12-25; Chemicon International, Inc. California, USA cat no: APT135

Kaspaz etkinliginin geri doniissiiz baskilayicilari, son yogunluklar1 50nM den 100uM’ a
olmak iizere apoptozu baskilamak iizere doku kiiltiirlerinde kullanilirlar. Baskilayicilar son

derecede saf (ACS grade) DMSO kullanilarak hazirlanmalidir.

Stok c¢ozelti PBS+%1 “ lik BSA veya %5-10 fotal bovin eklenmis doku kiiltiir ortami

gibi protein igeren bir tampon ile sulandirilmalidir.

Kaspaza bagimli apoptozu inhibe etmek icin kaspaz inhibitdr peptitler; Caspase—1
Inhibitor, Z-YVAD-FMK; Caspase—2 Inhibitor, Z-VDVAD-FMK; Caspase—3 Inhibitor, Z-
DEVD-FMK; Caspase—4 Inhibitor, Z-LEVD-FMK; Caspase-5 Inhibitor, Z-WEHD-FMK;
Caspase—6 Inhibitor, Z-VEID-FMK; Caspase—8 Inhibitor, Z-IETD-FMK; Caspase-9
Inhibitor, Z-LEHD-FMK; Caspase—10 Inhibitor, Z-AEVD-FMK; Caspase—13 Inhibitor, Z-
LEED-FMK; Caspase-Family Inhibitor, Z-VAD-FMK; FMK Negatif Kontrol, Z-FA-FMK

kullanilmaktadir.

MDBK, Hep-2, Kelly, SHSYS5Y hiicreleri 10 hiicre /mL yogunlukta 24 gozlii plaklara

dagitilmistir. Virus veya cesitli kimyasallar uygulanmadan once, hiicrelere 2 saat son



yogunluklar1 her mL i¢cin 50 uM olacak sekilde kaspaz inhibitorleri uygulanmistir. Kiiltiirler
37°C’ de % 5 CO2’ de 24 saat tutulmustur. Bu islemden sonra DNA — baglayan bir boya olan

Hoechst 33342 veya sitotoksik deneyler hiicrelere uygulanmistir.
GUCLUKLER ve SINIRLILIKLAR

DMSO i¢inde ¢oziinen peptidlerde, son yogunluk %1 ‘i gecerse DMSO’nun toksik
etkisi, caspase inhibitorlerin etkisini maskeler. Her deney grubunda DMSO kontrolii
calisilmasi onerilir. Tiim kimyasal ve kemoterapotiklerin etkisinden 2 saat once, baskilayici

peptidler uygulanmalidir [98].
Sitotoksisiteyi Olcen Yontemler
MTT DENEYI

GIRIS

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromid (MTT), Mosmann tarafindan
yasama yetenegi deneyleri icin sunuldu. Cok gozlii bir spektrofotometrik plak okuyucusu ile
MTT, yar1 otomatik yasama yetenegi deneylerinde kullanilabilir. MTT deneyi hiicrenin
yasamini ve ¢ogalmasini gosteren, canli hiicrelerin soluk sar1 substrati (bir tetrazolyum tuzu)
kullanma ve daha sonra da mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz ile lacivert bir formazan
iriiniine degistirme yetenegine dayanan, niceliksel kolorimetrik bir deneydir. Tetrazolyum
halkas1 etkin mitokondriya i¢inde kirilmaktadir, boylece tepkime canli hiicrelerde olur ve
olusan sinyal hiicrelerin etkinlesme derecesine bagli olarak ortaya c¢ikar. Bu deneyin ana

avantaj1 hiz1 ve herhangi bir radyoizotopun olmayisidir.
Gereg ve Islem Basamaklar:
Diiztabanli 96 gozlii doku kiiltiir plag: (Greiner).

MikroELISA okuyucu (Microplate Manager 4. 0 Bio-Rad Laboratories, Inc. Organon Teknika
reader 230S version 1.23)

Cok kanalli pipet (Eppendorf)



Minicalkalayici, IKA-Works, Inc, USA MS1 model.

MTT stok ¢ozelti: MTT Smg/ ml in PBS pH 7. 4. Renk olusma c¢ozeltisi; 0.04 N HCI’ li
izopropanol Chemicon International (Cat no: CT01) California, USA.

Hiicreleri 96 gozlii mikrotitre plaklarinda iiretilir (tipik olarak 200 ul icinde 10°cells )

Oliim uyaricilar1 ile uygun siire bekledikten sonra, 10 ul stok MTT ¢ozeltisi her goze konur
(Hiicre sayisina bagh olarak 7 ul MTT/ 50 pl izopropanol veya 50ul MTT/ 300 pl

izopropanol kullanilabilir).

Plak, 37°C’ de 4 saate kadar tutulur. Siirenin sonunda canli hiicrelerin oldugu gozlerde

tabaninda MTT formazani siyah, donuk kristaller halinde goriiliir.
Medyum dikkatle disar1 alinir, her gbze izopranolol i¢indeki100 ul 0.04 N HCI konulur.

Oda sicakliginda biitiin kristallerin ¢oziildiigiinden emin olmak {iizere, 5 dakika bekledikten
sonra, Olciim dalga boyu 570 nm ve referans dalga boyu 630 nm olmak iizere bir ELISA

okuyucusunda 6l¢iim yapilir.
GUCLUKLER ve SINIRLILIKLAR

Yontem hiicre sayisi ile yakin iliskilidir. Bu nedenle yontem her hiicre ve laboratuvar
icin en uygun hale getirilmelidir. Cok sayida hiicre, testi kolorimetrik testin degerlendirme
sinirlar1 disina ¢ikartir. Formazan olusum siiresi kisa tutularak ya da hiicre sayis1 azaltilarak

¢Oziim bulunabilir.

MTT ile olusan formazan, zor ¢oziiniir. Okuma 6ncesi mikroskop altinda ¢oziinme
kontrol edilmelidir. Gerekirse, SDS ya da izopropanol ile oda 1sisinda ve karanlikta, gece

boyu inkubasyonda tutulabilir [99].



XTT DENEYI
GIRIS

Birgok hiicre biyolojisi caligmasinda hiicresel ¢ogalmanin, canliligin ve etkinlesmenin
degerlendirilmesi, ©6nemli alanlardir. Duyarli, niceliksel, giivenilir, otomatiklestirilmis
yontemlere olan ihtiyag, standart testlerin gelistirilmesine yol agmistir. Tetrazolyum tuzlar 3-
(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromid (MTT) ve (sodyum 3’-[1-
(fenilaminokarbonil)-3,4-tetrazolyum]-bis (4-metoksi—6-nitro) benzen sulfonik asit hidrat)
(XTT) canh hiicreleri 6zellikle niceliksel olarak calismak i¢in ¢ok uygun testlerdir. Her iki
test de, MTT ve XTT, yalmzca metabolik olarak etkin hiicrelerin olusturdugu formazan
boyasi esasina gore calisir. Radyoaktif olmayan, XTT  yi kullananan kolorimetrik deney
sistemi ilk kez Scudiero, P.A. ve ark. tarafindan bildirilmistir ve daha sonraki yillarda baska
arastirmacilar tarafindan da gelistirilmistir. Deney, radyoaktif izotoplar1 kullanmadan, hiicre
tiremesinin ve canhiliginin spektrofotometrik olarak niceliginin degerlendirilmesidir. XTT —
deneyi ayn1 zamanda, [51Cr] — salinma hiicre zehirlenmesi deneyinin de, radyoaktif olmayan

alternatifidir.
Gereg ve Islem Basamaklar
Diiztabanli 96 gozlii doku kiiltiir plag: (Greiner)

MikroELISA okuyucu (Microplate Manager 4. 0 Bio-Rad Laboratories, Inc. Organon Teknika
reader 230S version 1.23)

Cok kanalli pipet (Eppendorf)
Minicalkalayici, IKA -Works, Inc, USA MS1 model.

XTT hiicre tireme kiti II (( sodyum 3’-[1-(fenilaminokarbonil)-3,4-tetrazolyum]-bis (4-
metoksi—6-nitro) benzen sulfonik asit hidrat) isaretleme ayraci, RPMI 1640 i¢inde (Img/ml
fenol kirmizisiz, steril) ve PMS ( N-metil dibenzopyrazin metil sulfat), fosfatla tamponlanmis

tuzlu su, elektron-¢iftleme ayraci, steril (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).



Mikrotitre plagma 1X10* hiicre /géz olmak iizere hiicreler hazirlanir ve 100 pl cesitli
zehirli etken igeren kiiltiir medyumu konur. Hiicre kiiltiirleri 37°C ve % CO2’ de 24 ila 48
tutulurlar. XTT isaretleme karistmindan 50ul eklenir ve 18 saat 37°C ve % 5 CO2’ de tutulur.

Spektrofotometrik optik yogunluk daha 6nce tanimlandig: gibi olg¢iiliir
GUCLUKLER ve SINIRLILIKLAR

Yontem hiicre sayisi ile yakin iliskilidir. Bu nedenle yontem her hiicre ve laboratuvar
icin optimize edilmelidir. Cok sayida hiicre, testi kolorimetrik testin degerlendirme sinirlari
digina cikartir. Formazan olusum siiresi kisa tutularak ya da hiicre sayis1 azaltilarak ¢oziim

bulunabilir. Olusan formazan, MTT formazana gore kolaylikla ¢oziiniir

Hiicre Oliimiinii Degerlendiren Yontemler
Hoechst 33342 / Propidyum iyodid cekirdek boyamast ve floresan mikroskobu kullanarak

apoptoz ve hiicre oliimiiniin morfolojik degerlendirmesi

GIRIS

Hiicre oliimiiniin degerlendirilmesi ve niceliksel durumunun ortaya konmasi, klasik
morfolojik olciitler ve bunlarla birlikte islevsel yasamsal boyalar kullanilmasi temelinde
gercgeklestirilir. Hoechst 33342 (bisbenzimide H 33342, Sigma), cift sarmallit DNA’ nin AT’
den zengin bolgelerine 6zgii bir boyadir. Bu yontem, canli, 6lii ve apoptotic hiicrelerin hiicre
zarlarinin iki DNA boyasi; propidyum iyodid (Sigma) ve Hoechst 33342’ e gecirgenliklerinin
arasindaki farkliliklara dayanir. Olii hiicreler her iki boyaya da gecirgendir, canli hiicreler her
iki boyay1 disar1 pompalar ve apoptotic hiicreler propidyumu disar1 atabilirken, Hoechst

boyasini atamaz. Bu yontem, zamana dayalidir.
Gereg ve Islem Basamaklar:
Cozelti: Hoechst 33342 stok ¢ozeltisi: 1 mg /ml DMSO

Hoechst 33342 calisma cozeltisi: 2 mL PBS icinde 10ul stok ¢ozeltisi (5 pg/ml PBS veya

medyum i¢inde)

Propidyum iyodid stok ¢ozeltisi: 1mg /ml PBS



Propidyum calisma ¢o6zeltisi: 2 mL PBS iginde 100 pl stok ¢ozeltisi (50 pg/ml PBS veya

medyum icinde)
Metanol / aseton (1:1, v/v) (Sigma)
Olympus BHZ, RFCA Mikroskop (Japan)

Hiicreler oda sicakliginda 20 dakikada PBS icindeki % 1-3’ liikk formaldehidde tespit
edilir. Tespit ¢ozeltisi c¢ekilir, soguk % 100 metanol eklenir, 20 dakika oda sicakliginda
birakilir. Metanol cekilir, PBS ile 3 kez yikanir. Hiicreler 37°C’ de 15 dakika Hoechst 33342
boyasinda tutulur (5 pg/mL PBS). Uc kez PBS ile yikanir. Propidium iodide (50pg/mL PBS)
eklenir. Hiicreler Olympus BHZ, fliioresan 151k kaynagi eklenmis, eksitasyon dalga boyu 330
nm ve engel filtresi 420 nm olan RFCA mikroskopu (Japan) ile degerlendirilir (Shacter et al.,
2000). Aym preparattaki hiicrelerin en az 200’ i sayilir. Deneyler 3 kez yinelenir ve
asagidaki Olciitlere gore siniflandirilir: Canli hiicreler; normal ¢ekirdek, mavi / yesil organize
yapida soluk kromatinlidir. Apoptotik hiicreler; (erken apoptotik hiicreler), ¢cekirdek icindeki
kromatin yogunlagmasinmin varligi ile ve bozulmamis ¢ekirdek sinirlan ile ¢ok yogunlagmis
sinirda kalan parlak mavi kromatin ile tamimlanabilir; (ge¢ apoptotik hiicreler) bozulmamig
sitoplazmik zar i¢cinde daha kiigiik cekirdek cisimlerine g¢ekirdegin parcalanmasi goriiliir,
kirmiziya boyanmaz (Propidium iodide almaz).Nekrotik hiicreler; (erken nekrotik hiicreler)
tamamen bozulmamis cekirdek ve diiz normal bir yapida ve biiyiimiis kirmizi ¢ekirdek ve
hasarlanmig sitoplazmik zarin varligi ile tamimlanabilir, (ge¢ nekrotik hiicreler) daha az
oranda biitiin halde kalmis cekirdegin goriildiigii hasar gormiis sitoplazmik zar ve diizgiin
normal bir yapisi olan kirmizi biiyiimiis haldeki cekirdek ile tamimlanabilir ve sitoplazma
kayb1 ve hasar gormiis / bozulmus c¢ekirdek zart ve parlak, kirmizi boyanmis, biraz

yogunlasmis cekirdek olarak da goriilebilir.
GUCLUKLER ve SINIRLILIKLAR

Yontemde mikroskopi basamaginin hemen gerceklestirilmesi onemlidir. Morfolojik
degerlendirmeyi de kapsar. Bu nedenle ¢ok erken donem apoptozu bir baska yontemle birlikte

degerlendirmek yararl olacaktir [100,101, 102, 103, 104].



“in situ TdT-mediated dUTP nick end labeling technique” teknigine dayanarak, tek bir
hiicre diizeyinde apoptozun sayumasi ve floresan mikroskop ile immiinohistokimyasal

olarak degerlendirilmesi
GIRIS

Hiicre oliimiiniin iki farkli hali olan apoptoz ve nekroz, Olen hiicrelerin molekiiler,
biyokimyasal ve morfolojik degisiklerine dayanarak biribinden ayrilabilir. Programlanmis
hiicre o6limii veya apoptoz, Okaryotik hiicre Oliimiiniin en sik rastlanan seklidir. Bu,

homeostazi koruyan bir fizyolojik intihar mekanizmasidir.

