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YAYIMLANMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstiti tarafindan onaylanan lisansiisti tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini,
basili (kagit) ve elektronik formatta arsivieme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini
Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle UOniversiteye verilen kullanim haklan disindaki
tiim fikri miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bélimlnin gelecekteki
calismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden
yazili izin alinarak kullaniimasi zorunlu metinlerin yazili izin ahinarak kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhit ederim.

Yiiksek6gretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmas;,
Dlizenlenmesi ve Erisime Agilmasina iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar
haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.0. Kitliphaneleri Agtk Erisim Sisteminde erisime acilir.

) Enstitli / FakUlte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir, @/
o Enstitli / Fakilte ydnetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime acilmas:
mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir.
o Tezimle ilgili gizlilik karar verilmistir.
31/10/2018 _
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El¢in BAKIR

“Lisansistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina iliskin

Yonerge”

1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapiimasi veya patent alma siirecinin
devam etmesi durumunda, tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun
gorisd lzerine enstitl veya fakiilte yénetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin
ertelenmesine karar verebilir.

2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis
veya patent gibi yéntemlerle korunmamis ve internetten paylasiimasi durumunda 3.
sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olusturabilecek bilgi ve bulgularr iceren tezler
hakkinda tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii iizerine enstitii
veya fakiilte yGnetim kurulunun gerekceli karari ile alti ayr asmamak lzere tezin erisime
acilmasi engellenebilir.

3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya glvenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve
guvenlik, saglik vb. konulara iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karars, tezin yapildigi kurum
tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla yapilan isbirligi protokolii cercevesinde hazirlanan
lisansisti tezlere iliskin gizlilik karar ise, ilgili kurum ve kurulusun énerisi ile enstitii veya
fakiiltenin uygun gériisii Gzerine (iniversite yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari
verilen tezler Yiiksekdgretim Kuruluna bildirilir. Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik
sliresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar gercevesinde muhafaza edilir,
gizlilik kararinin kaldiriimas halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir.

*Tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gorisi lzerine enstitii veya fakiilte

yonetim kurulu tarafindan karar verilir.



ETIK BEYAN

Bu cahsmadaki bitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar cercevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tim bilgi ve sonuclart bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Prof. Dr. Ulkii UNDEGER BUCURGAT
danismanliginda ve Dog. Dr. Ayse EKEN es danismanliginda tarafimdan dretildigini
ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Yénergesine gore

yazildigini beyan ederim.
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TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan, bana her zaman
destek olup yol gosteren, her anlamda yanimda olan, akademik yasamim boyunca

érnek alacagim cok degerli danisman hocam Prof. Dr. Ulkii UNDEGER BUCURGATa,

Beni akademik hayata tesvik eden, bu sirecgte tecriibe ve bilgisini hi¢bir zaman
esirgemeyen, her konuda destegini her zaman hissettigim ve kendisinden ¢ok sey

ogrendigim kiymetli es danisman hocam Dog. Dr. Ayse EKEN’e,

Bu siirecte desteklerini hicbir zaman esirgemeyen Erciyes Universitesi Eczacilik
Fakiltesi Dekani Prof. Dr. ibrahim NARIN’e ve dekan yardimcilari Dog. Dr. M.Orhan
PUSKULLU ve Dr. Odr. Uyesi Cigdem YUCEL’e ve yardimlarindan dolayi degerli
hocam Prof. Dr. N. Nalan imamoglu SIRVANLI’ya,

Bilgi ve deneyimleriyle yol gosteren saygideger hocam Prof. Dr. Nursen BASARAN’q,
tez siirecinde bana destek olan Dog. Dr. Sevtap AYDIN DILSiZ’e ve bu siirecte emegi

gecen Hacettepe Universitesi F. Toksikoloji Anabilim Dali’ndaki tiim hocalarima,

Desteklerini hicbir zaman esirgemeyen, akademik hayatimda onemli yerleri olan
Erciyes Universitesi F. Toksikoloji Anabilim Dali 6gretim {yeleri degerli hocalarim Dr.

Ogr. Uyesi i.ipek BOSGELMEZ ve Dr. Ogr. Uyesi Burcu UNLU ENDIRLIK’e,

Bu siirecte bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim Hacettepe Universitesi Onkoloji

Enstitist Temel Onkoloji Anabilim Dali 6gretim gorevlisi Dr. Hande CANPINAR’q,

Bu sirecte bana herzaman yardimci ve destek olan basta Uzm. Ecz. Tugbagiil CAL ve

Uzm. Ecz. Aysun OKCESIZ olmak (izere tiim arastirma gérevlisi arkadaslarima,

Varliklariyla bana herzaman glic veren, her kosulda yanimda olan, basarilarimin en

blyik mimarlari sevgili annem, babam ve kardesime,
Bana herzaman destek olan, her kosulda yanimda olan degerli esim Altug BAKIR’a,
en igten tesekkurlerimi sunarim.

Bu tez calismasinin bir kismi Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi

tarafindan desteklenmistir (TDK-2017-7376).



Vil

OZET

Bakir, E., Flurbiprofenin Sitotoksik, Genotoksik Ve Apoptotik Etkilerinin
Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik
Toksikoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2018. Flurbiprofen, propiyonik asit
tirevi bir non steroidal antiinflamatuvar (NSAI) ilactir. NSAI ilaglarin antikanser
etkileri ile ilgili bircok ¢alisma mevcut olmasinin yani sira flurbiprofen ile yapiimis
calisma sayisi azdir ve flurbiprofenin antikanser etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. Bu amacla flurbiprofenin sitotoksik, genotoksik ve apoptotik
etkileri insan serviks kanser (Hela) ve insan karaciger kanser (HepG2) hiicre
hatlarinda arastiriimistir. Sitotoksisite 6l¢iimi genis doz aralig§inda ¢alisiimis ve 24,
48, 72 saatlik maruziyet slireleri degerlendirilmistir. Sonugta sitotoksisitenin her iki
hiicre hattinda da doza ve zamana bagimli olarak arttigI gozlenmistir. Genotoksisite
calismasi 48 saatlik maruziyet siresi ve belirlenmis dozlar ile yapiimistir. DNA kuyruk
uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti degerlendirmelerinde hiicrelerde
DNA hasarinda doza bagimh bir artis gdzlenmistir. Erken apoptoz, gercek zamanh
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) kullanilarak gen diizeyinde degerlendirilmistir.
48 saatlik maruziyet sonucunda; apoptotik genler olan p53, Bax, kaspaz-3 ve kaspaz-
9 gen dizeylerinde artma ve antiapoptotik genler olan BclL-2 ve survivin gen
dizeylerinde azalma gozlenmistir. Ge¢ apoptoz ve hiicre donglisi analizleri ise akim
sitometri kullanilarak degerlendirilmistir. Her iki hiicrede de gec¢ apoptoz bulgusuna
rastlanmamis ve hiicre dongisiinde belirgin bir yigilma gézlenmemistir. Hlcrelerin
genel olarak prolifere hiicre 6zelligi gosterdigi belirlenmistir. Sonug olarak belirlenen
dozlarda ve belirlenen maruziyet siresi sonunda flurbiprofenin her iki hiicre
hattinda da apoptotik etki gosterdigi, fakat apoptoz sirecinin heniz
tamamlanmadigi goézlenmistir. Calismadan elde edilen bulgular, flurbiprofenin gen
dizeyinde etkili oldugunu ve hiicre i¢i yolak ile apoptozu indikledigini

gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Flurbiprofen, apoptoz, antikanser, sitotoksisite, genotoksisite
Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi (TDK-2017-

7376)
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ABSTRACT

B Bakir, E., Evaluation of Cytotoxic, Genotoxic and Apoptotic Effect of
Flurbiprofen, Hacettepe Unversity Graduate School Health Sciences Pharmacy
Department of Pharmaceutical Toxicology Doctor of Philosophy Thesis, Ankara,
2018. Flurbiprofen is a propionic acid-derived non steroid anti-inflammatory drug.
Although there are many studies of the anticancer effects of NSAI drugs, there are
few studies of flurbiprofen and the anticancer activity of flurbiprofen is not fully
understood. In this study, cytotoxic, genotoxic and apoptotic effects of flurbiprofen
were evaluated in human cervical cancer (HelLa) and human liver cancer (HepG2)
cell lines. Cytotoxicity was measured at a wide dose range and exposure times with
24, 48 and 72 hours were evaluated. As a result, it was observed that cytotoxicity
increased both dose and time dependent in both cell lines. Genotoxicity study was
performed with 48 hours exposure time and determined doses. DNA tail length, tail
density and tail moment evaluations revealed a dose-dependent increase in DNA
damage in cells. Early apoptosis was evaluated at the gene level using real-time
polymerase chain reaction (RT-PCR). After 48 hours exposure; increased levels of
apoptotic genes p53, Bax, caspase-3 and caspase-9, and decreased levels of BcL-2
and survivin genes, which are antiapoptotic genes. Late apoptosis and cell cycle
analyzes were evaluated using flow cytometry. No evidence of late apoptosis was
observed in both cells and no significant arrest was observed in the cell cycle. It has
been determined that the cells generally exhibit proliferating cell characteristics. As
a result, it was observed that flurbiprofen had an apoptotic effect at both the
determined doses and at the end of the determined exposure period, but the
apoptosis process was not completed yet. Findings from the study indicate that
flurbiprofen is effective at gene level and induces apoptosis with intracellular

pathway.

Key words: Flurbiprofen, apoptosis, anticancer, cytotoxicity, genotoxicity

Erciyes University Scientific Research Unit (TDK-2017-7376)
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1. GiRiS

Non steroidal antiinflamatuvar (NSAI) ilaglar, diinyada en sik kullanilan ilag
siniflarindan biridir ve tim regete edilen ilaglarin yaklasik %5’ini olustururlar (1).
Hafif ve orta dereceli agrilarin, O6zellikle de inflamasyon kaynakli agrilarin
tedavisinde, romatoid artrit gibi dejeneratif hastaliklarin tedavisinde ve
kardiyovaskiler hastaliklarin profilaksisinde siklikla kullanilan ilaglardir (2, 3). Ancak,
gastrointestinal ve renal toksisiteleri, bu ilaglarin kullanimini kisitlayan yan etkilerini
olusturmaktadir (4). Agriy;, inflamasyonu ve atesi tedavi edici O6zellikleri,
siklooksijenaz (COX) enzimini inhibe etmelerinden kaynaklanir (1).

Flurbiprofen; propiyonik asit tiirevi bir NSAI ilactir. Agri kesici, ates disuriici ve
antiinflamatuvar etkilidir. Romatoid artrit, osteoartrit ve ankilozan spondilit gibi
hastaliklarda inflamasyon ve agri tedavisi icin siklikla kullaniimaktadir. Ayrica
dismenore, bursit, tendonit ve yumusak doku zedelenmesi gibi hafif ve orta
siddetteki agrilarin tedavisinde de oral yolla yaygin olarak kullanilmaktadir.
Flurbiprofen, selektif olmayan COX inhibitori ilaglardan biridir. Hem siklooksijenaz-1
(COX-1)’i hem de siklooksijenaz-2 (COX-2)'yi inhibe eder. En glicli selektif olmayan
COX inhibitorlerinden biri oldugu distindlmektedir (5).

Apoptoz, doku homeostazinin kontroll icin olduk¢a 6nemlidir ve apoptoza
direncte, onkogenez de hayati bir basamaktir. Apoptozun diizenlenmesinde bircok
yolak  bulunmaktadir.  Birgcok  kemoterapo6tik tarafindan  olusturulabilen
deoksiribontikleikasit (DNA) hasari gibi hiicresel stres cevabinda intrinsik apoptoz
yolagi aktif olur. Genelde timor protein 53 (p53) aktivasyonu sonucunda
mitokondriyal membran gecirgenliginin artmasiyla sitokrom c gibi mitokondriyal
faktorler salinir ve hiicre icinde artar, bu da baslatici kaspaz-9’un aktivasyonunu
tetikler. Diger taraftan; immin cevapta sitotoksik T lenfositleri (CTL) ve dogal
oldurici (NK) hicreler tarafindan indiiklenen 6lim ligandi aracilikli ekstrinsik yolak
da apoptoziste oldukga Onemlidir. Timor nekroz faktor-o (TNF-a), Fas ligandi
(CD95L/FasL) veya tlimor nekroz faktor ile iliskili apoptoz indlkleyici ligand (TRAIL)
gibi 6lim ligantlarinin kendi reseptorlerine (TNFRI, CD95, TRAIL-R1/DR4 ve TRAIL-

R2/DR5) baglanmasi lzerine hiicre ici protein kompleksleri olusur. Burada kaspaz-8



ve kaspaz-10 aktive olur. Bu baslatici kaspazlar sinyal kaskadini baslatirlar ve kaspaz-
3, 6 ve 7'yi yani efektor kaspazlari aktive ederler. Antiapoptotik faktorlerin fazla
eksprese edilmesi ve tlimor hicrelerinin apoptotik eksikligi nikleer faktor kappa-B
(NF-kB), mitojenle aktive protein kinazlar (MAPKs) ve fosfatidilinositol 3-
kinaz/protein kinaz B (PI13/Akt) gibi baska yolaklarin aktivasyonuyla sonuglanabilir (6,
7).

NSAI ilaglarin kansere karsi koruyucu etkileri ve antikanser etkileri son
zamanlarda dikkat ceken bir konu olmustur. in vitro, in vivo ve dzellikle aspirin ile
yapiimis epidemiyolojik calismalar, NSAI ilaglarin kolon-rektum, meme, prostat,
pankreas, bas boyun, yumurtalik, akciger gibi bircok kansere karsi koruyucu ve
tedavi edici etkilerinin oldugunu gostermektedir (8). Prostaglandin (PG) Uretiminin
inhibe edilmesinin karsinojenezin durdurulmasinda veya vyavaslatilmasinda roli
olabilecegi bildirilmistir. Clinkli bircok kanser hiicre hattinda PG’lerin normal hiicre
hattindakinden daha fazla oldugu gosterilmistir. PG’lerin ayni zamanda apoptozda
roll vardir, arastirmacilar kolon kanser hiicre hattinda prostaglandin Ex'nin (PGE>)
apoptozu inhibe ettigini ve bir antiapoptotik gen olan B hiicre lenfoma-2 (BclL-2)
ekspresyonunu artirdigini géstermislerdir (9). Son yillarda yapilan ¢alismalar ile bu
ilaglarin apoptozu indiikleyerek ve hiicre dénglstini bloke ederek antikanser etki
gosterdikleri bildirilmistir (10).

