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OZET

Dal, F. Oksidatif Stresin Hiicre Dongiisii Fazlar1 Uzerindeki Etkileri. Istanbul
Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Biyofizik Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul 2011.

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri (ROT), reaktif nitrojen tiirleri (RNS) gibi
oksitleyici ajanlarin  hiicre icerisindeki artis1 ya da antioksidatif savunma
mekanizmalariyla oksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanir.
Oksidatif stresin zararh etkilerine karsin canli organizmalarm gelistirdigi mekanizmalar
arasinda temel ve indiiklenebilen antioksidanlar, katalaz ve siiperoksit dismutaz (SOD)
gibi oksidan savunma enzimleri, DNA onarim enzimleri ve hiicre dongiisii kontrol
noktalar1 sayilabilir. Hiicre dongiisii kontrol noktas1 yaniti, zarar verici ajanlara maruz
kaldiktan sonra hiicre dongiisii isleyisindeki duraksama olarak tanimlanabilir. Bu gecici
duraksama bir bakima tekrar hiicre dongiisiine girip mitozu tamamlamadan Once
hiicrelere 0zellikle DNA hasarint onarma i¢in verilen bir zaman dilimi olarak

diisiiniilebilir.

Bu bilgilerin 15181nda, oksidatif stresin etkilerinin farkli hiicre dongiisii fazlari
izerinde belirlenebilmesi i¢in, mimozin ve genistein kullanilarak insan eritrolosemi
hiicre dizisi (K562) senkron hale getirildi. Senkron hiicreler, reaktif oksijen tiirlerinden
biri olan hidrojen peroksit (H,0O,) aracilig: ile farkli derisim ve siirelerde oksidatif strese
maruz birakildi. Hiicrelerin mitokondri membran potansiyellerindeki (A¥m)
degisiklikler hiicre dongiisiiniin farkli fazlarinda (G;, S ve Gy/M) analiz edildi.
Senkronize edildikten sonra oksidatif strese maruz birakilmis hiicrelerde apoptoz ve
nekroz, anneksin V - PI boyama yontemi kullanilarak akim sitometri analizleriyle
belirlendi. Oksidatif strese maruz kalmis asenkron hiicreler ile senkron hiicreler
arasindaki mitokondri membran potansiyelindeki degisiklikler gosterildi. Apoptotik ve
nekrotik hiicrelerin belirlendigi ¢alismalarda, asenkron hiicreler ile senkron hiicrelerin
boyanmamis hiicre, yalniz anneksin V ile boyanmis, yalniz PI ile boyanmis ve hem
anneksin V hem de PI ile boyanmis hiicre oranlar1 belirlendi. Her iki analiz sonuclar1 da
degerlendirilerek hiicrelerin oksidatif stresin etkilerine S fazinda direngli, G2/M fazinda

ise 500 uM ve artan H,O, derisimlerinde duyarli olduklar1 belirlendi.

Anahtar kelimeler: Oksidatif stres, hiicre dongiisii, K562, apoptoz, nekroz.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 12616
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ABSTRACT

Dal, F. Effects of Oxidative Stress on Cell Cycle Phases. Istanbul University Institute of
Health Science, Department of Biophysics, Master Thesis, Istanbul 2011.

Oxidative stress can be defined as the increasement of oxidizing agents like
reactive oxygen species and reactive nitrogen species or the imbalance between
antioxidative defense mechanism and oxidants. Primary and inducible antioxidants,
oxidant defense enzymes like catalase and superoxide dismutase (SOD), DNA repair
enzymes and cell cycle checkpoints can be considered as the mechanisms of living
organisms developed for the deleterious effects of the oxidative stress. Cell cycle
checkpoint response can be defined as the arrest of the cell cycle functions after
damaging chemical exposure. This temporary arrest can be thought as a period of time
given to the cells to repair the DNA damage before entering the cycle again and

completing the mitosis.

In the view of such information in order to determine the effects of oxidative
stress on several cell cycle phases, human erytroleuchemia cell line (K562)
synchronized with mimosine and genistein. Synchronized cells were exposed to
oxidative stress by hydrogen peroxide (H,0;), a reactive oxygen species, at several
concentrations and times. Changes on mitochondria membrane potential (A¥m) of cells
were analyzed at several phases of the cell cycle (G;, S and G/M). After
synchronization, to determine the apoptosis and necrosis, cells exposed to oxidative
stress were stained with annexin V and propidium iodide and analyzed at flow
cytometry. Changes in the mitochondrial membrane potential of synchronized and
asynchronized cells which exposed to oxidative stress have been shown. Non stained,
stained with annexin V, stained with PI and annexin V and PI stained cell rates were
determined at apoptotic and necrotic cell studies. By evaluating both these analyze
results, it has been shown that synchronized cells at S phase is resistant to the effects of
the oxidative stress and synchronized cells at G/M phase is sensitive to the effects of

oxidative stress at 500 uM and above H,O, concentrations.

Key words: Oxidative stress, cell cycle, K562, apoptosis, necrosis.
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1. GIRIS VE AMAC

Biyolojik sistemler icin faydalarinin yani sira yan etkileri de bulunan oksijen,
oksidatif fosforillenme {iizerinden ATP iiretimine katkida bulunurken diger yandan
oksidatif stresin olusumuna neden olmaktadir. Oksidatif stresin olusmasinda gorev alan
kaynaklar arasinda mitokondriyal oksidatif fosforillenme sirasinda iiretilen ROT lar,
iyonize radyasyona maruz kalma ve ekzojen bilesiklerin metabolizmalar1 yer
almaktadir. Mitokondri, oksidatif stresin olusmasinda rol alan reaktif oksijen tiirlerinin
ana kaynagi olmasmin yani sra ROT’larin hedefi olarak da ©6n planda olan bir
organeldir. Ozellikle ekzojen oksidatif stres etkenleri, hiicre cevabinin mitokondri
merkezli bir yolak iizerinden olusmasma neden olmaktadir. Mitokondri membran
potansiyelindeki degisimler, programli hiicre 6liim yollarindan biri olan apoptozun geri
doniisiimii  olmayan noktalarindan biridir. Bu nedenlerden otiirli oksidatif stres
caligmalarinda mitokondri membran potansiyelindeki degisimlerin arastirilmasi

giiniimiizde olduk¢a yaygin caligilan bir konudur.

Iyonlastiric1 radyasyon ve diger karsinojenlerin hiicre dongiisii iizerine etkileri
ile ilgili gliniimiizde bir¢ok veri bulunsa da, oksidatif stresin senkronize hiicreler iizerine
etkileri 6zgiinliigiinii korumaktadir. Senkronize hiicreler elde edebilmek i¢in kullanilan
yontemler arasinda tiim kiiltiir “whole culture” ve bebek makinesi “baby machine”
sayilabilir. Bu yontemler ile 1ilgili olarak, arastrmacilar farkli goriisleri
savunmaktadirlar. Bebek makinesi yontemini savunan S. Cooper, tiim kiiltiir yontemi ile
senkronizasyon isleminin gerceklesemeyecegini belirtmektedir. Bu arastirmaciya gore
hiicrelerin senkron sayilabilmeleri i¢in hiicre yaslarmin da ayni olmasi gerekir. Tim
kiiltiir calismalarinda farkli yaslarda hiicreler ayn1 ortamda bir noktada durdurulsa bile,
tekrar dongiiye devam etmelerinin saglandigi noktadan itibaren farkl hizlarda dongiiye
devam edeceklerini belirtir. Buna karsin P.T. Spellman ve G. Scherlock adl1 arastiricilar
ise tiim kiiltiir yonteminin hiicre senkronizasyon islemleri icin kullanilabilecegini ¢iinkii
hiicre yas1 ve hiicre dongiisiiniin baglantisiz oldugunu belirtirler. Her iki goriisiinde

eksik kaldigimi vurgulayan arastirmacilar da bulunmaktadir (1).

Bu calismanin amaci farkli hiicre fazlarinda senkronize edilen hiicrelerde
oksidatif stresin etkilerini arastirmaktir. Senkronizasyon islemleri tiim kiiltiir “whole

culture” yontemi kullanilarak yapildi. Senkronize hiicrelerde oksidatif stresin etkileri



mitokondri membran potansiyeli analizleri lizerinden arastirildi. Oksidatif ajan olarak
kullanilan H,O;’nin bir¢ok hiicre soyunu apoptoza yonlendirdigi bilinmektedir (2-7).
Calismamizda kullandigimiz K562 hiicreleri de H,O, derisimine ve uygulama siiresine
bagl olarak apoptotik siirece yonlenmektedir. G;, S ve G/M fazlarindaki hiicrelere
H,O;’nin etkisi asenkron hiicrelerle kariglastirilarak nispi olarak degerlendirilmistir.
Oksidatif strese duyarl ya da direngli hiicre dongiisii fazlarinin belirlenmesi, ozellikle
kanser hastalarinda kullanilan ilaclarin senkronize edici ajanlarla birlikte kullanildiginda
etkilerinin arttirilmasi agisindan 6nemlidir. Caligmadan elde edilecek verilerin bu yonde

degerlendirilmesi de amac¢lanmaktadir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Serbest Radikaller

Atomlar proton ve notronlardan olusan pozitif yiikli bir ¢ekirdek etrafinda
bulunan negatif yiiklii elektronlardan olusur. Elektronlar, cekirdegin etrafinda orbital
olarak tanimlanan bolgelerde hareket ederler ve her orbitalde spinleri birbirine zit en
fazla iki elektron bulunur (8). D1s orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
bulunduran atom veya molekiiller “serbest radikal” olarak adlandirilir (2). Eslesmemis
elektronlarindan dolay1r olduk¢a reaktif olan serbest radikaller, kovalent baglarin
homolitik kirilmasi, normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ve normal bir molekiile
tek bir elektron transferi gibi ii¢ temel yolla olusmaktadir (3,4). Biyolojik sistemlerde
serbest radikaller en cok elektron transferi sonucunda olusurlar. Icinde bulundugumuz
cevrede, radyasyon gibi ¢esitli fiziksel olaylar ve kimyasal etkenler nedeniyle, hiicresel
kosullarda ise stres ve mitokondriyal elektron tasima zinciri sirasinda devamli bir

radikal olusumu vardir.

Serbest radikallerin biiyiik bir kismi oksijen radikalleridir. Son orbitalinde
eslesmemis iki elektronu bulunan oksijen biradikal olarak degerlendirilir. Ancak bu iki
elektronun paralel spinli olmasindan dolay1 oksijen molekiiliiniin reaktif 6zelligi son
derece kisithdir (1-4). “Spin kisitlamas1” olarak da adlandirilan bu durum, oksijene
elektron transferi ile ya da enerji absorbsiyonu ile ortadan kaldirilir. Oksijen radikalleri,
aerobik bir ortamda fiziksel ve kimyasal etkenlerle ya da zorunlu metabolik tepkimeler
sonucu {iretilebilir. Molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenerek, radikal form

sliperoksitin olugmast;
O, +e —> 0y

seklinde ifade edilir. Biyolojik sistemlerde bulunan en 6nemli oksijen radikalleri
arasinda siiperoksit radikali (O,7), hidroksil radikali (OH) ve radikal olmayan hidrojen
peroksit (H>O,) sayilabilir. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak da adlandirilan bu
molekiillerin, DNA, RNA, protein, lipit gibi makromolekiillere katilarak hiicresel
bilesenlere ve dokulara zarar verme Ozellikleri vardir (5). Doymamis yag asitleri ile
tepkimeleri sonucunda alkoksil radikali (RO), peroksil radikali (ROO) ve organik
hidroperoksitler (ROOH) gibi diger reaktif oksijen tiirleri olusur. Bu tiir radikallerin

olusumu lipid peroksidasyonuna ve membran hasarma sebep olur.



2.1.1. Hidrojen Peroksit (H,O,)

H,0,, molekiiler oksijenin, ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
siperoksidin bir elektron almasi sonucu olusur ve sirasiyla;

0?2 + 2e~ + 2H* - H,0,

0, +e~ +2H* - H,0,

seklinde ifade edilir. Biyolojik sistemlerde ise H,O,, siiperoksidin enzimatik
olmayan veya siiperoksit dismutaz (SOD) katalizli dismutasyon tepkimesi ile

olusmaktadir.

H,0,, yapisinda eslesmemis elektron igermedigi i¢in radikal degildir, ancak
gecis metal iyonlar1 varliginda Fenton tepkimesi sonucu; siiperoksit radikali varliginda

ise Haber-Weiss tepkimesi sonucu hidroksil radikaline doniisiir (6) ve
Fe?* + H,0, » OH™ + OH' +Fe3* (Fenton Tepkimesi)
03 + H,0, - 0, + OH™ + OH' (Haber-Weiss Tepkimesi)

seklinde ifade edilir. H>O; lipitte ¢oziinebilir ve biyolojik membranlar1 gecerek

hiicrelerin arasina veya icine kolayca difiizlenerek hasar olusturabilmektedir (2-7).

Haber-Weiss ve Fenton tepkimeleri sonucu OH olusumu, viicutta iiretilen H,O,
derisimi ve serbest metal iyonunun varligma baghdir (9,10). Fenton tepkimesini

katalizleyen en aktif metal iyonlar1 demir ve bakirdir.

2.1.2. ROT Kayna@ Olarak Mitokondri

Hiicrelerin temel enerji kaynagi olan mitokondri, 6karyotik hiicrelerde oksidatif
fosforillenme iizerinden adenozin 5'-trifosfat (ATP) sentezinde rol oynar. Mitokondride
ATP sentezinin gerceklesmesinde gorev alan bes kompleks bulunmaktadir (kompleks
LILIILIV ve ATP sentaz). Bu kompleksler mitokondri matriksinden i¢ membrana
proton pompalayarak, i¢ membranda bir elektrokimyasal gradiyent (Ap) olustururlar.
Ap’nin membran potansiyeli (AYm) ve pH olmak iizere iki bileseni bulunmaktadir ve

Ap = A¥,, — ApH

esitligi ile belirlenir. I¢ membran iizerinde bulunan ATP sentaz kompleksi
elektrokimyasal gradiyent ile ATP sentezini gerceklestirmektedir. Ancak oksidatif
fosforillenme siirecinde oldukca reaktif oksijen tiirleri de olugmaktadir. Mitokondri
elektron tasima sistemindeki oksidan iiretiminin en biiyilk bolimii O,’nin H,O’ya

indirgenmesi swrasinda olusmaktadir. Bu siirec NADH’tan ayrilan elektronlarin,



kompleks I’e (NADH dehidrogenaz kompleksi) ve siiksinattan ayrilan elektronlarin ise
kompleks II'ye (siiksinat dehidrogenaz kompleksi) gonderilmesi ile baglar. Koenzim Q
veya UQ olarak da bilinen ubikuinon her iki kompleksten de elektron alarak, her
seferinde bir elektronu ubisemikuinon ve ubikuinol’a indirger. Elektronlar kompleks I1I
(UQ-sitokrom c rediiktaz), sitokrom ¢ ve kompleks IV (sitokrom c oksidaz) iizerinden
taginir ve sonu¢ olarak O,’nin H,O’ya indirgenmesi gerceklesir (Sekil 2-1). Mitokondri
elektron transferi sirasinda pompalanan protonlar bazi durumlarda matrikse sizabilir.
Ubisemiquinonun, ubiquinolii olugturmak i¢in bir elektron ve proton almak yerine, bir
elektron sizdirarak, O;’nin O,’ye indiiklenmesine sebep oldugu diisiiniilmektedir.