Hiicre 6liimii homeostaz i¢indeki normal doku dongiisiinde olur. Genelde, apoptoza
giden hiicreler, plazma zarmin hizli bozulmasi ve c¢ekirdegin parcalanmasi da dahil olmak
tizere, cekirdek ve sitoplazmada belirgin 6rnek olusturacak sekilde yapisal degisiklikler
gosterirler. Cekirdegin gociisii, kromatinin agir hasar1 ve kalsiyuama bagli endojen
niikleazlarin etkin hale gelmesinden sonra DNA’ nin oligoniikleozomal uzunlukta DNA
parcalaria ayrilmasi ile iliskilidir. Ancak ¢ok nadir istisnalarda, apoptozun oligoniikleozomal

DNA yikimi ile birlikte gitmedigi gosterilmistir.

Apoptotik hiicreleri tanimak i¢in bir¢ok yontem tanimlanmistir. Cekirdek DNA’ siin
oligoniikleozom boyutunda parcalanmasi ile sonuclanan endoniikleolizis, apoptozun dnemli
biyokimyasal olgusu olarak kabul edilir. Boylece bu olgu siklikla, elektroforez sirasinda
agaroz jeller iizerinde tipik “DNA merdiveni” ile degerlendirilmesi i¢in kullanilir. Ancak bu
yontem tek tek hiicrelerdeki apoptozu veya apoptozun histolojik yerlesimini veya hiicre

farklilagsmasindaki iliskisi ile ilgili bilgi saglamaz.

Bu, apoptoz ile uyarilmis DNA dizi kirilmasinin enzimatik in situ isaretlenmesi ile
yapilir. “Terminal deoksiniikleotidil transferaz” (TdT) yaninda DNA polimeraz, kirilan DNA
dizilerine isaretli niikleotidlerin in situ yerlestirilmesinde kullanilmis durumdadir. ISEL (in
situ end labeling) veya TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labeling) olarak da tanimlanan
TdT kullanarak sonuna takma tepkimesi, DNA polimeraz kullanarak in situ son translasyona

(in situ nick translation=ISNT) gore bir¢ok avantaja sahiptir:



Duyarlilign arttiracak sekilde, apoptotic hiicrelerin isaretleme yogunlugu “ISNT” ye
oranla “TUNEL” de daha yiiksektir. Niikleotide eklenme kinetigi, “ISNT’ ye oranla
“TUNEL” da ¢ok hizlidir. “TUNEL”, nekroza oranla apoptozu daha iyi boyar, boylece
apoptozu nekrozdan ve antitimor ilaglar veya radyasyon sonucu olusan birincil DNA

kirilmalarindan ayirr.
Gereg ve Islem Basamaklar:

Yikama tamponu: fosfatla tamponlanmaig tuzlu su (PBS), durdurma ¢ozeltisi: Metanolde
% 3 H,0,, tespit ¢olzeltisi: PBS’ te % 4 paraformaldehit, pH 7.4, taze hazirlanmais,
gecirgenlestirme ¢ozeltisi: % 0.1 sodyum sitrat i¢inde % 0.1 Triton X—100, taze hazirlanmas,
DNAse I, grade I (Roche Applied Science, cat No: 104 132), In situ cell death detection Kit,
AP (Roche Applied Science, Cat. No: 1 684 809), nemlendirilmis ortamda (portatif inkiibator,
Cat No. XX63 000 000 Milipore Corporation Bredford, Massachusetts, USA), Lamel
(NUNC); Olympus BHZ, RFCA microscope (Japan).
1. 15-25°C’ de 1 saat taze hazirlanmus tespit ¢ozltisi ile hiicreleri tespit et ve kurut,
2. Lami1 PBS ile durula,
3 Buz iizerinde gecirgenlestirme c¢ozeltisi ile 2 dakika beklet,
4. Lami1 PBS ile iki kez durula,.
5 Ornek cevresindeki alan1 kurut,.
6 Ornegin, negatif kontroliin ve pozitif kontroliin iizerine 50ul “TUNEL” tepkime
karisimi ekle,
7. Kapag kapat ve 37°C’ de 60 dakika nemlendirilmis, karanlik ortamda beklet,
8. Lami 3 kez PBS ile durula,
9.  Eksitasyon dalga boyu 450-500 nm ve tarama dalga boyu 515-565 nm olmak iizere

floresan mikroskopunda incele.
GUCLUKLER ve SINIRLILIKLAR

Alanin 1giktan mutlak korunmasi gereklidir [105].



“Annexin V” isaretlemesi kullamlarak tek bir hiicre diizeyinde apoptozun

degerlendirilmesi, sayilmast ve nekrozdan ayrumlanmast

GIRIS
Apoptozun erken doneminde degisiklikler hiicrenin yiizeyinde olusur. Plazma zarindaki

degisikliklerdinden biri, plazma zarinin i¢ bolimiinden disina fosfatidilserinin (FS)
translokasyonudur. Boylece FS, hiicrenin dis yilizeyinde sergilenir hale gelir. “Annexin V”,
Ca®™ ° ya bagiml bir fosfolipit — baglayan protein olup, FS’ ye kars1 yiiksek ilgi gosterir.
Boylece bu protein, FS’ nin hiicre yiizeyindeki varligin1 gostermekte duyarli bir prop olarak
kullanilir, ancak doku yiizeyindeki varligin1 gosteremez.. Nekrotik hiicreler zarlarinin
biitiinligliniiniin bozulmasina bagh olarak FS sunduklan igin, apoptotik hiicrelerden bu
sekilde ayrilabilirler. Bdylece bir DNA boyasi olan “Annexiv V” ile pozitif olarak boyanan

nekrotik hiicreler digerlerinden ayrilabilirler.
Gereg ve Islem Basamaklar

Annexin-V-Fluorescein, Propidiyum iyodid, HEPES tamponu (Roche Diagnostics
GmbH, Germany Cat. No. 1 858 777), PBS, 8 gtz odacikli lam (Nalge Nunc International,
Corp. USA Cat. No. 177445), CO2 inkiibatér (Forma Scientific Model 3194, Thermo
Electron Corporation Steri-Cycle, USA), Nemlendirilmis ortam (portatif inkiibatdrMilipore
Corporation Bredford, Massachusetts, USA, Cat No. XX63 000 000), Lamel (NUNC),
Mikroskop Olympus BHZ, RFCA (Japan).

1. Odacikli lamlarda iireyen hiicrelerin kapaklarini ¢ikarin,

2. Ortami1 uzaklastirin ve lamlar1 Annexin-V-FLUOS isaretleme ¢ozeltisi ile ortiin (20
pL. Annexin V Fluos, 20 pLpropidiyum iyodid, 1 ml HEPES) (100pLl/odacik).

3. Lamlarin {izerine lamelleri koyun ve 15-25°C * de 10-15 dakika bekletin,

4. Floresan mikroskop ile degerlendirin (Eksitasyon dalga boyu 450-500 nm ve tarama

dalga boyu 515-565 nm).
GUCLUKLER ve SINIRLILIKLAR

Alanin igiktan mutlak korunmasi gereklidir [106, 107].



Nitrit Olciimii

GIRIS

Griess ayracinin varligim gosterebildigi tek nitriti iireten nitrik oksit sentaz (NOS),
uyarilabilir (inducible) nitrik oksit sentazdir (iNOS). Ciinkii iNOS-/- ¢ da hic bir nitrit
saptanamamistir (Carl Nathan, kisisel iletisim sonucunda). Nitrit, nitrik oksidin (NO) hizli
oksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikar. Nitrit caligmak i¢cin daha 6nce yayinlanmis bir

calismadan yararlanilmistir [108].
Gereg ve Islem Basamaklar:

Naftiletilen - diamin dihidroklorit, o —fosforik asit i¢inde sulfanilamid, sodyum nitrit
(Sigma Chemical Co. St Louis, MO, USA) . Mikrotitre plagi (Maxisorb Immunoplate,
NUNC). Spektrofotometrik okuyucu (Reader Model 230S; Organon Technica, Microwell
System, Holland).

Degerlendirme yapilacak 6rneklerden alinan 100 pL, esit miktarda 100 pL Griess Ayiraci
(A: naftiletilen- diamin dihidroklorit, % 0. 1, 5 mM; B:o—fosforik asit icinde sulfanilamid, %
1, 5 mM) karisimu ile 96 gozlii mikrotitre plaginda karistirilir (Maxisorb Immunoplate,
NUNC). Oda sicakliginda 10 dakika bekledikten sonra, 540 nm dalga boyunda, mikrotitre
plak okuyucuda 6rnekler okutulur (Reader Model 230S; Organon Technica, Microwell
System, Holland). Her ¢alismada sodyum nitritin 2 kat sulandirimlar standart egri igin

yiiriitiiliir (0—128 uM).

Istatistik Analiz

Nitrik oksit degerlendirmeleri, apoptoz —nekroz deneyleri ii¢ gbzde ve ii¢ ayr1 deneyde
yinelenir. iki deney gurubu arasindaki karsilastirmalar iki-yonlii ¢ -test ile yapilir. P< 0.05
anlamli kabul edilir. Farkli deneylerdeki, farkli hiicre kiiltiirlerinden elde edilen sonuglar

ortalama + Standart Deviyasyon olarak ifade edilir.



BULGULAR

HelLa Hiicrelerinin Doza Bagli Degisen Yasayabilirligi

L-arginine (L-arg)’in hiicre 6liimii izerine anlamli etkisi 0. 5 mM yogunlugundan sonra
baslar ve doza bagh olarak artar. Hydrogen peroxide (H,0O,), yalniz kullanildiginda, hiicre
Olimii iizerine anlamh etkisi 0. 004 mM yogunlugunda baslar, doza bagimli olarak artar. L-
Arg, sabit yogunlugu 0. 01mM olan H,O, ile birlikte kullanildiginda hiicre 6limii lizerine
sinerjik etki gosterirler ve anlamli etki 0. 01 mM yogunlukta baslar. NO yanitlar1 L-NAME ile
inhibe edilen gurupta hiicresel 6lim, yalnizca temel besleyici ortamda yasatilan kontrol
hiicreleri ile ayn1 oranlardadir. Staurosporine (SS) ile olusturulan sagaltim gurubunda hiicresel

Oliimiin anlaml olarak etkilendigi yogunluk, 0. 04 uM olarak saptanmistir ( Sekil 1).
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Sekil 1. Sagaltim ve mikrocevre etmenlerinin doz-yamtlari. Sagaltim ve mikrocevre
etmenlerinin HelLa hiicrelerinde gosterdikleri in vitro sitotoksik etkinin ol¢iilmesinde, 96
gozlii kiiltiir tabaklarinda bir yogunluk egim semasi olusturuldu. HeLa hiicreleri temel
besleyici ortam ile 1x10° hiicre ml™" olarak hazirlandi ve her goze 1x 10* hiicre g0z ! olarak
ekildi. Hiicreler etkenleri iceren besleyici ortamda 24 saat tutuldu. A) L-Arg doz yanitlar icin
2.00 - 0.02mM yogunluk aralig: kullanilmis ve es zamanh olarak H,O, (0.01mM) ile birlikte
kullanimimu kargilagtinlmistir. B) H,O, doz yanitlart i¢in 0. 50 - 0. 004 mM yogunluk aralig
kullanilmistir. C) Staurosporine doz yamitlart icin 3.00- 0.02 pM yogunluk aralig:
kullanilmistir. D) L-NAME doz yanitlar1 i¢in 0. 50 - 0. 004 mM yogunluk araligi
kullanilmistir ve kontrol hiicreleri % 5 temel besleyici ortamda tutulmustur. Hiicrelerin
yasayabilirligi yontemlerde tanimlanan MTT test ile Ol¢iilmiistir. MTT testi i¢in kullanilan
her deger bagimsiz ti¢ farkli deneyde ve en az ii¢ gozde yinelenerek elde edilmistir. Tiim
veriler, ortalama + Standart sapma olarak verilmis, kontrol hiicreleri ile karsilastirma icin

giiven araligl * p < .05 olarak secilmistir.



HelLa hiicrelerinde SS, L-Arg, H,O, ve L-NAME icin hiicresel proliferasyonu yaklagik
olarak % 100 (IC;¢p) durduran yogunluklar iceren bir sitotoksisite testi ile (MTT testi), doz-
yanit egrileri cizilmistir. HeLa hiicrelerinin yaklasik ICsy dozlan SS, L-arg, H,O, ve L-NAME
icin swrasiyla, 1. 050 puM, 875 puM, 31 uM ve >500 pM olarak bulunmustur. Buna gore,
servikal karsinoma hiicrelerinde, mikrocevrede ROS bulunuyorsa, 28 kez daha diisiik

yogunlukta L-Arg kullanimu ile ayn1 sitotoksik etki elde edilebilmektedir (Tablo 1).

Tablo 1. Sagaltim ve mikrocevre bilesenlerinin HeLa hiicrelerinindeki 1Csy dozlari.
Etkenlerin yogunluguna kars1 yasayan hiicrelerin yiizdesi (% yasayan hiicre) olarak
grafiklenen her bir deger en az ii¢ 6l¢iim sonucunda tiiretilmistir. Kontrol hiicrelerine karsi,
hiicresel proliferasyonu % 50 durduran etken yogunlugu (uM) sitotoksik (ICsp) dozu olarak
kaydedilmistir.