NSAI ilaclarin indiikledigi apoptoz, bu ilaglarin yol actigi gastrik lezyonlarin ve
antitimor aktivitelerinin anlasilmasinda onemlidir (1). Apoptozu indiklemelerinin
disinda, platelet agregasyonunu inhibe etmeleri, anjiyogenezi ve hiicre ¢cogalmasini
baskilamalari da antitimor etkilerini arttiran faktorlerdendir (11, 12). COX-1
inhibisyonu yapan NSAI ilaglarin (aspirin gibi) gastrointestinal yan etkileri vardir.
Selektif COX-2 inhibisyonu yapan NSAI ilaclarda ise bu yan etkiler maskelenmistir ve
COX-2 artisiyla spesifik bazi kanserlerde antikanser olarak kullanimlarinin olabilecegi
gosterilmistir (12). COX-2'nin timor gelisimi ve ilerlemesinde roli oldugu
bildirilmistir (13). COX-2; inflamasyonda, vazodilatasyonda, kemik rezorpsiyonunda,
kanser blylimesinde, anjiyogenezde, gastrik lilser onariminda ve granilasyonda rol

oynar. Enflamatuvar hiicrelerde ve immin sistem hicrelerinde eksprese edilir ve



COX-2 aracihigiyla PG dretimi, COX-1 araciligiyla PG Uretiminden daha fazladir.
Dolayisiyla COX-2, patolojik malignitelere katilir ve COX-2'nin karsinojenezde roli
olabilecegi dustnilmektedir (14, 15).

Son yillarda flurbiprofenin antikanser etkilerinin oldugunu bildiren az sayida
galisma vardir ve olasi antikanser etkilerinin mekanizmasi tam olarak
aydinlatiimamistir. Bu nedenle bu konuda yapilacak ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.

Bu tez kapsaminda sitotoksisite, genotoksisite ve apoptotik etki belirleme
calismalari ile flurbiprofenin olasi antikanser etkilerinin  aydinlatiimasi
amaclanmistir. Bu nedenle apoptoz yolaginda 6nemli proteinler olan ve hiicre
donglisiini kontrol eden p53 proteini, apoptotik proteinler ve antiapoptotik
proteinlerin mesajci ribontkleik asit (mRNA) diizeylerinin degerlendirilmesi ile
flurbiprofenin olasi antikanser etkisinin altinda apoptoz yolaginin bozulmasi,
apoptoz genlerinin etkilenmesi seklinde bir mekanizmanin olup olmadigl

arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Non Steroidal Antiinflamatuvar (NSAI) ilaglar

Non steroidal antiinflamatuvar (NSAI) ilaclar baslica analjezik, antipiretik ve
antiinflamatuvar olarak kullanilir, diinyada en yaygin kullanilan ilag gruplarindan
biridir ve recete edilen ilaclarin neredeyse %5’ini olustururlar (1, 16-18). NSAI ilaglar,
daha ¢ok hafif-orta siddetteki, 6zellikle de inflamasyon kaynakli agrilarin tedavisinde
hem insan hem de veteriner tibbinda kullanilir (2, 19). Bunlar opioid analjezikler
disinda kalan analjeziklerdir ve narkoz hali olusturmama, bagimhlik ve biling
bulanikligi yapmama gibi tstiinliklerinden dolayi daha ¢ok tercih edilirler (20).

NSAI ilaglar; ufak yaralanmalar, bas agrisi, romatoid artrit gibi dejeneratif
hastaliklarin tedavisinde kullanildigi gibi, epidemiyolojik ve deneysel ¢alismalar,
NSAI ilaclarin kardiyovaskiiler hastaliklarin ve ayni zamanda 6zellikle de bazi
kanserlerin gelisiminde profilaktik olarak da kullanilabilecegini gostermektedir (21,
22).

NSAI ilaclar etkilerini temel olarak PG sentezinde hiz kisitlayici bir enzim olan
COX enzimini inhibe ederek gosterirler. (16, 20, 22). Prostanoidler (PG’ler ve
tromboksanlar [TX]'ler), I6kotrienler (LT), hidroksietilosatetraenoik asitleri (HETE'ler)
ve epoksiyelikasatrienoik asitler (EET'ler), lipoksinler (LX) ve izoprostanlar
“eikosanoidler” olarak adlandirilirlar ve arasidonik asitten (AA) tiiretilen, hemen
hemen hepsi uzun zincirli oksijenlenmis ¢oklu doymamis yag asitlerini iceren genis
bir diizenleyici molekil ailesini olustururlar (23, 24). Eikosanoidler; diz kas
tonusunun dilizenlenmesi, damar gecirgenligi, trombosit agregasyonu, tasiyici
proteinler ve proliferasyon gibi bircok fizyolojik ve patolojik slirecte 6nemli rol
oynayan hiicre ici ve hiicreler arasi sinyal molekilleridir (16). Fizyolojik ve patolojik
bir uyarinin ardindan coklu doymamis bir yag yag asidi olan AA, fosfolipaz A, (PLA>)
enzimi araciligl ile membran fosfolipitlerinden salinir (16, 25). Serbest AA’nin sonraki
enzimatik yolagi tge ayrilir: COX yolaginda AA’lar PG’lere, prostasiklinlere ve TX'lere
donisur; lipooksijenaz (LOX) yolaginda AA’lar HETE'lere, LXlere ve LT lere donisur;
sitokrom P450 (CYP450) monooksijenaz yolaginda ise AA’lar HETE ve EET'lere



dondsir (Sekil 2.1). Bunlarin disinda enzimatik olmayan yol ile de izoprostan sentezi

gerceklesir (16).

[ Arasidonik asit ]

! } !

Siklooksijenaz yolagi Lipooksijenaz yolagi Sitokrom P450 yolagi

PGl PGE; TXA, HETEs 5,6-EET 19,20-HETEs
PGF, LXs 8,9-EET

11,12-EET

Sekil 2.1. Enzimatik arasidonik asit (AA) metabolizmasi.

AA, hiicre membranindan fosfolipaz A, (PLA;) enzimi ile salindiktan sonra
“prostaglandin G/H sentaz” da denilen COX enzimleri ile prostaglandin G, (PGG3) ve
daha sonrasinda prostaglandin Hy'ye (PGH3) donlsir. PGG; ve PGH,, stabil olmayan
yari dGmirleri ¢cok kisa olan siklik endoperoksitlerdir, ara tirtin olarak olusurlar. PGH;
de tamami prostanoidler olarak adlandirilan, yapisinda siklopentan halkasi
bulunduran prostaglandinlere ve prostaglandinlerden farkl olarak alti tyeli halka
iceren TX'lere donisur. Esas olarak trombositler tarafindan sentez edildikleri icin de
prostaglandinlerden ayrilan tromboksanlar, “tromboksan sentaz” enzimiyle
tromboksan A;'ye (TXAz) ve daha sonra da tromboksan By'ye (TXB;) donlsirler.
TXA;; trombositleri aktive ederek agregasyona ve adezyona neden olur, ayrica en
glicli dogal vazokonstriktor ve bronkokonstrilktor maddelerden biridir. AA’dan TX
olusumu esas olarak COX-1 enzimi tarafindan katalizlenir. Prostaglandin I'lar (PGl);
diger PG’lerden farkh olarak yapica bisikliktirler ve esas olarak damar endotelinde
olusurlar. Prostasiklin olarak da adlandirilan PGl,, trombositleri TX'larla zit yonde

etkilerler ve ayni zamanda gastrik mukozanin korunmasindan sorumludur. PGl,,



prostaglandin sentaz enzimi ile PGH;'den sentezlenir. PGH;'den sentezlenen diger
PG’ler ise PGE,, prostaglandin D, (PGD;) ve prostaglandin F,a (PGF25)’dir. Bunlara
primer veya stabil PG’ler de denir. Dogrudan siklik endoperoksit ara Urlnlerinden
cesitli izomeraz enzimleri ile olusurlar. PGE;; temel olarak timoér buylimesinden,
inflamasyondan, PGD;; inflamasyonun baskilanmasindan sorumlu iken, PGF;, ise;
Ureme sistemi Gizerinde daha c¢ok etkilidir (24, 26-28).

PG’ler ilk defa 1930’larda seminal sividan izole edilmis, gilcli vazodepresor
ve duz kas uyarici aktiviteleri gozlenmistir (23, 24). PG’ler; bircok fizyolojik ve
inflamasyon, agri, ates, kanser, osteoporoz, kardiyovaskiler hastaliklar ve astim gibi
patolojik bozuklukla iliskilendirilmistir. Bunlara ek olarak ¢alismalar anjiyogenez,
otoimmiinite, alerjik hastaliklar ve kanser gibi durumlarda da PG’lerin rollerinin
blyik 6nem tasidigini gostermektedir (16).

NSAI ilaglarin temel mekanizmalari COX enzimini inhibe etmelerine dayanir.
Eikozanoidlerin biyosentezinde ana basamak olan, AA’ten PGG; ve PGH; olusumunu
inhibe ederler (29). AA’ten prostaglangin G/H sentezinden sorumlu olduklari igin
“prostagandin G/H sentaz” enzimi olarak da adlandirilirlar (30). Vane ve arkadaslari
(31), COX enzimini NSAI ilaglarin terapétik hedefi olarak tanimlamislardir.
Tanimlanmis en az iki ana COX enzimi bulunmaktadir: COX-1 ve COX-2. Yapisal
olarak %60 oraninda benzerlik gbsteren bu iki enzimin kinetik 6zellikleri de hemen
hemen aynidir (25, 30). iki izomerin bu benzerliklerine ragmen ifade edilmeleri ve
dizenlenmeleri farkhdir, farkh genler tarafindan kodlanirlar. COX-1 enzimini
kodlayan gen (PTGS1) 9. kromozomda bulunurken, COX-2 enzimini kodlayan gen
(PTGS2) 1. kromozomda bulunur (23, 30). COX-1; bircok memeli dokusunda
neredeyse slirekli olarak sabit bir sekilde ifade edilen yapisal bir enzimdir ve platelet
agregasyonu, gastrik mukoza butinlGginin korunmasi gibi bircok fizyolojik slirecte
diizenleyici olarak rol oynar (23, 25, 29, 30, 32). COX-2 izomeri ise COX-1'in aksine
inflamatuvar ve kanser hicrelerinde; fibroblast biyime faktorli, dontstlrici
bliyime faktori B, epidermal bliyime faktort (EGF), vaskiler endotelyal bliyime
faktora (VEGF), TNF-q, interlokin 1a (IL-1a) ve interlokin 1B (IL-1B) gibi mitojenik ve

inflamatuvar cevapta ifade edilen ve indiiklenebilen bir enzimdir (16, 33). Normal



sartlarda bircok dokuda duisiik olan COX-2 ekspresyonu, tek bir uyaridan birkag saat
sonra COX-2 enziminin mRNA, protein ve enzimatik aktivitesi 10 kat kadar yukselir
ve sonrasinda bir anda bazal seviyesine diiser (23). COX-1 ve COX-2 disinda
siklooksijenaz-3 (COX-3) olarak isimlendirilen enzim, bir COX-1 varyantidir, baslica
beyin ve spinal kanalda ifade edilir ve bazi analjezik/antipiretik ilaglarla
(parasetamol, fenasetin, antipirin gibi) selektif olarak inhibe edilmekle birlikte
fonksiyonu tam olarak anlasiimamistir (12, 16, 28). Yapilan bir calismada COX-3
enziminin parasetamol ile iliskisi analiz edilmis ve COX-3 inhibisyonunun bu ilacin
agri kesici ates disuricu etkisinde 6nemli bir roll olabilecegi ileri sirilmustir (34).
NSAI ilaglar; kimyasal yapilarina gére, plazma yari émiirlerine gére veya COX
enzimine ilgisine gore siniflandirilabilir (35). Plazma yari 6mirlerine gore kisa ve
uzun etkili olarak ayrilirlar; kisa etkili olanlar daha ¢ok akut analjezi durumlarinda,
uzun etkili olanlar ise kronik iltihap durumlarinda (romatoid artrit gibi) kullanilirlar
(20). COX enzimlerine ilgilerine gore “COX-1 spesifik” (diisiik doz aspirin gibi), “COX
nonspesifik”, “COX-2 selektif” (meloksikam gibi) ve “COX-2 spesifik” (selekoksib gibi)
ajanlar olarak ayrilirlar (25). Kimyasal yapilarina gore ise asidik, asidik olmayan ve

koksib olmak tzere 3 gruba ayrilir (Tablo 2.1.) (20).



Tablo 2.1. NSAi ilaglarin kimyasal yapilarina gére siniflandiriimasi.

1. Asidik Tiirevier

1. Karboksilik asit tiirevleri

1. Salisilik asit ve
esterleri

Aspirin  diflusinal, dolin salisilat, metil salisilat,
magnezyum salisilat, salisil salisilat

2. Fenamik asitler

Flufenamik asit, metafenamik asit, meklofenamik asit,
niflumik asit

3. Propiyonik asitler

ibuprofen, naproksen, flurbiprofen, fenbufen,
benaksoprofen, fenoprofen, ketoprofen, tiaprofenik asit,
soprofen, karprofen, oksaprozin, pirprofen

4. Asetik asitler

Diklofenak, indometazin, etodolak, sulindak, tolmetin

2. Enolik asitler

1. Pirazolonlar

Fenilbutazon, oksifenbutazon

2. Oksikamlar

Azopropazon, piroksikam, pesoksikam, sudoksikam,
tenoksikam, isoksikam

II. Asit Olmayan Tiirevler

1ll. Koksibler

2.2. Flurbiprofen

Flurbiprofen (2-[2-floro-4-bifenil]propiyonik asit), kimyasal yapisina goére

propiyonik asit (fenilalkanoik asit) tiirevi bir NSAI ilactir (Sekil 2.2). “CisH13FOy”

kapal formuliine sahip olan bu bilesigin molekil agirhigi 244,265 g/mol’dir (36).

H:C —CH—COOH

Sekil 2.2. Flurbiprofenin kimyasal yapisi.




Flurbiprofen antiinflamatuvar, antipiretik ve analjezik etkiye sahiptir (37).
Romatoid artrit, ankilozan spondilit, osteoartrit gibi hastaliklarda agri ve
inflamasyonun tedavisinde genis Olclide kullanimi mevcuttur, ayrica oral olarak
dismenore, bursit, tendonit ve yumusak doku travmalari gibi hafif-orta siddetli
agrilarin tedavisinde kullanilmaktadir. Diger NSAI ilaglar gibi AA’dan PG olusumu
basamagindaki inhibe edici roli sayesinde bu etkileri gdstermektedir. Ayrica
flurbiprofen “karbonik anhidraz” enzimini inhibe ederek hidrojen ve bikarbonat
iyonlarinin olusumunu azaltir, topikal formda kullanildiginda bikarbonat iyon
konsantrasyonunu azaltarak akoéz sivi miktarini azaltir ve goz ici basincinin
dismesine sebep olur (36). Katarakt ameliyatlarinda ameliyat sirasinda olusabilecek
miyozu Onlemek amaciyla operasyon o6ncesinde kullanilmasi bu prensibe
dayanmaktadir.

Flurbiprofen diger bir siniflandirmaya gore selektif olmayan COX inhibitoru
NSAI ilaclardan bir tanesidir, hem COX-1'i, hem de COX-2’yi inhibe eder, bu
inhibisyon geri doénidsumlidir. Bilinen en glgli  selektif olmayan COX
inhibitorlerinden biridir (5, 38).