O;’nin enzimatik dismutasyonu, diger onemli bir biyolojik oksidan olan H,O,’ye

yonlenir (11).
SITOZOL
H™ H* HE H ut
J (0)
[\J
— |
Iitokondr lr/QH? |
iy ez \N_'/I Proton|sizimtisy
Fﬂ
/' :
1/20; H0 1
MADH +2H*
ADP 4+ P [ R ATP
L J
H™ H* H H ut
Komplebs I (kompleks II Kompleks I Kompleks IV ATP sentaz
ghaterilinemmis)
MATRIKS

Sekil 2-1. Oksidatif fosforillenme.

Elektron transfer zinciri bilesenleri ve kemiozmotik proton ¢evriminin fiziksel organizasyonu. Elektronlar (NADH ve
FADH,’den alinan) zincir boyunca transfer edildikce (yesil ¢izgi), protonlar mitokondri matriksinden mitokondri i¢
membramnin sitozolik kesimine dogru pompalanir ve boylece bir proton gradiyenti elde edilir. Bu gradiyent ATP

sentaz tarafindan ATP iiretimi i¢in veya proton sizintisi yolag: izerinden harcanarak 1s1 eldesinde kullanilabilir.



2.2. Oksidatif Stres

Organizmada normal metabolik olaylar sirasinda ve patolojik siireclerde iiretilen
serbest radikaller, hiicresel savunma mekanizmalar ile ortadan kaldirildiklar1 i¢in, ROT
miktar1 belirli smirlar i¢cinde dengede tutulmaktadir. Ancak bazi durumlarda hiicresel
savunma mekanizmalari ile ortadan kaldirilanlardan daha fazla ROT olusumu oksidatif
stres durumunu ortaya cikarir. Dolayist ile oksidatif stres, serbest radikal iiretiminin
hiicre igerisindeki artis1 ya da antioksidatif savunma mekanizmalariyla oksidanlar

arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanabilir (12-14).

Geri doniistimsiiz oksidatif hasarin birikimi ile once hiicre daha sonra doku ve
organ sistemlerinde yapisal ve islevsel bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir. Kanser, diyabet,
damar sertligi, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, multiple sklerozis, hava
kirliliginin neden oldugu rahatsizliklar, iskemi/reperfiizyon hasari, hipertansiyon, felg,
katarakt, sizofreni, artrit gibi bir¢cok hastaligin molekiilsel temelinde oksidatif stresin
yattig1 bilinmektedir (15). Oksidatif stresin olugsmasinda gorev alan olas1 kaynaklar
arasinda, mitokondriyal oksidatif fosforillenme tarafindan iiretilen ROT’lar (11),
iyonize radyasyona maruz kalma (16-19) ve ekzojen bilesiklerin metabolizmalar1 yer
almaktadir. Canlilarda oksidatif stresin etkilerinden korunmak i¢in gelistirilen
mekanizmalar arasinda; radikal olusumunun engellenmesi, olusan radikallerin
temizlenmesi, giiclii radikallerin metal iyonlarinmn varhiginda daha zayif radikallere
doniistiiriilmesi, hasar olusmus hedefin onarilmasi ve hedef dokularin antioksidan

kapasitelerinin arttirilmasi sayilabilir.

2.3. Hiicre Oliim Yollar

Hiicrelerin farklilasarak doku ve organlar1 olusturma siireci, cogalma ve
farklilasma diginda hiicre Olimiinii de icermektedir. Hiicre Oliimii, bu sekilde
embriyonik gelisim swrasinda ya da normal fizyolojik siirecin bir parcasi olarak
programlanmis sekilde gerceklesebildigi gibi, toksik kimyasallara maruz kalma ve
beklenmedik travmatik olaylar sonucu da meydana gelebilmektedir. Hiicre 6liimii, 6lim
siirecinin morfolojik yapisina (apoptotik, nekrotik, otofajik veya mitoz iliskili),
enzimolojik kriterlere (niikleazlarin, kaspazlarin veya kathepsinlerin dahil olup
olmadigina), islevsel durumuna (programlanmis veya kazara, fizyolojik veya patolojik)
veya immiinolojik karakteristiklerine (immiinogenik veya immiinogenik olmayan)

bakilarak smiflandirilabilir (20). Bu kriterlere gore belirlenmis 11 farkl hiicre olim



yolu bulunmaktadir. Bu hiicre 6liim yollar1 arasinda nekroz, apoptoz, anoikis, kaspaz-
bagimli apoptoz, otofaji, wallerian dejenerasyonu, eksito-toksisite, eritropoez,

plateletler, kornifikasyon ve LENS’i saymak miimkiindiir (Tablo 2-1) (21).

Tablo 2-1. Farkh hiicre 6liim tipleri.

TNekroz Apoptoz Anaikis Kapaz Crtofaji WD Ekste- | Eritropoez | PLT | Kornifikasyon | LENS
Bagmh toluisite
Apaoptoz
Genetik Y Var Var Va Var Var Var Var Var Var Var
Frogram
Membran Pargzknas DS apiEs DS apiEz DEapis DS apiEz SzElm | ZzEkm ZzElzm | Zzdem 2zlzm 2zEam
il ity iy Gty
Orzaneller | Desgzlnas Zzfzm Zzflzm ZzElm Zzfzm Saflem | Szflm EzHzm | Seflem | Capraztelh | Safla
Lipid veniden lipid-eniden
diizenlenmesi diizentenmesi
Nuldeus Kromziin Esomatin Kacmztin Eromaziin
woiudlzgmza | yoEmbgmaza | yolunlzzmaan | wolndlazmaa Eavp Ezmp Kanp Kavp
oA DA oA oA
frzgmentzgvony | frzgmenGsyom | fregnentsyom | freEmentzsronu
Enzimler Yok Kazgparler Fapazlar Kalpeinler Lizopomnal VPR | Ezlpeinler | Kalpeinler | TG L TG
beclin 1 NCX 3.5
Otiin
Eeseptorler Fazepidrler
Bemjilatorler Bl Adlesi NO FATAY ARl
I4p Kl Falsivum
-l- -2- -3 -4 -3 - - -B & -10- -11-

Satirlar sematik sekliyle farkli 6liim tiplerinin karakteristiklerini ve plazma membrani, nukleus, mitokondri ve diger
sitozolik organellerdeki bulgular1 vermektedir. WD; Wallerian dejenerasyonu, PLT; platelet, TG; transglutaminaz,

NO; nitrik oksit, NCX; sodyum kalsiyum degisim kanali, IAP; apoptoz proteinleri inhibitorii.

2.3.1. Apoptoz

Hiicre 6liim yollarmdan biri olan apoptoz, ¢ok hiicreli organizmalarin normal
gelisimi, farklilagmasi, cogalmasi, diizenlenmesi ve 6zdengesi i¢in gerekli, dogal olarak
ortaya ¢ikan bir programlanmis hiicre 6liim siirecidir. Hasarly, iltithapli veya potansiyel
ur yapisindaki hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in 6nemli bir siire¢ olan apoptozun
hiicrelerde asir1 veya az goriilmesi c¢esitli patolojik sonuglar dogurabilmektedir.
Apoptotik siiregcte meydana gelen tikanma ya da inhibisyon, romatizmali atar damar
yangis1 ve kanser gibi hastaliklara neden olurken, iskemik kalp hastaligi, AIDS,
Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 ise asir1 apoptoz sonucu ortaya ¢ikmaktadir (22-

24). Apoptotik siirecte, hiicre yapisinda deformasyonlar, biiziilmeler kromatin



yogunlasmasi ve plazma membranmin ¢ikint1 veya tomurcuk olusturmasi gibi cesitli
morfolojik degisiklikler ortaya cikmaktadir (Sekil 2-2). Hiicrede olusan bu gibi
morfolojik degisimler, c¢esitli molekiiler ve biyokimyasal olaylar ile gerceklesmektedir
(25). Sonunda apoptotik hiicreler, apoptotik cisimler ad1 verilen yogun bir membranla
cevrili yapilara doniisiirler. Apoptotik cisimler, dokuda iltihap olusturabilecek herhangi
bir etki birakmadan makrofajlar tarafindan yutularak uzaklastirilirlar.

Sekil 2-2. Zaman-ayarh cekim yapabilen mikroskop ile kaydedilmis apoptotik trofoblast

hiicrelerinin morfolojisi.

Cekimler 6 saat ara ile yapilmistir. A. Nukleusta kromatinlerin yikimi. B. Hiicrelerin biiziilmeye devam etmesi. C.
Apoptik hiicrelerin apoptotik cisimlere doniismek iizere paketlenmesi. D. Membranda ¢ikint1 ve tomurcuk olusumu

ve apoptotik cisim olugumu. (26)

Apoptoz, hiicre yiizey reseptorlerine ligandlarin (apoptotik sinyal) baglanmasi,
DNA onarim mekanizmalarinda meydana gelen bir hata nedeniyle olusmus DNA
hasari, sitotoksik ila¢ veya radyasyona maruz kalma, tutarsiz hiicre dongiisii sinyalleri
veya gelisimsel 6liim sinyalleri gibi dis veya i¢ uyaranlar tarafindan tetiklenebilir (27).
Hiicrelerin bu uyaranlara kars1 duyarlhiliklary, pro ve anti apoptotik proteinlerin (Bcl-2
proteinleri veya apoptozis proteinlerinin inhibitorleri) ifadelerine, uyaranin siddetine ve
hiicre dongiisii fazlarma gore degisebilmektedir. Hiicrelerde apoptozun uyarilmasi ile
olusan apoptotik sinyal yolagi elemanlar1 arasinda; Oliim reseptorleri, membran
degisiklikleri, proteaz kaskadi, mitokondriyal degisiklikler ve DNA fragmentasyonu
bulunmaktadir.

Apoptozun  erken asamalarinda, hiicre ylizeyinde meydana gelen
degisikliklerinden biri de plazma membraninin i¢ yiizeyinden dis yiizeyine
fosfatidilserinin (PS) translokasyonudur. Bu durum apoptotik hiicrelerin fagositler

tarafindan sindirimi i¢in bir sinyal olusturmaktadir.



Oliim reseptorleri aracihigr ile gergeklesen apoptozda, Fas ligandi, TNF alfa
(timor nekroz faktorii), ve TRAIL (TNF-iligkili apoptoz indiikleyici ligand) gibi
ligandlar sinyalleri iletmede gorev alan hiicre yiizey reseptorlerine baglanir. Ligand
baglanmasinin ardindan sistein proteazlar olarak da bilinen enzim grubuna dahil
kaspazlar devreye girer. Apoptotik siirecin icraat¢i molekiilleri olan bu enzimler, kaspaz
kaskad1 olarak adlandirilan bir dizi geri doniisiimsiiz tepkime sonunda hiicre 6limiinii

gerceklestirir.

2.3.1.1. Mitokondrinin Apoptozdaki Rolii

Apoptoz-indiikleyici sinyallerin bircogu A¥Ym bozulmasi ile tetiklenmektedir.
Bu bozulma ile birlikte, mitokondri ara membran bdlgesinde bulunan apoptoz
indiikleyici faktor (AIF), Smac/DIABLO ve sitokrom c gibi proapoptotik proteinler
sitoplazmaya salinirlar (28, 29). Mitokondrial faktorlerin sitoplazmaya salmimi ve
A¥m’deki degisiklik, hiicrenin biyokimyasal dengesini bozarak ATP sentezinin
durmasina, NADH, NADPH ve glutatyon gibi redoks molekiillerinin oksitlenmesine ve
ROT’larin olusumunun hizlanmasina neden olur (30, 31). Artan ROT seviyesi,
lipitlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin oksitlenmesine neden olarak A¥Ym

degisikliklerine pozitif geri beslemede bulunur (32).

2.3.2. Nekroz

Nekroz, bir veya daha fazla sayida hiicrenin, dokunun veya organmin geri
doniisiimsiiz sekilde hasar gérmesi sonucu goriilen patolojik oliimdiir. Nekrotik 6liim
seklinde, hiicreler metabolik islevlerini ve hiicre membran biitiinliiklerini kaybederler ve
bu nedenle protein ve ATP iiretimlerini durdururlar. Nekrozun baslangic sathalarinda
hiicre organelleri biiziisiir ve islev goremez hale gelir. Hiicre membrani baloncuga
benzer kabarcik seklinde c¢ikintilar olusturur ve bu kabarciklar birbirleri ile birleserek
genislerler. Sonug olarak hiicre membrani parcalanir ve hiicre igerigi onu ¢evreleyen
dokuya dagilir (Sekil 2-3). Hiicrenin bu sekilde bozulmasima sitolizis denir. Dagilan
hiicre icerigi, etki ettigi dokuda yangisal bir cevap olusturur ve bu cevaba ii¢ igerik

aracilik eder;
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a) bagisiklik sisteminin doku ile iliskili hiicreleri,
b) sitokinler olarak adlandirilan ve hiicre iletisiminde gorevli olan kiiciik
molekiiller ve

¢) ROT.

Nekrozun olusmasina yardimci cesitli faktorler arasinda ATP’nin tiikkenmesi,
oksijen seviyelerindeki diisiis ve oksidatif stres direkt hiicresel hasara neden olurken,
endotoksinler ve oksidatif stresin arttig1 bazi1 durumlar nekroz ile iligkili yangisal cevabi

baslatarak veya siddetlendirerek indirekt bir rol oynar (33).

Sekil 2-3. Nekrotik Hiicre Oliimi.

a. Normal hiicrenin elektron mikroskobu goriintiisii. b. Nekrotik hiicre oliimii gerceklesen hiicrenin elektron
mikroskobu goriintiisii. ¢. Nekrotik hiicre Oliimiiniin son safhalarinda plazma membram iizerindeki lezyonlarin

elektron mikroskop goriintiileri (34).