Sagaltim ve mikrogevre bilesenlerinin HeLa hiicrelerinindeki ICsy dozlar

Etken Sitotoksik ICsy dozlar: (uM)
L-Arg 875
L-Arg
+H>0; (10uM) 30
H>0; 31
Staurosporine 1.05

LNAME >500




NO dondrii L-Arg araciligy ile olusan hiicre dliimiiniin dzellikleri

Canli hiicreler, Hoechst 33342 ve Propidium lodide (HOE/PI) ile boyandiklarinda,
cekirdekleri olagan, mavi/yesil soluk boya almis diizenli kromatin yapilar1 olan bir morfoloji
sergilerler (Sekil 2A). ki mM yogunlukta L-Arg ile 24 saat siiresince bekletilen HeLa
hiicrelerinde, morfolojik degisimler gozlenir ( Sekil 2C). Apoptotik siirecin erken evresindeki
hiicrelerin c¢ekirdek ve sitoplazma zarlar1 saglamdir. Ancak cekirdek icinde kromatin
yogunlagsmas1 gozlenir. Hiicreler 1 mM L-Arg ile birlikte apoptoz uyarict etkisi bilinen SS
(1uM) ile bekletildiginde morfolojik gostergeler apoptozun geg¢ evrelerini tanimlar (Sekil 2B).
Apoptozun gec¢ evresinde bulunan bu hiicreler, sitoplazmik bir zar ile cevrilmis kiigiik
cekirdeksel yapilar olarak tanmimlanan cekirdeksel parcalanmalar gosterirler. Buna karsin,
hiicreler; H,O, varliginda, ¢ok sayida bosluk iceren, soluk, canli hiicrelere karsin daha kii¢iik
bir sitoplazma; tamamen saglam bir cekirdek ile hasarli bir sitoplazma zan olarak belirgin

nekrotik hiicre morfolojisi sergilerler (Sekil 2D)

Sekil 2. HeLa hiicrelerinde goriilen morfolojik degisimler. (A) HelLa hiicreleri % 5
temel besleyici ortamda; (B) 1mM L-Arg ve 1uM SS; (C)2mM L-Arg ve (D) ImM H,0,
ortamlarinda 24 saat tutulan hiicreler sabitlenip Hoechst 33342 ve PI ile boyanmistir

(yontemlerde ayrintili olarak tanimlanmistir). Hiicre morfolojilerindeki 6zellikler; koseli ok



(A): normal yasayan hiicre; uzun ok (B): ge¢ evre apoptotik hiicre; yuvarlak ok (C): erken
evre apoptotik hiicre; ok basi (D): ge¢ evre nekrotik hiicre olarak tanmimlanmistir (X40

biiyiitme).

Nitrik Oksidin Neden Oldugu Apoptotik Hiicre Oliimii, H,O, Varliginda Nekrotik Hiicre

Oliimiine Degisir.

Yirmi dort saat siiresince 0. ImM H,0, ile olusturulan oksijen radikallerinden zengin
mikrogevre ortaminda tutulan HeLa hiicrelerinin % 99. 3 + 4. 1’ii 6lmektedir. Bu hiicrelerin
% 85 + 6. 9’u nekrotik yolla; % 14 + 2. 5’u apoptotik yolla 6lmektedir. NO donorii L-Arg ile
olusturulan mikrocevrede ayni siirede daha az hiicre 6lmekte; % 66 + 9. 2. Ancak bu
hiicrelerin, % 51 + 7. 3’ii apoptotik yolla, % 15 + 0. 8’i nekrotik yolla dlmektedir. Iki mM
NO donérii L-Arg ile olusturulan NO’ den zengin ortamda gozlenen bu 6liim yiizdesi, ortama
0. 01mM H,O; eklenerek peroksinitritten zengin bir mikrogevre olusturuldugunda, % 98. 3 +
1. 7’ye artar. Ustelik bu hiicrelerin % 69. 3 + 5. 7°i nekrotik yolla 6lmektedir (Sekil 3A).

Staurosporine’in apoptotik hiicre oliimii iizerine etkisi NO zengin mikro cevrede sinerjik

olarak artar.

HeLa hiicrelerinde kimyasal bir ajan olan staurosporine (SS) , apoptotik temelli bir
sagalim yaklagimina model olusturmak iizere kullanilmistir. Sagaltim modeli gurubunda
hiicrelerin % 69. 7 + 0. 5’1 6lmiis, bu oliimlerin % 59. 7+ 3. 9’1 apoptotik yolla, % 10 + 4. 0’
nekrotik yolla olmustur. Buna karsin NO zengin ortamda SS etkisi ile hiicrelerin % 90. 3 + 4.
5’1 6lmiis, bunlarin % 80. 0 + 7. 7’si apoptotik yolla olmustur. Staurosporinin neden oldugu
apoptotik hiicre 6liimii endojen kaynakli NO iretimi uyarildiginda, % 34 artmistir. SS ile
uyarilan apoptotik hiicre 6liimii, NOS inhibitorii L-NAME kullanilarak NO iiretimi

durduruldugunda ancak % 32 oraninda engellenebilmektedir.

L-NAME ile gozlenen hiicre oliimiinde, kontrol hiicrelerinden anlamli bir farklilik

gozlenmemistir (Sekil 3A)
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Sekil 3. Mikrocevrede yer alan serbest radikallerin staurosporine’in neden oldugu
apoptotik hiicre oliimii ve hiicre dis1 NO salinim iizerine etkileri. (A) Hiicreler, 2mM L-
arginine (L-Arg); 0.5mM L-NAME (LNM); 1uM staurosporine (SS); 0.ImM hydrogen
peroxide (H,0,); 2mM L-Arg ile es zamanh olarak 0.01mM H,0O,; 1uM SS ile es zamanh



olarak 0.5mM L-NAME; 1uM SS ile es zamanh olarak 2mM L-Arg iceren besleyici
ortamlarda, 37°C, 5% CO, kosullarinda, 24 saat tutulmus ve hiicre Oliimii Hoechst
33342/propidium iodide cekirdek boyamasi ile degerlendirilmistir. HeLa control hiicreleri
yalnizca %5 DMEM besleyici ortaminida tutulmustur. (B) Hiicre dis1 Nitrit birikimini 6lgmek
icin, sure sonunda ilgili guruplarin 100 pL besleyici ortamlart esit miktar Griess ayiraci ile

karistirilarak 6lciim yapilmustir. (9 hiicre dis1t NO yanitim gosterir). Test, li¢ bagimsiz deney

ortaminda, her biri dort yada sekiz kez yinelenerek gergeklestirilmistir. Veriler
ortalama+Standart sapma olarak verilmis ve karsilagtirmalar kontrole kars1 * p < .05 olarak

degerlendirilmistir.

Hiicre disi bolgede nitrik oksit yamitlarinda goriilen degisim, hiicrelerin nekrotik oliim

viizdeleri ile benzesir.

H,0, ile mikrogevre ortami, reaktif oksijen iriinleri (ROS) agisindan
zenginlestirildiginde, Hiicre liimleri agirlikli olarak (% 85 + 6. 9) nekrotik yolla olmaktadir.
Bu gurubun hiicre dis1 nitrit igerigi 106 + 0. 4 pM olarak saptanmig ve tiim guruplar igerisinde
nitrit icerigi yaninda nekrotik 6liim yiizdesi en yiiksek gurup olarak yer almistir. L-Arg ile
endojen NO sentezi uyarilmis ve es zamanli olarak H,O, uygulanan HeLa hiicrelerinde,
hiicre dist nitrit igerigi 103 + 0. 4 uM olarak saptanmistir. Nekrotik hiicre 6liimii H,O,
uygulanan guruptan daha disiik (% 69. 3 + 5. 7), ancak belirgin olarak baskin olan 6liim
seklidir. L-Arg ile uyarilmis hiicrelerde (5. 5 + 0. 08 uM), L-NAME (5. 45 + 0. 1 uM) ve
kontrol gurubuna (5. 8 + 0. 08 uM) yakin nitrit degerleri Olciilmiistiir. Her ti¢ gurupta da
apoptotik 6liim baskindir. SS ile es zamanli olarak L-Arg ile uyarilan hiicrelerde hiicre dis1
nitrit miktar1 7. 2 + 0. 57 uM olarak artmis ancak kontrol grubundan anlamli farklilik

saptanmamistir. Bu gurupta da apoptotik 6lim baskindir (Sekil 3B)

Mikrogevrede olusan viral infeksiyonun apoptoz iizerine etkileri

Bovine herpesvirus 1 (BHV-1) ile infekte MDBK-normal hiicrelerde (Madin-Darby Bovine
Kidney ) goriilen etkiler:
BHV-1, MDBK hiicrelerinde hizli bir enfeksiyon yaratir. Bulasma gostergeleri;

yuvarlaklagsma, balonlagsma, sinsidyum olusumu ile tanimlanan cpe (cyto pathological effects),



bulasmadan sonraki (p.i.) altinci saatlerde baslar; hiicrelerin erimesi ile p.i. tigiincii giinde
sonlanir. Bulagsma yetenegi, (%50 tissue culture infective dose) TCIDs 10° /7 0.1mL (1:1

m.o.i) olarak 72 saat i¢in hesaplanmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. MDBK hiicrelerinde BHV-1’in biiyiime Kinetigi. Bovine herpesvirus 1
(BHV-1)’in MDBK hiicrelerindeki biiyiime kinetikleri, TCIDs, yontemi ile olciilmiis; olusan

hiicresel patoloji ve viral yogunlugun orani olarak tanimlanmustir.

Virus aracuigt ile olusan hiicre oliimiiniin ozellikleri

BHV-1 bulasan hiicrelerde apoptoza 6zgii morfolojik degisiklikler, p.i. yarm ile
iclincli saatler arasina gozlenmistir ( Sekil 5). HOE/PI cekirdek boyama yoOntemiyle
belirlenen morfolojik degisim orani p.i. 0. 5, 1 ve li¢iincii saatlerde sirasiyla % 2. 25 + 0. 5,
% 2.83 + 0.9 ve % 3. 75 + 0. 5 olarak bulunmustur. Bulas sonrasi iiciincii saatten sonra

apoptotik hiicreler azalmaktadir (% 0. 33 + 0. 5).
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Sekil 5. BHV-1 (Cooper strain) bulasimn MDBK hiicrelerinde olusturdugu
apoptotik etkiler. HOE/PI cekirdek boyamasi ile apoptotik morfoloji gosteren hiicrelerin
yiizde orami olarak gosterilmistir. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *p< 0.

05 kontrol hiicrelerine karsi istatistiksel olarak anlamli bulunan sonuglardir.

MDBK hiicrelerinde, apoptozun uyarildigi kosullarda BHV-1 etkisi ¢alisilmistir. Bulas
sonrast1 0. 5, 1, 3, 6 saatlerde baslatilan SS ile apoptotik siirecin uyarilmasi, 24 saat
siirdiiriilmiistiir. Bu siire sonunda HOE/PI cekirdek boyamasi ile degerlendirilen hiicreler,
sirasiyla % 25. 2 + 1. 8, 10.3 + 0.4, 2.5+ 0.4, 2.5 + 0. 4 oraninda apoptotik evrede
bulunmustur (Sekil 6) . Es zamanlh olarak (24 + 6 saat) BHV-1 bulas1 olmayan ve SS ile
uyarilan hiicrelerde apoptotik hiicre oran1 % 80. O + 2. 5 olarak degerlendirilmistir (Sekil 6).
SS ile uyarilmamis ve BHV-1 bulas1 olmayan kontrol hiicrelerinde aymi siirede gozlenen

apoptotik hiicreler % 0. 8 + 0. 8 oranindadir (Sekil 6).
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Sekil 6. SS ile uyarilmis MDBK hiicrelerinde, BHV-1’in antiapoptotik etkisi. Tek
tabaka halindeki MDBK hiicreleri BHV-1 bulasindan 0. 5, 1, 3, 6 saat sonrasi, 1uM SS ile 37
°C, % 5 CO; ortaminda 24 saat tutulmustur. Sabitlenen hiicreler HOE/PI ile boyanarak

fliioresans mikroskopi ile apoptotik hiicre oranlar1 belirlenmistir.

Mikroskobik caligmalarda belirlenen morfolojik degisimler; SS ile apoptozun uyarildigi
kosullarda, p.i. 0. 5 saatlerinde yiiksek olan apoptozun, bulasin ileri saatlerine azalmakta
oldugunu ve SS uyarimi olan ve olmayan kosulda da apoptozun p.i. iigiincii saatlerde

engellenmekte oldugunu gostermektedir (Sekil 7).



Sekil 7. SS ile uyarilmis MDBK hiicrelerinde goriilen morfolojik degisimler. A: kontrol
hiicreleri, B: BHV-1 (-) SS ile 24 saat uyarilmis hiicreleri, C: BHV-1 bulasinin 0.5 saatinde

olan SS uyarilmasi olmayan hiicreler, D: BHV-1 bulasinin 0.5 saatinde olan SS ile 24 saat
uyarilmis hiicreleri gostermektedir ( koseli ok; cekirdek paketlenmesini, ok ucu; mikro
cekirdek olusumunu, yuvarlak ok ucu; kromatin yogunlagmasini isaret eder). Fotograflar icin

mikroskobik X20 biiyiitme (Olympus BHZ-RFCA mikroskobu ) kullamilmistir.

NO ile apoptoz arasindaki olasi iliskiyi degerlendirmek amaciyla, hiicre morfolojisini

degerlendirdigimiz guruplarin kiiltiir ortamlarinda nitrit birikimini 6l¢tiik.
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Sekil 8. MDBK hiicrelerinde BHV-1 bulasinin neden oldugu nitrik oksit yanitlari.
Nitrik oksit (uM nitrit olarak), MDBK hiicrelerinde BHV-1 bulasinin 0.5, 1, 3, 6 saat

sonrasinda kiiltiir ortamlarinda Sl¢iilmiistiir.

BHV-1 etkisi ile olusan NO yanitlar1 ile apoptotik etki oran1 0. 89; SS ile uyarilan

kosullarda 0.92 korrelasyon gostermistir.

Bovine herpesvirus 1 (BHV-1) ile infekte HEp—2 (Human Epithel like-Laryngeal epithelial
carcinoma ) kanser hiicrelerinde goriilen etkiler

BHV-1, HEp-2 hiicrelerinde hizli bir enfeksiyon yaratir. Bulasma gostergeleri;
yuvarlaklagma, balonlagsma, sinsidyum olusumu ile tanimlanan cpe (cyto pathological effects),
bulasmadan sonraki (p.i.) altinci saatlerde baslar; hiicrelerin erimesi ile p.i. tigiincii giinde
sonlanir. Bulagma yetenegi, (%50 tissue culture infective dose) TCIDs 10%7/0.1 mL (1:1

m.o.i) olarak 72 saat i¢in hesaplanmistir (Sekil 9).
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Sekil 9. HEp-2 hiicrelerinde BHV-1’in biiyiime kinetigi. Bovine herpesvirus 1
(BHV-1)’in HEp-2 hiicrelerindeki biiyiime kinetikleri, TCIDs, yontemi ile 6l¢iilmiis; olusan

hiicresel patoloji ve viral yogunlugun orani olarak tanimlanmastir.
HEp-2 hiicrelerinde BHV—-1 bulasi ile apoptoz, viriis ¢cogalmasinin erken evresinde uyarilir.
BHV-1 ile bulagmis hiicrelerde, 1 ve 3 saatlik bulaglarda apoptotik hiicreler

gozlenmekte ancak mock bulaglarinda kontrol hiicrelerinden anlamli  bir fark

gozlenmemektedir (Sekil 10).
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Sekil 10. BHV-1 ile HEp-2 hiicrelerinde olusan apoptotik yamtlar. BHV-1 (Cooper
strain m.o.i. 10) ile bulasmis tek tabaka HEp-2 hiicrelerinde, farkli saatlerde olugan apoptotik
hiicre oranlari, 1 saatlik mock bulast ve BHV-1 bulagmamis kontrol hiicreleri ile birlikte
gosterilmistir. Apoptoz HOE/PI ¢ekirdek boyamasi ile fluoresans mikroskobi ile saptanmstir.
Veriler ortalama + standart sapma olarak, iic bagimsiz deneyin sonuglarindan elde edilmistir.