Ticari olarak temin edilebilen flurbiprofen, (+) S- ve (-) R-enantiyomerlerin
rasemik bir karisimidir. S-enantiyomeri daha ¢ok antiinflamatuvar etkinlikten
sorumlu iken, her iki enantiyomer de analjezik etkinlige sahiptir (36). R-flurbiprofen
(E-7869, tarenflurbil, ansaid); COX-1 ve COX-2'yi inhibe etmeyen, dolayisiyla
terapotik konsantrasyonlarda gastrointestinal kanalda veya bobreklerde toksik etki
olusturmayan bir enantiyomerdir. COX-1 ve COX-2 inhibisyonu sadece S-

enantiyomerinde goézlenmektedir (9, 39).
2.2.1. Yan Etkileri

Karin agrisi, mesane agrisi, kabizlik, zor ve agrili idrara ¢cikma, bel agrisi, mide
agnisi, siskinlik, flurbiprofenin oldukca seyrek gorilen yan etkileridir (40). Nadir
gorilen yan etkiler ise; sirt ve bacak agrilar, dis eti kanamasi, burun kanamasi,
bulanik gorme, okslirik, deride catlaklar, solunum ve yutma zorlugu, bas dénmesi,

hizli nabiz, ates veya titreme, genel yorgunluk, bas agrisi, istah kaybi, terleme, ciltte
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tahris ve renk degisikligi, gorme bozukluklari, kan basincinda artma gibi etkilerdir.
Doz asiminda ise; biling degisikligi, hizl, yavas veya sig solunum, mide eksimesi,
biling kaybi, gogls, Ust bacaklar veya bogazdaki agri veya rahatsizlik, soluk veya
mavi dudaklar, tirnaklar veya cilt, alsilmadik uykulu olma, donukluk veya halsizlik
hissi olusturabilecegi gibi (41); kanama, llserasyon, perforasyon gibi gastrointestinal
bozukluklar, papiller nekroz gibi renal hasar da olusturabilir (36).

Yapilan deney hayvan calismasinda, LDso (letal doz 50) degeri, kopeklerde
oral uygulamada 10 mg/kg olarak bulunmustur. Calismalar flurbiprofenin iyi tolere
edilebilen bir ila¢ oldugunu, yan etki potansiyelinin diger NSAI ilaglara gére daha
disiik oldugunu gostermektedir (37). Prospektif calismalar, flurbiprofen kullanan
hastalarin %15'inde serum aminotransferaz seviyelerinde hafif ylkselmeler
gorilebilecegini; ancak bunlarin genellikle gecici, hafif ve asemptomatik oldugunu

gostermektedir (36).
2.2.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Flurbiprofen en ¢ok oral olarak kullanilmakla beraber, ilacin topikal,
intraokiler, intraveno6z, intramuskuler, bukkal ve rektal kullanimlar da vardir. Hizli
salim ve surekli salim tabletleri de bulunmaktadir. Hizli salim bir tablet tek doz oral
olarak alindiktan sonra hemen hemen timiyle ve hizli bir sekilde absorbe olur (37,
42, 43). Alimdan 0,5-3 saat sonra plazmada veya serumda maksimum
konsantrasyona (Cmax) ulasir (42). Romatoid artritli hastalarla yapilan bir calismada
plazmada kaydedilen maksimum konsantrasyon, 15-150 mg flurbiprofen aliminda
gozlenmistir (44). Flurbiprofen absorbsiyonu birinci derece kinetigine uygundur. Egri
altinda kalan alan (EAA)-zaman grafiginde egri doza bagimh olarak artis gosterir.
Yemeklerle birlikte alimda serumdaki maksimum konsantrasyonu diismekle beraber
ilacin toplam absorbe edilen miktari degismez (42).

Flurbiprofenin insandaki oral dagilim hacmi (Vd/F), oral alimdan sonra 7 ila
14 L arasindadir (yaklasik 0,1-0,2 L/kg) (42). Terapo6tik konsantrasyonlarda
alindiginda yaklasik %99 oraninda plazma albiiminine baglanir (37, 42, 43). Sinoviyal

sividaki dagihmi plazmadakine goére daha farkldir; sinoviyal sivida plazmadakine
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gore daha uzun tmaxa (maksimum siire), daha disik Cma’a ve daha yiksek
eliminasyon yari d6mriine (t1/2) sahiptir (42).

Flurbiprofen asil olarak karacigerde “CYP450 2C9” (CYP2C9) tarafindan
metabolize edilir, genel olarak hidroksilasyon ve metilasyon uriinlerine dondsur.
Ana metaboliti  “4'-hidroksi-flurbiprofen” olmakla birlikte “3',4'-dihidroksi-
flurbiprofen”, “3'-hidroksi-4'-metoksiflurbiprofen” ile bunlarin konjugatlari ve
konjlige flurbiprofen de insan plazma ve idrarinda saptanan metabolitler
arasindadir. ibuprofen gibi diger arilpropiyonik asit tiirevlerinin aksine
enantiyomerik donlisim gergeklesmez. Yavas CYP2C9 metabolizéri oldugu bilinen
ya da disinilen hastalarda flurbiprofen, plazma seviyesinin yikselme durumuna
karsi dikkatli kullanilmalidir (42, 43, 45).

Flurbiprofen ve metabolitleri idrar ve feces ile atilir, asil atihm yollari idrardir.
Gulnlik alinan dozun %70ten fazlasi 24 saat iginde glukronid ve silfat konjugatlan
seklinde, yaklasik %20'si ise degismeden idrar ile atilir (42, 43).

Gunluk tavsiye edilen dozu 150-200 mg olmakla beraber gilinliik alinmasi
gereken maksimum dozu 300 mg’dir. Mideye zarar vermemesi acisindan yemeklerle

birlikte alinmasi gerekir (43).
2.2.3. Etkilesimleri ve Riskli Gruplar

Flurbiprofenin; varfarin, aspirin, asetaminofen, beta-blokorler, furosemid
gibi ditretikler, lityum, metotreksat, siklosporin, kortikosteroidler, selektif seratonin
geri alim inhibitorleri (SSRI), simetidin, ranitidin, digoksin, oral hipoglisemik ajanlar,
instlin, kinolon grubu antibiyotikler, takrolimus gibi ilaclarla etkilesimi oldugu gibi,
alkol, cay, kizilcik ve Gzim suyu ile de etkilestigi gosterilmistir (43, 45-47).

Gebelik kategorisi gebeligin 1. ve 2. trimesterinde C, son trimesterinde ise
D’dir. Aktif peptik Glserli hastalarda veya daha Onceden peptik Ulser gecirmis
hastalarda, agir bobrek, karaciger veya kalp yetmezligi olan hastalarda

kullanilmamalidir (45).
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2.3. Apoptoz

Apoptoz; fonksiyonlari bozulmus hicrelerin veya gereksinim duyulmayan
hlcrelerin g¢evresine zarar vermeden programl olarak o6limleridir. Tek hicreli
organizmalarda hicre 6limi{ yalnizca apoptoz ile gerceklesirken (48), gelismis
organizmalarda, hiicreler arasi iliskide ve doku homeostazinin kontrolliinde oldukca
onemli bir rol oynar ve apoptoz direnci onkogenezin ¢ok 6nemli bir basamagini
olusturur (6, 49).

Programli hiicre 6limi kavrami 1965 yilinda boceklerin baskalasimlari
gozlemlenerek glindeme gelmistir, fakat “apoptoz” terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr,
Wyllie ve Currie tarafindan ‘fizyolojik hiicre 6lim’ olarak kullanilmistir (50-52). Yine
ilk olarak Kerr ve Wyllie, glukokortikoidlere maruz kalan timus hiicreleri lizerinde
yaptiklari deneysel galisma ile fizyolojik hicre 6limiini gostermislerdir. Fizyolojik
olarak olen hiicrelerin gekirdeklerinde kromatin parcalarini ve diger organellerin iyi
korundugunu gozlemleyerek bu olaya ‘blizisme nekrozu’ demislerdir (53).

Memeli hiicrelerindeki apoptoz mekanizmasi, Caenorhabditis elegans
nematodunun gelisim silrecindeki gegirdigi programlanmis hicre 6lim
mekanizmalarini kapsamaktadir. Eriskin kurdun olusabilmesi icin gerekli hiicrelerin
bir kismi farkli boélgelerde apoptoz gecirir, bu ylizden apoptoz hiicrelerin genetik
olarak belirlenmis eliminasyonunu icerir ve hiicre 6liminin ayirt edici bir seklidir
(51, 54). Apoptotik mekanizmalar embriyo doneminden baslayarak tim yasam
boyunca calismaktadir. Bazi hiicreler uzun yillarca yasarken bazi hiicreler ¢ok kisa
sire yasayabilirler. Bircok dokuda (deri, gastrointestinal sistem gibi) devamlilik,
apoptoz ve hiicre yenilenmesi sayesinde saglanir (49).

Apoptoz; Yunanca’da apo (ayri)) ve ptozis (disen) kelimelerinin
birlesmesinden olusmustur ve yaprak dokimiini tanimlayan bir kelimedir (50, 53).
Apoptozun hiicrelerin gelisimi, yaslanmasi veya devamliligl icin homeostatik bir
mekanizma olmasinin yani sira, apoptoz herhangi bir hastalik veya zararl bir
ksenobiyotik tarafindan hiicreler zarar goérdigiinde veya immiin bir reaksiyon

sirasinda bir savunma mekanizma seklinde de ortaya ¢ikabilir. Hiicrelerin apoptoza
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gidip gitmeyecegi bir uyarana baglidir ve uyaranin tipi ile derecesi bu asamada

belirleyici faktorlerdir (54).

2.3.1. Apoptozun Morfolojisi

Apoptoz slresince hiicrede 1sik ve elektron mikroskobu ile gesitli morfolojik
degisiklikler saptanmistir. Apoptozun ilk evrelerinde hiicrede sodyum (Na),
potasyum (K), klor (Cl) tasiyici sistemi durdugu icin hiicre ici ve disI arasinda hareket
olmadigindan hiicre buzuslir ve piknoz olusur. Cevre hiicrelerle baglantisini
kaybeder. DNA’si 6zglil olarak niikleozomlarindan endontikleazlarla kesilir, 180-200
baz ciftinden olusan parcalar elektroforezde ip merdiveni gérintisi olusturdugu
icin “DNA ladder” olarak adlandirilir. Hlicrenin blzismesi ile birlikte hiicre hacmi
kiictlur, sitoplazma yogunlasir ve organeller sikisik bir hal alir. Piknoz, kromatin
kondensasyonunun bir sonucudur ve apoptozun karakteristik bir 06zelligidir.
Kromatin kondensasyonunun erken fazinda elektronca zengin nikleer materyal
niikleer membran altinda cevresel bir sekilde agregat olusturur. Transglutaminaz
enzimi ile plazma membraninda “zeiozis” adi verilen tomurcuklanmalar olusur,
hiicre sitoplazma ile gevrilmis kromatin pargalarindan olusan apoptotik cisimciklere
parcalanir. Fosfotidil serin, hiicre membraninin i¢ tabakasindan aminofosfolipid
transferaz enzimi ile membranin dis tarafina goé¢ eder, bu durum apoptotik
cisimcigin fagositozu icin bir uyaridir ve bu cisimcikler daha sonra makrofaj,
parenkimal hicreler veya neoplastik hiicreler tarafindan fagosite edilirler ve
fagolizozomlar icinde parcalanirlar. (51, 53, 55, 56).

Apoptotik hiicre 6limiine alternatif bir hiicre 6lim sekli ise nekrozdur. Genel
olarak benzer olmalarina ragmen apoptoz ve nekroz arasinda bazi farkhliklar
bulunmaktadir. Apoptozda hiicresel blzisme olurken nekrozda hiicresel sisme
meydana gelir, apoptoz adenozintrifosfata (ATP) bagiml iken nekroz bagimsizdir,
apoptozda DNA kiriklari ip merdiveni goriintlisiinde iken nekrozda diizensiz ve
rastgeledir, apoptozda inflamasyon cevabi olusmazken nekrozda olusur, apoptozda
sitoplazma icerigi apoptotik cisimler icinde kalirken nekrozda disari salinir,

apoptozda hiicre membrani bozulmazken nekrozda pargalanir ve apoptoz genelde
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tek hiicrede veya kiiclk hticre topluluklarinda olusurken nekroz hiicre gruplarinda

meydana gelir (55, 56).
2.3.2. Apoptozun Mekanizmasi

Apoptozun mekanizmasi, enerji bagiml kaskadlari icerir (55). Apoptoz
hiicrelerde primer olarak baslatilabilecegi gibi herhangi bir uyaran sayesinde
hicrede sekonder olarak da gelisebilir (53). Apoptotik 6lim; baslama fazi, sinyal
fazi, 6lim fazi ve 610 hiicrelerin ortadan kaldirildig fazlardan olusmaktadir.

Baslama fazi; hiicre o6liminin baslangic fazidir ve bu asamada bazi
molekdller rol alir. Bu indikleyici molekillere FasL ve TNF-a 6rnek verilebilir. Bu
ligantlar da belli reseptoérleri (Fas, TNFRI, TNFRII gibi) etkilerler ve bdylece sinyal
iletim molekdlleri aktif hale gelir. Sinyal fazi; ¢esitli protein kinaz kaskatlarin rol
aldigi 6nemli bir fazdir. Cogu serin/treonin tipinde olan bu kinazlar apoptozda
anahtar rol oynarlar. MAPK ailesinden p42/44 hicre disi sinyalle dlizenlenen kinaz
(extracellular signal-regulated kinase,ERK), p38 MAPK ile c-Jun N-terminal kinaz
(JNK), siklik AMP-bagimli protein kinaz A (PKA), protein kinaz B (PKB), Akt ve protein
kinaz C (PKC) bu basamakta rol oynayan kinazlara érnek verilebilir. Olim fazi;
hiicrede 0lim kararinin alindigi fazdir. Bu basamakta kaspazlar rol oynar.
Baslangicta inaktif formda sentezlenen kaspazlar birtakim proteolitik stireclerden
gecerek aktif hale gelirler ve bir kaskat olustururlar. Oli hiicrelerin ortadan
kaldirildig: faz ise; apoptotik cisimciklerin ¢evre parenkimal hiicreler veya fagositler
tarafindan fagosite edilmesi olaylarini kapsar (54).

Ekstrinsik (dis) ve intrinsik (ic/mitokondriyal) olmak (izere baslica iki ana
apoptotik yol bulunmaktadir. Bu iki yol birbiriyle baglantilidir ve bir yolda rol
oynayan molekiiller diger yolu da etkilemektedir. Bu iki ana apoptotik yola ek olarak
T-hiicre aracili sitotoksisiteyi ve perforin-granzim bagimli hiicre olimini iceren
baska bir yol daha bulunmaktadir. Apoptotik yolaklar sekil 2.3."te gosterilmistir (51,
55). Bu 3 vyol, farkli mekanizmalarla baslayip asil efektér olan apoptotik yolda

(kaspaz 3 aktivasyonu) birlesir ve sonucta apoptotik cisimler olusur.



15

" Ekstrinsik yol intrinsik yol Perforin/granzim
radyasyon, toksinler, hipoksi yolu
Sitotoks{t/T hucreleri

Olii
ligandi
Olim

v I\

erforin
¢ Mitokondriyal degisiklikler
Adaptor proteinler \1/ Granzim B Granzim A
Apoptozom olusumu \l/ %
DISC olusumu \1, SET
\] Kaspaz-10 kompleksi

Kaspaz-9 aktivasyonu

Kaspaz-8 aktivas% \1/ / aktivasyonu \1/

Kaspaz-3 aktivasyonu DNA
bélinmes

Endontikleaz aktivasyonu»kromozomal DNA degredasyonu,
proteaz aktivasyonu»iskelet ve niikleer proteinlerin degredasyonu»
hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesi

v

Morfolojik degisiklikler: kromatin ve sitoplazma
kondensasyonu, niikleer fragmentasyon vs.