2.4. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii, hiicre boliinmesi (mitoz) ve ara evre (interfaz) olarak iki ana
boliime ayrilir. Ara evre siirecinde, hiicre kiitlesi yaklasik iki kat artar ve hiicre mitoz
icin gerekli molekiilleri sentezler. Ara evre kendi icinde, G; (G, faz1), S (sentez) ve G;
(G, faz1) olarak ii¢ alt evreye ayrilir (Sekil 2-4). G, fazinda metabolik olarak aktif olan
hiicreler devamli biiylir ancak DNA’larin1 esleyemezler. G; fazmi izleyen S fazinda
DNA sentezi gerceklesir. Hiicreler, DNA sentezinin tamamlanmasi ile birlikte hiicre
biiylimesinin devam ettigi ve mitoz icin gerekli proteinlerin sentezine baslandigr G,
fazina girer. Daha sonra hiicre boliinmesinin (sitokinez) gerceklestigi mitoz (M) fazina
gecerler. Hiicre dongiisiinii olusturan fazlar disinda duragan faz, Gy (gap 0) olarak

adlandirilan ve hiicrelerin metabolik olarak aktif halde bulunduklar: ancak ekstraselliiler
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sinyaller ile uyarilmadiklar1 siirece ¢ogalmadiklar1 bir evre bulunmaktadir. 24 saatlik
hiicre dongiisiine sahip hiicrelerde, G; fazinin yaklasik olarak 11, S fazinin 8, G, fazinin

4 ve M fazinin bir saat siirdiigii bilinmektedir (35).

Sekil 2-4. Hiicre dongiisii fazlari.

2.4.1. Hiicre Dongiisii ve Siklinler

Hiicre dongiisiiniin isleyisinden sorumlu molekiillerin merkezinde serin/treonin
kinazlardan olan siklin bagimli kinaz (Cdk) ailesi yer almaktadir (36). Cdk’lar, hiicre
dongiisii ilerleyisini cesitli fazlarda gorev alan proteinlerin fosforillenmesi iizerinden
kontrol ederler (Sekil 2-5). G; fazi ilerleyisinin diizenlenmesinde D tipi siklinler ve
retinoblastoma tiimor baskilayici gen iiriinii olan pRb (retinablastoma proteini) gorev
almaktadir (37). S fazina gecisi diizenleyen siklin E’nin fazla ifadesi, hiicrelerin G,
fazinda gecirdikleri siireyi kisaltmaktadir. S fazi1 boyunca siklin A ifadesi artmakta ve
Cdk’lardan bagimsiz bir protein kinaz olan Cdc7, S fazi ilerleyisinin diizenlenmesinde
gorev almaktadir. S fazindaki Cdk’larin temel gérevi DNA’nin hiicre dongiisii boyunca
yalnizca bir kere kopyalanmasini kesinlestirmektir. G, fazindan M fazina ilerleyisi ise,

siklin A ve siklin B/Cdc?2 diizenlemektedir.
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Antiproliferatif sinyaller
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Sekil 2-5. Hiicre dongiisiiniin dort ana faz1 arasindaki gecisi diizenleyen siklin/Cdk

komplekslerinin sematik sunumu.

2.4.2. Hiicre Dongiisii Kontrol Noktalar

Hiicre dongiisiinde yer alan fazlar arasindaki gegisin diizenlenmesinde kontrol
noktalar1 gorev alir (Sekil 2-6). Kontrol noktalari, hiicresel mekanizmay1 denetler ve
herhangi bir hasar olusumunda hiicre dongiisii ilerleyisinde duraksama olustururlar. Her

bir kontrol noktasinin ii¢ bileseni bulunmaktadir;

a) DNA hasar1 gibi, anormal hiicre dongiisii olaylarin1 saptayan sensor
mekanizmasi;
b) Sensorden efektore sinyal tagiyan, sinyal doniistiirme yolagi;

¢) Hasar giderilene kadar hiicre dongiisiinii tutuklamada islev goren efektor.

Temel kontrol noktalarindan ilki G,/S gecisinde bulunan DNA hasar sensoriidiir.
Erken ve orta G; faz1 arasinda hasar goren hiicreler G1 fazinda duraksarken, ge¢ G
fazinda hasar goren hiicreler S fazmma devam ederler ancak DNA sentezine hasar
gormemis hiicrelerden ¢ok daha yavas bir sekilde baglarlar. DNA eslemesinde
olusabilecek bir sorunu denetleyen kontrol noktasi ise S fazinda bulunmaktadir. Bu
kontrol noktasini, DNA eslemesinin uygunluk derecesini kontrol eden ve G;/S
gecisindeki gibi DNA hasar sensoril islevi goren Go/M gecisi kontrol noktas: izler.

Erken ve orta G, fazi arasinda hasar goren hiicreler G, fazinda duraksarken, ge¢ G
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fazinda hasar goren hiicreler mitoza girdiklerinde duraksarlar. Mitotik kontrol noktasi
ise, mitoz siiresince meydana gelebilecek islevsel bozukluklar1 denetler. Kontrol noktasi
duraksamalar1 genellikle bir siklin/Cdk etkinliginin baskilanmasini icermektedir (38 -
40).

Fazlar aras1 gecislerin diizenlenmesine yarayan kontrol noktalarindan bir digeri
de orta ve ge¢ G; fazi arasinda bulunan restriksiyon noktasidir. Restriksiyon noktasi,
hiicre i¢in gerekli biiylime sinyallerinin alinmas: ile hiicrelerin G; fazmmdan S fazma
gecisini diizenleyen kontrol noktasidir (41). Hiicreye biiylime sinyallerinin ulagmamasi

durumunda, hiicreler S fazina gecemez ve Gy fazinda kalirlar (42).

Mitotik Eontrol MNolkdtas:

G2 DIVA hasar
konirol nolaas:

— __i-

N
e \\ .

G2 '.

\\,g*x - // / ‘M\Restlﬂmyunl‘lnktaﬂ(ﬂ)
s

GlI S DIMNA hasar
konirol nolatasy

8 faza DIV A hasar
lonirol nolkitasa

Sekil 2-6. Hiicre dongiisii kontrol noktalari.

2.5. Hiicre Senkronizasyonu

Senkron olmayan hiicrelerin, ¢esitli islemler sonucu hiicre dongiisiiniin belirli bir
fazinda tutuklanmasi hiicre senkronizasyonu olarak adlandirilir. Hiicreleri senkron
etmede kimyasal ya da biyolojik islemlerin kullanildig1 ¢esitli teknikler gelistirilmistir
(43). Hiicrelerin serumsuz ortamda ¢ogaltilmasi, kontakt inhibisyon ve uygun siire ve
derisimlerde cesitli kimyasallarin uygulanmasi1 en sik kullanilan senkronizasyon

islemleri arasindadir (44). Basarili bir hiicre senkronizasyonu, G1 fazinda mimozin veya
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serum yoksunlugu, S fazinda DNA eslemesini bloke eden timidin, hidroksiiire veya
aphidikolin gibi kimyasallar ve mitozda ise kolsisin ve nocodazole gibi mikrotiibiil

zehirleri ile saglanir (45).

2.5.1. Hiicre Senkronizasyon Tartismalar

Kiiltiirdeki hiicrelerin hepsinin ayni sekilde islem gorerek hiicre dongiisiiniin
ayni fazinda bir dizi hiicre olusturulmasi tiim kiiltiir senkronizasyonu olarak adlandirilir.
Hiicre dongiisiiniin belirli bir fazinda tutuklanan hiicrelerin normal dongiiye devam
etmeleri saglandiginda, senkron sekilde biiyiidiikleri varsayilir. Bu konuda calisan
arastirmacilar gercek anlamda bir senkronizasyonun saglanip saglanamayacagi
konusunda ikiye ayrilmiglardir. Tiim kiiltiir senkronizasyonunun, hiicre biiylimesinin
temel yasasi olan hiicre-yas iligkisinin korunmasi kanununa aykirt oldugu icin
yapilamayacagini savunan Stephen Cooper, bu yasa nedeniyle eksponansiyel biiyliyen
kiiltiirlere uygulanacak hicbir islemin tam bir senkronizasyon olusturamayacagini
belirtmektedir. Hiicre-yas iliskisinin korunmasi kanununa gore; genetik olarak saf,
dengelenmis eksponansiyel biiylimeye sahip bakteri (veya dkaryotik hiicre) kiiltiirii icin
hiicre-yas diizenini degistirebilecek herhangi bir seri muamele bulunmamaktadir (46).
Tiim kiiltiir senkronizasyonunun hiicrelerin yas farkindan otiirii yapilamayacagini
savunan Cooper, hiicrelerin secim yontemi ile senkronize edilebileceklerini
belirtmektedir. Bebek makinesi “baby machine” ad1 verilen yontemde, membrana bagl
hiicreler gelisimlerine devam ederken yeni olusan hiicrelerin membrandan salinimina
izin verilir. Boylece yeni olusmus hiicrelerin yaslarinin ayni oldugu kabul edilerek

hiicreler senkronizasyon islemine maruz birakilabilirler (47 - 48).

Hiicre yas1 ve hiicre dongiisiiniin iliskilerinin bulunmadigin1  savunan
P.T.Spellman ve G.Sherlock ise tiim kiiltiir senkronizasyonunun yapilabilecegini
gosteren deneysel desteklerin  bulundugunu ve bu nedenle tiim kiiltiir

senkronizasyonunun yapilabilecegini savunan aragtirmacilardandir (49).

Her iki goriisiinde belirli noktalarmi savunan Shi V. Liu ise tim kiiltiir
senkronizasyonunun dogru icerik ve uygun veriler ile yapilabilecegini savunurken,
hiicre dongiisii ve hiicre yasinin baglantili olduklarin1 ve Cooper’in bebek makinesinin

her hiicre i¢in uygun bir yontem olmadigmi belirtmektedir (1).
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2.5.2. Hiicre Senkronizasyon Yontemleri

2.5.2.1. Mimozin ile Hiicreleri G; Fazinda Tutuklama

Aphidikolin, hidroksiiire veya asir1 timidin gibi yaygin sekilde kullanilan DNA
esleme inhibitorlerinin hepsi DNA eslemesinin uzama evresini bloke ederken baslangi¢
evresinin meydana gelisine izin vererek, hiicreleri S fazinda tutuklarlar (50). Mimosa ve
Leucaena bitkilerinden elde edilen ve DNA sentezinin tersinir inhibitorii olan mimozin
ise (Sekil 2-7), hiicre dongiisii siirecini G1/S gecisine yakin bir yerde, ge¢ G; fazinda
inhibe eder (51-53). DNA sentezinin tersine ¢evrilebilir inibitorii olan mimozinin DNA
sentezinin hem baslangic hem de uzama evrelerini etkileyen genel bir antimitotik
aktivitesi bulunmaktadir (54-56). Mimozinin molekiiler mekanizmasi tam olarak
anlasilmamis olsa da, demir baglama aktivitesinin onun hareket mekanizmalarindan biri
oldugu diisiiniilmektedir. Mimozin, demir iyonlar1 ile kompleksler olusturarak
riboniikleotid rediiktaz ile indirekt olarak etkilesime girer dolayisiyla hiicresel dNTP
derisimlerindeki azalma ile DNA sentezini bloke eder (57-59). Ayrica mimozinin
mitokondri, SV40 minikromozomlar1 ve hiicre c¢ekirdegindeki DNA eslemesini de

inhibe ettigi bilinmektedir (60).

O
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Sekil 2-7. L-Mimozinin kimyasal yapisi.

2.5.2.2. Genistein ile Hiicreleri Go»/M Fazinda Tutuklama

Leguminosae ailesinin bir iiyesi olan genisteinin (4,5,7-trihidroksisoflavone)
(Sekil 2-8), kansere ve kardiyovaskiiler hastaliklara karsi1 koruyucu oldugu ve
fitoestrojen aktivitesinin bulundugu bilinmektedir (61). Genistein, Ostrojenik ve anti-
ostrojenik aktivitelerini doza bagh olarak gerceklestirmektedir (62). Ostrojenik
etkilerini, hiicre cogalmasi, anti-oksidatif faaliyetlerin artmasi ve diisiik dozlarda
apoptozun azalmasi seklinde gosterirken (63, 64), anti-Ostrojenik etkilerini de yiiksek

dozlarda gostermektedir. Anti-Ostrojenik etkileri arasinda, hiicre cogalmasindaki
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inhibitor etkisi, telomeraz aktivitesi, hiicre dongiisii tutuklanmasmin indiiksiyonu ve
normal ve malignant hiicrelerde apoptozun indiiksiyonu bulunmaktadir (65, 66).
Arastirmalar genisteinin losemi, lenfoma, yumurtalik, servikal, leyomiyoma, melanom,
noroblastom, gastrik, pankreatik, gdgiis ve prostat gibi cesitli kanser hiicrelerindeki
biiylimeyi engelledigini gostermistir (67-70). Genisteinin gogiis kanseri, gastrik
adenokarsinoma ve melanom hiicrelerini, hiicre dongiisiiniin Go/M fazinda tutukladigi

bildirilmistir (71).

~~ T.ﬂ . ’::-:\
T

Sekil 2-8. L-Genisteinin kimyasal yapisi

2.6. Hiicre Dongiisii Analizi

2.6.1. Hiicresel DNA Iceriginin Akim Sitometrik Analizi

DNA, sitometrinin laboratuar uygulamalarinda kullanilmaya baslamasindan
itibaren, en fazla analizi yapilan hiicresel bilesendir (72, 73). Hiicresel DNA icerigi ve
hiicre dongiisii analizlerinin akim sitometre cihazi ile yapilabilmesi icin ilk olarak
gecirgenligi arttirilmis hiicrelere veya cekirdek siispansiyonuna DNA’ya sitokiyometrik
olarak baglanan floresan boya eklenir. Buradaki temel prensip boyanmis materyalin
DNA icerigi ile orantili bir degerde bulunmasidir. Boyanmis materyal akim sitometri
cihazinda o6l¢iiliir ve yayilan floresan sinyali, hiicreden yayilan toplam floresana orantili
olarak belirli yiikseklikte (amplitiit) bir elektronik atim verir. Bu floresan veri, hiicresel
DNA icgeriginin 6lclimii olarak kabul edilmektedir. Akim sitometre cihazinda tek ve cift
hiicre ayiriminin elde edilebilmesi i¢in Orneklerin saniyede 1000 hiicreden az olacak
sekilde analiz edilmesi gerekmektedir. Elde edilen veriler, hiicresel DNA igeriginin agik
bir 6l¢limii olmadigindan normal diploid DNA igerigine sahip hiicrelerin yerlerini

belirlemek iizere cesitli DNA igerigine sahip referans hiicreleri akim sitometri
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cihazindan gecirilmelidir. DNA 0Olciimleri i¢in yaygin olarak kullanilan referans

hiicrelerinden bazilari; insan 16kositleri veya tavuk ve alabaliktan elde edilmis kirmizi

kan hiicreleridir (74).