*P< 0.05 olarak secilmistir.

Mock bulast olan hiicrelerde, kromatin diizgiince boyanirken, BHV-1 bulasi olan

hiicrelerde apoptotik morfolojiye 6zgiin kenerl ve noktali goriiniim baskindir (Sekil 11).



Sekil 11. BHV-1 bulasinin HEp-2 hiicrelerinde neden oldugu morfolojik
degisimler. BHV-1 ile bulasmis HEp-2 hiicreleri (a): 0.5, (b): 1, (c): 3 ve (d) : 1 saat mock
bulas1 sonrasinda goriilmektedir. HOE/PI boyamasi sonrasinda fluoresans mikroskop ile X40
bilyiitmede fotograflanmistir. Uzun oklar: apoptotik, kisa oklar normal hiicreleri isaret

etmektedir.

Bir saatlik bulas sonrasinda apoptotik hiicreler % 4.33+0.7 iken, 3 saatlik bulas
sonrasinda artarak % 9.00+0.9 olurlar. Kontrol hiicrelerinde goriilen apoptoz orani ise %
0.06+ 0.1 olarak saptanmistir. Bu sonuglar BHV-1 bulasinin 1 ve iiciincii saatleri arasinda
apoptozun acikca uyarildigini gostermektedir ( Sekil 10 ve Sekil 11). Alt1 saatlik bulag
gurubunda hiicrelerde goriilen apoptotik degisimler azalmaktadir ( % 0.96+1.0 ).

Diger yandan, hiicreler SS ile uyarildiginda 0. 5, 1 ve 3 p.i. saatlerde apoptotik hiicrelerin
yiizde orani, tek basina SS (0.33+0.1, 5.0+0.05, 10.5+0,35 ) ve tek basina BHV-1 bulasina
(0.23 +0.3, 4.334+0.7, 9.0+ 0.1 ) karsin arttig1 (6.78+0.3, 8.18+0.4, 15.54+0.55) goriilmektedir.
HEp-2 hiicrelerinde BHV-1 bulasi ile apoptoz, viriis ¢ogalmasinin erken evresinde sinerjik bir

etki ile uyarilmaktadir. Lenfoid hiicreler [109] ve noron hiicrelerinde [110] apoptozu uyardigi



gosterilen BHV-1 bulaginin; epitelyal hiicrelerde apoptozu, viriis cogalmasinin erken

doneminde uyardigi bu ¢alisma ile gosterilmistir.

HEp-2 hiicrelerinde BHV—-1 bulasi ile apoptoz, viriis ¢cogalmasinin ge¢ evresinde baskilanir

HEp-2 hiicrelerinde, BHV-1’in apoptotik aktivitesini degerlendirmek amaciyla,
Hiicreleri apoptotik etkisi bilinen SS ile uyardik. Bir uM SS ile 24 saat uyarilan hiicrelerde
yaygin bir apoptoz saptanmistir (% 97. 6+2.05). BHV-1 bulas1 olan HEp-2 hiicreleri SS ile
uyarildiginda; bulag sonrasi 0. 5, 1, 3 ve 6 saatlerde SS ile 24 saat tutulduklarinda sirasiyla; %
0.5 +0.07; 6. 8+ 0.34; 8. 2 + 0.42; 15. 5+ 0.55; 0. 9 + 0. 12 oranlarinda apoptotik hiicre
saptanmistir. Bir saat mock bulasinda % 1.33 + 0.47 apoptotik hiicre bulunmustur. Bu
sonuclar, BHV-1 bulaginin HEp-2 hiicrelerinde, viriis ¢ogalmasinin ge¢ doneminde, p.i.

altinc1 saatlerde, SS ile uyarilan apoptozu baskiladigimi gostermektedir ( Sekil 12).
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Sekil 12. BHV-1 bulasimn HEp-2 hiicrelerinde olusturdugu apoptotik etkiler.
BHV-1 (cooper strain m.o.i. 1) ile bulasmigs HEp-2 hiicrelerinde ( m ) yada mock bulasi

olanlarda (A) ve 1 uM SS ile uyarilmis ( ®, m ) yada SS uygulanmamis (A, ¢ ) hiicrelerde

gozlenen apoptoz. HOE/PI cekirdek boyamas ile saptanmistir. Veriler, bagimsiz ii¢ deney

sonucunda ortalama + standart sapma olarak verilmistir (p<0.05).



HEp-2 hiicrelerinde BHV-1 ile uyarilan apoptoz iizerine kaspaz baskilayict peptidlerin

etkileri:

BHV-1 bulas1 oncesinde hiicreler, kaspaz 1 baskilayici peptid (N-WEHD-FMK),
kaspaz 3 baskilayic1 peptid (Z-DEVD-FMK), kaspaz 8 baskilayict peptid (IETD-FMK),
kaspaz 9 baskilayici peptid (LEHD-FMK) ve tiim kaspazlarn baskilayict peptid (Z-VAD-
FMK) ile tutulduklarinda apoptoz iizerine etkileri degistirirler. Tiim kaspazlar1 baskilayan
peptid, kaspaz 8 baskilayici peptid ve kaspaz 9 baskilayict peptid, BHV-1 bulasinin ii¢iincii
saatlerinde goriilen apoptozu azaltirlar ( sirastyla % 0.17+ 0. 2; 0.17+ 0. 2 ve 0.45+ 0. 1).
Kaspaz 3 baskilayic1 peptid ile bulas sonrasi iiciincii saatte (% 1.25+ 0. 3 ), kaspaz 9
baskilayici peptid ile yarim (% 2.05+ 0.05) ve birinci saatlerde (%2.35+ 0. 2) apoptoz {izerine
kismi baskilayict etki goriilmektedir. Kaspaz 1 baskilayic1 peptidin tiim bulas saatlerinde
gozlenen apoptoz iizerine baskilayici bir etkisi bulunmamaktadir (%0.95+0. 4; 2.95+0. 4; 10.
3+0. 3; 2.63+0. 5). Bu bulgular, BHV-1 ile viral ¢ogalmanin erken doneminde uyarilan

apoptozun, kaspaz 1 yolagin1 kullanmadigim gostermektedir (Sekil 13).
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Sekil 13. BHV-1 ile bulaspms HEp-2 hiicrelerinde kaspaz baskilayici peptidlerin
etkileri. Hiicreler (1 uM) SS varliginda ya da yoklugunda bulas oncesi (50 uM baskilayici
peptid) Kaspaz 1 baskilayici peptid (N-WEHD-FMK); Kaspaz 3 baskilayic1 peptid (Z-DEVD-
FMK); Kaspaz 8 baskilayici peptid (IETD-FMK); Kaspaz 9 baskilayici peptid (LEHD-FMK);
ve tiim kaspazlar1 baskilayan peptid (Z-VAD-FMK) ile tutulmuslardir.



BHV-1 ile apoptozun uyariimast ve nitrik oksid yanitlar arasindaki iligki

iNOS aktivitesini gosteren nitrit diizeyleri (nitrik oksidin stabil bir iirtintidiir) kiiltiir
ortamlarindan, kolorimetrik bir yontemle Olciilmiistir. BHV-1 ile bulagmis hiicrelerin NO*
tiretimleri sekil 14’te gosterilmistir. Hep—2 hiicrelerinde BHV-1" in kendisi NO {iretimini
uyarir. Uciincii ve altinci bulas saatlerinde olgiilen nitrit araligr 3.12+40.02 — 6.65+0.1 uM
olmustur. BHV-1 ile uyarilmis apoptozu baskilayan peptidlerin (tim kaspaz ve kaspaz 8
baskilayic1 peptidler) varliginda goriilen NO yaniti; viral apoptozu kismi baskilayan
peptidlerin ( kaspaz 3 ve 9 baskilayict peptidler) varliginda goriilen NO yanitlar1 ve viral
apoptoz iizerine etkisiz olan peptid ( kaspaz 3 baskilayici peptid) ile peptid uygulanmayan

gurupta Ol¢iilen NO yanitlari; kendi aralarinda benzerlik gosterir.

= 3h PI H6h PI

BHV-1 + SS + pancaspase inh. o e e

BHV-1 + SS + C8 inh. e,

BHV-1 + SS + C9 inh.
BHV-1 + SS + C3 inh.

BHV-1 + SS + C1 inh. L S e

BHV-1 + SS

Nitrit (M)

Sekil 14. HEp-2 hiicrelerinde BHV-1 ile olusan NO yamtlari. Nitrik oksid yanitlari,
nitrit olarak, HEp-2 hiicrelerinde BHV-1 bulasiin iiciincii ve altinci saatlerinde, kaspaz 1, 3,
8, 9 ve tiimiinii baskilayan peptidlerin (50 uM) 6n uygulamasi sonrasinda SS ile (1 uM) 24
saatlik apoptoz uyarilmasi sonrasinda Ol¢iilmiistiir. Degerler, 100 mL kiiltiir ortaminda ve ii¢
bagimsiz deneyin ortalamasi + standart sapma olarak verilmistir. Karsilastirmalar p<0.05

olarak yapilmistir.



BHV-1" in neden oldugu apoptozu “tamamen baskilayan peptidler” , p.i. iiciincii
saatlerde (4.22+0.08uM; CT, 2.45+0. 1pM; C8) , altinc1 saatlere (4.68+0.06uM; CT,
3.12+0.02uM; C8) oranla daha fazla NO iiretirler. Bunun tersine, “kismi baskilayan peptidler”
kullanildiginda, bulas sonrasi altinci saatlerdeki (6. 5+0.16uM; C9, 6.65+0. 1uM; C3) NO
yanit, iigiincii saatlerden (4. 9+0.08uM; C9, 5. 1+0.08uM; C3) fazla olmaktadir.

BHV-1 apoptozu iizerine etkisiz bulunan kaspaz 1 baskilayict peptit ile baskilayict
peptid uygulanmayan gurupta iiclincii ve altinci saatler arasinda anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir ( Sekil 14).

Noroblastoma sagaltiminda yaygin olarak kullanilan ilagclarin SHSY5SY ve Kelly hiicre

hatlarinda in vitro hiicre oliimii iizerine etkileri

Tiirk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG) 2003 noroblastoma protokoliinde yer alan ve bu
hastaligin sagaltminda temel olarak kullamlan antikanser ilaglar etoposide (ETOP),
vincristine (VCR), carboplatin (CARBO), doxorubicin (DOXO) ve cisplatinin (CIS) farkli
dozlar invitro olarak hiicre hatlarina uygulanmis ve doz-yanit egrileri ¢izilmistir.
Noroblastoma hiicrelerinin ICsy dozlar1 Tablo 2’ de gosterilmistir. Bu sonuglar, SHSYSY
hiicrelerinin, NMYC sunumu nedeniyle koti klinik gidis beklenen Kelly hiicrelerine gore
VCR ve CARBO’ ya daha az duyarli oldugunu gostermistir. Buna karsin SHSYSY hiicreleri
DOX, ETOP ve CIS’e kars1 daha duyarli bulunmustur.



Tablo 2. Sagaltim bilesenlerinin SHSYSY ve Kelly hiicrelerinindeki IC50 dozlari.
Etkenlerin yogunluguna kars1 yasayan hiicrelerin yiizdesi (% yasayan hiicre) olarak
grafiklenen her bir deger en az ii¢ 6l¢cim sonucunda tiiretilmistir. Kontrol hiicrelerine kars,
hiicresel proliferasyonu % 50 durduran etken yogunlugu (nM) sitotoksik (IC50) dozu olarak
kaydedilmistir.

Sagaltim bilesenlerinin SHSYSY ve Kelly hiicrelerinindeki ICsy dozlari

Etken Sitotoksik I1Csy dozlar1 (nM)
SHSYS5Y Kelly

VCR 1. 62 1. 40
DOXO 27.58 28.57

CIS 4160 4600
ETOP (EBEWE) 3900 32000
CARBO 1. 10 0.77

Apoptozu Farkli Mekanizmalarla Uyardigi Bilinen Kimyasallarla Etkilenen Noroblastoma

Hiicrelerinin Doza Bagli Yasayabilirlikleri

Apoptoz iizerine etki yollar1 tanimlanmis olan kimyasallar ile olusturulan doz-yanit
egrileri Sekil 15 te goOsterilmistir. Antienflamatuvar etkisi bilinen ve glukokortikoid
reseptorlerini etkinlestirerek apoptoza yol acan dexamethasone (DEX), Niikleik asid
baskilayici actinomycin D (ACD), topoizomeraz 1 baskilayici camptothecin (CAMP), protein
sentez baskilayic1 cycloheximide (CYH), topoizomeraz II baskilayici etoposide (ETOP);
uygulanan SHSYS5Y ve Kelly hiicrelerinin doza bagli olarak artan hiicre 6liim yanitlari

olmustur.
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Sekil 15. Apoptozu uyaran Kimyasallarm SHSYSY ve Kelly hiicrelerinde
gosterdikleri in vitro sitotoksik etkiler. Sitotoksik etkinin Ol¢iilmesinde, 96 gozlii kiiltiir
tabaklarinda bir yogunluk egim semas: olusturuldu. Hiicreler temel besleyici ortam ile 1x10°
hiicre ml" olarak hazirland1 ve her goze 1x 10* hiicre g0z ! olarak ekildi. Hiicreler etkenleri
iceren besleyici ortamda 24 saat tutuldu. A) ETOP doz yanitlar icin 400-0.55uM yogunluk
aralig1 kullanilmistir. B) CAMP doz yanitlar1 icin 20-0.03 uM yogunluk araligi kullanilmustir.
C) CYH doz yamitlar1 icin 1000-1. 4 uM yogunluk araligi kullanilmistir. D) ACD doz
yanitlart i¢in 100-0.14 uM yogunluk aralign kullamilmistir E) DEX doz yanitlar i¢in 100—
0.14 uM yogunluk araligi kullanilmigtir ve kontrol hiicreleri % 5 temel besleyici ortamda

tutulmustur. Hiicrelerin yasayabilirligi yontemlerde tanimlanan MTT test ile Olgiilmiigtiir.