Apopitotik cisimciklerin olusumu

Sekil 2.3. Apoptoz yolaklarinin sematik gosterimi (51).

Ekstrinsik yol; apoptozun membranlar arasi reseptor aracili etkilesimlerle
basladigl yoldur. Bu sinyal yolunda 6lim reseptérlerini de iceren TNF reseptor gen
ailesinin Uyeleri rol almaktadir (54). Hiicre disi sinyal proteinleri hiicre ylizeyindeki
olim reseptorlerine baglanir ve ekstrinsik yolagl baslatir (57). Ligand ve onlarin
karsiligi olan oldiricu reseptorler sunlardir: FasL/FasR, TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3,
Apo2L/DR4 ve Apo2L/DR5. Ekstrinsik yolak en iyi sekilde Fas ligandi ve reseptori ile
karakterize edilmistir (Sekil 2.4.) (54, 55, 57). FasL, ozellikle sitotoksik T hiicreleri ve
NK htcrelerinin Gzerinde bulunur. Apoptotik islem bu FasL'nin Fas reseptoriine
(CD95, APO-1) baglanmasiyla baslar. Fas’in sitoplazmik uzantisi, bir 6lim alanini
icerir. Bu uzanti, Fas ile baglantili 6lim alani proteini (Fas associating protein with a
death domain protein, FADD) ve hiicre ici adaptor protein (baslatici prokaspaz icerir)
ile birleserek 6lim indikleyici sinyal kompleksini (death-inducing signaling complex,
DISC) olusturur. Daha sonra baslatici prokaspaz (kaspaz-8), adaptor proteinden

ayrilarak aktif hale gelir ve ortak apoptotik yolu baslatir (57).
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Sekil 2.4. Fas O0lim reseptori ile aktive edilmis apoptozda ekstrinsik yolak (57).

Bu ekstrinsik yoldaki mekanizma; bir immin tepki sonunda aktive olmus T
hicrelerinin uzaklastiriimasi, virUs ile enfekte hedef hiicrelerin ortadan kaldiriimasi,
timor hicrelerinin  6ldirdlmesi ve bircok patolojik durumdaki hiicrenin
uzaklastiriimasinda énemli rol oynar.

intrinsik yol; dogrudan reseptérlere etki eden uyaranlardan farkl bir diizen
icerir. Burada apoptozu baslatan mitokondriyal olaylardir. Radyasyon, toksinler,
hipoksi, viral infeksiyonlar, hipertermi, serbest radikaller gesitli uyaranlardir. Bu
uyaranlar mitokondriyal permeabilite gecis porunun (MPT) acilmasina yol acar.
Normalde mitokondrinin iki (i¢-dis) zar arasinda bulunan birtakim proteinler
sitozole salinir. Salinan bu proteinlerden bazilari sitoplazmada apoptoza oncilik
eden kaspaz proteolitik kaskadini aktive eder. Salinan proteinlerden en dnemlisi
“sitokrom c”dir. Bu protein sitozole salindiginda yeni bir fonksiyon Ustlenir;
apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apoptotic protease activating factor-1, Apaf-
1) denilen bir adaptor proteine baglanir ve Apaf-1’in, tekerlek benzeri bir oligomer
haline (heptamer) donlismesini saglar, bu heptamerik yapiya “apoptozom” denir.
Olusan bu apoptozom, inaktif olan prokaspaz-9’'un, aktif kaspaz-9 haline
doénismesini saglar. Kaspaz-9 da efektor kaspaz olan kaspaz-3’u aktive eder ve ortak

efektor apoptotik yolu baslatir (Sekil 2.5.) (51, 54, 55, 57).
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Sekil 2.5. intrinsik (mitokondriyal) yolak (57).

BcL-2 protein ailesi Uyeleri, apoptozun intrinsik yolagindaki gen
reglilasyonunda onemli rol oynamaktadir. Bu proteinler hiicre igi apoptotik yolu
baslica; sitokrom ¢, apoptoz indiikleyici faktér (AiF), endoniikleaz G, gibi diger
membranlar arasi mitokondriyal proteinlerin sitozole salinmasini kontrol ederek
diizenlerler (Sekil 2.6.). Bu proteinler mitokondriyal membran gecirgenligini kontrol
ederek apoptozu indiikleyebilir veya inhibe edebilir, yani pro-apoptotik veya anti-
apoptotik proteinler olabilir. Dolayisiyla BcL-2 protein ailesinin bu iki sinifinin
aktivitesi arasindaki denge, memeli hiicresinin hiicre ici yolakla apoptoza ugrayip

ugramayacagini belirler (51, 53, 54, 57).
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Sekil 2.6. Apoptozun intrinsik yolaginda pro-apoptotik BclL-2 proteinlerinin
mitokondriyal membranlar arasi proteinlerin salinmasindaki roli (57).

Apoptotik uyari hiicre ici yolagi tetikledigi zaman, pro-apoptotik efektor Bcl-
2 proteinleri aktif hale gelir, mitokondri dis membraninda oligomer halinde birikir ve
membranlar arasi proteinlerin (sitokrom c gibi) sitoplazmaya salinmasini saglar (57).

Pro-apoptotik BcL-2 proteinlerinden bazilari; B hiicre lenfoma-10 (BcL-10),
BcL-2 ile iligkili X proteini (Bax), BcL-2 antagonisti hiicre 6lim proteini (Bad, Bak),
Bax benzeri BH3 proteini (Bid), BcL-2 benzeri protein (Bim) iken, anti-apoptotik BcL-
2 proteinlerinden bazilari; BcL-2, B hiicre lenfoma-X (BcL-X), B hiicre lenfoma-XL
(BcL-XL), B hiicre lenfoma-XS (BcL-XS)’tir. Puma ve Noxa ise p53 aracili apoptozda
rol alirlar. Puma proteininin sentezinin Bax protein sentezini de beraberinde
getirdigi, calismalarla gosterilmistir (51, 54, 57).

p53, timor baskilayic bir gendir. Hiicrede bir gen hasari olustugu zaman bir
transkripsiyon dizenleyici gen olan p53 aktive olur. Bu protein riini dogrudan
DNA’ya baglanir ve hicre/dokuya 6zgul olmak lzere hiicre siklusunu G1 fazinda
durdurarak tamir mekanizmalarini aktif hale getirmek icin hiicreye zaman kazandirir
veya hiicre hasari onarilamayacak durumda ise hiicreyi apoptoza yonlendirir. p53
geninin aktive olmasi, diger apoptotik genlerin ve gen oranlarinin ifadelerinde de
degisikliklere yol acgabilir (56, 58).

Perforin/granzim yolu; patojenle enfekte hiicrelerin veya timor hiicrelerinin
oldurilmesinde etkili olan bir yoldur. Salgisal apoptotik bir yoldur. Perforinler ve

granzimler, CTL ve NK hicrelerinin sitoplazmik salgi grandllerinin iginde bulunurlar.
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CTL reseptori hedef hiicreye baglandiginda perforinler salgilanir ve hedef hiicre
Uzerinde dairesel bir por olusturur, bundan dolay hiicre igi kalsiyumda hizli bir artis
meydana gelir. Hiicre icine giren perforinler, granzim B’nin serbest kalmasini saglar.
Granzim B, kaspaz bagimli yolakta (kaspaz 10 aktivasyonu) rol alirken (DNA
fragmentasyonunu ve apoptoz ile birlikte prokaspaz aktivasyonunu baslatir),
Granzim A perforinle sinerjik olarak kaspaz bagimsiz yolakta rol alir (dogrudan DNA
hasarina sebep olur (51, 56, 57) (Sekil 2.3).

Kaspazlar, proteolitik enzimlerdir ve apoptozun merkezi bilesenleridir.
Kaspaz aktivasyonu hiicreye 6zglidir. Kaspazlar aktif katalitik bolgelerinde sistein
icerirler ve proteinleri yalnizca aspartik asit bulunan bolgeden keserler, bu nedenle
‘c-asp-ase’ adini almiglardir. Kaspazlarin bu kisith proteolizisi nedeniyle hiicrede lizis
sekillenmez ve apoptotik cisimcikler olusur (50, 56).

Kaspazlar  saghkli  hiicrelerde  temel olarak sentezlenirler ve
sentezlendiklerinde inaktif haldedirler (prokaspaz). Normalde inaktif dimerler
halinde bulunan efekt6r kaspazlar, baslatici kaspazlar tarafindan aktif hale getirilirler
ve proteolitik kaskad boylece baslamis olur (57, 59).

U¢ apoptotik yolda rol oynayan kaspazlar baslatici kaspazlar olarak
adlandirilirlar ve bunlarin en 6nemli rolleri, efektor kaspazlari aktif hale getirmektir.
Kaspaz-2, kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-10 baslatici kaspazlardandir. Bu lic apoptotik
yolun ulastigl ortak yolda gorev alan kaspazlar ise efektér kaspazlardir ve nikleer
materyali pargalayan sitoplazmik endoniikleazlari ve ayni zamanda niikleer ve hiicre
iskelet proteinlerini parcalayan proteazlari aktif hale getirirler. Kaspaz-3, kaspaz-6 ve
kaspaz-7 efektor kaspazlardandir (51, 54-57).

Kaspazlar inhibitor apoptoz proteinleri (IAP) denilen bir grup protein
tarafindan baskilanir (50). Kaspaz 3, Ozellikle endoniikleaz kaspaz ile aktive
deoksiribontikleaz (CAD)’1 aktive eder. Saglikh hiicrelerde CAD, inaktif CAD (iCAD) ile
birlikte bulunur. Efektor kaspazin aktivasyonu ile iCAD ayrisir ve CAD aktif hale gelir.
Aktif hale gelen CAD, kromozomal DNA'yi nikleozomlarin aralarindan keser (linker),
bu da DNA’nin elektroforezde ip merdiven goriinimli pargalara ayrilmasina sebep

olur (Sekil 2.7.) (57).
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Sekil 2.7. Apoptoz sirasinda DNA fragmentasyonu.

Aktif kaspazlari inhibe eden proteinler, dogrudan kaspaz inhibisyonu
yaparlar. Saglkli hicrelerde mitokondride bulunurlar. Smac/Diablo ve HtrA2/Omi
bunlara 6rnek verilebilir (57, 60).

Survivin  (BIRC-5); IAP ailesinin en kuglk Uyesidir (61), mitozun
dizenlenmesinde ve apoptozun inhibisyonunda rol alir. Bu iki fonksiyonundan
dolayir temel IAP’lerden ayrilir (62). Bu etkisini, apoptozun sondan bir onceki
basamaginda rol alan kaspazlarla etkileserek ve onlarin etkilerini inhibe ederek
gostermektedir (63, 64). Survivinin asiri ekspresyonunun bircok timor tipinde timor
olusumunu tesvik ettigi gozlenmistir. Survivinin timorlerdeki asiri ekspresyonu;
mikroRNA'lar (miRNA'lar), reseptor tirozin kinazlar (RTK'ler) ve bunun yani sira,
asagl akis sinyal dizileri olan PI3K/Akt, mitojenle aktiflestirilmis protein kinaz
kinaz/mitojen ile aktive edilmis protein kinaz (MEK/MAPK) gibi bircok faktor
tarafindan diizenlenir (61). p53 aracilikli inhibisyonu da calismalarda gosterilmistir
(62). Survivin ayrica fetal dokularda gelisim sirecinde genel olarak ekspre edilir.
Survivin; hiicre déngistnde, G1 fazinda baskilanirken G2/M fazinda yiksek oranda
ekspre edilir (63, 64). Survivinin tani ve prognoz igin énemli bir belirte¢ ve kanser

tedavisi icin molekiler hedef olabilecegi calismalarda gosterilmistir (62).
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2.3.3. Apoptozun Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Apoptoz belirlemede kullanilan yontemler ve temel yaklasimlar, apoptoz
sureci boyunca gelisen yapisal ve fonksiyonel degisiklikler ile iliskilidir.

Apoptotik hiicrelerde membran degisikliklerinin tayini; H3 timidin ve BrdU
(bromodeoksiliridin) inkorporasyon testi gibi radyoaktif veya radyoaktif olmayan
yontemlerle yapilabilir. Annexin V canlilik testi, laktat dehidrogenaz (LDH) testi,
gecirgen ve gecirgen olmayan boyalarla (floresan boya gibi) yapilan testler gibi
kolorimetrik ydntemlerle yapilabilir. Apoptoz ve nekroz arasindaki morfolojik
farkhliklar da membran degisikliklerini tayin etmede kullanilabilir.

Apoptotik hiicrelerde DNA fragmentasyonu tayini; in situ end labeling (ISEL),
TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling (TUNEL), DNA laddering, diisik molekiil
agirhkli DNA’nin immiunolojik olarak tayin edilmesi gibi yontemlerle yapilabilir.

Apoptotik hticrelerde mitokondriyal hasar; 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromiir (MTT) ve 2,3-bis-(2- metoksi-4-nitro-5-silfofenil)-2H-
tetrazolyum-5- karboksianilid (XTT) testleri kullanilarak tayin edilebilirken, sitokrom
C salinimi; Western blot, sitokrom c enzim iligskili immunosorbent (ELISA) gibi
yontemlerle, mitokondriyal membran potansiyeli ise; ATP enerji Uretimi
yontemleriyle tayin edilebilir.

Akim ve lazer tarama sitometrisi ile apoptoz ile iliskili proteinlerin tayini,
floresan aktiveli hiicre ayirma (FACS) analizleri ve hiicre siklusu analizleri yapilabilir,
ayrica tek hiicre jel elektroforezi (COMET) yontemi de kullanilabilir.

p53 protein analizi, replikatif DNA sentezi ve DNA sentez onarimi gibi
mekanizmaya dayali yontemler de bulunmaktadir. Apoptoz tayinini dogrulamak ve
gelistirmek icin ise akim sitometride 1sik taramasi, hiicre yapiskanhgi testi, kromatin
morfolojisi (genotoksik kromatin degisiklikleri) incelenmesi gibi yontemler

bulunmaktadir (65).
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2.3.4. Apoptoz ve Kanser

Kanser; temel olarak bir organizmadaki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
blylylp cogalmasidir. Kanser tek bir organda olusabilecegi gibi metastaz ile
uzaktaki organlari da kapsayabilir. 100’den fazla kanser tiri bildirilmistir (66).

Hiicre bollinmesi, blylimesi, farklilasmasi ve bunun kontrollii temel olarak
genlerle saglandigi icin kanser bu genlerde iliskili olarak meydana gelir. Onkogenler,
DNA tamir genleri ve timor baskilayici genler kanserde temel roli olan gen
gruplaridir. Normalde hicre blylimesi ve farklilasmasindan sorumlu olan
protoonkogenler mutasyon vs. ile onkogen haline doénusebilirler. Ras, Erk, Myc
genleri bilinen onkogenlerdendir. DNA tamir genlerindeki herhangi bir islev kaybi da
hlicre onarilamayacagindan o hiicreyi 6liime (nekroz, apoptoz vs.) gotlrir. TUmor
baskilayici genler ise herhangi bir sekilde (delesyon, mutasyon vs.) islevlerini
kaybederlerse hiicre donglisii bozulur ve kanser gelisebilir. p53 geni en iyi bilinen
timor baskilayici genlerdendir (66, 67).