Sitometri tarafindan Olgiillen DNA icerigi “DNA indeksi” (DI) veya “DNA
kromozom sayis1” olarak tanimlanmaktadir. Go/G; fazindaki normal (6ploid) hiicreler
icin DI = 1,0’dir. Go/M fazindaki hiicrelerin DI = 2,0 ve S fazindaki hiicrelerin DI ise
1,0 < DI < 2,0°dir (Sekil 2-9). Benzer igerige sahip hiicre popiilasyonlarinin DNA
iceriginin ortalama degerinin varyasyon katsayis1 (CV), akim sitometri cihazi tarafindan

yapilan DNA igerik analizlerinin hassaslik belirteci olarak kabul edilmektedir (75).

Sekil 2-9. Akim sitometri ile belirlenen DNA icerigi.

Hiicresel DNA igeriginin belirlenmesinin yani sira akim sitometri cihazi, hiicre
dongiistiniin farkli fazlarmmdaki hiicre dagilimini da belirlemektedir. Cogalan hiicre
popiilasyonlarinda dort belirgin hiicre fazi1 goriilmektedir: G;, S (DNA sentez fazi), G
ve M fazi (mitoz), ancak G, ve M fazlarmin ayrimi, aynt DNA icerigine sahip

olmalarindan 6tiirli, DNA iceriklerindeki farkliliklar esas alinarak yapilamamaktadir
(Sekil 2-10, 2-11).
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Sekil 2-10. DNA icerigi ve ikili ayrimu icin FL2W/FL2A’ min noktasal grafigi.

GO0/G1/S/G2/M popiilasyonu kapilanmustir.
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Sekil 2-11. DNA ve hiicre dongiisii analizi.

Ust sol panel FL2ZW/FL2A’ nin nokta grafik goriintiisiinii gostermektedir. Gy/G,/S/G,/M popiilasyonu kapilanmustir.
Ust sag panel kapilanmis Go/G,/S/G,/M hiicrelerinin histogranum gostermektedir: Go/G,, S (DNA sentez faz1), G, ve

M fazlar1 (mitoz).
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2.6.2. ikili Hiicreler veya Hiicresel Agregatlarin Ayirim

DNA analizleri sirasinda hiicre siispansiyonu icinde ikili hiicrelerin veya hiicre
agregatlarinin bulunmasi sorun teskil etmektedir. Ikili hiicreler, G, fazindaki iki
hiicrenin DNA igeriginin akim sitometri cihazi tarafindan G/M fazindaki bir hiicrenin
DNA icerigine sahipmis gibi kaydedilmesine neden olur. Bu hatanin diizeltilmesi i¢in
akim sitometri cihazlarinda tek hiicreleri secen ikili ayrim “double discrimination”
modiilii bulunmaktadir. DNA boyasindan yayilan floresan 151k (FL2) boyamanin
yogunluguna gore yiiksek sayilabilecek (FL2H) elektronik bir sinyal olusturmakta ve
orneklerin sinyal-alam1 (FL2A) ve sinyal-genisligi (FL2W) seklinde 6lciilebilmektedir.
G, ciftli hiicreleri ve Go/M tek hiicreleri ayn1 FL2A sinyali tretirler. FL2W ¢iftli
partikiiliin ¢capma gore artar ve boylece ciftli hiicrelerin teklilerden ayrimi kolaylikla
yapilabilmektedir. Nokta-c¢izim grafiginde tek bir popiilasyon kapilanir. Kapilanmisg
popiilasyonun histogram grafigi, cogalan bir hiicre popiilasyonunda ayirt edilebilen dort
farkli faz1 gostermektedir: Go/Gi, S (DNA sentez fazi), G, ve M faz1 (mitoz) (Sekil 2-
12) (76).
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Sekil 2-12. Asenkron popiilasyon icin hiicre dongiisiindeki DNA icerigi ve hiicre pozisyonu

arasindaki iliskinin sematik olarak gosterimi.

a. Hiicre DNA igerigine gore teorik dagilim histogrami b. Sitometrik analizlerden sonra elde edilmis dagilim

histogrami. ¢. Sitometrik analizlerden sonra elde edilmis hiicre faz1 dagilim histogramu.
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2.7. Anneksin V ve Propidium fodid ile Apoptotik Hiicrelerin Belirlenmesi
Anneksin V, yap1 ve isleyiste benzer 6zellikleri paylasan, fosfolipid-baglayan
anneksin ailesine aittir. Anneksin ailesinin bilinen 12 iiyesinden her biri geri doniistimlii
ve Ca**"-bagimli olarak fosfolipidleri baglayabilme 6zelligine sahiptir. Anneksinler
membran fosfolipidleri ile de etkilesimde bulunabildiklerinden, Ca®™ diizenlenmis
ekzositoz, endositoz, mitogenik sinyal transdiiksiyonu, farklilagsma ve koagiilasyon gibi

bir¢ok fizyolojik siirecte dnemli rol tistlenmislerdir (77, 78).

Anneksin V en etkili bicimde negatif yiiklii fosfolipidlere, fosfotidilserine (PS)
baglanir. PS, plazma membraninin i¢ kesiminde bulunur ancak intraseliiler Ca®* artmast,
hiicre hasar1 veya apoptoz-indiikleyici ajanlara yanit olarak hizli bir bicimde plazma
membraninin dis kesiminde konumlanir (79-81). PS dis konumlanmasi apoptozun erken
olgularindan biridir ve plazma membran biitiinliigli bozulmadan gergeklesir (82). PS,
fosfolipit iceren makrofajlar ve lipozomlar tarafindan apoptotik hiicrelerin taninmasinda
tetikleyici bir unsur olarak gorev yapar ve apoptotik hiicrelerin fagositoz ile yutulmasmi
saglar (83). Boylece apoptoz boyunca PS’in membran disina konumlanmasi, apoptotik
hiicrelerin temizlenmesini destekler ve membran bozunumuna, sitoplazmik igerigin

salimina ve daha ileri hiicre hasarina engel olur.

Anneksin V baglama deneyi, apoptozu akim sitometri veya floresan mikroskobu
ile belirlemede kullanilan kesin, hizli ve giivenilir bir tekniktir. Anneksin V/Propidium
fodid (PI) boyali hiicrelerin flow sitometride analizi, anneksin V ve PI negatif (gift
negatif), anneksin V pozitif ve PI negatif (tek pozitif) veya anneksin V ve PI pozitif (cift
pozitif) kesimlenmis hiicrelerin tayinini saglar. Ornekler tek parametreli histogramda
veya c¢ift parametreli noktasal grafikte analiz edilebilir (Sekil 2-13). Apoptozun erken
evrelerindeki hiicreler, noktasal grafigin alt sag kosesinde tek pozitif anneksin V-bagh
hiicreler olarak konumlanir ve bu evrede hiicre membranlar1 hala biitiinliiklerini
koruduklar1 i¢in PI hiicre igerisine niifuz edememektedir. Apoptozun sonraki
evrelerinde, PI hiicre igerisine girerek cift pozitif popiilasyonu olusturmaktadir.
Nekrotik hiicre Oliimiine giden hiicreler de ayrica anneksin V ve PI ile cift

boyanmaktadir.
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21



22

3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Kimyasal maddeler

Aprotinin (Sigma)

CAPS (Merck)

DMEM F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium F-12) (Gibco)
EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) (Sigma)
FBS (Fetal sigir serumu) (Gibco)

Genistein (Sigma-Aldrich)

Mimozin (Sigma-Aldrich)

NP 40 (Merck)

Penicillin — strepromycin solution (Gibco)
Rhodamin 123 (Santa-Cruz)

Tripan Mavisi (Gibco)

Triton X-100 (Merck)

Tris, metanol, etanol, alkol, HCl, NaCl, KCl, NaHCO; ve diger tiim kimyasal

malzemeler Sigma ve Merck firmasindan saglandi.

3.1.2. Kitler

ApopNexin FITC Apoptoz Belirleme Kiti (Millipore)
Cycle Test Plus DNA Reagent kit (Becton Dickinson)
DNA QC Particles (Becton Dickinson)

3.1.3. Cihazlar

Buz Makinas1 (Hoshizaki)

Derin Dondurucu (-80°C) (NUAIRE)
Distile Su Cihazi1 (GFL)

Etiiv (Sanyo)

FACS Flow Cihaz1 (Becton Dickinson)



Laminar Hava Akim Cihazi ELLB 2472 (Heraus)
Manyetik Calkalayici (BioSan)

Otoklav (HIRAYAMA)

pH metre (Hanna)

Santrifiij (Hettich)

Sivi Azot Tanki (34 XT Taylor-Wharton)

Ters Mikroskop (Olympus)

Vorteks (Biosan)

3.1.4. Calismada kullanmilan eriyikler

3.1.4.1. Floresan Boyama icin Kullanilan Eriyikler

PBS (Tuz iceren Yikama Eriyigi)

1,44 g/1 Na,HPO,. 2 H,O
0,2 g/l KHQHPO4
8,0 g/l NaCl

0,2 g/l KCI

23

800 ml dH,O ile ¢oziilerek pH HCl ile 7,4 olacak sekilde ayarlanarak son hacim 1 1t’ye

tamamlanir.

Hiicre Lizis Erivigi

150 mM NaCl
5 mM EDTA

50 mM Tris-HCI (pH: 8.0)
% 1 NP 40

% 1 CAPS

% 2 Triton X-100
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3.2. YONTEMLER
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalarn
3.2.1.1. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Calismada kullanilan, K562 (Insan Eritrolosemi Hiicresi) hiicreleri standart
kiiltiir kosullarinda, % 10 FBS ve % 1 antibiyotik (100 pg/ml streptomisin ve 100 U/ml
penisilin) iceren DMEM F-12 icerisinde kiiltiir siselerine (flask) ekilerek 37°C’de % 5
COy’li inkiibatdrde cogaltildi. Ters mikroskopta 2-3 giinde bir kontrol edilen hiicreler
semikonfluent duruma geldiginde hiicre kaziyicisi ile yiizeyden kaldirilarak 15 ml’lik
steril santrifiij tiiplerine aktarildi. 3000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiijlendikten sonra
tist s1v1 atild1 ve pelet 1-2 ml taze CDMEM’de c¢oziildii. Hiicreler her yeni pasajda 1-2 x
10 hiicre/ml olacak sekilde taze CDMEM igeren kiiltiir siselerine eklendi ve ¢ogalmaya
birakildi. Bu sekilde 2-3 giinde bir kontrol edilen hiicrelerin, belirli araliklarla yeni
pasajlar1 yapildi.

3.2.1.2. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicre kaziyicisi ile kiiltiir sigesi ylizeyinden kazinan hiicreler, 15 ml’lik santrifiij
tiiplerinde 3000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiij edildi ve iist sivilari atildi. Tiip
icerisindeki hiicre sayis1 5 x 10° olacak sekilde ayarlandi. 1/9 orannda DMSO/FBS
icinde soguga dayanikli kryotiiplere alinan hiicreler 24 saat -80°C’de bekletildikten
sonra s1vi azot tankma (-196 °C) aktarildi.

3.2.1.3. Hiicre Sayis1 ve Canhihgin Belirlenmesi

Kiiltiirde ¢ogalan hiicreler hiicre kaziyicisi ile yilizeyden kazinarak toplandi ve
15 ml’'lik santrifiij tiiplerine alindi. 3000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiijlendi ve iist
stvist atildi. Pelet C(Complete)-DMEM’de hiicre siispansiyonu haline getirildi ve
buradan alinan hiicreler 1/1 oraninda % 4’liik tripan mavisi ile karistirilarak 5 dakika
bekletildi. Sayim islemi hemositometre ile yapildi. Boyanmayan hiicreler canli, boyal

hiicreler ise 6lii olarak kabul edildi.

Hiicre Canlilig1 (%) = Canl1 Hiicre Sayis1 (x100) / Toplam Hiicre Sayis1
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3.2.2. Senkronize Hiicrelerin Hazirlanmasi

3.2.2.1. Mimozinin Hiicreleri G; Fazinda Senkronize Edici Derisim ve Siiresinin

Belirlenmesi

Mimozinin, K562 hiicrelerini G; fazinda senkronize ettigi derisimin
belirlenebilmesi i¢in, 6 kuyulu kiiltiir kabma kuyu basma 1 x 10°ml olacak sekilde
hiicre ekildi. 37°C, % 5 CO;’li inkiibatorde 24 saat birakilan hiicrelere 100, 250 ve 500
UM mimozin verildi. 24 saat sonra farkli derisimlerde mimozin ile iglem goren hiicreler,
yikama islemi i¢cin FACS tiiplerine almarak 3000 devir/dakika’da 5 dakika
santrifiijlendi. Ust sivilar1 uzaklastirildi ve iizerlerine “Cycle Test Plus DNA Reagent”
kit icerisinde bulunan tampon ¢ozeltisinden 1 ml eklendi. Diisiik devirde karistiricida
hiicre siispansiyonu haline getirildi. 3000 devir/dakika’da 5 dakika oda sicakliginda
santrifiijlendi. Yikama iglemi bir kez daha tekrarlandiktan sonra tampon icerisinde 1 x
10° hiicre/ml olacak sekilde ayarlandi. Tekrar oda sicakliginda 3000 devir/dakika’da 5
dakika santrifiij edilen 6rneklerin iist sivilar: atildi ve tizerlerine “Cycle Test Plus DNA
Reagent” kit igerisinde bulunan ¢ozelti A’dan (tripsin tamponu) 250 ul eklendi. 10
dakika oda sicakliginda bekletildi. Uzerine 200 pl ¢ozelti B’den (tripsin inhibitorii ve
RNaz tamponu) eklenerek karistirildi ve 10 dakika daha oda sicakliginda bekletildi.
Boyama islemi i¢in soguk ¢ozelti C’den (propidium iodid boyama ¢ozeltisi) 200 pl her
bir tiipe eklenerek karanlikta 10 dakika bekletildi. Inkiibasyon siiresi bitiminde rnekler
akim sitometri cihazindan gecirildi ve ModFit programi kullanilarak DNA analizleri
yapildi. Yikama islemleri bitiminde hiicreler dondurularak saklanabildiginden, boyama
yapilmadan o©nce ayni hiicrelerin bir kismi -80°C’de dondurularak saklandi.
Dondurulmayan hiicrelerin analizinden 24 saat sonra ¢oziilerek boyama isleminden
gecirilen ornekler akim sitometri cihazindan gecirildi ve ModFit programi kullanilarak

DNA analizleri yapildi.