MTT testi icin kullanilan her deger bagimsiz ii¢ farkl1 deneyde ve en az ii¢ gbzde yinelenerek
elde edilmistir. Tiim veriler, ortalama + Standart sapma olarak verilmis, kontrol hiicreleri ile

karsilastirma i¢in giiven aralifn * p < .05 olarak secilmistir.

Yiiksek doz etkilerinde goze carpan onemli bir 6zellikte SHSYSY ile Kelly arasindaki
duyarlilik farkinin belirli bir dozdan sonra tersine degismesi olmustur. ETOP i¢in 44 uM,
CAMP i¢in 2. 2 uM, CYH i¢in 111 uM, ACD i¢in 3. 7 uM ve DEX icin 11. 1 pM ve daha
yiiksek yogunluklarda SHSYSY hiicreleri, Kelly hiicrelerinden hiicresel 6liime daha direngli
ve bu degerlerden daha diisiik dozlarda tersine SHSYSY hiicreleri Kelly hiicrelerinden daha
duyarh goriilmektedir. Bu literatiirdeki ve bizim ¢alismamizdaki apoptotik yanit dozlarinda da

gozledigimiz bir olgudur. Noroblastoma hiicrelerinin ICsy dozlar1 Tablo 3’ de gosterilmistir.

Tablo 3. Apoptotik kimyasal bilesenlerin SHSY5Y ve Kelly hiicrelerinindeki IC50
dozlari. Etkenlerin yogunluguna kars1 yasayan hiicrelerin yiizdesi (% yasayan hiicre) olarak
grafiklenen her bir deger en az ii¢ 6l¢cim sonucunda tiiretilmistir. Kontrol hiicrelerine kars,
hiicresel proliferasyonu % 50 durduran etken yogunlugu (uM) sitotoksik (IC50) dozu olarak
kaydedilmistir.

Apoptotik kimyasal bilesenlerin SHSYSY ve Kelly hiicrelerinindeki ICsy dozlar

Etken Sitotoksik ICsy dozlar1 (nM)

SHSYSY Kelly
DEX 0.97 2. 11
ETOP 4.9 29. 4
CAMP 0.25 0.53
CYH 2. 90 9. 68

ACD 0.13 0. 40




Noroblastoma hiicreleri iizerine mikrogevre bilesenlerinin in vitro etkisi ortamda baskin olan

serbest radikal cinsine gore degisir

Mikrocevre bilesenlerinin hiicre oliimil iizerine etkilerini gézlemlemek iizere, ekzojen
NO donérii S-Nitroso-L-Glutathione (GSNQ), peroxynitrit donorii SIN-1 . hydrochloride
(SIN-1), agirlikli olarak siiperoksid ve hidroksil radikali saglayarak ortam1 ROS agisindan
zenginlestiren Hydrogen Peroxide (H202) kullamildi. Radikal saglayicilar SHSYSY

hiicrelerinde daha belirgin olarak hiicre 6liimiinii arttirdi.

Ancak ortamdan 0zgiin olarak belirli bir radikalin alinmasi, bu oliim oranlarini
farklilagtirdi. Peroksinitrit ¢opgiisii olarak bilinen ebselen (Eb), ekzojen kaynakli NO’in ve
peroksinitrit radikalinin neden oldugu hiicre oliimlerinden en fazla korumustur. iNOS
baskilayic1 aminoguanidine (AG), ekzojen kaynakli NO’in neden oldugu hiicre 6liimiinde en
fazla koruyucu etki gostermistir. Stiperoksid radikal ¢opgiisii superoxide dismutase (SOD), en
fazla koruyucu etkiyi, ortamu siiperoksid ve hidrojen radikalleri ile ROS ag¢isindan zengin
olan gurupta gostermistir. Endojen NO olusumunu engelleyen N°-Nitro-L-arginine-methyl

ester.HCI (L-NAME), radikal saglayicilar iizerine benzer etki gostermistir (Sekil 16).



A 100

%
80
70
2 60
Z 50
§ w0
)

20

C 100

2 50

% 30

Sekil 16. Noroblastoma hiicreleri iizerine mikrocevre bilesenlerinin in vitro etkisi.
Kelly () ve SHSYSY ([) hiicreleri, GSNO (2mM), SIN-1 (0. 5SmM) ve H202 (1mM) ile
birlikte yontemlerde agiklandigi gibi, radikal ¢opciiler ve baskilayicilariyla es zamanh olarak
A) L-NAME (0. SmM); B) SOD (100U/mL); C) EBS (4uM) ve D) AG (0. ImM) iceren
besleyici ortamlarda, 37°C, 5% CO; kosullarinda, 24 saat tutulmus ve yasayan hiicreler XTT
yontemi ile saptanmistir.. Kontrol hiicreleri yalmzca %5 DMEM besleyici ortaminida

tutulmustur. Tim veriler, ortalama + standart sapma olarak verilmis, kontrol hiicreleri ile
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Sekil 17. Mikrocevrede yer alan radikallerin sagaltim siireclerine etkileri. Kelly
() ve SHSYS5Y (D) hiicreleri, GSNO (2mM), SIN-1 (0. 5SmM) ve H202 (1mM) ile birlikte
es zamanl olarak yontemlerde agiklandigi gibi, TPOG-NBL 2003 protokoliinde yer alan, A)
Doxorubicin (DOXO) [68nM]; B) Cisplatin (CIS) [300uM]; C) Etoposide (ETOP) [30uM];
D) Carboplatin (CARBO) [100uM]; E) Vincrisrine (VCR) [1uM]; F)Vincristine ve
Doxorubicin ((VCR) [30nM] ve DOXO) [ 3. 5nM]); G) Cisplatine ve Etoposide ((CIS)
[160uM] ve (ETOP) [17. 2uM] ); H) Carboplatin ve Etoposide ((CARBO) [ 16nM] ve
(ETOP) [17. 2 uM] ); iceren besleyici ortamlarda, 37°C, 5% CO, kosullarinda, 24 saat
tutulmus ve yasayan hiicreler XTT yoOntemi ile saptanmistir. Kontrol hiicreleri yalmzca %5
DMEM besleyici ortaminida tutulmustur. Tiim veriler, ortalama + Standart sapma olarak

verilmis, kontrol hiicreleri ile karsilagtirma i¢in giiven aralig1 * p < .05 olarak se¢ilmistir.

Mikrogevre buluna radikaller, TPOG sagaltim protokoliinde yer alan ilaclarin hiicre oliimii

iizerine olan etkilerini degistirirler

TPOG-NBL 2003 protokoliinde yer alan, Vincrisrine (VCR), Etoposide (ETOP),
Cisplatin (CIS), Doxorubicin (DOXO), Carboplatin (CARBO), Vincristine ve Doxorubicin,
Cisplatine ve Etoposide, Carboplatin ve Etoposide birlikte kullanilarak in vitro sagaltim

modeli olusturuldu (Blok tanimlar i¢in bkz Ek.4).

In vitro sagalim modelinde, uygulanan ila¢ dozlarinda, SHSYSY hiicreleri; DOXO,
CIS ve blok rejim uygulamalarinda, Kelly hiicrelerine gore hiicre 6liimiine daha duyarl iken;

ETOP, CARBO ve VCR uygulamalarinda daha az duyarlilik gostermistir (Sekil 17).

SHSYS5Y hiicreleri; ekzojen NO (GSNO), peroksinitrit (SIN-1) radikalinin baskin
oldugu mikrocevrede, DOXO, CIS, ETOP sagaltim modellerinde anlamli olarak daha fazla
Olmiistiir. Siiperoksit ve hidroksil radikalleri (H202) bu hiicrelerde, DOXO ve CIS’in
etkilerine karst koruyucu olmus ve anlamli olarak daha az hiicre 6lmiistiir. CARBO, VCR ve
VCR+DOXO uygulamalari, mikrocevredeki radikallerden anlamli olarak farklilik yaratacak
sekilde etkilenmemisti. CARBO+ETOP uygulamasinda, peroksinitrit ve siiperoksit;

CIS+ETOP uygulamasinda ekzojen NO ve siiperoksid hiicre 6ltimiinii arttirmislardir.



Kelly hiicreleri; ekzojen NO (GSNO), peroksinitrit (SIN-1) ve siiperoksit ve hidroksil
radikalleri (H202) radikalinin baskin oldugu mikrogevrede, DOXO, CIS, ETOP sagaltim
modellerinde anlamli olarak daha fazla Olmiistir. CARBO uygulamasinda, ekzojen NO
anlaml1 bir fark yaratmazken, diger radikaller hiicre oliimiinii arttirmistir. VCR ve VCR
+DOXO uygulamalari, radikallerden etkilenmemistir. CIS+ETOP uygulamasi, eksojen NO ile
birlikte daha fazla hiicre oliimiine neden olurken; CARBO+ETOP uygulamasinda hem

ekzojen NO hem de siiperoksit hiicre 6liimiinii arttirmistir (Sekill7).

Etoposide’in SHSYSY ve Kelly hiicrelerinde apoptotik hiicre oliimii iizerine etkisi farklidir

SHSYSY ve Kelly hiicrelerinde anti-kanser bir ajan olan etoposide (ETOP), apoptotik
temelli bir sagaltim yaklagimina model olusturmak iizere kullanilmistir. Doza baglh olarak
artan apoptoz, her iki hiicre gurubunda da kontrol hiicrelerinden anlamli olarak farkli
bulunmustur. Etoposide, Kelly hiicrelerinde, 20 ve 40 pg/mL yogunluklarda SHSYSY

hiicrelerine gore anlamli olarak daha fazla apoptoza neden olmaktadir (Sekil 18).
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Sekil 18. Noroblastoma hiicrelerinde etoposide’in apoptotik hiicre 6liimii iizerine
etkisi. Kelly (77) ve SHSYS5Y ([hiicreleri 10, 20 ve 40 pg/mL etoposide iceren besleyici

ortamlarda, 37°C, 5% CO, kosullarinda, 24 saat tutulmus ve hiicre oliimii Hoechst



33342/propidium iodide ¢ekirdek boyamasi ile degerlendirilmistir. Kontrol hiicreleri yalnizca
%5 DMEM besleyici ortaminida tutulmustur. Test, iic bagimsiz deney ortaminda, her biri dort
yada sekiz kez yinelenerek gerceklestirilmistir. Veriler ortalama+Standart sapma olarak
verilmis ve karsilastirmalar kontrole karsi (¢) ve hiicreler arasinda (*) p < .05 olarak

degerlendirilmistir.

Etoposide’in neden oldugu apoptotik hiicre oliimii kanser hiicresinin mikrocevresinde

bulunan serbest radikallerden farkli etkilenir

Etoposid (10ug/mL) uygulanan SHSYSY hiicrelerinde gézlenen apoptotik hiicre 6liimii,
ortamda peroksinitrit bulundugunda 2. 74 kat; ekzojen NO bulundugunda 2. 18 kat; ROS
baskin bir ortamda 3. 45 kat artmaktadir. Bilinen bir peroksinitrit ¢opciisii olan ebselen ile
ortamdan yalmzca peroksinitrit uzaklastirildiginda apoptotik 6liim; SIN-1 gurubunda 13. 9
kat; GNSO gurubunda 1. 54 kat; H202 gurubunda 10. 54 kat azalmaktadir (Sekil 19).
SHSYSY hiicrelerinde H202 ile peroksinitritin uyarildigi, etoposide sagaltimi sirasinda da
peroksinitrit olustugu dolayh olarak gosterilmistir. Bu veriler, daha ileri calismalar hak eder

goriinmektedir.

Etoposide’in neden oldugu apoptotik hiicre Oliimiinii erken doneminde kanser hiicresinin

mikrogevresinde bulunan serbest radikallerden etkilenir

SHSYSY hiicrelerinde Annexin V” isaretlemesi kullanilarak tek hiicre diizeyinde
apoptozun erken donemi degerlendirildiginde, etoposide’in doza bagli olarak apoptozu
artirdigi  gozlenmistir. Etoposide’in neden oldugu apoptoz, mikrocevrede serbest
radikallerden peroksinitrit varliginda 1. 46 kat; ekzojen NO varliginda 1. 85 kat; siiperoksid
varliginda 2. 05 kat artmistir (Sekil 20).



% APOPTOTIK HUCRE

Sekil 19. Etoposide kaynakli apoptotik hiicre oliimii iizerine farkli serbest
radikallerin etkileri. SHSY5Y([)) hiicreleri, GSNO (2mM), SIN-1 (0. 5SmM) ve H202
(ImM) ve, peroksinitrit radikal ¢opciisii ebselen (20uM) ile es zamanli olarak etoposide
(10pg/mL) iceren besleyici ortamlarda, 37°C, 5% CO, kosullarinda, 24 saat tutulmus ve
hiicre 6limii Hoechst 33342/propidium iodide cekirdek boyamasi ile degerlendirilmistir.
Kontrol hiicreleri yalmizca %5 DMEM besleyici ortaminida tutulmustur. Tiim veriler,
ortalama + Standart sapma olarak verilmis, radikal uyarimi icin karsilastirma (*) ve

baskilanma i¢in karsilastirma (¢) p< .05 olarak degerlendirilmistir.



ANNEXIN V APOPTOZ
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Sekil 20. Etoposide ve serbest radikallerin apoptozun erken doneminde goriilen
etkileri. SHSY5Y([J) hiicreleri, GSNO (2mM), SIN-1 (0. 5SmM) ve H202 (1mM) ile es
zamanl olarak etoposide (10ug/mL) ve artan dozlarmi ( 20, 40 pg/mL) iceren besleyici
ortamlarda, 37°C, 5% CO, kosullarinda, 24 saat tutulmus ve hiicre 6limii Annexin V”
isaretlemesi kullanilarak fluoresans mikroskopide degerlendirilmistir. Kontrol hiicreleri
yalmizca %5 DMEM besleyici ortaminda tutulmustur. Tiim veriler, ortalama + standart sapma
olarak verilmis, karsilastirmalar kontrole (*) kars1 ve radikal etkisi i¢in 10ug/mL ETOP iceren

hiicrelere kars1 (#) p < .05 olarak degerlendirilmistir.