Apoptoz; gelisim ve normal doku homeostazi ile yakindan iligkilidir.
Dolayisiyla apoptotik yolaklardaki herhangi bir degisiklik, bir dizi anormalligi de
beraberinde getirir ki bunlardan en 6nemlisi kanserdir (68). Apoptozda oldukca
onemli roll olan p53 timor baskilayicl genindeki mutasyonlar ve BclL-2 gen ailesi
proteinlerinin  ifadelerindeki  degisiklikler kanser hiicrelerindeki apoptoz
mekanizmalarinin bozulmasinda temel rol oynar (54). Apoptotik gen ifadelerindeki
azalma ve/veya antiapoptotik gen ifadelerinde artma apoptoza direnci artirarak
timor hicre proliferasyonunu uyarir (50, 54).

BcL-2 geni; ilk olarak insan B hiicreli folikiiler lenfomada tanimlanmistir (69).
Bu gen ailesi oldukca genis olmakla beraber proapoptotik ve antiapoptotik lyeleri
bulunmaktadir. Antiapoptotik olan BcL-2 geninin bircok solid timorde, l6semilerde,
lenfomalarda asiri bir sekilde ifade edildigi bilinmektedir (70, 71). Diger bir
antiapoptotik gen olan BcL-XL gen ifadesinin de kronik miyeloid 16semi (KML) ve
multipl miyelom (MM) kanserlerinde arttigi bildirilmistir (72). Tam tersine

proapoptotik genlerin ifadelerinde ise kanser hiicrelerinde azalma goézlenmektedir.
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Ornegin Bax ve Bad gen ifadelerinin kolon kanseri gibi cesitli kanser tiirlerinde
ifadelerinin azaldig1 calismalarla gosterilmistir (73).

p53 timor baskilayici gen, kanser olusumunda oldukgca énemli role sahiptir.
Bu gen kendisi kanser olusumunda ve hicre déngisinin dizenlenmesinde etkili
oldugu gibi apoptozun indiiklenmesinde ve inhibisyonunda rol oynayan birgok genin
de ifadesini dizenler. DNA’da herhangi bir hasar olustugu zaman p53 proteini
sentezlenir ve hiicre donglisii durur. Bu asamada eger mimkinse DNA onarilr,
degilse apoptoz baslatilir (74). p53 geni, insan kanserlerinde mutasyonun en sik
gorildiugl genlerden biridir (75). Diger bir deyisle p53 geninin mutasyona ugramasi
veya kaybi, kanserlerde en sik goriilen genetik anomalidir (51, 54).

Bir apoptoz inhibitori olan survivin geni de kanserlerde fazla miktarda ifade
edilir. Hematopoetik neoplazmalari da iceren bircok tlimor hiicre hattinda en cok
ifade edilen genlerden birinin survivin geni oldugu bildirilmistir (76). Survivin hiicre
donglisinde G2/M evresinde apoptoza engel olarak bircok kanser tiriinde anormal
mitoza sebep olur (51, 54). Ayrica tim bu hicre i¢i yolak mekanizmalarinin disinda
apoptozun hiicre disi yolaginda rol oynayan ve hicre yilzeyinde bulunan Fas
reseptdér miktarinin azalmasi da timor gelisimi esnasinda ortaya konmus bir

bulgudur (49).
2.4. Non Steroidal Antiinflamatuvar ilaglarin Antikanser Etkileri

in vitro, in vivo, klinik ve preklinik calismalar NSAI ilaglarin antineoplastik
ozellik tasidigini gdstermektedir. Popiilasyon bazli calismalarda da kronik NSAI ilag
kullaniminin kolorektal kanser insidansini %30-50 oraninda azalttigi gosterilmistir
(29, 33, 77). Bunun disinda bazi NSAI ilaglarin kanser éncesi adenomalari azalttigi da
klinik calismalarla belirlenmistir. Ornegin selektif olmayan COX inhibitdrii sulindak
ve COX-2 selektif selekoksib ile yapilan calismalarda bu ilaglarin hastalarda adenoma
olusumunu onledigi géralmustir (78-82).

Bircok timor tipinde COX enzim ifadesinin ve PG seviyelerinin arttig
gosterilmistir. Bu da timor olusumunda inflamasyonun 6nemli bir rol oynadigi ve

NSAI ilaglarin kansere karsi koruyucu etkileri olabilecegi gériisiinii desteklemektedir
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(33, 83-85). Bunun yani sira COX bagimsiz cesitli mekanizmalarin da NSAI ilaclarin

antineoplastik etkilerine katki sagladiklari bilinmektedir (86-89).
2.4.1. Non Steroidal Antiinflamatuvar ilaglar ve Apoptoz

Apoptoz, NSAI ilaglarin antikanser etki mekanizmalarinin en énemlilerinden
biridir. Deneysel ¢alisma bulgulari ve 6zellikle aspirin ile yapilan  ¢alismalar, bu
ilaglarin antikanser etkilerinin geri donusli oldugunu, ilag kullaniminin birakilmasi
durumunda kisa sire iginde timorun tekrarlayabilecegini gostermektedir (32, 77,
90). NSAI ilaglarin indiikledigi apoptoz COX bagimli veya COX bagimsiz olabilir. NSAI
ilaglardan bir 6n ilag olan sulindak metabolitleri ile yapilan ¢alismalarda, COX-1 ve
COX-2 inhibitéri olan silfit ve COX-1 ve COX-2 inhibitori olmayan silfon
metabolitlerinin her ikisinin de timoér olusumunu ve kimyasal karsinojenezi birgok

hlcre hattinda inhibe ettigi gbzlenmistir (91).
Siklooksijenaz Bagimli Apoptoz

COX inhibisyonu, NSAI ilaclarin primer farmakolojik ézelligidir. Ozellikle COX-
2, kanser patogenezinden sorumlu olan izomerdir (77). FAP (familyal adenomato6z
polipozis) hastalarinin adenomalarinda ve deneysel olarak timoér olusturulmus
ratlarda COX-1 miktarinda degisiklik olmazken COX-2 seviyesinin normalden yiiksek
ciktigr goralmastir (92, 93). COX-2 seviyesinin artmasi; hiicre proliferasyonunu
artirir, apoptozu engeller, anjiyogenezi ve metastatik potansiyeli artirir, reaktif
oksijen tlirevlerinin olusumunu artirir, VEGF'yi ve platelet kaynakli bliyime
faktorini (PDGF) uyarir, B ve T lenfositlerinin cogalmalarini engelleyerek immiin
yaniti duslrir, bu sekilde karsinojeneze sebep olur. Bitiin bu etkilerin de PGE;
araciligi ile oldugu disiinilmektedir (32, 77, 94).

COX-2’nin asiri ifadesi hiicredeki BcL-2 sentezini de artirmaktadir. Hicre igi
Bcl-2 dizeyinin artmasi ise Onci kot huylu hiicrelerin apoptoza direng
gostermesine sebep olur (32, 77). COX ifadesinin artisi ayni zamanda AA ifadesinin
de artisi demektir. Konsantrasyonu artan hiicre ici AA’in, mitokondriyal membran

potansiyelini degistirerek sitokrom c salinimini artirdigi ve dolayisiyla apoptotik bir
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yolagi baslattigl diistintilmektedir. AA ayni zamanda gliclii bir apoptoz indikleyicisi

olan seramid Uretimini de artirmaktadir (32, 77, 95-97).
Siklooksijenaz Bagimsiz Apoptoz

NSAI ilaglarin indiikledigi apoptozun bircok COX bagimsiz mekanizmasi da
mevcuttur. Bunlar arasinda; NF-kB reseptor sayisinin azalmasi, pro- ve anti-
apoptotik protein dizeylerinin degismesi, intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolaklarinin
aktivasyonu, proteazom fonksiyonlarinin inhibisyonu, hiicre déngiisiinde bozulma
ve stres kinazlarin aktivasyonu sayilabilir. Bu mekanizmalarin bir kismi COX bagimli
mekanizmalar arasinda da yer alabilir (32).

NF-kB; immin ve enflamatuvar cevaplar gibi bircok genin transkripsiyonunu
diizenleyen bir faktordir. Hiicrelerin yasam ve 6lim mekanizmalarinda rol oynayan
genler de bunlara dahildir (32). NF-kB aktivitesinin Ozellikle daha 6nceden tedavi
edilip tekrar ilerleyen ciddi kanser olgularinda yikseldigi gozlenmistir (98). Aspirin
ve diger NSAI ilaclarin NF-kB aktivasyonunu inhibe ederek apoptoza yol acabilecegi
calismalarda belirtilmistir (99, 100).

Aspirin ve diger NSAI ilaclarin apoptozun intrinsik ve ekstrinsik yolaklarini
etkiledigi bilinmektedir. Sitokrom c salinimini artirarak ve kaspaz-9'u etkileyerek
intrinsik yolu, kaspaz 8’i etkileyerek ise ekstrinsik yolagi aktif hale getirir (101-103).
Ayrica NSAI ilaclar antiapoptotik bir protein olan Bcl-2 ifadesini azaltirken,
apoptotik proteinler olan Bax, Bad ve p53 ifadelerinde artmaya yol acar (104-106).

NSAI ilaglar COX bagimsiz olarak hiicre déngiisiinde duraklamaya ve
proteazom fonksiyonlarini inhibe ederek apoptoza neden olur (106-108). Ayni
zamanda NSAI ilaglarin endoplazmik retikulum (ER) ve oksidatif stresi indiikledigi ve
hicrelerde bu strese karsi apoptotik sinyallerin uyarabilecegi gosterilmistir (1, 32,

109, 110).
2.5. Galigmada Kullanilan Yontemler

Canlilarin  bilimsel arastirmalarda kullaniminin  kisitlanmasi  gerekliligi,

ozellikle kanser calismalari gibi bircok alanda hiicre kiltliriinin gelistiriimesine ve
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kullanilmasina yol agmistir (111). Dokudan, primer kiltirden veya herhangi bir
hiicre hattindan elde edilen hiicreler ile olusturulan kiiltlrlere hicre kiltlird denir
(112). Tez galismasi slresince yurutiilen hicre kiltiird yontemi, hiicrelerin biyimesi
ve vicut disinda muhafaza edilmesi tekniklerini kapsar. Kanser hiicre hatlari, orjinal
kanserlerin 6zelliklerini tagimalidir (113).

Hlcre kaltard sicaklik, pH, karbondioksit (CO2) gibi cevresel etmenlerin
kontrol edilebilmesi, hlicre karakterizasyonu, maliyet, zaman gibi avantajlara
sahipken; aseptik kosul sarti, pasajlar arasi degiskenlik, farmakokinetik ve sistemik

cevaplarin uyumsuzlugu gibi dezavantajlari da vardir (112).
2.5.1. Hiicre Hatlan
insan Serviks (Rahim Agz1) Kanseri Hiicreleri (HeLa)

Hela hiicresi, en eski, en yaygin olarak kullanilan ve ilk 6limsiz insan hiicre
hattidir. 1951 yilinda Afrika kokenli Amerikali geng bir kadinin agresif glanddler
serviks kanserinden izolasyonundan itibaren kanser arastirmalarinin baslica
dayanagi olmustur (114). “Henrietta Lacks” isimli bu kadindan elde edilen hiicrelere
isminin ilk harflerine dayanarak “Hela” hiicreleri denilmistir. Bu hiicreleri kesfeden
Gey ve arkadaslari, Hela htcreleri ile ilgili yayin yapmislardir (115). Henrietta Lacks
kanserin viicuduna yayllmasi sonucu 6lmius fakat 6limsliz hiicreleri yogun talepler
nedeniyle tim diinyaya dagitilmistir (111). Bu hiicreler diger kanser hiicrelerine
gore cok daha hizh cogalirlar (114). Hela hicresi kanser calismalarinda siklikla
kullanilmistir ve glinimizde kullanimi hala ayni sekilde devam etmektedir. Hela
hiicre hattinin 6zellikleri Tablo 2.2.de ve mikroskobik goértinimleri Sekil 2.8.'de

gosterilmistir.



Tablo 2.2. Calismada kullanilan Hela hiicre hattinin 6zellikleri (116).
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Elde edildigi organizma

insan

Kaynak doku

Serviks

Yas/Cinsiyet/Irk

31 yas/Kadin/Siyah

Tlamor tipi Adenokarsinom
Hiicre tipi Epitel
Hiicre ozelligi Adheran

Saklama kosullari

Sivi azot buhari

Sekil 2.8. Hela hticrelerinin mikroskobik gortinimleri (117).

insan Hepatoseliiler Karsinoma Hiicreleri (HepG2)

HepG2, farkhlasmis hepatoseliiler karsinomu olan, 15 yasinda beyaz irktan

bir erkek karaciger dokusundan kiltir edilmistir. insan karaciger karsinom

hiicrelerinden olusan ve o6limsizlestirilmis bir hiicre hattidir ve epitel hicre

morfolojisi gosterirler. HepG2 hiicreleri yapiskandirlar ve kiiglik agregatlar halinde
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blyirler. Bu hicreler; karaciger metabolizmasi ve gelisimi, onkogenez
(kemokarsinojenez ve mutajenez), hepatoksisite gibi bircok alanda siklikla
kullanilmaktadir. ilac metabolizmasi ve hepatotoksisite calismalarinda en cok
kullanilan insan hepatomu HepG2'dir (118). Bircok ilag ve ksenobiyotigin toksisite
testlerinde HepG2 hiicre hatti oldukga sik kullanilmaktadir. Ayrica genotoksisite
testlerinde de kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, in vivo karaciger hiicresi ile
tutarli olarak bu hiicreler de hepatotoksikana cevap olarak DNA hasarini ve
apoptozu acik bir sekilde gostermistir (119-121) HepG2 hiicre hatti oldukga iyi
karakterize edilmistir. Normal hepatositlere benzeyen bir biyosentez yetenekleri
vardir, transferrin, fibrinojen, alblimin ve plazminojen gibi plazma proteinlerinin
cogunu Uretirler (122, 123). HepG2 hiicreleri ayni zamanda CYP450 gibi bircok ilag
metabolizasyonunda rol oynayan enzimi ifade eder; ancak in vivo hepatositlere gore
bu ifade orani yaklasik 50 kat dusiktir, bu da bu hiicrelerin ana kisitlamalaridir
(119). HepG2 hiicre hattinin oOzellikleri Tablo 2.3.te ve mikroskobik gorinimleri

Sekil 2.9.’da gosterilmistir.

Tablo 2.3. Calismada kullanilan HepG2 hiicre hattinin 6zellikleri (124).

Elde edildigi organizma insan

Kaynak doku Karaciger
Yag/Cinsiyet/Irk 15 yas/Erkek/Beyaz irk
Tlumor tipi Hepatoseliiler karsinom
Hiicre tipi Epitel

Hiicre ozelligi Adheran

Saklama kosullari Sivi azot buhari
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Sekil 2.9. HepG2 hiicrelerinin mikroskobik gorintmleri (125).