Mimozin ile senkronize edici siirenin belirlenmesi i¢cin 6 kuyulu kiiltiir kabmin
her bir kuyusuna 1 x 10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre ekildi. 8, 12 ve 16 saat boyunca
200 uM mimozine maruz birakilan hiicreler, kuyulardan toplanarak FACS tiiplerine
alindi. 3000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiijlendi ve iist sivilar1 atildi. Pelet iizerine
“Cycle Test Plus DNA Reagent” kit igerisinde bulunan tampondan 1 ml eklendi ve
diisik devirde karistirilarak hiicre siispansiyonu elde edildi. Bu asamadan sonraki

yikama ve boyama islemleri mimozin ile K562 hiicrelerini G; fazinda senkronize edici
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derigsimin belirlenmesinde agiklandig: sekilde yapildi. Boyama islemi bitiminde hiicreler

akim sitometri cihazindan gegirildi ve ModFit programu ile analiz edildi.

3.2.2.2. Mimozinin Etkisinin Geri Doniisiimlii Olup Olmadiginin Belirlenmesi
Hiicreler mimozin 1ile islem gordiikten sonra normal CDMEM’e
gecirildiklerinde dongiiye devam ettiklerinin belirlenebilmesi i¢in, kiiltiir siselerine 5 x
10° hiicre/ml olacak sekilde ekildi. 200 uM mimozin ile 12 ve 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kaziyicis1 ile Kkiiltiir sisesi yiizeyinden kazinarak
toplanan hiicreler 50 ml’lik santrifiij tiiplerine alindi. 3000 devir/dakika’da 5 dakika
santrifiijlendi ve ist sivilar1 uzaklastirildi. Pelet iizerine 10 ml CDMEM eklendi ve
karistirilarak hiicre siispansiyonu haline getirildi. 3000 devir/dakika’da tekrar 5 dakika
santrifiijlendi ve {iist sivilar1 uzaklastirildi. Hiicreler 6 kuyulu kiiltiir kaplarmna kuyu
basma 1 x 10° hiicre/ml olacak sekilde ekildi ve 37°C % 5 CO, iceren inkiibatore
konuldu. 12 saat mimozinle muamele gormiis hiicreler normal CDMEM’e gecirildikten
sonra saat basi, 24 saat mimozinle muamele gormiis hiicreler ise normal CDMEM’e
gecirildikten sonra 4 saatte bir toplanarak “Cycle Test Plus DNA Reagent” kit
protokoliindeki yikama islemleri uygulandiktan sonra analizleri yapilincaya kadar
-80°C’de bekletildi. 3.2.2.1°de anlatilan islemlerin benzeri analizden 6nce tekrar edildi.
Hiicreler akim sitometri cihazindan gecirildikten sonra ModFit programi ile analiz

edildi.

3.2.2.3. Mimozinin Hiicreleri S Fazinda Senkronize Edici Siiresinin Belirlenmesi
3.2.2.2°de 12 ve 24 saat mimozinle islem gordiikten sonra normal CDMEM’e
aktarilan hiicrelerin belirli zaman dilimlerinde toplanarak DNA analizlerinin yapilmasi
ile hiicre dongiisii fazlar1 arasinda gecis siireleri saptandi. BOylece mimozin ile
tutuklandiktan sonra normal CDMEM’e gecirilen hiicrelerin S fazma girdikleri siire

belirlendi.

3.2.2.4. Genisteinin Hiicreleri G»/M Fazinda Senkronize Edici Derisim ve Siirenin

Belirlemesi

K562 hiicrelerini genistein ile Go/M fazinda tutuklayabilmek i¢in, 6 kuyulu
kiiltiir kabma kuyu basma 1 x 10%ml olacak sekilde hiicre ekildi. 37°C ve % 5 CO,’li
inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda hiicrelere 25, 50, 100, 120, 150
ve 200 uM genistein verildi. 24, 48 ve 72 saat boyunca genistein ile inkiibe edilen
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hiicreler inkiibasyon siireleri sonunda kuyulardan toplanarak FACS tiiplerine alindi.
Hiicrelerin DNA analiz islemleri 3.2.2.1°de anlatildig1 sekilde yapildi. Go/M fazinda
tutuklayan genistein derisim ve siireleri belirlendikten sonra, bu sartlarin hiicrelerde
oksidatif stres olusturup olusturmadigi A¥m degisimler Olgiilerek belirlendi. A¥Ym

belirlenmesi 3.2.5’te aciklandig: sekilde yapildi.

3.2.3. DNA Analizi icin Akim Sitometri Cihazn Kalibrasyonunda Kullamlacak

Hiicrelerin Hazirlanmasi

“DNA QC Particles” kiti igerisindeki CEN “chicken erythocyte nucleus” (tavuk
eritrosit ¢ekirdekleri) tiipii hafifce karistirildi. 1 ml PI icerisine 40 pul CEN eklendi ve
tekrar karistirildi. 10 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi. CTN “calf thymocyte
nucleus” (buzagi timosit c¢ekirdekleri) icin de aym islemler uygulandi. QC
boncuklarinin hazirlanmas: icin, 1 ml PBS igerisine bir damla QC boncuklarmmdan

damlatildi. Ug 6rnekte akim sitometri cihazinda okutulup kalibrasyon ayarlar1 yapildi.

3.2.4. K562 Hiicrelerinin H,O, ile Muamele Edilmesi

Mimozin veya genistein ile senkron edilmis hiicreler, oksidatif stres ¢aligmalari
icin 6 kuyulu kiiltiir kaplarma kuyu basma 25 x 10" hiicre/ml olacak sekilde ekildi.
Kontrol hiicreleri disindaki kuyulara 100, 250, 500, 750 ve 1000 uM derisimlerde H,O,
verildi. 24, 48 ve 72 saat boyunca 37°C % 5 CO, iceren inkiibatorde bekletildi.
Senkronize edilmeyen K562 hiicrelerine de H,O, ile yukarida belirtilen siire ve

derisimlerde islemler uygulandi.

3.2.5. Mitokondri Membran Potansiyelinin Belirlenmesi

Senkron edildikten sonra oksidatif strese maruz birakilmis hiicrelerin mitokondri
membran potansiyellerinin belirlenebilmesi i¢in, inkiibasyon siireleri sonunda hiicreler
kuyulardan toplanarak FACS tiiplerine alindi. 3000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiij
edilen hiicrelerin iist sivilar1 uzaklastirildiktan sonra pelet lizerine 2 ml serumsuz
DMEM eklendi ve tiipler karistirildi. Kontrol hari¢ diger tiiplere, 1 pl/ml rhodamin 123
eklendi ve tiipler karistirddi. 15 dakika boyunca karanlikta 37°C’de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler 3000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiij
edildi. Ust sivilart uzaklastirildi ve her tiipe 2,5 ml PBS eklendi. 3000 devir/dakika’da 5
dakika santrifiij edildi. Ust sivilar1 uzaklastirilds, her tiip iizerine 500 ul PBS eklendi.

Ornekler akim sitometri cihazindan gegirildi ve analizleri yapild.
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3.2.6. Apoptotik ve Nekrotik Hiicrelerin Belirlenmesi

3.2.6.1. Apoptotik ve Nekrotik Hiicrelerin Belirlenmesinde Kullamilan Kalibrasyon

Islemleri

Orneklerin analiz edilmesinden 6nce akim sitometri cihazinin kalibrasyonu igin
canli, yalniz anneksin V ile boyanmis, yalniz PI ile boyanmis hiicreler hazirlandi.
Siirekli kiiltiirii devam ettirilen hiicre kiiltiir sisesinden alinan canli hiicrelere herhangi
bir boyama islemi yapilmadan sadece yikama islemleri uygulandi ve analiz edildi.
Yalniz anneksin V ile boyanmis hiicreleri elde etmek icin, hiicreler H>O, ile muamele
edilerek apoptoza ugratildi. Yikama islemlerinden sonra bu hiicreler, “ApopNexin
FITCH” ile boyanarak analiz edildi. Yalniz PI ile boyanmis hiicreler elde etmek i¢in
canli hiicreler 3000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiij edildi. Pelet, lizis tamponunda
¢oziildii ve 30 dakika buzda bekletildi. Buzdan alinan hiicreler insiilin enjektorii ile 10
kez cek-brrak yapilarak patlatildi ve nekroza ugratildi. Nekrotik hiicreler yikama

islemlerinden gecirilip PI ile boyanarak analiz edildi.

3.2.6.2. Asenkron Hiicrelerde Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi

Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin belirlenmesi, “ApopNexin FITCH Apoptosis
Detection” kiti kullanilarak yapildi. Hiicre kaziyicisi ile stok hiicre kiiltiir sisesinden
kazman hiicreler, 50 ml’lik falkon tiipe alindi. 3000 devir/dakika’da 5 dakika
santrifiijlendi ve iist sivis1 uzaklastirildi. Pelet tizerine 10 ml CDMEM eklenerek hiicre
sispansiyonu hazirland1 ve hiicreler sayildi. Daha sonra 6 kuyulu kiiltiir kaplarina kuyu
basma 3 x 10° hiicre/ml olacak sekilde ekilen hiicreler 24 saat 37°C’de % 5 CO,’li
ortamda bekletildi. Bu siirenin sonunda hiicrelere 100, 500 ve 1000 uM H,O; verildi ve
48 saat inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyon siiresi bitiminde kuyulardan toplanan
hiicreler FACS tiiplerine alindi. Hiicreler 3000 devir/dakika’da +4°C de 5 dakika
santrifiijlendi. Ust sivilar1 uzaklastirildi ve 4 ml soguk PBS ’de hiicre siispansiyonu
haline getirildi. Tekrar 3000 devir/dakika’da +4°C de 5 dakika santrifiijlendi. Yikama
islemi bir kez daha tekrar edildi ve iist sivilart uzaklastirildi. Pelet halindeki hiicreler
“ApopNexin FITCH Apoptosis Detection” kiti i¢eriginde bulunan baglama tamponunda
10° hiicre/ml olacak sekilde siispansiyon haline getirildi. Her bir tiipteki hiicre
siispansiyonundan 200 pl almarak yeni tiiplere aktarildi. Yeni tiiplerdeki hiicre
sispansiyonunun iizerine kit icerisinde bulunan ve anneksin konjugati olan ApopNexin

FITCH’den 3 pl eklendi. Anneksin konjugati ile isaretlenmis hiicrelerin iizerine 2 ml PI
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eklendi. Hafifce karistiritlip 15 dakika boyunca oda sicakliginda, karanlikta inkiibe

edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda akim sitometri cihazinda lgiimler yapaldu.

3.2.6.3. Senkron Hiicrelerde Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi

Hiicre kaziyicist ile siirekli kiiltiirii devam ettirilen hiicre kiiltiir sisesinden
kazman hiicreler, 50 ml’lik santrifiij tiiplerine alindi. 3000 devir/dakika’da 5 dakika
santrifiijlendi ve iist sivis1 uzaklastirildi. Pelet tizerine 10 ml CDMEM eklenerek hiicre
siispansiyonu hazirlandi ve hiicreler sayildi. Kiiltiir sisesine 5 x 10° hiicre/ml olacak
sekilde ekilen hiicreler 24 saat boyunca 37°C’de % 5 CO,’li ortamda bekletildi. 24 saat
sonra hiicreleri G, fazinda tutuklamak i¢in kiiltiir ortamma 200 pM mimozin eklendi ve
hiicreler mimozin ile 8 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin bitiminde
hiicreler, hiicre kaziyicist ile kiiltiir sisesinden toplandi ve 50 ml’lik santrifiij tiiplerine
alindi. 3000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiij edildi. Pelet 10 ml CDMEM ile
¢oziildiikten sonra hiicreler 6 kuyulu kiiltiir kaplarina 3 x 10> hiicre/ml olacak sekilde
ekildi. 100, 500 ve 1000 uM H,O, verilen hiicreler 48 saat etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda uygulanan yikama ve boyama islemleri asenkron hiicrelere
uygulandig1 sekildedir. S fazinda tutuklama islemi mimozinle 3.2.2.3’te ve G/M

fazinda tutuklama islemi genistein ile 3.2.2.4’te aciklandig1 sekilde yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Oksidatif Stresin Hiicre Canlihg Uzerine Etkisi

24, 48 ve 72 saat farkh derisimlerde (100, 250, 500, 750 ve 1000 uM) H,0; ile
islem gormiis asenkron hiicrelerin canliliklarinin belirlenmesi 3.2.1.3’te aciklandigi
sekilde yapildi. Hiicre canliliginin, H,O, derisimine ve uygulama siiresine bagl olarak
azaldig1 belirlendi (Tablo 4-1). Isik mikroskobunda yapilan gozlemlerde, hiicrelerin
morfolojik yapilarinin artan H,O, derisimlerinde degistigi gozlendi (Sekil 4-1).

Tablo 4-1. Farkh derisim ve siirelerde asenkron hiicrelerdeki hiicre canhlik oranlari.

H;0,(uM)| Kontrol
100 250 500 750 1000
Siire(Saa 0)
24 %99.0 | %0980 % 98,0 % 90,0 % 64.0 % 23.0
48 %980 | %980 % 82.0 % 61.0 % 35.0 % 13,0
72 %980 | %940 % 60.0 % 52.0 % 22.0 % 8.0

Kontrol 24 Saat 500 pM 48 Saat 500 pM 72 Saat 500 pM

Sekil 4-1. Farkh siire ve derisimlerde H,O, ile islem gormiis asenkron hiicrelerin 151k

mikroskobu goriintiisii.