Etoposide’in neden oldugu apoptotik hiicre oliimiinii ge¢ doneminde kanser hiicresinin

mikrocevresinde bulunan serbest radikallerden etkilenir

SHSYSY hiicrelerinde apoptozun ge¢ donemi “in situ TdT-mediated dUTP nick end
labeling technique” (TUNEL) teknigine dayanarak, tek bir hiicre diizeyinde ve floresan
mikroskop ile immiinohistokimyasal olarak degerlendirildiginde, etoposide’in doza bagh

olarak apoptozu arttirdigr gozlenmistir. Etoposide’in neden oldugu apoptoz, mikrocevrede



serbest radikallerden peroksinitrit varliginda 1. 97 kat; ekzojen NO varlifinda 2. 92 Kkat;
stiperoksid varliginda 2. 96 kat artmistir (Sekil 21).

TUNEL APOPTOZ
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Sekil 21. Etoposide ve serbest radikallerin apoptozun ge¢ doneminde goriilen
etkileri. SHSYSY([]) hiicreleri, GSNO (2mM), SIN-1 (0. 5SmM) ve H202 (1ImM) ile es
zamanh olarak etoposide (10ug/mL) ve artan dozlarmi ( 20, 40 pg/mL) iceren besleyici
ortamlarda, 37°C, 5% CO, kosullarinda, 24 saat tutulmus ve apoptozun ge¢ donemi “in situ
TdT-mediated dUTP nick end labeling technique” (TUNEL) teknigine dayanarak, tek bir
hiicre diizeyinde ve floresan mikroskop ile immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmistir.
Kontrol hiicreleri yalmizca %5 DMEM besleyici ortamimida tutulmugtur. Tiim veriler,
ortalama + Standart sapma olarak verilmis, karsilastirmalar kontrole (*) kars1 ve radikal etkisi

icin 10ug/mL ETOP igeren hiicrelere kars1 (#) p < .05 olarak degerlendirilmistir.

Apoptotik hiicre Sliimiiniin benzer deney sartlarinda erken dénemde, ge¢ déneme gore

daha fazla olmasi dikkat cekicidir. Bu nokta daha ileri ¢aligmalar hak etmektedir.



Noroblastoma hiicrelerinde etoposide ile uyarilan apoptoz iizerine kaspaz baskilayict

peptidlerin etkileri

Etoposide ile uyarilmadan oOnce hiicreler, Caspase-1 Inhibitor, Z-YVAD-FMK;
Caspase-2 Inhibitor, Z-VDVAD-FMK; Caspase-3 Inhibitor, Z-DEVD-FMK; Caspase-4
Inhibitor, Z-LEVD-FMK; Caspase-5 Inhibitor, Z-WEHD-FMK; Caspase-6 Inhibitor, Z-
VEID-FMK; Caspase-8 Inhibitor, Z-IETD-FMK; Caspase-9 Inhibitor, Z-LEHD-FMK;
Caspase-10Inhibitor, Z-AEVD-FMK; Caspase-13 Inhibitor, Z-LEED-FMK; Caspase-Family
Inhibitor, Z-VAD-FMK; FMK Negatif Kontrol, Z-FA-FMK; ile korundugunda apoptoz
izerine etkileri degistirirler. Etoposide’in neden oldugu apoptozun (% 25. 79 + 0. 45 yasayan
hiicre), SHSYSY hiicrelerinde agirlikli olarak kaspaz 9 (% 75. 21 + 0. 52 yasayan hiicre) ve
kismen kaspaz 3 (% 47. 42 + 0. 17 yasayan hiicre) yolagim kullandigi; Kelly hiicrelerinde ise
kaspaz 9 (% 79. 67 + 1. 30 yasayan hiicre) ve kaspaz 8 (% 59. 93 + 1. 01 yasayan hiicre)
yolaginin birlikte etkilendigi, kismen kaspaz 3 (% 42. 92 + 0. 64 yasayan hiicre) yolaginin

etkili oldugu soylenebilir.
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Sekil 22. Noroblastoma hiicrelerinde etoposide kaynakh apoptotik 6liimiin kaspaz
yolag ile olan etkilesimi. SHSY5Y ve Kelly hiicreleri 10° hiicre /mL yogunlukta 96 gozlii
plaklara dagitilmistir. Etoposide (20uM) uygulanmadan O©nce, hiicrelere 2 saat son
yogunluklar her biri i¢in 50 M olacak sekilde kaspaz inhibitorleri uygulanmistir. Kiiltiirler
37°C’ de % 5 CO2’ de 24 saat tutulmustur. Hiicrelerin yasayabilirligi yontemlerde tanimlanan
XTT test ile ol¢iilmiistiir. XTT testi icin kullanilan her deger bagimsiz ii¢ farkli deneyde ve en
az iic gozde yinelenerek elde edilmistir. Tiim veriler, ortalama + Standart sapma olarak

verilmis, kontrol hiicreleri ile karsilastirma igin giiven araligi * p < .05 olarak se¢ilmistir.
Etoposide’in neden oldugu apoptozun morfolojik ozellikleri

Apoptozun erken doneminde plazma zarindaki degisikliklerdinden biri, plazma zarinin
i¢ bolimiinden digina fosfatidilserinin (FS) translokasyonudur. Boylece FS, hiicrenin dig
yiizeyinde sergilenir hale gelir ve dis yiizeyinde yesil fluoresans verirler (Sekil 23-B).
Apoptoza girmeyen hiicreler yalnizca ikinci boyama ile belirlenir ve PI nedeniyle kirmizi
fluoresans verirler (Sekil 23-A). Apoptoz ile uyarilmis hiicrelerde, kirilan DNA dizilerine
isaretli niikleotidlerin in situ yerlestirilmesi sonucu yesil fluoresans verirler (Sekil23-D).
Apoptoza girmeyen hiicreler i¢in ikinci bir boyama PI ile yapilmistir ve kirmizi fluoresans

verirler (Sekil 23-C).



>

Sekil 23. Noroblastoma hiicrelerinde Etoposide’in neden oldugu apoptozun
morfolojik ozellikleri. 10 pM etoposide ile uyarilan noroblastoma hiicreleri 4 saat sonra
Annexin V ile boyanmislar ve 24 saat sonra TUNEL yontemi ile degerlendirilmistir. Beyaz ok
apoptotik; koseli ok normal hiicreleri sergiler. A) kontrol, B) Annexin V ve PI ile boyah
etkilenmis hiicreler, C) TUNEL ve PI ile boyanmis etkilenmis hiicreler, D) Yalnizca TUNEL

ile boyanmaig etkilenmis hiicreleri gostermektedir.



TARTISMA

Servikal karsinoma hiicre hattinda mikrocevre degisikligine yamitin arastirildig
deneylerde, L-Arg (endojen NO donoérii), doza bagimhi olarak, apoptotik yolagi uyarmustir.
Ortamda siiperoksid bulundugu durumlarda, NO uyarildiginda, hiicresel 6liim sinerjik olarak
artmistir. Endojen NO uyarimi ile olusan hiicresel 6liim apoptotik 6liimken, siiperoksid ve
NO’in birlikte bulundugu durumlarda baskin olan 6liim sekli nekrotik 6liim olmustur. Bu
sonuclar, NO’in hiicresel ©liim seklini (ortamda baskin olan radikale bagh olarak)

yonlendirmede temel bir rol oynadigint géstermistir.

Bilimsel kaynaklarda, insan meme hiicre hatlarinda, redoks homeostazi degistiginde,
nekrotik hiicre 6liimiiniin arttig1 [111], yogunluk ve hiicresel i¢erige bagl olarak 6rnegin ROS
tiretimi [112], sliperoksid anyon olusumu ya da glutatyon tiikenmesinin hiicreleri NO ile

yonlendirilmis apoptoza duyarh kilabilecegi [113] bildirilmistir.

Bu c¢alismanin sonuglari, NO dondrii L-Arg ile yOnendirilmis hiicresel oliimiin,

apoptotik 6zellik oldugunu, bunun doza bagiml bir sekilde arttigin1 gostermistir.

Staurosporin ile uyarilan apoptotik hiicre ¢liimiinde, endojen NO ile sinerjik artis1 ve
NOS baskilayicit ile NO iiretimi durduruldugunda staurosporin etkisinde goriilen azalma,
staurosporinin neden oldugu apoptotik hiicre oliimiinde NO yolagimin etkili oldugunu
gostermistir. Insan serviks karsinom hiicre dizilerinde, apoptotik temelli sagaltim siireci,
ortam NO miktarina gore farklilagmistir. Roche ve ark., NOS inhibit6rlerinin NO ile uyarilmig
apoptozun in vitro olarak melanom hiicrelerinde baskilandigim1 daha once bildirmislerdir
[114]. NO dondrlerinin, insan servikal kanserlerinde iyonize radyasyon uygulamalarinda

apoptoza duyarhiligi arttirdiklart soylenmistir [115].

Kiiltiir ortamindaki nitrit artigi, nekrotik hiicre 6liimleri ile iliskilendirmistir. Cok fazla
siiperoksid ve peroksinitrit olusabilecek gruplarda nekrotik Oliimiin artis1 peroksinitrit
radikalinin hiicre 6liimii iizerine etkisini daha ©zgiin bir deney sisteminde arasgtirmamizi
gerektirdi. Noroblastoma gurubunda bu yiizden, peroksinitrit dondr ve ¢opeiilerini birlikte
kullandik. Ortam ROS artisinin iNOS sunumunu arttirmast [115, 116], yasamla ilgili

siireglerde NO’in diizenleyici roliiniin daha Onceki calismalarda bildirmesi [117, 118] ve



onceki caligmalarimizda NO’in cevresel parametrelerin redoks potansiyeline dayali olarak
benzer bir siireci farkli yolaklara yonlendirebilecegini gostermemiz [119], nitrik oksid

kaynakli radikallerin biyolojik etkilerinin birbirlerinden farkli olabilecegini belirlemistir.

Kanser sagaltimindaki organ mikrogevresinin diizenlenmesi, NO ile yoOnlendirilmis
apoptozun yer aldigi yolaklarin daha iyi anlasilmasina neden olabilecek gelecekteki
calismalarda klinik olarak uygun olabilir. Caligmamiz, L-Arg ve H202’in HeLa hiicrelerinde
hiicresel olimii sinerjistik olarak arttirdigini ve NO ile uyarilmis apoptotik hiicre Sliimiiniin
ortamda ROS’un bulunmasi ile apoptozdan nekroza degistigini gOstermistir. TUmor
mikrocevresindeki hedeflenmis NO sunumu, etkili sagalum i¢in invazif olmayan,
gerceklestirilebilir bir yaklasim saglayabilir. Bu, varolan sagaltim stratejilerinde bir gelismeye

neden olabilecek ilerideki ¢aligmalarin Oniinii agmalidir.

Birgok virus i¢in, viral cogalma dongiisiinde ti¢ farkli donem tanimlanmistir (hemen ilk:
immediate early-IE, ilk: early-E, gec: late-L) [120]. Burada viriisiin uygun konak hiicre
alicilan ile etkilesimden sonar ¢ok hizli bir penetrasyon ve virus cogalmasi gozlenir. Enfekte
hiicrelerin yiizeyinde viral antijenin goriilmesi, enfeksiyon sonrasi 3—4 saatte belirginlesir.

Dongiiniin tamamlanmasi ve hiicre disina yayilim, enfeksiyondan 7-8 saat sonra baslar [121].

Bu farkli donemler sirasinda, viriisler farkli gen iiriinleri sunarlar. BHV-1’de ya normal
hiicresel mikrocevrede [122] ya da kanser hiicresinde ( Hep-2, epitelyal karsinomadan
tiretilmis insan hiicre hatti), “E” doneminden “L” donemine ge¢is sirasinda sunulan
proteinler, staurosporin ile uyarilmis apoptozu bile baskilamaktadirlar. Tersine normal bir
hiicresel mikrogevrede (MDBK) BHV-1 “E” genleri sunulurken apoptoz en fazla uyarilirken,
kanser hiicrelerinde (Hep-2) “IE” genleri sunulurken apoptoz uyarilmistir. Hep-2 hiicresinde
apoptoz, BHV-1 cogalmasinin erken doneminde (3 saat p.i.) en ¢ok uyarilmistir ve BHV-1
ile enfekte hiicrelerdeki morfolojik degisimler enfeksiyon siiresi ilerledikce artmistir ( 1 saat
pi. % 4.3340.7 iken; 3 saat p.i’de % 9.00+0.9 idi). Apoptotik morfolojik ve biyokimyasal
ozellikler, viriis cogalmasinin erken donemlerinde de saptanabilir, ancak en fazla p.i. ii¢iincii
saatlerde gozlenmisti. MDBK hiicrelerinde ise apoptoz en fazla p.i. 0. 5 saatlerinde
olusmaktadir. Bu caligmalar BHV-1’in hiicre tipine 0zgii degismis apoptotik yolaklar1 da

uyarabilecegini gostemistir. BHV-1 Mock enfeksiyon sonuglari, apoptotik siirecin



uyarilmasinda viriisiin giriginin yeterli olmadigim gosterdi. Bu sonug, Hep—2 hiicre hattinda

yapilan Herpes simplex virus 1 (HSV-1) olgusu ile benzerlik gostermektedir [123].

Bir epitel benzeri mikrogevre olarak Hep—2 hiicreleri ile BHV-1’in apoptotik iligkisini
saptamada, staurosporin ile uyarilmis apoptoz iizerine BHV-1’in etkisi ¢calisilmistir (Sekil 12).