2.5.2. Sitotoksisite Olgiimii

Hicre canhliginin  6lgcllmesi ve dolayisiyla sitotoksisite c¢alismalari;
mutajenezin, malign transformasyonlarin, hicresel patolojinin, apoptozun ve
farmasotik toksisitenin degerlendirmesinde olduk¢a blyik 6nem tasimaktadir.
Ayrica timorler vyalnizca canh  hiicrelerden kaynaklanabilecegi i¢cin  6nemli
karsinojenez mekanizmalarinin aciklanmasinda da hiicre canliiginin 6lctlmesi
degerlidir (126).

Gecmis vyillarda hicre kiltirinde, hiicre canlihgl ve proliferasyonu
calismalari icin bircok yontem gelistirilmistir (127). Bu yontemler arasinda en yaygin
olarak kullanilan ve wuygulamasi en kolay yontemler mikro kuyucuklu plak
kullanilarak vyapilan sitotoksisite c¢alismalaridir. Bu yodntemlerin en Onemli
avantajlari, hizli ve kolay sekilde, ayni anda, ayni kosullar altinda, birden fazla
ornegin sitotoksisite analizinin yapilabilmesidir. Ozellikle 96-kuyucuklu plaklar ile
yapilan calismalar, analiz edilebilecek 6rnek sayisinin ¢ok olmasi sebebiyle oldukca
onem kazanmistir. Kolorimetrik ve liminesans temelli analizler, bir mikroplak
okuyucu sayesinde oOrneklerin dogrudan plak U(zerinde analizlerinin yapilmasina
olanak verir (128).

Arastirmalarda kullanilacak sitotoksisite yontemi secimi bircok faktore
baglhdir. Bunlar arasinda; hiicre 6lim mekanizmalari, ¢calismada kullanilacak olan

maddenin cinsi, alinacak cevabin sekli, kullanilan hiicre tiiri sayilabilir (112, 128).
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Sitotoksisite genel olarak kolorimetrik, Iiminesans ve enzimatik yontemlerle
belirlenir. Kolorimetrik yontemlerde; MTT, XTT, 3-(4,5- dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4- sulfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), 2-(4-iodofenil)-3-(4-
nitrofenil)- 5-(2,4-distlfofenil)-2H-tetrazolyum (WST) gibi tetrazolyum tuzlan
kullanilarak renk degisikligi Olgllebildigi gibi, kristal viyole, nétral kirmizisi gibi
boyalar kullanilarak hiicrelerin spesifik boyanmasi esasina dayali 6l¢limler de
yapilabilir. Liminometrik yontemler; floresans ve biyoliminesans olarak ayrilir,
floresans yontemlerde bu oOzellikte olan maddeler kullanilirken biyoliiminesans
yontemlerde lusiferaz gibi 6zel enzimler ve bunlarin substratlari kullanilarak 6lgiim
yapilir (6rnegin; alamar mavisi). Enzimatik yontemler ise LDH gibi hiicre hasari veya
olimi sonrasi agiga cikan enzimlerin 6l¢imine dayanir (129-132). Ayrica hiicre
sayisi Olciimleri arasinda da tripan mavisi yontemi gibi mikroskobik islemler veya
otomatik sayim teknikleri bulunmaktadir, fakat bu yéntemler zaman ve az érnekle

calisilabilme agisindan ¢ok fazla kullanilan yontemler degildir (132).

MTT Testi

MTT yontemi, ilk olarak 1983 vyilinda Mosmann tarafindan memeli
hiicrelerinin canhiliklarinin ve ¢ogalmalarinin 6l¢tilmesinde kullanilan kesin, hizli,
kantitatif kolorimetrik bir ydntem olarak ifade edilmistir (133).

Canli  hiicrelerde bulunan bir mitokondriyal enzim olan siiksinat
dehidrogenaz, bir monotetrazolyum tuzu olan sari renkli MTT’yi tetrazolyum
halkasinin agilmasina sebep olarak mor-menekse renkli, suda ¢éziinmeyen formazan
kristallerine donistlirir. Yontemin temeli de bu sekilde tetrazolyum tuzlarinin
indirgenerek renkli ve ¢oziinmeyen formazan kristallerini olusturmasina dayanir
(134, 135). Formazan kristalleri hiicre membranindan gecemez ve dolayisiyla hiicre
icinde birikir (136). Tetrazolyum halkasi yalnizca metabolik olarak aktif olan
hiicrelerde enzim aktivitesi sonucu acildigl icin MTT yontemi ile sadece canli
hiicreler tanimlanir. MTT hiicre icine alindiktan sonra mitokondri bagimli bir
reaksiyon ile formazan kristallerine donustirilir. Bu formazan Urinleri saglam,

hasar gormemis bir hiicre membranindan gecemez ve dolayisiyla hiicre iginde
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birikir. Suda ¢6zinmeyen formazan Urinleri dimetil silfoksit (DMSO) gibi organik
¢oziculerde ¢ozlinebilir; bu sekilde organik bir ¢oziicii eklendiginde bu maddeler
¢Ozlinerek hiicre icinden salinir ve olusan renk kolaylikla spektrofotometrik olarak
Olcilebilir. Yontemin esasi, yalnizca canh hiicrelerin dlgiimiine izin verdigi icin olusan
ve Olgilen mor-menekse renk, hicre canhliginin bir gostergesi olarak kabul edilir

(137-140).
2.5.3. Genotoksisite Ol¢iimii

Genetik toksikoloji, genotoksik ajanlarin indikledigi kromozomlarda veya
DNA’da olusan hasari inceleyen toksikolojinin bir alt dahdir. Genotoksik ajanlar
mitotik agda, hlicre donglisii kontrol noktalarinda veya dogrudan ya da dolayh bir
sekilde DNA’da hasara sebep olur, bunlar da DNA tamir mekanizmalarini bozabilir,
mutasyona sebep olabilir veya hiicreyi apoptoza gotirebilir. Sonuc¢ olarak DNA’da
olusan degisiklikler bircok genetik ve multifaktoriyel hastaliga, kansere, yaslanmaya,
kisirhiga vs. sebep olur (141, 142).

DNA hasari dogrudan olabilecegi gibi genotoksik maddenin DNA
bitlnliglini koruyan proteinlere baglanmasiyla dolayl bir sekilde de meydana
gelebilir. Ornegin iyonize radyasyon DNA’yi dogrudan hedef alir ve kiriklara sebep
olur. iyonize radyasyonun dolayli yoldan DNA hasari yapmasi ise fotonun su
molekiliyle etkilesip serbest radikal olusturmasi esasina dayanir (142).

Mutajen maddeler hedef ile etkilestiginde farkh hasarlar olusturabilir.
DNA’da tek zincir/gift zincir kiriklari, nokta mutasyonlar, cerceve kaymasi, DNA
katimi gibi hasarlar meydana gelebilirken ayni zamanda yapisal ve sayisal
kromozomal degisiklikler de olusabilir. Sonu¢ olarak o hiicre ya hasar onarim
mekanizmalariyla tamir edilir ya da tamir edilemedigi taktirde apoptoza gider (142,
143).

Genotoksisite testleri uzun vyillardan beri kullanilmaktadir ve toksik
maddelerin genotoksik ve karsinojenik potansiyellerini degerlendirmek icin bircok

genotoksisite testi vardir (144). Bu yontemler in vitro ve in vivo testlerden olusurlar
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ve cesitli mekanizmalarla dogrudan ya da dolayli olarak genetik materyalde olusan
hasarlari tespit etmek icin gelistirilmistir (145-147).

En vyaygin kullanilan genotoksisite testleri; Ames testi, COMET testi,
kromozom aberasyonu (CA), kardes kromatit degisimi (SCE) ve mikrogekirdek (MN)

testidir.
Tek Hiicre Jel Elektroforez (COMET) Testi

Tek hiicre jel elektroforez (single-cell gel electrophoresis-SCGE) veya COMET
yontemi; in vivo/in vitro/ex vivo olarak uygulanabilen bir genotoksisite testidir. Tek
hiicredeki DNA hasarini belirlemede kullanilir. Duyarl, basit, hizli ve disik maliyetli
bir test olmasi, farkli hiicre tipleri ve farkli DNA hasar tipleri igin uygulanabilir
olmasi, az miktardaki DNA hasarlarini ve birden fazla DNA hasar sinifini tespit
edebilmesi, en 6nemlisi de 6lglim igin radroaktif isaretleme gerektirmemesi COMET
yonteminin Ustlnlikleridir ve bu Ustlinliklerden dolayi DNA hasar tespitinde
oldukga sik kullanilan bir yontemdir (148-153). Teknigin bu avantajlarinin yani sira
bazi dezavantajlari da vardir; teknigin uygulama asamasindaki elektroforez siiresi,
voltaji, hiicre miktari vs. gibi farkhliklar, sayim yapan kisinin tek olmasi gerekliligi,
hasar belirlemede kullanilan parametrelerin cesitliligi ve dogru sec¢im yapilmasi
gerekliligi bu dezavantajlar arasinda sayilabilir (152).

ilk olarak DNA hasarini spesifik hiicrelerde 1978 yilinda Rydberg ve Johanson,
insan lenfositlerini agaroz jel icinde hazirlayarak ve akridin oranj ile degerlendirme
yaparak belirlemislerdir (154). 1984 yilinda Ostling ve Johanson jel elektroforez
teknigi-mikroelektroforetik teknik gelistirerek ve yonteme etidiyum bromir ile
boyama asamalarini ekleyerek yontemi bir basamak daha gelistirmislerdir. Bu
yontemde elektroforez noétral kosullarda uygulandigi icin kullanimi kisithidir, ¢tinki
notral kosullarda c¢ift sarmal kiriklari tespit edilebilirken tek sarmal kiriklari tespit
edilememektedir (155). Singh ve arkadaslari 1988 yilinda alkali ortamda (pH>13)
uyguladiklari elektroforez teknigi ile bu problemi ortadan kaldirmislardir ve
glinimazde kullanilan COMET teknigi, Singh ve arkadaslarinin gelistirdigi tek ve cift

zincir kiriklarinin her ikisini de tanimlamaya olanak saglayan bu tekniktir (156).
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Tek hicre jel elektroforez yonteminde; agaroz jel igerisinde mikroskop
lamina yayilan hicrelere hiicre membranini pargalayan lizis islemi uygulanir ve
stiperkoil DNA molekiillerini iceren nikleoidler olusur (157, 158). Stiperkoil DNA
molekdillerinin tasidiklari zincir kiriklarindan dolayi alkali elektroforez sonrasinda
DNA sarmali gevser ve serbest kalan DNA kiriklari anoda dogru go¢ eder ve kuyruklu
yildiz gériinimu olusur. Bu kuyruklu yildiz gérinimiinden dolayl yontem “COMET”
adini almustir (159). Hasarsiz DNA ise blyik oldugundan, elektroforezde akim
uygulamasi ile kuyruk birakmadan go¢ eder (160). Elektroforez sonrasinda
propidyum iyodir (PI), etidyum bromir (EtBr), akridin oranj, 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) gibi DNA baglayici floresan verme 6zelligi olan bir boya kullanilarak
floresan mikroskop altinda degerlendirme yapilir (158, 161). Pirimidin dimerleri,
oksitlenmis pirimidin/purinler ve alkillenmis bazlar gibi DNA hasarlari boylelikle
tespit edilebilir (157).

Elde edilen COMET goriuntisi gorsel olarak veya hiicredeki DNA hasarini
belli parametreler ile dlgcen goriintl analiz sistemleri ile degerlendirilir. Gorsel olarak
degerlendirmede hiicreler hasarli ve hasarsiz olarak ayirt edilebilir, hasarli olanlar
ise hasar seviyelerine gore farkl kategorilere ayrilir; hi¢ kuyruk tasimayan (az
hasarli-0) gruptan DNA’nin ¢ogunlukla kuyruk kisminda yer aldigi yani ¢ok kuyruklu
(cok hasarli-4) gruba kadar 0-4 arasinda degisen bir derecelendirme yapilabilir (148).
Gorlntl analiz programlari ile ise daha c¢ok parametre degerlendirilebilir. Bunlar
arasinda DNA kuyruk uzunlugu, toplam uzunluk, DNA kuyruk yogunlugu (kuyruktaki
DNA yizdesi), DNA kuyruk momenti, bas kismindaki ylizde DNA gibi parametreler
sayilabilir (159, 162, 163).

Cesitli enzimlerle yapilan COMET yéntemleri de kullaniimaktadir. Ozel
glikozilaz aktivitesi gosteren bu enzimler hasarli olan bazi uzaklastirir, orada
apurinik/apirimidinik bolgeler olusturur ve bu bdélgelerde zincir kiriklari meydana
gelebilir ve boylelikle DNA hasari belirlenebilir (164). Oksidatif DNA baz hasarlarinin
belirlenmesi icin de yontemde lizis isleminden sonra nikleotitler birtakim tamir
enzimleriyle inklibasyona birakilir ve inkiibasyondan sonra &nceki degerlerle

karsilastirihr, COMET parametrelerinde artis olmasi durumunda okside bazlarin
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varligindan séz edilebilir. insanlardaki hiicrelerde DNA hasarinin tipini belirlemek
icin kullanilacak bu enzimlere Endontikleaz Il enzimi ve Escherichia coli’'den elde
edilen bir DNA onarim enzimi olan formamidopirimidin glikozilaz (Fpg) Ornek
verilebilir. Bu enzimler okside pirimidinleri belirler (165-167). FPG, 6zellikle bir plrin
oksidasyon Urund olan 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG)’i tayin eden bir
endoniikleazdir. Bu enzim; 8-OHdG ve diger okside purinleri yiksek bir hassasiyetle
tayin etmesinin yani sira, acik zincir N-7 guanin katim Grinlerini ve abazik bolgeleri
de tayin edebilmektedir (168). Bu sekilde tamir endoniikleaz enzimi bulunan her
tarli hasarh hiicre COMET yontemiyle tanimlanabilmektedir.

COMET yontemi ile hicrenin 6lim mekanizmasi hakkinda da fikir sahibi
olunabilmektedir. Ozellikle apoptoza ugrayan hiicreler bu yéntem ile tayin edilebilir.
Bu hiicrelerde DNA’nin bas kismi hemen hemen tamamen parcalanir ve toz bulutu
halini alir, bu sekilde apoptotik hiicreler tanimlanabilir (169).