Goriintiiler 40 x biyiitmede ¢ekilmistir.
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4.2. Oksidatif Stresin Asenkron Hiicrelerin Mitokondri Membran Potansiyeli

Uzerine Etkisi

Asenkron hiicreler 24, 48 ve 72 saat siireyle 100, 250, 500, 750 ve 1000 uM
H,O, ile inkiibe edildikten sonra A¥Ym’de olusan degisiklikler, rhodamin 123
kullanilarak belirlendi. Lipofilik katyonik bir boya olan ve membrandan gecebilen
rhodamin 123 canli hiicrelerde en negatif yiikli (-170 mV) membrana sahip
mitokondride birikir. AYm depolarizasyonuyla boyanin mitokondride tutulumu azalir
ve bunun sonucu, analizlere Olciilen floresan yogunlugunun azalmasi seklinde yansir.
Bu tez calismasinda H,O, ile islem goren hiicrelerde A¥Ym’de olusan degisiklikler,
kontrol hiicre grubu ile karsilastirilarak nispi olarak degerlendirildi. Tiim inkiibasyon
sirelerinde (24, 48 ve 72 saat) H,0, ile inkiibe edilen hiicrelerde, AYm depolarize
olmakta ve depolarizasyondaki artis H>O, derisiminin artigiyla orantili olarak meydana
gelmektedir (Sekil 4-2). Bu bulgu H,O;’nin olusturdugu oksidatif stresin K562

hiicrelerini apoptotik siirece siiriikkledigi seklinde yorumlandi.

24 Saat
i i ".. lr‘n. lu"-
100 pMl 250 M 500 pM 750 pM 1000 pM
48 Saat

100 puM 250 uMl 500 uM 750 pMl 1000 uMl

72 Saat

100 u™I 250 uMl 00 puM TE0 ull 10080 ud

Sekil 4-2. Oksidatif strese maruz kalmis asenkron hiicrelerin histogram grafigi.

24, 48 ve 72 saat boyunca 100, 250, 500, 750 ve 1000 uM H,0,’ye maruz birakilmig asenkron hiicrelerdeki
AY¥m’deki degisimler. Siyah cizgi; kontrol hiicreleri, mor dolgu; farkli derisimlerde H,O, ile islem gormiis hiicreler.
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Ayni deneyin sonuglar1 ayrica hiicrelerin biiytiklik ve graniilitelerinin
belirlenmesi amaciyla da degerlendirildi. “Forward Scatter” (FSC) (Hiicre biiyiikliigii) /
“Side Scatter” (SSC) (Hiicre graniilitesi) analizlerinde H»O; ile islem gormiis hiicreler,
kontrolle kiyaslandiginda graniilitelerinin arttigi ve biiziildiikleri gézlemlendi (Sekil 4-
3).

14 Saat A5 Saat

S00 N

LT | TEuM 10 a0
¥ » ]

Sekil 4-3. Oksidatif strese maruz birakilmus asenkron hiicrelerin noktasal grafigi.

24, 48 ve 72 saat boyunca 100, 250, 500, 750 ve 1000 uM H,O,’ye maruz birakilmis hiicrelerdeki yapisal
degisiklikler.
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4.3. Mimozinin K562 Hiicreleri Uzerine Senkronizasyon Etkisi

24 saat farkli derisimlerde mimozin ile islem goren hiicrelerin DNA
analizlerinde, kontrol hiicre grubunda G, fazindaki hiicrelerin oran1 % 37,0 iken bu oran
100, 250 ve 500 uM mimozin ile islem gdrmiis hiicrelerde sirasiyla % 46,0, % 51,0 ve
% 54,0 olarak degismektedir. S fazindaki hiicre oranlar1 % 47,0 £ 2 civarinda sabit
kalirken, G»/M popiilasyonu mimozin derisimindeki artiga bagl olarak % 1,0’e kadar
diismektedir (Sekil 4-4 A-B). Mimozinin hazirlanmasinda kullanilan NaHCO3’1n tiim
hiicre fazlarinda kontrole kiyasla sadece % 1,0 + 1’lik bir farkliliga neden olmasi, bu
¢Oziicii ortamin giivenle kullanilabilecegi yoniinde degerlendirildi (Sekil 4-4 A ve Sekil

4-5).

Ayrica 3.2.2.2°de agiklandig: sekilde yiiriitiilen dondurulup ¢6zme isleminin de
analiz sonuclarini, hemen calisilan Orneklere gore ancak % 2,0 *1 oraninda

degistirmistir (Sekil 4-5).

A J Kontrol l NaHCO3

100 ’.l\I ‘ 250 uM 500 _Il\]
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Kontrol 100 uM 250 uM 500 uM
Sekil 4-4. 24 saat farkh derisimlerde mimozin ile muamele gormiis K562 hiicrelerinin

DNA analizi.

A. 24 saat farkli derisimlerde mimozin ve NaHCO; ile islem gormiis K562 hiicrelerinin DNA analiz
histogramlari. B. 24 saat farkli derisimlerde mimozin ile islem goérmiis K562 hiicrelerinin DNA analiz sonug

grafikleri.

100 uM | 250 uM 500 uM

Kontrol

i

Sekil 4-5. 24 saat farkh derisimlerde mimozin ile muamele gormiis ve dondurulup

¢oziillmiis K562 hiicrelerinin DNA analizi.

Derisimle ilgili yapilan bu optimizasyon deneylerinden sonra, senkronizasyon

icin kullanilmas1 6ngoériilen mimozin derigimi 200 uM olarak secildi (Sekil 4-6).
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Counts

1
100 10’

Sekil 4-6. 24 saat 200 uM mimozin ile muamele gormiis hiicrelerin mitokondri membran

potansiyelinin belirlenmesi.

Siyah ¢izgi; kontrol hiicreleri, mor dolgu; mimozin ile muamele goérmiis hiicreler.

Daha sonra mimozinin K562 hiicrelerini hiicre dongiisiiniin G; fazinda
tutukladig siirenin belirlenmesi i¢in hiicreler, 6 kuyulu hiicre kaplarina kuyu basina 1 x
10° hiicre/ml olacak sekilde ekildi. 8, 12 ve 16 saat mimozinle inkiibasyona birakilan
hiicrelerin ModFit programi kullanilarak yiiriitilen DNA analiz sonuglar1 ile Gy
fazindaki hiicre oranlarmin ayni (% 67,0) oldugu belirlendi (Sekil 4-7, Sekil 4-8). Bu
nedenle senkronizasyon siiresi keyfi olarak belirlendi ve deneyin kisa siirede bitirilmesi

de g6z Oniinde bulundurularak en uygun siire 8 saat olarak secildi.

‘ Kontrol - 8 Saat ° 12 Saat J' 16 Saat

Sekil 4-7. 8, 12 ve 16 saat mimozin ile inkiibe edilmis K562 hiicrelerinin DNA analizi.
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Sekil 4-8. 8, 12 ve 16 saat mimozin ile islem gormiis hiicrelerin G1 fazindaki oranlarimin
grafigi.

4.4. Genisteinin K562 Hiicreleri Uzerine Etkisi

K562 hiicrelerini Go/M fazinda tutuklayan genistein derigiminin belirlenmesi
icin ilk olarak, literatiir bilgisinden de yararlanarak, 25-100 uM araliginda calisildi.
Ancak DNA analiz sonuclar1 bu derisimlerin senkronizasyon icin yeterli olmadigini
gosterdi. Elde edilen bu verilerden sonra siire 24 saat kalmak iizere genistein derisimleri
100, 120, 150 ve 200 uM olacak sekilde arttiriddi ve DNA analizlerinde G»/M
oranlarinmm 120 pM’a kadar arttig1, daha sonraki derisimlerde ise azaldigi belirlendi

(Sekil 4-9).

30
25 M Kontrol
H 25 pM
s 20 i 50 um
§ 15 ® 100 pM
X 10 120 uM
g 150 uM
i 200 pM
0

Sekil 4-9. 25-200 uM arasindaki genistein derisimleri ile islem gormiis K562 hiicrelerinin
G2/M popiilasyon oranlarimin grafigi
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Daha sonra genistein derisimleri 25-100 uM arasinda kalacak sekilde siire 72
saate cikarildi. 100 uM genistein derisiminde G»/M fazindaki hiicrelerin oran1 % 61,0
olarak belirlendi (Sekil 4-10). Go/M tutuklamasi icin kullanmilabilecegi diisiiniilen bu
sire ve derisim, A¥Ym’de kontrole kiyasla depolarizasyon olusturdugu i¢in uygun

goriilmedi (Sekil 4-11 A).

Kontrol 25 uM 50 uM ] 100 pM

Sekil 4-10. 25, 50 ve 100 uM derisimlerde genistein ile 72 saat inkiibe edilmis K562

hiicrelerinin DNA analizi.

Sekil 4-11. 72 saat 100 uM genistein ile muamele gormiis K562 hiicrelerinin mitokondri

membran potansiteli analizi.

A. Hiicrelerin histogram analizi. Siyah ¢izgi; kontrol, mor dolgu; genistein ile muamele gérmiis hiicreler. B. Hiicre

popiilasyonunun nokta-grafik analizi.
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Bu nedenle optimizasyon ¢alismalarma devam edildi ve 48 saat, 50-150 uM
genistein derigimlerinde islem gormiis hiicrelerin DNA analizleri yapildi. 120 uM
genistein derisiminde G,/M fazindaki hiicrelerin oran1 % 30,0 olarak belirlendi (Sekil 4-
12). Kontrole kiyasla, AYm’de degisiklik olusturmayan bu siire ve derigsim (Sekil 4-13-

B), Go/M senkronizasyonu islemleri i¢in uygun bulundu.

A 1 Kontrol 1§ f 50 uM

. P3RS - - v - 138 ] . i
I Chanwasty FLIA LY Al

3 100 pM l 120 M _?{ 150 pM

]

e
[
ey 15
g

100
80
60 M G2/M
HS
40
HG1
20
0

Kontrol 50 uM 100 uM 120 uM 150 uM
Sekil 4-12. 48 saat farkh derisimlerde genistein ile muamele edilmis K562 hiicrelerinin
DNA analizi.

A. 48 saat 50-150 uM derisimlerinde genistein ile islem gormiis K562 hiicrelerinin DNA analiz grafikleri. B. 48 saat
50-150 uM derisimlerinde genistein ile islem gérmiis K562 hiicrelerinin Gy, S ve Go/M fazlarindaki dagilim grafigi.
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Sekil 4-13. 48 saat 120 uM genistein ile muamele gormiis K562 hiicrelerinin mitokondri

membran potansiyeli analizi.

A. Nokta-grafik analizi. B. Histogram analizi. Siyah c¢izgi; kontrol hiicreleri, mor dolgu; genistein ile muamele

gormiig hiicreler.

4.5. K562 Hiicrelerinde Mimozinin Geri Doniisiimlii Etkisi

Mimozinin etkisinin geri doniisiimlii oldugunu bildiren literatiir bilgisinden yola
cikarak, hiicreler 12 saat 200 uM mimozin ile inkiibe edilip CDMEM’e gecirildi. 12
saat slireyle her saat basi toplanan hiicre Orneklerinin DNA analizleri yapildi
CDMEM’e gecirildikten 6 saat sonra S fazindaki hiicrelerin orant % 71,0 ve 11 saat
sonra G,/M fazindaki hiicrelerin oran1 % 19,0 olarak belirlendi. 12. saatteki DNA
analizlerinde ise, Go/M fazindaki hiicrelerin oraninda diisiis ve G; fazindaki hiicrelerin

oraninda artis gézlendi (Tablo 4-2 ve Sekil 4-14).
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Tablo 4-2. 12 saat 200 pM mimozin ile islem gormiis, 12 saat normal CDMEM’de inkiibe

edilmis hiicrelerin DNA analiz sonuclari.

Gy S G»/M
Kontrol % 37,4 % 52,2 % 10,4
0. Saat % 50,0 % 45,0 % 5,0
1. Saat % 48,8 % 46,9 % 4,3
2. Saat % 49,0 % 48,3 % 2,8
3. Saat % 45,2 % 54,8 % 0,0
4. Saat % 37,6 % 62,4 % 0,0
5. Saat % 28,1 % 68,5 % 3,5
6. Saat % 22,0 % 71,3 % 6,6
7. Saat % 24.9 % 65,4 % 9,7
8. Saat % 25,6 % 61,8 % 12,6
9. Saat % 28,0 % 56,8 % 15,2
10. Saat % 30,1 % 51,7 % 18,2
11. Saat % 31,8 % 48,7 % 19,6
12. Saat % 34,1 % 47,6 % 18,4
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Sekil 4-14. 12 saat mimozin ile muamele gordiikten sonra 12 saat normal CDMEM’de

bekletilmis hiicrelerin 3 boyutlu DNA analiz histogramu.

Ayni islemler 24 saat 200 uM mimozin ile inkiibe edilmis hiicrelerde ise,
CDMEM’e gecirildikten sonra 24 saat siireyle 4 saat araliklarla yapildi. CDMEM’e
gecirildikten 8 saat sonra S fazindaki hiicrelerin orant % 69,0, 16 saat sonra G»/M
fazindaki hiicrelerin oran1t % 18,0 olarak belirlendi (Tablo 4-3 ve Sekil 4-15). Bu

bulgular mimozinin etkisinin geri doniisiimlii oldugunu destekler niteliktedir.
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Tablo 4-3. 24 saat 200 pM mimozin ile islem gormiis, 24 saat normal CDMEM’de inkiibe

edilmis hiicrelerin DNA analiz sonuclari.

200

Hilicre
Sayr

Gy S G/ M

Kontrol % 33,8 % 50,4 % 15,8
0. Saat % 34,1 % 60,2 % 5,7
4. Saat % 33,8 % 61,2 % 5,0
8. Saat % 25,8 % 69,3 % 4,8
12. Saat % 22,7 % 68,3 % 9,0
16. Saat % 20,3 % 61,6 % 18,2
20. Saat % 59,9 % 38,7 % 1,4
24. Saat % 56,7 % 43,3 % 0,0

Sekil 4-15. 24 saat mimozin ile muamele gordiikten sonra 24 saat normal CDMEM’de

bekletilmis hiicrelerin 3 boyutlu DNA analiz histogramu.
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4.6. Farkh Fazlarda Senkronize Edilmis Hiicrelere HO,’nin EtKisi

4.6.1. G; Fazinda Senkronize Edilmis Hiicrelere HO,’nin Etkisi
3.2.2.1°de aciklandig1 sekilde senkronize edilen hiicrelere farkli derisim (100,

250, 500, 750 ve 1000 uM) ve siirelerde (24, 48 ve 72 saat) H,O, verildi ve A¥m analiz
edildi. Senkron (Sekil 4-16) ve asenkron (Sekil 4-2) hiicrelerin AYm analiz sonuclari

arasinda belirgin bir fark goriilmedi.