Bu sonuglar BHV-1in antiapoptotik etkisini gdstermistir.

llging olarak sonuglarimiz, enfeksiyondan 6 saat sonra hiicreler staurosporin
uygulandiginda apoptotik morfolojinin gozlenmedigini gostermistir. Bu sonu¢, BHV-1
antiapoptotik genlerinin ve viral ¢ogalma dongiisiindeki erkenden-gece degisen donemde
sunulan genlerin bir sonucu olarak kabul edilebilir. SS, sitoplazmik ve reseptor tirozin
kinazlar1 baskilayabilir [123]. HSV-1’de oldugu gibi [124], enfekte hiicrelerde bir¢ok
fosforillenmis BHV-1 proteini oldugu gosterilmistir [125, 126] ve BHV-1 ile enfekte
hiicrelerde apoptozu uyarma ya da apoptozdan korunmada viral protein fosforilasyonun rolii

olup olmadigim arastirmak ilging olabilir.

BHV-1 ve SS ile uyarilmis apoptoz, enfeksiyondan sonraki yarim saatten altinci saate
kadar pankaspaz ve kaspaz—8 baskilayict peptidlerle tamamen, kaspaz-3 ve kaspaz—9
baskilayici peptidler ile kismen baskilanirken kaspaz—1 baskilayici peptitten etkilenmemistir.
Bu sonuclar BHV-1 apoptozunun kaspaz—8 yolag ile yani “dis membran reseptor”

yolagindan olustugunu gostermistir.

Apoptoz sirasinda kaspaz etkinlesmesinin 6nemi literatiirde oldukga tartisilmistir [127].
Bir¢ok kaspaz substrati tanimlanmustir; bu substratlarin yikilmasi bu islevi etkisizlestirir ya da
programlanmis hiicre 6liimiinii uyarir. Etkinlesmenin kendisi en az iki farkli yolak ile kontrol
edilmektedir. Birincisi, kaspaz—8 zincir ile tetiklenen “dis 6liim reseptdrleri yolagi” yolu ile
etkinlesmektir. Bu ornekte proteoliz dogrudan etkinlesir. Ikinci yolak, kaspaz—9 zinciri ile
“mitokondriyal yolak’tan tetiklenen stres ile etkinlesmektedir. Bu 6rnekte, proteolitik zinciri
etkinlestirecek isaret bcl-2 protein ailesi tiyeleri ile mitokondri diizeyinde diizenlenmektedir.
Bir kez baslayinca, her iki yolak apoptotik Oliimiin ¢ogu goriintiisiinden sorumlu olan

kaspazlar etkinlestirme zincir tepkimeleri ile birlesir (kaspaz—3, 1, 6, 7) [128].



BHV-1 enfeksiyonu kaspaz zincirinin diizenlenmesi ile apoptotik isleyisi
yonlendirebilir [129] ve BHV-1 apoptoz ve/ veya hiicre yasaminda yer alan genlerin

transkripsiyonel diizeydeki diizenlenmesi yolu ile de yonlendirebilir goriinmektedir [130].

Calismamizda, BHV-1 tek basma ve SS ile birlikte uygulandiginda, HEp-2
hiicrelerinde NO iiretimini uyardi. Kaspaz—8 baskilayici peptidin ve SS’in uygulandigt BHV—
1 enfeksiyonunda 6 saat sonra NO yanitlar1 belirgin olarak diisiiktii ancak 3 saat sonra belirgin
olarak yiiksekti. Ilging olarak, NO yamtlar1 diger baskilayict peptid uygulamalarindan
goreceli olarak daha yiiksekti. Bu sonuglar, “NO-apoptoz” iliskisinin, BHV-1 ve SS ile
uyarilmis apoptozda kaspaz—8 yolagi iizerinden gergeklestigini onaylamistir. Farkli
mikrogevreleri temsil edebilecek invitro modellerde, NO inhibitér ve donorleri kullanarak
daha ileri ¢aligmalar yapilmahdir. Bu tiir modeller viral infeksiyonlarin apoptotik yolaktaki
NO’in potansiyel roliinii daha iyi tammlayabilir. Bizim ¢alismamizda néroblastoma modeli bu

bilgiler 15181nda yeniden diizenlenmistir.

Apoptotik zincirin 6nemli iiriinleri olan baskilayict peptitler ile kaspazlarin
baskilanmasi, BHV-1’in normal hiicresel bir mikrocevrede ve kanser hiicresi mikrocevresinde
apoptozun uyarilmasinda farkli kaspaz yolaklarimin kullamldigim1 gosterdi. Viriis-konak
iliskilerinde ©nemli bir isaretlesme molekiili olan nitrik oksit yanitlar1 da farkh
mikrogevrelerde farklilik gosterdi. BHV-1’in apoptozdaki rolii dort farkli takimin aymi anda
oynadig1 bir oyuna benzetilebilir: apoptozu uyaran viral olaylar; viral uyarilarla etkinlesen
mikrogevreye bagl hiicresel yolaklar (6rn. NO yolagi; apoptozu baskilayan viral gen islevleri
ve apoptozu normal olarak diizenleyen farkli hiicresel islevler. Her takimdaki farkli
oyuncularin rolii nemlidir. Biitiin bu iligkiler, her bir katilimcinin biyolojik islevleri hakkinda

aydinlatici ileri ¢caligmalart hak eder.

Noroblastoma hiicrelerinin, TPOG-NBL 2003 protokoliinde olan ve bu hastaligin
sagaltiminda temel olarak kullanilan ilaglara farkli duyarlilikta yanit vermislerdir. SHSYSY
hiicreleri literatiirde Kelly hiicrelerine gore daha duyarli tanimlanmistir [131]. Bu agidan VCR
ve CARBQ’ ya daha az duyarlilik gostermesi buna karsin DOX, ETOP ve CIS’e kars1 daha
duyarli bulunmasi 6zellik gostermistir. Bu duyarliligl topoizomeraz inhibisyonuna baglayan

yayimlar bulunmaktadir [132]. Apoptotik etkileri bilinen kimyasallarla yaptigimiz ¢alismada,



etkenlerin yiiksek yogunluklarinda SHSYSY hiicrelerinin, Kelly hiicrelerinden hiicresel 6liime
daha direncli ve bu degerlerden daha diisiikk dozlarda tersine SHSYSY hiicrelerinin Kelly
hiicrelerinden daha duyarli goriilmesi, gercek nedenin doza bagli bir etkilesim olabilecegini

diisiindiirtir.

SHSYSY hiicrelerinde; ekzojen NO (GSNO), peroksinitrit (SIN-1) radikalinin baskin
oldugu mikrocevrede, DOXO, CIS, ETOP sagalim modellerinde, CARBO+ETOP
uygulamasinda, peroksinitrit ve siiperoksit; CIS+ETOP uygulamasinda ekzojen NO ve

siiperoksid hiicre 6liimiinii arttirmiglardir.

Kelly hiicrelerinde; ekzojen NO (GSNO), peroksinitrit (SIN-1) ve siiperoksit ve
hidroksil radikalleri (H202) radikalinin baskin oldugu mikrogevrede, DOXO, CIS, ETOP
sagaltim modellerinde CARBO peroksinitrit ve siiperoksit, CIS+ETOP uygulamasi, eksojen
NO ile birlikte, CARBO+ETOP uygulamasinda hem eksojen NO hem de siiperoksit hiicre

Oliimiinii arttirmustir (Sekil17).

Sagaltim siirecindeki noroblastoma hiicrelerinde goézlenen apoptotik hiicre o6limii,
ortamda peroksinitrit bulundugunda 2. 74 kat; ekzojen NO bulundugunda 2. 18 kat; ROS

baskin bir ortamda 3. 45 kat artmuistir.

Bu sonuglar, mikrocevrede bulunan serbest radikalin cinsine bagli olarak sagaltim
siire¢lerinin etkilendigini desteklemektedir. Literatiirde, HeLa hiicrelerinin CIS etkisi altinda
uyarilan apoptozdan antioksidan etkili bilesiklerin (suramin) kullanilmasi ile korundugu
bildirilmistir [133]. Mesane kanser hiicrelerinde ise “non steroidal anti-inflammatory drugs”
NSAID etkisi ile olusturulan apoptozda, neden olarak bu bilesigin NO salinimini arttirmasi
gosterilmistir [134]. Noroblastoma hiicrelerinde sagaltim siireclerini etkileyen radikal
saglayicilardan yalmizca dolayli olarak, fenretinide’in (retinoid analogu) apoptoz iizerine olan
etkisini gosteren ¢alismada s6z edilmistir. Bu calismada retinoidlerin anti kanser ilaclarla
sinerjistik olarak apoptozu uyardigi bildirilmis, etki mekanizmasi olarak serbest radikal
olusumu gosterilmistir [135]. Reaktif oksijen tiirlerinin degisik hiicrelerde, hiicre dliimiinii, T
lenfositlerinde apoptozu arttirdigi; Nitrik oksit bagimli apoptozun iNOS kaynakl olabilecegi,

diisiik dozda NO’in endotel hiicrelerinde apoptozdan koruyucu etki gosterdigi literatiirde



bildirimigtir [136]. Ancak kanser hiicrelerindeki rolleri heniiz tam anlamiyla

tanimlanmami stir.

NO ile yonlendirilmis hiicresel 6liim, timor ortamindaki bir¢ok etkilesimi de igerecek
sekilde karmagik bir siire¢ olarak goriinmektedir. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin kendi
aralarindaki etkilesimleri, hiicresel mikrocevrede karmasik bir sisteme dayandirilabilir [137].
Bu molekiillerin etkilesimlerinin, HOCI / hidroksil radikalleri ve NO / peroksinitrite dayali iki
temel isaretlesme yolagina ve nitril kloridin alternatif bir bagka yolaga bagimli oldugu
bilinmektedir [138, 139]. Ek olarak hiicresel 6liim sirasinda ROS ve RNS etkilesiminin bir¢ok
dogal antitimor sistemince kullanilan genel bir isaretlesme kavramimi sergiledikleri

goriilmektedir [137, 140].

Literatiirde, mikrogevrede bulunan NO ve ilgili yolaklar ile iligskilendirilmemis; ancak
sagaltim siire¢lerinde kullanimlar sonucu olumlu bulunmus bazi kimyasallar da tartistlmistir
[141]. Murine noroblastoma modelinde dogal antitiimor sistemlerini uyaran immunoterapi
uygulamalarindan IL-2 ile birlikte L-Arg kullanilmis, tiimor yiikiinde azalma saptanmistir.
Ancak ne IL-2 ne de L-Arg kullanimi, mikrocevrede neden olabilecekleri NO yanitlar ile

iliskilendirilmemistir.

Mikrocevrede bulunan serbest radikal cesidine gore, noroblastoma hiicrelerinde
sagalimin degisebilecegi literatiirde heniiz tartisilmamistir. Serbest radikallerin, 6zellikle
peroksinitritin, anti kanser ilaglarla gosterdigi sinerjik etki, onlar1 ndroblastoma sagaltiminda

yeni sagaltim arayislari i¢in hedef yapabilir.

Sagaltim siireclerinde, antrasiklinlerin kardiyotoksik etkileri; cisplatinin ototiksik ve
nefrotoksik etkileri tartistlmistir [142, 143]. Bu toksik yan etkilere, antikanser ilaclarin
apoptotik etkilerinin neden olabilecegi ve buna yoOnelik yeni sagaltim arayislar1 giindeme
gelmektedir. Demir selatorlerinin, adriamycinin antikanser etkinliini azaltmadan,
kardiyotoksik etkisini diigiirdiigii bildirilmistir [144]. Desferroksaminin (demir selatorii),
riboniikleotid rediiktaz1 baskilayarak gerceklestirdigi diistiniilen bu etkisi, Haber-Weiss
reaksiyonlar1 nedeniyle ortamin oksijen kaynakli iiriinlerine de baghdir. Ancak bu yayinda da

mikrogevrenin radikal etkisi tartisilmamustir.



Sagalim kaynakli olusabilecek akut ve ge¢ yan etkilerin nedenleri ve Onlemleri
konusundaki yeni sagaltim arayiglar1 ve yaklasimlari igcin de, mikrogevre-serbest radikal

iliskisi 6nemli bir hedeftir. Ancak literatiirde heniiz yeterince yer almamistir.

Timor mikrogevresindeki radikal kompozisyonunun uygun sekilde kemoterapi ve
radyoterapi ile kombine edilmesi, bu sagaltimlarin etkinliklerinin arttirilmasi agisindan

giindeme gelebilir.



SONUC VE ONERILER

Servikal karsinoma hiicre hattinda mikrocevre degisikligine yanmitin arastirildig
deneylerde, L-Arg (endojen NO donorii), doza bagimh olarak, apoptotik yolagi uyarmstir.
Ortamda siiperoksid bulundugu durumlarda, NO uyarildiginda, hiicresel 6liim sinerjik olarak
artmistir. Endojen NO uyarimi ile olusan hiicresel 6liim apoptotik 6liimken, siiperoksid ve
NO’in birlikte bulundugu durumlarda baskin olan oliim sekli nekrotik 6liim olmustur. Bu
sonuglar, NO’in hiicresel oliim seklini (ortamda baskin olan radikale bagli olarak)

yonlendirmede temel bir rol oynadigint géstermistir.

BHV-1’de ya normal hiicresel mikrocevrede ya da kanser hiicresinde “E” doneminden
“L” donemine gecis sirasinda sunulan proteinler, staurosporin ile uyarilmis apoptozu bile
baskilamaktadirlar. Tersine normal bir hiicresel mikrocevrede (MDBK) BHV-1 “E” genleri
sunulurken apoptoz en fazla uyarilirken, kanser hiicrelerinde (Hep—2) “IE” genleri sunulurken
apoptoz uyarilmistir. BHV—1 apoptozunun kaspaz—8 yolag ile yani “dig membran reseptor”

yolagindan olustugunu gostermistir.

SHSYSY hiicrelerinde; ekzojen NO (GSNO), peroksinitrit (SIN-1) radikalinin baskin
oldugu mikrogevrede, DOXO, CIS, ETOP sagalim modellerinde, CARBO-+ETOP
uygulamasinda, peroksinitrit ve siiperoksit; CIS+ETOP uygulamasinda ekzojen NO ve

siiperoksid hiicre olimdiinii arttirmislardir.

Kelly hiicrelerinde; ekzojen NO (GSNO), peroksinitrit (SIN-1) ve siiperoksit ve
hidroksil (H202) radikalinin baskin oldugu mikrogevrede, DOXO, CIS, ETOP sagaltim
modellerinde CARBO peroksinitrit ve siiperoksit, CIS+ETOP uygulamasi, eksojen NO ile
birlikte, CARBO+ETOP uygulamasinda hem eksojen NO hem de siiperoksit hiicre 6liimiinii
arttirmistir. Sagaltim siirecindeki ndroblastoma hiicrelerinde gozlenen apoptotik hiicre 6limd,
ortamda peroksinitrit bulundugunda 2. 74 kat; ekzojen NO bulundugunda 2. 18 kat; ROS
baskin bir ortamda 3. 45 kat artmistir.