DNA kirik tayini prensibine dayanan COMET teknigi bir¢cok alanda
kullanilmaktadir. Bircok tipte DNA hasari 6lgiminin yani sira DNA onarim
arastirmalari, genotoksisite calismalari, apoptoz calismalari, biyolojik izleme,
antioksidan calismalari ve klinik arastirmalar bu teknigin uygulama alanina
girmektedir. Sonug¢ olarak COMET vyontemi, molekiler epidemiyolojide
ksenobiyotiklere cevresel ve mesleki maruziyetlerin ve bunlarin genetik dizeyde

sonugclarinin arastirilmasinda yaygin olarak kullaniimaktadir (152).
2.5.4. Gen ifadesi Ol¢iimii

Gen ifadesi veya gen ekspresyonu terimleri, her biri birer DNA dizisi olan
genlerin gen dizeyinden fonksiyonel olan protein yapisina donistiridlmesi sireci
icin kullanilir. Bu slire¢ aslinda temel iki basamaktan olusmaktadir: Birinci basamak
transkripsiyon basamagidir. Bu basamakta DNA’da bulunan genetik bilgi bir RNA
(MRNA) molekiili sentezi suretiyle kopyalanir. ikinci basamak ise translasyon
basamagidir. Bu basamakta ise kopyalanan genetik bilgi bir protein haline getirilir

(170). DNA'daki baz diziliminin o bolgeden sentezlenen proteinin aminoasit dizisini
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nasil belirledigi, yani sifreleme islemi biyokimyasal ve genetik yontemlerle belirlenir
(171).

Gen ifadesi o6lgiimi asil olarak farkli hiicrelerdeki genlerin veya ayni
hiicredeki farkli genlerin mRNA diizeylerini karsilastirmak amaciyla yapilir. Ornegin
saglikh ve timor hiicre karsilastiriimasi, ila¢c uygulamasi, toksik maddelere maruziyet
sonucu gen ifadelerindeki degisimler vs. bu dlciimlerle kiyaslanabilir (172). ifade
edilen genler hiicresel fenotipin ve fonksiyonlarin anlasiilmasinda oldukga 6nemli bir
faktordir. Genomik DNA’dan mRNA (retilmesi protein sentezinin ilk basamagi
oldugu icin gen ifadesindeki her degisiklik hem fenotipik hem de morfolojik

farkhilagmalardan sorumludur (173).
Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

Gen ekspresyon analizleri, cesitli uyarilara karsi biyolojik cevabin
gorintilenmesi icin oldukga sik kullanilir. Kantitatif nikleik asit sekans analizi igin
bircok yontem gelistirilmistir. Son zamanlarda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yonteminin kantitatif niklek asit analizi igin glglU bir arag olabilecegi kanitlanmistir
(174).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR); niikleik asitlerle ilgili calismalarda olduk¢a
sik kullanilan 6zgtil ve duyarli bir molekiler yéntemdir. 1980’li yillarda Karry Mullis
tarafindan gelistirilmistir ve 1993 vyilinda Nobel bilim insani o6diline layik
gorilmustir. PCR tekniginde reaksiyonlar katlanarak DNA kaliplari olustururlar.
Boylece baslangic hedef sekansi ve olusan PCR (riinG arasinda miktarlar
kiyaslanarak kantitatif bir iliski elde edilir (175).

Gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), PCR yoOnteminin
gelistirilmis dnemli bir uygulamasidir (176). Yontemin gidisatini goriiniir hale getirir
ve monitoOrize eder. Boyalar veya floresan isaretli problar kullanilir ve floresan isima
olusan DNA ile dogru orantili olarak artar (177). Bu sistemde amplifikasyonunun ve
amplifiye olmus, cogaltilmis Gridnin (amplikon) kontrolii ayni kapali sistem
icerisinde gerceklesir (178). Yontem farkli kaynaklarda “kinetik PCR”, “homojen
PCR”, “kantitatif RT-PCR” gibi farkl tanimlar ile de kullanilmaktadir (179).
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RT-PCR, 3 temel basamaktan olusur. ilk basamakta RNA revers transkriptaz
(RT) enzimi ile komplementer DNA (cDNA)’ya dénistirilir. ikinci basamakta PCR
kullanilarak cDNA’nin amplifikasyonu saglanir. Ugiincii basamakta ise amplifikasyon
miktari ve derecesi gercek zamanl olarak tayin edilir (180).

PCR reaksiyonunda c¢ift zincirli DNA, DNA sekansina baglanacak
oligoniikleotid primer, nikleotit trifosfat (dNTP), isiya dayanikli polimeraz ve
tampon magnezyum (Mg?*) iyonlari kofaktdr olarak bulunmaldir ve reaksiyon isil
islem gerekmektedir. Reaksiyondaki i1si1 déngtleri uygun sekilde ayarlanir. Tek bir
dongi goz online alindiginda; oncelikle ¢ift zincirli DNA’nin zincirlerini ayirmak igin
ylksek sicakhk uygulanir, bu asama denatlirasyon (denaturation) asamasi olarak
bilinir. Birlesme (annealing) asamasinda ise tek zincirli kalip DNA ve ortamda
bulunan primerlerin baglanmasi igin sicaklik disurdlir, bu asamada birlesme igin
gerekli sicaklik yaklasik 50-60°C’dir. Son olarak uzama (extension) asamasinda
polimeraz icin uygun olan 72°C sicaklik saglanir ve DNA polimeraz dNTP'leri
kullanarak hedef zincirin uzamasina sebep olur. islem genel olarak 20-40 doéngii
sonrasinda tamamlanir (181).

PCR sonug Urunlerini belirlemede 6zgil olan veya olmayan yodntemler
bulunmaktadir. Ozgiil ydntemler arasinda TagMan prob, molekiiler boncuk,
hibridizasyon prob gibi yontemler bulunmaktadir. Bu yontemler DNA pargasinin
cogaltilmak istenilen bolgesi 6zel bir bolge ise kullanilir. Ozgiil olmayan ydntemler

I”

arasinda ise en c¢ok “SYBR Green boya cesidinin kullanildigi yontem
bulunmaktadir. Burada kullanilan boya sadece cift zincirli DNA'ya baglanir ve DNA
miktarindaki artisa paralel olarak cihazda okunan floresan miktarinda da artisa
sebep olur. SYBR Green |, 497 nm dalga boyunda ylkseltgenir ve 520 dalga boyunda
indirgenir. Primerler DNA molekiiliine baglanip uzama basladiginda boya molekiilleri
cift zincirli DNA arasina girer ve 1sima yapar. Uriin miktar arttikca floresan miktari
artar ve es zamanli gorlintilenebilir. Floresan isaretli problara ihtiyac olmadigi icin

yontem daha az maliyetlidir ve ¢ok fazla genin cogaltilmasina olanak verir. Bu

avantajlarinin yani sira bélgeye 6zgiil olmadigi igin istenmeyen PCR Urinlerinin agiga
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¢ikmasi sonucu da boya floresan 1sima yapacagl icin yanhs sonu¢ almak da
mimkindir dolayisiyla uygun primer secimi Gnem kazanmaktadir (181-183).

Orijinal PCR yonteminde kullanilan DNA polimeraz, Escherichia coli’den elde
edilmistir. E.coli DNA polimeraz I'inin Klenow parg¢asindan elde edilen bu enzim, ¢ift
zincirli DNA'y1 denatlre etmek igin gerekli olan sicaklikta bozuldugundan her
dongiden sonra reaksiyona yeni enzim eklemeyi gerektirmistir (184). Sicaga
dayanikli DNA polimeraz kullanimi, bu durumu gerektirmedigi igin buyulk kolayhk
saglamistir. Kullanilan yiksek sicakhga dayanakh ilk DNA polimeraz, Thermus
aquaticus’tan elde edilen “Taq DNA polimeraz”dir. Bu enzim PCR uygulamalarinda
en sik kullanilan enzimdir (185).

Esik dongl degeri (threshold cycle, Ct), RT-PCR yonteminde onemli bir
degiskendir. Uriindeki artisin anlamli oldugu ilk noktadir. Baska bir deyisle Ct degeri,
amplifikasyon sirasinda saptanan floresan isimanin esik degerinin asildig1 dongi
sayisini ifade eder, sistemin floresan isimayi farkettigi nokta da denilebilir. PCR
reaksiyonlarinda yer alan farkli kalip 6érneklerin miktari Ct degerleri karsilastirilarak
Oongorulebilir (186).

RT-PCR’da 6nemli noktalardan bir tanesi de referans gen (housekeeping gen,
kontrol geni) secimidir. Kararli ifadeye sahip olan genler PCR analizlerinde referans
gen olarak kullanilmaktadir ve sonuclar bu gen ifadesi baz alinarak
hesaplanmaktadir. Normalizasyon icin dogru referans gen secimi gereklidir. En sik
kullanilan referans genler gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) ve B-aktin
genleridir (186).

RT-PCR, son zamanlarda kullanimi olduk¢a genis alana sahip bir yontemdir.
Kullanildigi alanlar arasinda; patojen tespiti, onkolojik calismalar, prenatal tani
calismalari, adli tip, genotipleme, genetigi degistiriimis organizmalar (GDO),
metilasyon tespiti, DNA hasari, ila¢ endustrisi, gen anlatiminin analizi, kromozom
anomalileri, tek niikleotit polimorfizmi (SNP) varliginin belirlenmesi, RNA calismalari

vs. sayilabilir (182).



38

2.5.5. Hiicre Dongiisii Analizi ve Geg Apoptoz Olgiimii
Hiicre Dongilisu

Hiicre donglist; hicrenin blylime ve cogalmasini, organizma gelisimini, DNA
hasar onarim reglilasyonunu, hasara karsi cevap olarak doku hiperplazisini ve kanser
gibi hastaliklari kapsayan karmasik bir sirectir. Hicre dongisi cesitli diizenleyici
proteinler igerir, bu proteinler de hiicreyi mitoz ve iki yavru hicre seklinde sonug
veren spesifik sekanslara yonlendirir.

Hiicre dongusiu slirecindeki merkezi bilesenler siklin bagimli kinazlardir
(cdks). Bu siklin proteinleri, hiicrenin G1, S, G2 ve M (mitoz evresi) olarak
adlandirilan hiicre doénglisii basamaklarina ilerlemesini dizenler. Hiicre donglsi
morfolojik olarak 2 evreye ayrilabilir; bunlar G1, S, G2 fazlarini kapsayan “interfaz”
ve profaz, metafaz, anafaz, telofaz fazlarini kapsayan “M” evresidir.

G1 ve G2 evreleri, hiicre dongisiinde mitoz ve DNA replikasyonu arasinda
kalan bosluklari olusturur. G1 evresinde hiicre DNA sentezi igin hazirlanir. S
evresindeki hiicrelerde DNA sentezi gerceklesir ve bundan dolayr andploid DNA
icerirler. G2 evresi ikinci boslugu olusturur ve hiicre mitoza, yani M evresine
hazirlanir. GO evresi de interfazin bir evresidir ve dinlenme fazi olarak adlandirilir. Bu
evrede hiicre dongisu aktif degildir fakat bolinme icin de potansiyel teskil eder.
Ozellikle farkhlasmalarini bitiren hiicreler, bélinme sinyali almayan hiicreler,
bliyimeyen hicreler veya besin yetersizligi gibi durumlarda hiicreler bu fazda
seyreder. Uyari alan hiicre dinlenme evresinden G1 evresine gecerek aktif dongiye

girmis olur (187-189). Hiicre dénglisi basamaklari Sekil 2.10.’da gosterilmistir.
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Sekil 2.10. Hiicre donglsi basamaklari (187, 189).

Bircok toksin veya ksenobiyotik hilicre dongisiuni spesifik bolgelerde
etkileyebilir. Bunlara en iyi 6rnek kemoterapdtik ilaglardir. Hiicre donglsiniin farkh
bolgelerinde etki gosterdikleri icin bu ajanlarin etki mekanizmalarinin anlasilmasinda
hiicre donglsi analizleri 6nemli rol oynar. Ksenobiyotiklerin etki mekanizmasinin
anlagilmasinda hiicre déngiisii dnemli bir aragtir. Ornegin bir toksin S fazinin
baslangicinda yigilmaya sebep oluyorsa DNA sentez mekanizmasinin bir sekilde
inhibisyonundan soz edilebilir.

DNA icerigi, BrdU ve H3-timidin inkorporasyonlari, siklin ve cdk ifadeleri gibi
hiicre donglst durumlarini belirlemek icin belirli belirtecler kullaniimaktadir. DNA
icerigi, akim sitometri ile belirlenebilen en kolay ve en sik kullanilan olglimdir. Bu
Olcimde hiicre déngusiinin G1, S ve G2/M (bu iki fazi birbirinden ayiramadig igin
birlikte ol¢lim verir) evrelerindeki yigilmalar gozlenir (187).

p53 tlimor baskilayici gen, hiicre dénglisiinde 6nemli bir role sahiptir. Hiicre
proliferasyonu ile ve apoptoz ile direkt olarak baglantihidir. Malignitelerin yaklasik
%50’sinde p53 mutasyonlari tanimlanmaktadir. p53, DNA hasari kontrol noktasinda
onemli bir role sahiptir. Bir DNA hasarini takiben post-transkripsiyonel

mekanizmalar ile p53 miktari artar. Bu durum da hicre siklusunun G1 evresinde
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yigilmaya sebep olur. p53 mutasyonlu hicrelerde bu kontrol noktasi ortadan
kalkmistir. Boylece mitoz dncesi DNA hasar tamir mekanizmasi kisitlanmis olur ve

mitoz sonrasi hasar genoma sabitlenmis olur (187, 190, 191).
Akim Sitometri

Akim sitometri, biyolojik partiklllerin karakteristik ozelliklerini 6lgen lazer
tabanli bir teknolojidir. Hlcrelerin ve c¢ekirdek, organeller gibi hicre igi
komponentlerin de 6lcimini gerceklestirebilir. Akim sitometreleri tek bir partikili
veya hicreleri, sivi ortamda akarak bir uyarim 1sik kaynagindan gecerken tarar (192).
Temel olarak akim sitometri; tek bir hicrenin ¢oklu fiziksel 6zelliklerinin 6lglim
cihaziicinden gecerken es zamanli olarak 6lctilmesi olarak tanimlanabilir (193). Akim
sitometri, biyolojik arastirmalar i¢in olduk¢a dnemlidir, ¢clinki hicrenin batlnindn
veya boya ve monoklonal antikor gibi ticari olarak temin edilebilen ajanlarla
etiketlenmis hicre iceriklerinin kalitatif ve kantitaif olarak 6lgimlerine izin verir
(192).

Bircok farkli disiplin akim sitometrinin gelisiminde rol oynamistir. Bunlar
arasinda biyoloji, biyoteknoloji, bilgisayar bilimi, elektrik muhendisligi, lazer
teknolojisi, matematik, tip, ilag, molekiler biyoloji, organik kimya ve fizik sayilabilir.
Sitoloji otomasyonlari ile baslayan calismalarin sireci, 1950’li yillarda Wallace
Coulter'in ilk akim sitometri cihazini bulmasi ve patent almasiyla ivme ve 6nem
kazanmistir (192, 193). Daha sonra hiicre alt gruplarinin ayrimlarinin da
saglanabilmesi (cell sorting), antikor teknolojisi gibi calismalarla akim sitometri
teknigi daha da ilerlemistir (192).