100 pM 250 pM 500 pM 750 M 1000 M

: - ‘1| | ﬁ.. A .f‘l : .'.f't

100 pM 250 pM 500 pM 750 pM 1000 M
iE _ | |

100 pM 250 uM 500 uM 750 pM 1000 pM

Sekil 4-16. Farkh derisim ve siirelerde G; fazinda oksidatif strese maruz birakilan
hiicrelerin AYm analizi.

A. 24 saat boyunca farkli derisimler H,O, ile inkiibe edilmis hiicrelerin A¥m analizi. B. 48 saat boyunca farkli
derisimler H,O, ile inkiibe edilmis hiicrelerin A¥Wm analizi. C. 72 saat boyunca farkli derisimler H,O, ile inkiibe
edilmis hiicrelerin A%¥m analizi. Siyah ¢izgi; kontrol hiicreleri, mor dolgu; G, fazinda senkronize edildikten sonra

oksidatif strese maruz birakilmig hiicreler.
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4.6.2. S Fazinda Senkronize Edilmis Hiicrelere H>O,’nin Etkisi

3.2.2.3’te aciklandig1 sekilde senkronize edilen ve H,O, ile islem goren
hiicrelerin A¥Ym analiz sonuglarina gore, oksidatif stresin etkilerine, S fazindaki
hiicrelerin (Sekil 4-17), asenkron hiicrelere (Sekil 4-2) gore daha direncli oldugu

belirlendi.

250 M 750 pM 1000 pM

-y At A b
250 pM 500 pM 750 uM 1000 pM

100 pM 250 uM 500 pM 750 pM 1000 uM

Sekil 4-17. Farkh derisim ve siirelerde S fazinda oksidatif strese maruz birakilan

hiicrelerin AYm analizi.

A. 24 saat, S fazinda, farkli derisimler H,O, ile inkiibe edilmis hiicrelerin AWm analizi. B. 48 saat, S fazinda, farkl
derisimlerde H,O, ile inkiibe edilmis hiicrelerin AYm analizi. C. 72 saat, S fazinda, farkli derisimler H,O, ile inkiibe
edilmis hiicrelerin AWm analizi. Siyah c¢izgi; kontrol hiicreleri, mor dolgu; S fazinda senkronize edildikten sonra

oksidatif strese maruz birakilmig hiicreler.
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4.6.3. Go/M Fazinda Senkronize Edilmis Hiicrelere H>O,’nin EtKisi

3.2.2.4’te aciklandig1 sekilde senkronize edilen ve farkli derisim ve siirelerde
H,O,’nin etkisine maruz birakilan hiicrelerin A¥Ym analizleri yapildi. Buna gore,
senkron hiicrelerin, 500 uM ve ilizeri H,O, derisimlerinde (Sekil 4-18), asenkron
hiicrelere gore (Sekil 4-2), oksidatif stresin etkilerine duyarhilik gosterdigi belirlendi.

100 p)I 150 pM 500 pM 750 pM 1000 pM

B |

100 uM 280 M 500 uM 750 uM 1000 M

100 pM 250 uM 500 pM 750 uM 1000 pM

Sekil 4-18. G/M fazinda senkronize edilmis ve farkh derisim ve siirelerde oksidatif strese

maruz birakilan hiicrelerin AYm analizi.

A. Gy/M fazinda 24 saat farkli derisimlerde H,O, ile inkiibe edilmis hiicrelerin A¥Ym analizi. B. G,/M fazinda 48 saat
farkli derisimlerde H,O, ile inkiibe edilmis hiicrelerin A¥m analizi. C. Gy/M fazinda 72 saat farkli derisimlerde H,O,
ile inkiibe edilmis hiicrelerin AYm analizi. Siyah ¢izgi; kontrol hiicreleri, mor dolgu; G,/M fazinda senkronize

edildikten sonra oksidatif strese maruz birakilmig hiicreler.
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4.7. Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi

4.7.1. Asenkron Hiicre Popiilasyonunda Apoptotik ve Nekrotik Hiicrelerin
Belirlenmesi

Akim sitometri cihazinda canli, 6lii ve apoptotik hiicrelerin belirtimine yonelik
yapilan analizlerin sonuclari, canli ve Olii hiicrelerin ayr1 kapilandigi noktasal
grafiklerde incelenir. Canli hiicrelerde, dorde ayrilmis nokta grafik histograminda, sag
alt kosede yalniz anneksin V ile boyanmis hiicreler, sol iist kdsede yalniz PI ile
boyanmis hiicreler, sag iist kosede hem anneksin V hem de PI ile boyanmis hiicreler ve
sol alt kosede boyanmamuis hiicreler goriiliir. Bu bilgilerin 151¢inda yapilan kalibrasyon
caligmalari i¢in, boyasiz canli hiicreler (Sekil 4-19), anneksin V ile boyanmis apoptotik
hiicreler (Sekil 4-20) ve PI ile boyanmis nekrotik hiicreler (Sekil 4-21) akim sitometri
cihazindan gecirildi ve sonuclarin beklenen yonde ¢ikmasi kalibrasyon igleminin dogru

oldugunu gosterdi.

Agmpmn: derere 001 - e ——_— < Apoples deneme 001

FLz Height
o
adh
gl

g z 0 o F o ¥
FLY e FL1-Hesiar RN

A B C D
Sekil 4-19. Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin belirlenmesinde kullanilan canh boyasiz

hiicreler.

A.Hicreler, “Forward Scatter” (FSC) (Hiicre biiyiikliigii) / “Side Scatter” (SSC) (Hiicre graniilitesi) parametrelerinde
goriintiilenerek kapilandi. Kirmizi ile belirtilen kapi canli hiicreleri, yesil ile belirtilen kapi 6lii hiicreleri gostermekte.
B. Yalnmiz canli hiicrelerin kapilandig1 bolgenin noktasal grafigi. C. Kapilanmaksizin tiim hiicrelerin noktasal grafigi.

D. Yalmz olii hiicrelerin kapilandigi bolgenin noktasal grafigi.
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Sekil 4-20. Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin belirlenmesinde kullamlan apoptoz-

indiiklenmis anneksin V boyah hiicreler.

A.Hiicreler, FSC / SSC parametrelerinde goriintiilenerek kapilandi. Kirmizi ile belirtilen kapi canli hiicreleri, yesil ile
belirtilen kapi 6lii hiicreleri gostermektedir. B. Yalniz canli hiicrelerin kapilandigi bolgenin noktasal grafigi. C. Tim

hiicrelerin noktasal grafigi. D. Yalnz 6lii hiicrelerin kapilandig1 bolgenin noktasal grafigi.

o

ERE AR AR R

Sekil 4-21. Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin belirlenmesinde kullanilan nekroz-
indiiklenmis PI boyah hiicreler.

A.Hiicreler, FSC/SSC parametrelerinde goriintiilenerek kapilandi. Yesil ile belirtilen kapi o©li hiicreleri
gostermektedir. B. Yalmiz canli hiicrelerin kapilandig1 bolgenin noktasal grafigi. C. Tiim hiicrelerin noktasal grafigi.

D. Yalmiz 6lii hiicrelerin kapilandig1 bolgenin noktasal grafigi.

48 saat 100, 500 ve 1000 uM H»O; ile inkiibe edilen K562 hiicrelerinin apoptoz
ve nekroz ayrimi “ApopNexin FITCH” kiti kullanilarak, 3.2.6.2.’de ag¢iklandig sekilde
yapildi. Analiz sonuglarina gore, H,O, derisiminin artmasiyla birlikte canli hiicreler
olarak kabul edilen boyasiz hiicrelerin oranmin H,O, igcermeyen ortamda % 93,0 iken,
1000 uM’da % 64,0’e diistiigii belirlendi. Buna karsin, yalniz anneksin V, yalniz PI ve
anneksin V ve PI ile boyanmis hiicrelerin oraninda ise bir artis gozlendi (Sekil 4-22 ve

Tablo 4-4).
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Sekil 4-22. Anneksin V ve PI ile boyanmus, 48 saat H,0; ile inkiibe edilmis asenkron K562

hiicrelerinin noktasal grafigi.

Tablo 4-4. Anneksin V ve PI ile boyanmus, 48 saat H,0 ile inkiibe edilmis asenkron K562

hiicrelerinin, boyanmamsg, yalmz anneksin V, yalmz PI ve anneksin V + PI boyanms

hiicre dagihm tablosu.

Boyanmanus
Yalmz Anneksin V Yalmz PI Anneksin V + PI
H,0; (u Hiicreler
0 % 93,0 % 3,5 % 1,9 % 0,6
100 % 95,0 % 2,5 % 1,5 % 0,7
500 % 81,0 % 9,0 % 4,6 % 5,1
1000 % 64,0 % 12,6 % 5,9 % 17,0
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4.7.2. Senkron Hiicre Popiilasyonunda Apoptotik ve Nekrotik Hiicrelerin
Belirlenmesi

4.7.2.1. Apoptoz ve Nekrozun G; Fazinda Senkronize Hiicrelerdeki Dagilhim

200 uM mimozin ile ge¢ G; fazinda senkronize edilen K562 hiicreleri, 48 saat
100, 500 ve 1000 uM H,O,’ye maruz birakildi. Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin
belirlenmesi i¢in hiicreler “ApopNexin FITCH” kitindeki anneksin V ve PI ile boyand:.
Analizler akim sitometri cihazinda yapildi (Sekil 4-23). Analiz sonuglaria gore, kontrol
grubunda boyanmamus hiicre orant % 95,0 iken, bu oran 100 500 ve 1000 uM H,0,
derisimlerinde sirasiyla, % 93,0, % 90,0 ve % 82,0 olarak o6l¢iildii. Yalmz PI ve
anneksin V ve PI ile boyanmuis hiicre gruplarinin oranlarinda belirgin bir fark goriilmedi.
Ancak yalniz anneksin V ile boyanmis hiicre oranlar1 kontrol grubunda % 3,4 iken, bu
oran 100, 500 ve 1000 uM H,0; derisimlerinde swasiyla, % 5,0, % 6,0 ve % 14,1
olarak ol¢iildii (Tablo 4-5).

wt ] o] 10% 2 " 10! 107 o 1wt

1000 pM

uM 500 uM

annaxin ¥ FIT

Kontrol 100

Sekil 4-23. Anneksin V ve PI ile boyanms, 48 saat H,O, ile inkiibe edilmis G; fazinda

senkronize K562 hiicrelerinin noktasal grafigi.
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Tablo 4-5. Anneksin V ve PI ile boyanmus, 48 saat H,0O, ile inkiibe edilmis G, fazinda
senkron K562 hiicrelerinin, boyanmamis, yalmz anneksin V, yalmz PI ve anneksin V + PI

boyanmus hiicre dagihm tablosu.

Boyanmanus
. Yalmz Anneksin V Yalmz PI Anneksin V + PI
H,0,(uM Hiicreler
0 % 95,0 % 3,4 % 0,3 % 1,1
100 % 93,0 % 5,0 % 0,4 % 1,3
500 % 90,0 % 6,0 % 1,4 % 2,3
1000 % 82,3 % 14,1 % 2,0 % 1,6

4.7.2.2. Apoptoz ve Nekrozun S Fazinda Senkronize Hiicrelerdeki Dagilhim

3.2.2.3’de aciklandig1 sekilde S fazinda senkronize edilen hiicrelere, 48 saat
farkli derisimlerde H,O, verildi. Inkiibasyon siiresi sonunda anneksin V-FITCH ve PI
ile boyanmus hiicrelerin analizleri akim sitometri cihazinda, “BD Cell Quest” programi
kullanilarak yapildi (Sekil 4-24). Analiz sonucglarina gore, kontrol grubunda
boyanmamis hiicre orant % 95,0 iken bu oran sirasiyla 100, 500 ve 1000 uM H,O,
derisimlerinde % 95,0, % 82,0 ve % 68,0 olarak o6l¢iildii. Yalniz PI ile boyanmis kontrol
grubundaki hiicrelerin oram1 % 1 iken bu oran 1000 uM H,O, derisiminde % 3,0 olarak
Olciildii. Hem anneksin V hem de PI ile boyanmis kontrol grubu hiicrelerinin oran1 %
1,0, 1000 uM H,0O, derisiminde ise bu oran % 4,1 olarak 0l¢iildii. Yalniz anneksin V ile
boyanmis hiicrelerde kontrol grubunda bulunan hiicrelerin oran1 % 2,2 iken bu oran
sirastyla 100, 500 ve 1000 uM H,0O, derisimlerinde % 0,9, % 13,0 ve % 24 olarak
oOlciildii (Tablo 4-6).
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Sekil 4-24. Anneksin V ve PI ile boyanms, 48 saat H,O, ile inkiibe edilmis S fazinda

senkronize K562 hiicrelerinin noktasal grafigi.

Tablo 4-6. Anneksin V ve PI ile boyanmms, 48 saat H,0, ile inkiibe edilmis S fazinda
senkron K562 hiicrelerinin boyanmamuis, yalmz anneksin V, yalmz PI ve anneksin V + PI

boyanmus hiicre dagihm tablosu.

Boyanmanus
Yalmz Anneksin V Yalmz PI Anneksin V + PI
H,0,(uM Hiicreler
0 % 95,0 % 2,2 % 1,0 % 1,0
100 % 95,0 % 0,8 % 2,2 % 1,2
500 % 82,0 % 13,0 % 2,6 % 2,3
1000 % 68,0 % 24,0 % 3,0 % 4,1
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4.7.2.3. Apoptoz ve Nekrozun G»/M Fazinda Senkronize Hiicrelerdeki Dagilin

120 uM genistein ile G/M fazinda tutuklanmis hiicreler, 48 saat farkh
derigsimlerde (100, 500 ve 1000 uM) H,O ile oksidatif strese maruz birakildi. Apoptotik
ve nekrotik hiicrelerin senkron hiicrelerde belirlenmesi 3.2.6.3’te aciklandig1 sekilde
yapild1 (Sekil 4-25). Analiz sonuglarina gore, kontrol grubunda boyanmamis hiicre
oranm1 % 89,0 iken bu oranin 1000 uM H,O, derisiminde % 59,0’a diistiigii belirlendi.
Yalniz PI ve hem PI hemde anneksin V ile boyanmis kontrol grubu hiicrelerinin orani
srastyla % 5,1 ve % 2,8 iken bu oranlar 1000 uM H,O, derisiminde sirasiyla % 14,3 ve
% 20,1’e ¢cikmistir (Tablo 4-7).

- 480,500,009 - 480.1000.004

Kontrol

Sekil 4-25. Anneksin V ve PI ile boyanms, 48 saat H,0O, ile inkiibe edilmis G,/M fazinda

senkronize K562 hiicrelerinin noktasal grafigi.