Bu sonuglar, mikrocevrede bulunan serbest radikalin cinsine bagli olarak sagaltim

siireclerinin etkilendigini desteklemektedir.



Translasyonel calismalar i¢in klinikte kullanilan sagaltimlarin in vitro modellerinin
olusturulmasi ¢ok onemli katkilar saglayabilir. Bu sekilde bilgiler klinikten laboratuara ve

yeniden klinige daha etkin donebilir.

Viral enfeksiyon modelinde, rekombinant viriislerle deney ortamini yineleyerek etkili
hedef molekiiliin (gen/protein) saptanmasi etki mekanizmasinin agiklanmasi ve sagaltimsal

yeni hedeflerin belirlenmesinde katki saglayacaktir.

Noroblastoma sagalttm modelinde, apoptotik yolak, agirlikli olarak etoposide temel
almarak ¢alisilmistir. Diger sagaltim rejmlerinin de bu agidan incelenmesi yararl olacaktir.
Sagaltim rejimleri, mikrocevre temel alinarak yeniden gozden gecirilirse, ilaclarin bilinen
etkisi disinda serbest radikal olusumuna katkilar1 da ortaya konulabilir. Bu veriler, ilaglarin

daha etkin kullanimin ya da yan etkileri a¢isindan yeniden degerlendirilmelerini saglayabilir.
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Bovine herpesvitus 1 (BHV-1) is the actiological agent of many disease

types and may predispose infected animals, possibly through immunosuppression,
to secondary bacterial infections. Immunosuppression may directly be associated
with the induction of programmed cell death (PCD) in some virus-infected cells.
Nitric oxide (NO) has an important mediating role against fungal, bacterial, pro-
tozoal, viral pathogens and tumours. BHV-1 induced apoptosis between 0.5-3 h
postinfection (PI) in MDBK cells; however, between 3 and 6 h PI the PCD re-
sponse was found to be decreased. It was interesting to see that BHV-1 inhibited
staurosporin-induced PCD after 1 h. These results showed similarities with those
obtained from herpes simplex type 1 infections in human epithelial cells. PCD re-
sponse decreased 1 h following caspase-3 inhibitor applications, whereas NO re-
sponse increased 3 h following infection in the presence of caspase-8 and -9 in-
hibitory peptides. In conclusion, BHV-1 inhibited the staurosporin-induced
apoptotic response and also the NO response. We propose that this inhibition is
caspase-3 dependent.

Key words: Bovine herpesvirus 1, nitric oxide (NO), programmed cell
death

Bovine herpesvirus 1 (BHV-1), a member of the Alphaherpesvirinae, is
the aetiological agent of infectious bovine rhinotracheitis, infectious pustular
vulvovaginitis, abortion, and fatal neonatal systemic infections as described ear-
lier (Roizman et al., 1992; Tikoo et al., 1995). In addition to initial respiratory in-
fections, BHV-1 may predispose infected animals, possibly through immunosup-
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vine herpeswrus ! (BHV-1) infection. Nitric oxide (NO) is also important as a
signal molecule. In this study, apoptosis was selectively induced in HEp-2 cells in
the early stage [1-3 h postinfection (PI)] of BHV-1 multiplication, and this apop-
totic process was realised through the caspase-8, and partially through the cas-
pase-3, pathway. BHV-1 infection inhibited staurosporine- (SS-) induced apop-
tosis only if the SS was added at 6 h PL. The results of this study showed that the
‘NO-apoptosis’ relation was realised through the caspase-8 pathway (‘outer
membrane receptor’ pathway) at a later stage of infection in apoptosis induced by
BHV-1 + SS. Our previous report (Yazici et al., 2004) and this study together
showed that BHV-1 might induce and inhibit cell-type-specific pathways of apop-
tosis.

Key words: Bovine herpesvirus 1, apoptosis, nitric oxide, HEp-2 cells

Bovine herpesvirus (BHV-1) is an important viral pathogen of cattle. It be-
longs to the 4/phaherpesvirinae subfamily and shares many biological properties
with herpes simplex virus 1 (HSV-1) and HSV-2 (Jones, 1998).

The pathogenic profile of the viral infection includes the development of
an inflammatory response to the cytolytic action of natural killer cells, the antivi-
ral activities of cytokines, and apoptosis (De Martino et al., 2003). Programmed
cell death {PFD\ also known as ‘anontosis’. is the nrocess whershy individual
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cells of multlcellular organisms undergo systemic self-destruction in response to
a wide variety of stimuli (Teodoro and Branton, 1997). Successful viral replica-
tion reqmres not only the efficient production and spread of progeny, but also the
evasion of host defence mechanisms that limit replication by killing infected
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Ek 4. TPOG-NBL 2003 Protokolii

- 9. KEMOTERAPi |

=  AqBLOK: iLAG DOZ GUN UYGULAMA
i (PV) ' '

= (4) Cisplatin ~ 2y>100mg/m? 1. gin 5 st'lik inf.

_ 2y<20mg/m?2 1-5 giin 30-45 dk. inf.

- (O)VCR 1.5 mg/m2 1ve5.gin IV

A4 BLOK (>2yas)
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* <1 yas veya <10 kg olan hastalarda doz kg bagina olarak hesaplanir.
Kg basina doz= M” bagina doz / 30
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7 A3BLOK:  ILAC

DOZ GUN UYGULAMA
(VIDA)
(O)VCR 1.5 mg/m?2 1. ve 5. IV puge
(M) lfosfamid 1.8 g/m2 1-5 24 st'lik infazyon
+mesna %100 1—5 24 st'lik infGzyon
o (@)DTIC 250 mgim2  1-5 30 dk.IV infazyon
(m) Adriamycin 20 mg/m2 1-3 IV 4 saatlik
infizyon
A3 BLOK (VIDA)
O O O ] 0
+ + T uy t
o : o
l | I l |
I l I I l
1 2 3 4 5 GUN

* A3 blok bitiminden 24 saat sonra "hematopoietic growth faktor baglanir. (G-CSF /

GM-CSF)

° <1 yas veya <10 kg olan hastalarda doz kg bagina olarak hesaplanir.

Kg bastna doz= M? basina doz / 30
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UYGULAMA

A4BLOK: iLAC DOZ GUN
— (PCVP)
B (O)Cisplatin 2y100 mg/rg2 1. 5 st'lik infazyon
= 2yWw20 mg/m< 1-5 IV puse
= (M)Cyclophosphamid 200 mg/m? 1-5 IV 1 saatlik
= +mesna %60 doz infazyon
- (C)VP-16 150 mg/m?2 4.ve5 45 dk. infizyon
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Kg basina doz= M? bagina doz / 30

* <1 yas veya <10 kg olan hastalarda doz kg basina oizrak hesaplanir.



Ag BLOK: ILAC DOZ GUN UYGULAMA
(0)Cisplatin 30 mg/m< 1-5 24 st'lik infGzyon
(M)Cyclophosphamid 300 mg/m2 1-5 IV 1 stlik infizyon
+mesna %60 doz
(O)vP-16 150 mg/m2 4.ve5. 45dk. infiizyon

Ag BLOK:

O .
1 A A ) A
o o) (o} o 0
l l | | |
I ] l l l
1 2 3 4 5 GUN
AgBLOK: iLAC DOZ GUN UYGULAMA
(CV) (4 )Cyclophosphamid 5 mg/kg 1-5 gn IV puse
1,4,7,10. hft
(0) VCR 0.75mg/m? 1,5. Gunler IV puse
1,4,7,10 hft

Ag BLOK:

N ‘ ) t ‘N

o o

l l | l |

l I | I i

1 2 3 4 5 GUN

° <1 yas veya <10 kg olan hastalarda doz kg bagina olarak hesaplanir.

Kg basina doz= M*bagina doz / 30
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iDAME TEDAVISI :

iLAC DOZ . GUN UYGULAMA
iDAME :  (M)Cyclophosphamid 150 mg/m?  1-8 PO
+mesna %60 doz 1-8 PO
1,4,7 ve 10. haftalar
(O)VCR 1.5 mg/m? 1. gin IV Puge
1,4,7 ve 10. haftalar
iDAME:
IADDINRA B o ke ol o8 T\ ) 3k 3 ol W 3T 3T ) AANDADAANA
O [¢) o] o]
| | | | ! | | |
I I | ] ! | ] |
1 8 28 35 49 56 70 77
GUN

* <1 yas veya <10 kg olan hastalarda doz kg bagina olarak hesaplanir.

Kg basina doz= M? basina doz / 30
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GUGLENDIRILMIS iDAME TEDAVISI- :

ILAC ’ Doz  GUN UYGULAMA
G.IDAME : (#)Cyclophosphamid 150 mg/m2  1-8 PO
+mesna %60 doz 1-8 PO
(O)VCR 1.5mg/m2 1 IV Puse
(O0)CARBOPL. 150 mg/m*> 1, 2. IV 1 stlik infazyon
3 hf. araile

GUGLENDIRILMIS IDAME:

g't*’b'r'h'r'r'\\ g¢4~m1~¢4~4~
oa _ O a

I N I O T Y T N T T O I A
(N U A I I N U U N I I
17 2 345 6 7 8 21 22 23 24 25 26 27 28

13-cis Retinoik Asid :
a Transplaniasyon sonrasi 80. glin veya idame tedavisi ile birlikte baglanir
a Doz: 160 mg/m2/Gin 2 dozda PO 14 gin sire ile devamli verilir. 28 gtnde bir

(14 gin aradan sonra tekrar), toplam 6 kar {(6ay) uygulanir. (Roaccutane 10 ve

20 mg cap)

Not. CCG'nun Gnerdigi doz ve uygulama bu sekildedir. Ancak yan etkiler nedeniyle

hastalar bu uygulamay tolere etmekte zorlanirsa doz 100 mg/m® ‘e azaltilabilir.

* <1yas veya <10 kg olan hastaiarda doz kg basina olarak hesaplanir.
Kg basina doz= M? basina doz / 30 '
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Noroblastomada, daha hizli hematolojik dazelme, daha az  maliyn hacre

" kontaminasyonu ve azalmig morbidite nedenlén‘yie otolog periferik kan k&k hﬁcre
nakli yeglenmektedif. Allojenik transplantasyonlann néroblastomada bir Gstanlaga

bulunmamaktadir..

13.1. Endikasyon :

Asagidaki kosullann hepsine sahip olgular otolog PKHT programina alinir.
1. Protokole gore yiksek risk grubuna giren olgular

2. 2. kir (4 biok) kemoterapi sonrasi yapilan yanit degeriendirmesinde en az PR,
VGPR ve CR sagdlanan olgular (KT’e vyanitsiz hastalarda faydasi.

gosterilememistir)
3. Alle onayl‘almanl'ar
13.2. Zamanlama :

- 2 kir (4 blok) kemoterapi sonras! yapilan yanit degerlendirmesinde; en azindan
parsiyel yanit sadlanan hastalarda da 4. ve gerekirse 5. blok kemoterapi sonrasi

otolog kok hiicre Grand toplanir.

- 3 kir (6 blok) kemoterapi sonrasi klinik degerlendirme yapilir. Gerekirse ikincil
cerrahi ve ardindan primer timdr boigesine RT uygul'amasmm ardindan ve son

kemoterapiden maksimum 4-6 hafta sonra OPKHT uygulanir.
13.3. K&k hiicre iir{inii toplama protokoii :

« Hastaya 4. blok kemoterapi (As) bitiminden 24 saat sonra 10pg/kg/gin tek
dozda SC bayame faktort (G-CSF ) baglanir.
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Bayime faktorh uygulamasinin 7-12 ghnleri arasinda periferik kan total
[okosit sayist > 2000 degerinin elde edildigi ilk gan Grun toplamir (ya da
CD34 + hucre sayist procount olarak bakilabiliyorsa periferik kanda 20 /!
oldugu gin). ik gin toplanan trunde yeterli hiicre sayisina ulasilamadig
durumda baytme faktori devam edilerek ertesi gin bir kez daha Grin
toplanir. (Urin toplandidt giin GF Gran toplamaya ba§lanmadan en az 2

saat 6nce uygulanmali ).

4. biok kemoterapi sonrasi ardarda 2 uygulama ile halen yeterli hicre
sayisina ulastlamazsa ayn! islem 5. blok sonrasi hedef hicre sayisina

ulasana dek yinelenir.

Hastanin kendi kemoterapi bloklari sonrasi yeterli hiicre toplanamadiysa
uygun bir zamanda (6. blok sonrast olabilir) Cyclophosphamide (2.4 gr/m?
IV 1 saat) tek ilag olarak verilir ve 24 saat sonra ayni doz GF ile hacre

toplamasi tamamlanir.

Minimum hedef hiicre sayrsi: 4x10°%/kg MNH ve /veya 4x10° /kg CD 34 (+) hticre

Tanida Ki tutulumu olan olgularda olanak varsa CD 34(+) hicre seleksiyonu veya

diger purging metodliarindan birisinin yapiimasi dnerilir.

13.4. Hazirlama Rejimi :

Carboplatin 300mg/m?/gtn’ -7,-6,-5,-4. Gunler (total 1200 mg/m?) 24 h IV infiizyon

Etoposid  200mg/m*/gin
Melphelan 50mg/ m*/gtn
-3, -2 ve -1. Ganler

0. gin

. -7,-8,-5,-4. Gunler (total 800mg/m®) 24 h IV inflzyon
. -7,-6,-5,-4. Gunler (total 200mg/m?) 30 dk IV infizyon
- Dinlenme

: Otolog periferik kan kék hiicre Grindnin verilmesi

Not : 1 yas veya 12 kg altindaki cocuklarda dozlar kg basina olarak modifiye edilir.
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13.5. Destek Tedavi :

Antiviral profilaksi
Antimikotik profilaksi
Barsak dekontaminasyonu

{VIG profilaksisi

Biyame faktorh : 10pglkg/gf1n tek dozda SC veya IV, 0. giin Grn verilmesinden 4

saat sonra baslanir. 3 giin ardarda ANS>1000/mm° oluncaya kadar strdaralar.

Antiemetik tedavi
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