Tablo 4-7. Anneksin V ve PI ile boyanms, 48 saat H,0, ile inkiibe edilmis G,/M fazinda
senkron K562 hiicrelerinin, boyanmamis, yalmz anneksin V, yalmz PI ve anneksin V + PI

boyanmus hiicre dagihm tablosu.

Boyanmanmus
Yalmz Anneksin V Yalmz PI Anneksin V + PI
H,0,(uM Hiicreler
0 % 89,0 % 2,7 % 5,1 % 2,8
100 % 85,0 % 7,0 % 4,0 % 3,8
500 % 73,0 % 5,2 % 13,9 % 7,2
1000 % 59,0 % 6,5 % 14,3 % 20,1
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S. TARTISMA

Hiicre kiiltiirii, hiicrelerin dogal yasam ortamlarina en yakin olan sartlarda
tiretilmesine dayanan bir laboratuar yontemidir. Hiicrelerin kiiltiir ortaminda 6ze 6zgii
niteliklerini koruyarak iiretilmesi ve bu niteliklerini arastirmaya yonelik caligmalarin
yapilabilmesinin yam sira, kiiltiir ortamiin fiziksel ve kimyasal icerigini degistirerek
onlara yeni Ozelliklerin kazandirilmasi ya da var olan 0zelliklerinin degistirilmesi de
miimkiindiir. Bununda Otesinde iki farkli hiicrenin fiizyonuyla hibrit hiicreler, ya da
hiicrenin i¢ine (genomuna) farkli genler sokularak rekombinant hiicreler de elde
edilebilir. Son yillarda gelistirilen tic boyutlu hiicre kiiltiir teknikleri ise, doku

miihendisliginin 6nemli araclar1 olmustur.

Tiim bu anlatilanlar dogrultusunda hiicre kiiltiiriiniin tip ve biyolojide kullanilan
en Onemli araclardan biri oldugu soylenebilir. Tam1 ve tedaviye yonelik in vivo
caligmalarin hayvan deneylerinden dnceki basamagi hiicre kiiltiirlerinde yapilmaktadir.
Literatiirde, molekiiler biyoloji alaninda hiicre Kkiiltiiriinde yapilmis, patolojik ve
fizyolojik siireclerin incelendigi yiizlerce ¢alisma bulunmaktadir. Bu kadar genis bir
uygulama alanina sahip hiicre kiiltiiriiyle ilgili olarak son yillarda ticari bir pazar
olusmustur. Arastiricilar hemen hemen istedigi her hiicreyi, olusturulan bu hiicre
bankalarindan satin alabilmektedir. Bunun yanmda bilim insanlar1 kendi
laboratuarlarinda  {iirettikleri  hiicreleri  birbirleriyle  paylasarak  caligmalarini
siirdirmektedir. Ancak hiicre dongiisiiyle ilgili caligmalar yapan arastirmacilari boyle
bir sanst bulunmamaktadir. Bu tiir arastirmalarda, senkronize hiicrelerin arastirici
tarafindan hazirlanmas1 gerekmektedir ve bu islemin her deneyde tekrarlanmasi

zorunludur.

Amaci oksidatif stresin farkli hiicre fazlarindaki etkilerini arastirmak olan bu tez
calismasida Gj, S ve Go/M fazlarindaki hiicrelerin hazirlanmasina yonelik en uygun
sartlarin belirlenmesi ¢aligmalar1 basariyla yiiriitiilmiistir. DNA sentezinin tersinir
inhibitorii olan mimozin, hiicre dongiisiinii G;/S gecisine yakin bir noktada, ge¢ G;
fazinda inhibe eder (51-53). Calismamizda, K562 hiicrelerini G; fazinda senkronize
edebilmek i¢in kullandigimiz mimozin, 24 saatlik bir inkiibasyondan sonra kullanilan
tiim derisimlerde (100, 250, 500 uM) kontrole kiyasla % 14 + 4’liik bir artisla % 50 + 4

civarinda bir G; popiilasyonunun olusumunu saglamistir. Go/M popiilasyonu hemen



54

hemen tamamen ortadan kalkarken, S popiilasyonu kontrol grubuyla aymi oranda
kalmistir. Hiicre dongiisiinde yer alan fazlar arasindaki gecisin diizenlenmesinde kontrol
noktalar1 gorev alirlar (38). Temel kontrol noktalarindan ilki, G;/S gecisinde bulunan
DNA hasar sensoriidiir. Erken ve orta G; faz1 arasinda hasar goren hiicreler G, fazinda
duraksarken, ge¢ G; fazinda hasar goren hiicreler, S fazinda devam ederler. Dolayisiyla
hiicreleri G/S ge¢isinde tutuklayan mimozin senkronizasyonuyla elde ettigimiz hiicre

fazlarmna ait oranlar bu bilgilerle uyusmaktadir.

Oksidatif stres serbest radikaller araciligiyla hiicre alt yapilarinda meydana gelen
hasar olarak tanimlanmaktadir (12-14). Hiicrelerde onarilamayacak kadar biiyiik bir
hasarin olusumuyla da apoptotik siire¢ tetiklenir (22). Apoptotik siirecin kontroliinde
mitokondri basat rol oynar. Ozellikle membran potansiyelinde (A¥m) meydana gelen
degisikliklerle sitoplazmaya salinan apoptotik proteinlerin tetikledigi tepkimelerle geri
doniistimsiiz bir yola girilmis olur. Biz ¢alismamizda H,O, ile olusturdugumuz oksidatif
stresin hiicreleri apoptoza yonlendirip yonlendirmedigini AWYm’deki degisiklikleri analiz
ederek belirledik. Oncelikle asenkron K562 hiicrelerinde optimize ettigimiz oksidatif
stres kosullarinda, artan H,O, derisim ve uygulama siiresine bagli olarak A¥m
depolarize olmus ikinci bir hiicre popiilasyonunda artis gézlemledik. Rhodamin 123
kullanarak yiiriittiigiimiiz bu deneylerden elde ettigimiz bulgulari, farkli hiicre
fazlarinda senkronize edilmis hiicrelerden elde edilen verilerle birlikte nispi olarak
degerlendirerek yorumladik. Bu yiizden senkronize edici olarak kullandigimiz
kimyasallarmn AWm’ni kontrole goére degistirmemesi dogru yorumlar yapilmasi
acisindan cok onemliydi. Literatiir bilgisinden de yararlanarak sectigimiz 200 uM’lik
mimozin derigimi hiicrelerde kontrolle ortiisen bir AWm profili olusturdu. Daha sonra
K562 hiicreleri, 8, 12, 16 saat siireyle 200 uM’lik mimozinle islem gordiikten sonra
DNA analizleri yapilmis ve her ii¢ inkiibasyon siiresinde de G; oram1 % 67,0 +1 olarak
belirlenmistir. Bu oranin 24 saatlik inkiibasyonda % 50,0’ye diismesi, 16’nc1 saatten
sonra mimozinin kiiltiir ortaminda yarilandigini ya da ortamda biriken metabolitlerden
etkilenerek islevini yitirdigini diisiindiirmektedir. Bu deneylerin sonunda mimozinle

inkiibasyon siiresinin 8 saat olmas1 uygun goriilmiistiir.

G2/M faz1 senkronizasyonu i¢in, yine bir kimyasal ajan kullanilmis ve hiicreler
genistein ile muamele edilmistir. Literatiir bilgisinden de yola cikarak (84) 25-200 uM

genistein derisimlerinde 24 saat siireyle inkiibe edilen hiicrelerin DNA analizlerinde,
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G2/M oranmnin 120 uM’lik derisime kadar arttig1 ve bu derisimde %28’lik bir oranla pik
yaptiktan sonra diistiigii gézlenmistir. Genisteinin senkronizasyon amaciyla kullanildigi
caligmalarda c¢ok farkli Gy/M oranlar1 bildirilmistir. Ismail IA’nin SK-N-MC
hiicreleriyle yaptigi calismada 100 uM’lik genistein derisiminde G»/M popiilasyonunun
% 50,0 = 1,9, Papazisis KT nin K562 hiicreleriyle yaptig1 ¢alismada ise 50 uM’lik
genistein derisiminde G»/M popiilasyonunun oran1 % 21,8 olarak verilmistir (84, 85).
Bu bilgilerden yola ¢ikarak 120 uM’lik derisimde elde ettigimiz =~ % 28,0’lik oran1 daha
yiiksek bir degere ulastirabilir miyiz sorusunu cevaplamak ve ayni1 zamanda inkiibasyon
sliresini de optimize etmek i¢in yiiriittiigiimiiz deneylerde, 72 saatlik inkiibasyonda 100
uM’lik derisimin Go/M oranint % 61,0’lik bir diizeye ulastirdigr gozlemlenmistir.
Ancak bu siire ve derisimde islem gormiis hiicrelerin A¥m’leri kontrol hiicreleriyle
ortismedigi icin kullammmi uygun goriilmemistir. A¥m’de bir depolarizasyon
olusturmamasi nedeniyle kullanilmasi uygun goriilen 48 saatlik inkiibasyon ve 120
uM’lik derisimde G»/M oran1 % 30’dur ki bu oran kontrol grubuna gore % 26’lik bir
artisa karsilik gelmektedir.

Mimozinin S fazi senkronizasyonu icin kullanildig1 deneylerin sonuglari, ayni
zamanda bu maddenin etkisinin geri doniisiimlii oldugunuda gostermektedir ki bu bulgu
literatiirle de uyusmaktadir (56). 200 uM mimozin ile 12 saat inkiibasyonun ardindan,
CDMEM’e gecirilen hiicrelerin S fazi popiilasyonu 6. Saatte % 71’lik bir oranla en
yiiksek degerine ulagsmaktadir.

Gi, S ve Go/M fazindaki hiicrelerin 100, 250, 500, 750 ve 1000 uM H,0; ile 24,
48 ve 72 saat inkiibe edildikten sonra yapilan A¥m analizleri, ayn1 sartlarda islem goren
asenkron hiicrelerin analizleriyle karsilastirildiginda ve bu veri apoptoz belirteci olarak
degerlendirildiginde; S fazindaki hiicrelerin oksidatif strese oldukca direncli oldugu
sOylenebilir. Asenkron hiicrelerde 24, 48 ve 72 saatlik 1000 uM H,0, ile
inkiibasyondan sonra diisiik floresan yogunluguna sahip hiicre popiilasyonu sirasiyla, %
74,3, % 71,2 ve % 75,2 iken bu oran S fazindaki hiicrelerde sirasiyla % 21,4, % 45,3 ve
% 29,2’dir. Goriildiigii gibi yiiksek derisimde ve uzun siireli H>O; inkiibasyonlarindan
sonra bile S fazindaki apoptotik siirecin geri doniisiimsiiz asamasindaki hiicrelerin orani,
asenkron hiicrelere gore diisiik olarak belirlenmistir. Ayrica anneksin V ve PI ile yapilan
caligmalarda, 48 saat inkiibasyondan sonra 1000 uM H,O; derisiminde yalniz anneksin

V ile boyanan hiicrelerin oran1 kontrole gore % 22’lik bir artig gdstermistir. Anneksin V
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+ PI ikili boyamasinda ise bu oran ancak % 4’liik bir degerde kalmistir. Bu verilere gore
S fazinda oksidatif stresin etkilerine maruz birakilan hiicreler, apoptotik siirecin geri

doniisiimsiiz asamasina girmis ancak heniiz DNA kiriklar1 olusmamaistir.

G»/M fazinda ise, 500 uM ve iizerindeki derisimlerde, tiim siirelerde floresan
yogunlugu diisiikk popiilasyonun oranlar1 asenkron hiicrelerinkine gore 2-3 kathik bir
artiy gostermektedir. Anneksin V ve PI ile yapilan ¢alismalarda ise, 48 saat 1000 uM
H,0, ile islem goren ve yalniz PI ile boyanan hiicrelerin oran1 kontrole gore % 9’luk bir
artig gosterirken, anneksin V + PI boyali hiicrelerin oran1 % 18’lik bir artig gostermistir.
Yalniz anneksin V ile boyanan hiicrelerin orani ise kontrole gore ancak % 4’liikk bir
artista kalmistir. Oksidatif stresin etkilerine G»/M fazinda maruz birakilan hiicrelerde,
doza bagh olarak ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicrelerdeki artis, A¥Ym analizleri ile

tutarhilik gostermektedir.

G, fazindaki hiicrelerin A¥m analizleri yine bu hiicre popiilasyonunun oksidatif
strese duyarlt oldugunu gostermektedir. Hiicre siklusunun G; ve G; fazlar1 protein
sentezinin, S fazi ise DNA sentezinin yogun olarak gerceklestigi siireclerdir. Elde edilen
sonuclardan, protein sentezinin yogun oldugu G, ve G»/M fazlarinda K562 hiicrelerinin
oksidatif strese daha duyarli oldugu ve daha kolay apoptoza yonlendigi soylenebilir.
DNA sentezinin yogun oldugu S fazinda ise oksidatif strese kars1 gosterilen direng,
H,0,’nin DNA molekiiliine verdigi hasarin DNA onarim mekanizmalariyla onarilarak,
hiicrenin yasamla Oliim arasindaki miicadelesini yasam yOniine cevirdigi seklinde

yorumlanabilir.

Kanser tedavisinde kullanilan doxorubicin, daunorubicin, mitomycin C ve
etoposide gibi ilaclarin ¢cogu sitotoksisite i¢in kismen ya da aswr1 miktarda ROT
olusumunu tetikleyerek etkisini gostermektedir (86). Tiimor hiicrelerinin oksidatif strese
ve/veya apoptoza duyarliligi tedavinin basarisim etkileyen unsurlardandir. Bu tez
caligmasinda da farkli hiicre fazlarmin oksidatif strese duyarliligt DNA analizleri
tizerinden gosterilmistir. Dolayisiyla tedavi uygulanmadan 6nce ya da tedaviye duyarsiz
kalan kanser tiirlerinde hiicre dongiisii fazlarmin belirlenmesi ve oksidatif strese
duyarliliginin saptanmasi rutin bir test sistemi olarak uygulanabilir. Oksidatif strese
duyarli ya da direngli hiicre dongiisii fazlarinin belirlenmesinden sonra kullanilan

ilaclarin senkronize edici ajanlarla birlikte kombine edilerek uygulanmas: etkilerinin
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arttirllmas: acisindan 6nemlidir. Bu tez ¢aligmasinda elde edilen verilerin bu yondeki

arastirmalarda degerlendirilmesi faydali olacaktir.
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