Akim sitometri cihazinda sivi akis kismi, cihazin en 6nemli kisimlarindan
biridir ve hilicrelerin veya partikillerin hazirlanan 6rnekten cihaza akisini saglar.
Ornegi iceren sivi ve bunu gevreleyen sivi birbirine karismadan akmakta, cevreleyen
sivi hidrodinamik bir odaklama saglamaktadir ve boylece hiicreler veya partikiller
lazer 1sinin 6nlinden tek sira halinde gecmis olurlar (192). Optik kisminda lazer isini
¢cogu akim sitometride floresanl etiketi uyaran isik kaynagi olarak kullanilir. Mavi 1sik

Ureten argon lazeri en sik kullanilan sistemdir. Bunun diginda helyum, civa lambalari
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da kullaniimaktadir. Optik sistem 1sik sinyallerini olusturup bunlarin bir araya
toplanmasindan sorumludur (193). Elektronik sistem ise hicrelerden gelen isik
sacilimi ve floresans emisyonu, filtre ve dedektorlerde elektronik sinyallere dénusir.
Temel olarak iki tip dedektér bulunmaktadir. ileri sagilim kanal dedektérii (forward
scatter channel, FSC); hiicre ylzeyinden yansir ve hicrenin boyutu hakkinda bilgi
verir. Yana sacihm kanal dedektori (side scatter channel, SSC) ise; hiicre icinden
kirthp yansir ve partiklllerin veya hicrelerin graniler igerikleri, i¢ yapilari hakkinda
bilgi verir. Bunlar disinda bir de floresan filtreler ve dedektorler bulunur, degisik
dalga boylarindaki floresan olglimler, hiicrelere floresan problar eklenir ve hiicre
yluzey molekilleri ve hicre i¢i molekiller hakkinda bilgi verir. Bunlar hiicre ylzey
reseptorleri, sitokinler, DNA vs. olabilir. Bu yontemin asil amaci hedefe dogrudan
yonelerek biyolojik veya biyokimyasal 6zelliklerin daha kolay saptanabilmesidir.
isaretlenmis hiicreler 1sik kaynagindan gecirildiginde floresans molekiiller bir st
enerji duzeylerine gecerler ve tekrar normal enerji dizeylerine donerken
florokromlar ylksek dalga boyuna sahip 1sik sagarlar.

Tek floresan kullanilarak yapilan analizler oldugu gibi daha ileri ¢alismalar
icin iki veya daha fazla floresan boya kullanilarak analizler de yapilmaktadir. Akim
sitometride ¢oklu florokrom kullanimi (eksitasyon dalga boyu ayni, emisyon dalga
boyu farkh), hicrede ayni anda bircok Ozelligin 6lcimiine izin verir. Kullanilan
florokromlara ve bunlarin emisyon dalga boylarina gore dedektor tipi/floresan kanal
belirlenir. Ornegin florokrom olarak floresan izotiyosiyanat (FITC) kullaniliyorsa yesil
kanal (FL1), Pl veya fikoeritrin (PE) kullaniliyorsa turuncu-kirmizi kanal (FL2) goz
onunde bulundurulur. Kirmizi kanalda ise kirmizi floresan veren florokromlar
gozlenir (192-194).

Akim sitometri ile hiicresel DNA icerigi analizi, DNA sarmal yapisina eklenen
Pl gibi floresan boyalar kullanilarak yapilabilir (194). Floresan sinyali ile hiicre
cekirdegindeki DNA miktari dogru orantilidir. Bu yontem ile bir timorli hicre
toplulugunda anormal DNA icerigi/anoploid DNA analiz edilebilir. DNA icerigi analizi
ve hicre donglsi analizi, akim sitometrinin en yaygin kullanilan iki uygulamasidir

(195). Akim sitometri ile hiicre dongilisiinde her bir evrede bulunan hiicre sayisi



42

belirlenebilir. Normal bir DNA histograminda en yiiksek dagihm GO/G1 evresindeki
hicreler en yiksek dagilima sahiptir ve bu evredeki hiicrelerin DNA’si diploid
(2n)’dir. G2/M evresinde ise DNA tetraploid (4n) olarak bulunur. Hicrelerin G2 ve M
evrelerindeki DNA icerikleri esdegerdir, bu nedenle bu yontem ile bu iki faz
birbirinden ayirt etmek mimkin degildir (195). Apoptotik bir hiicre Pl ile boyanip
akim sitometrisi ile analiz edildiginde hipodiploid pik (subG1) gozlenir ve bu pik
normal DNA icerikli pikin hemen yaninda kolayca ayirt edilebilir (196).

Akim sitometrinin glinimizde kullanim alani olduk¢a genislemistir.
immiinolojide; immiin fenotipleme, antijene 6zgii cevap, hiicre ici sitokin analizi,
proliferasyon analizi, apoptoz analizi, molekiiler biyolojide; hiicre donglisii analizi,
floresan protein analizi, RNA analizi, sinyal transdiiksiyon analizi, hlicre ayristirma
gibi analizler akim sitometri ile yapilabilmektedir. Bunlar disinda absoli hiicre
sayimi, kantitatif akim sitometri, coklu boncuk dizi analizleri, fagositoz analizleri,
kiiglk partikdl analizleri ve ayrimlari gibi ¢alismalar da akim sitometrinin kullanim

alanlarina girmektedir (197).



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

B-merkaptoetanol

Dimetil Stilfoksit (DMSO)

Dulbecco’s Erime Noktali Agar (DMEM)
Distk Erime Noktali Agar (LMPA)

Etidyum bromr (EtBr)

Etil Alkol

Etilen Diamin Tetraasetik Asit, Disodyum Tuzu
(Na,EDTA)

Flurbiprofen

Fetal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum, FBS)
Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (PBS)

Hela (insan Serviks Adenokarsinom) Hiicre Hatti,
CCL-2

HepG2 (insan Hepatoselliiler Karsinom) Hiicre Hatti,
HB-8065

Hidrojen Peroksit (H202) (%30)

Hidroklorik Asit (HCl) (%37)

L-Glutamin

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromdr)

N-Lauril Sarkosinat Sodyum Tuzu

Normal Erime Noktali Agar (NMPA)
Penisilin-Streptomisin

Propidyum iyodiir (PI)

RNaz

RNeasy Plus Mini Kit

Amresco
Sigma-Aldrich
Sigma
Boehringer
Mannheim
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Sigma
Sigma
Sigma

Americal Type

Culture Collection

Americal Type

Culture Collection

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

PAA
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Qiagen
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RT? First Strand Kit

RT? SYBR Green qPCR Mastermix
RT? gPCR Primer Assay

Sisplatin

Sodyum Hidroksit (NaOH)
Sodyum Klorir (NaCl)

Tripan Mavisi

Tripsin-EDTA

Tris

Triton x-100
3.2. Kullanilan Arag ve Geregler

Akim Sitometri Cihazi

Akim Sitometri Yazilim Programi
Biyoglvenlik Kabini

Buzdolabi

Cam pastor pipeti

Comet Bilgisayarl Gériintlileme Sistemi

Derin Dondurucu (-20°C)

Derin Dondurucu (-80°C)

Distile Su Cihazi

Elektroforez

Elektroforez Gli¢ Kaynagi

Etav

Floresan Mikroskop

Hicre Kiltard Uyumlu Flask (25/75 cm?2)
Pipet (1- 25 ml)
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Qiagen
Qiagen
Qiagen
Kogak
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Sigma

Beckman Coulter EPICS
XLMCL

Phoenix System

Holten

Hotpoint

Interlab

Comet Analysis Software,
version 3.0 Kinetic
Imaging

Ariston

Revco

MES ultrapure
Biometra Analitik
Power Pack P 25
Dedeoglu

Leica

Corning

Corning



Santrifiij Tipt (15, 50 ml)

Hicre Kultir Plagi (6/12/96-kuyucukliu)
Isitici

Inverted Mikroskop

inkiibator (CO2’li)

Karistirici-Isitic

Kirik Buz Makinasi

Lam (26x76mm)

Lamel (24x60mm)

Laminar Flow

Manyetik Karistirici

Membran Filtre (0,2 um por caph)
Mikrodalga Firin

Mikrofiltre

Mikropipet (8 kanalh)

Mikropipetler (0,5-1uL, 1-5 pL, 5-10 pL, 10-200

uL, 200-1000 pL, 1-5mL)
MikrosantrifQj
Mikrosantrifdj tipd (1,5mL)

Nanodrop Cihazi

Neubauer Cami (Hicre sayim cami)
Otoklav
PCR Tupleri (0,2 mL)

PCR Veri Analiz Programi

pH metre

Pipet ucu, 0,5-10, 10-200, 100-1000 uL’lik

Real Time PCR Cihazi

Santrifj
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Corning

Corning

Multi-Blok, Lab-Line
Leica

Heraeus Instruments
Jankel&Kunkel, lkamag
Scotsman AF100
Marienfeld
Marienfeld

Heraeus

Heraeus

Brand

Vestel

Millipore® Merck
Eppendorf, Capp
Finnpipette, Discovery
Confort

Hettich Micro 12-24
Eppendorf
Maestrogen
Spectrophotometer
Marienfeld

Rodwell Monarch MP 24
Qiagen

QIAGEN Analytics
Software

Cyberscan

Eppendorf, HTL
Corbett

Heraeus, Hettich
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Spektrofotometre SpektraMax M2

Steril enjektor (2 mL) Beybi

Strip Tupler (0,1 mL) Qiagen

Su Banyosu Termal® Laboratory Tools
Terazi Schimadzu Libror
Ultrasonik Banyo Transsonic 460/H

Vakum Pompasi Welch Vacuum

Vorteks Heidolph Reax 2000
Yatay calkalayici Edmund Bihler

3.3. Kullanilan Cozeltiler

3.3.1. Cahisilan Etkin Madde Cozeltileri

10 mM Flurbiprofen Cozeltisi:

Flurbiprofen belirli miktarda tartilarak etanolde ¢o6zillp besiyeri ile son
hacme tamamlandi. %3,3 etanol iceren, konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde
flurbiprofen ana stok ¢ozeltisi hazirlandi ve membran filtreden gecirildi (calisilan en
yiksek dozun son etanol konsantrasyonu %1 olacak sekilde ayarlandi). Ana stok
¢Ozeltisi analiz glinli taze olarak hazirlandi ve bu stok ¢6zeltiden 3000-1500 uM arasi

derisimler plaga uygulandi.

1 mM Flurbiprofen Cozeltisi

10 mM ana stok kullanilarak hazirlandi. Ana stoktan 300 uL alinip kiltir
vasatl ile 3 mL’ye tamamlandi. Analiz giinii taze olarak hazirlandi ve bu ara stok

¢Ozeltiden 1000-100 uM arasi derisimler plaga uygulandi.

0,1 mM Flurbiprofen Cozeltisi

1 mM ara stok ¢ozelti kullanilarak hazirlandi. 1 mM’lik ¢bzeltiden 200 plL
alinip kaltdr vasati ile 2 mL'ye tamamlandi. Analiz giinii taze olarak hazirlandi ve bu

ara stok ¢ozeltiden 100-5 uM arasi derisimler plaga uygulandi.
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3.3.2. 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)

Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesinde Kullanilan Cézeltiler

Hela ve HepG2 Besi Ortamlari

500 mL DMEM igerisine 50 mL FBS (%10) ve 5 mL penisilin/streptomisin (%
1) eklendi. L-Glutamin icermeyen besiyeri kullanildiginda ise ayni islemlere ek olarak

5 mL L-Glutamin (%1) besiyerine eklendi. +4°C’de saklandi.

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) Cé6zeltisi

MTT gerektigi kadar tartilarak PBS igerisinde derisimi 5 mg/mL olacak sekilde
¢Ozlldl. Hazirlanan ¢ozelti membran filtreden gegirilerek elde edilen siziinti steril
bir tlpe aktarnldi. Cozelti isiktan korunarak kullanildi. Analiz glini taze olarak

hazirlandi.

Sisplatin Cozeltisi

10 mg/20 mL konsantrasyonundaki enjeksiyonluk sisplatin preparatindan
600 pL alindi, son hacim kiltir vasati ile 1 mLye tamamlandi. Elde edilen 1 mM’hk
¢Ozeltiden son konsantrasyon 25, 50 ve 100 uM olacak sekilde yontem kontroli

olarak plaga uygulandi.

3.3.3. Tek Hiicre Jel Elektroforez (COMET) Yontemi ile Genotoksisite

Tayininde Kullanilan Gozeltiler

200 mM Disodyum Etilendiamin Tetraasetik Asit (Na;EDTA) Cozeltisi

14,89 g NaEDTA 200 mL distile suda ¢6zildi, pH 10’a ayarlandi ve oda

sicakliginda sakland.

Diigiik Erime Noktali Agar (LMPA) Cozeltisi

312,5 mg LMPA sicak su banyosu kullanilarak 25 mL PBS icerisinde ¢ozild{

ve kaynamamasina dikkat edildi. Kiiglik hacimler halinde +4°C’de saklandi.
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Etanol Cozeltisi (%50)

%99,8’lik mutlak etanol ¢ozeltisinden 150,3 mL alindi, son hacim distile suyla

300 mL’'ye tamamlandi. +4°C’de saklandi.

Etanol Cozeltisi (%75)

%99,8’lik mutlak etanol ¢ozeltisinden 225,5 mL alindi, son hacim distile suyla

300 mL’ye tamamlandi.

Etidiyum Bromiir (EtBr) Cozeltisi

10 mg EtBr 50 mL distile suda ¢ozilerek 200 pg/mL’lik stok EtBr c¢ozeltisi
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden boyama sirasinda 1 mL alinip, distile suyla 10 mL'ye

tamamlanarak 20 pug/mL’lik EtBr ¢ozeltisi hazirlandi. Oda sicakliginda saklandi.

Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Cozeltisi (PBS)

1 PBS tableti 200 mL distile suda ¢ozlildi. 4°C’de saklandi.

10 N NaOH

200 g NaOH 500 mL distile suda ¢ozildi. Oda sicakliginda saklandi.

Normal Erime Noktali Agar (NMPA) Cozeltisi

500 mg NMPA sicak su banyosu kullanilarak 50 mL PBS icerisinde tamamen
berrak oluncaya kadar karistirilarak beherde ¢6ziildii ve kaynamamasina dikkat

edildi.

Stok Lizis Cozeltisi

146,1 g NaCl, 37,2 g Na;EDTA, 1,2 g Tris 500 mL distile suda ¢ozuldi. 10 g
NaOH eklenip cozelti pH’si 10’a ayarlandi. 10 g N-Lauril sarkosinat sodyum tuzu

eklendi. Cozeltinin son hacmi distile su ile 890 mLl’ye tamamlanip maddeler
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¢Ozlinlinceye kadar karistirllarak stok lizis c¢oOzeltisi hazirlandi. Cozelti oda

sicakhginda saklandi.
Notralizasyon Tampon Cozeltisi

48,5 mg Tris 750 mL distile suda ¢ozlllip ¢ozelti pH’si 7,5’e ayarlandi.

GOzeltinin son hacmi distile su ile 750 mL’ye tamamlandi. 4°C’de saklandi.
Elektroforez Tampon Cozeltisi

1705 mL soguk distile su, 52,8 mL 10 N NaOH ve 8,8 mL 200 mM EDTA

¢Ozeltisi karistinldi. Deney giinli taze olarak hazirlandi.
Lizis Cozeltisi

178 mL stok lizis ¢ozeltisi, 2 mL Triton X-100 ve 20 mL DMSO karistirildi.
Cozelti deney ginl taze olarak hazirlandi, kullanilacagi zamana kadar 4°C'de

bekletildi ve deney sirasinda soguk ¢ozelti seklinde kullanildi.
0,1 M H;0; Cozeltisi

% 35’lik H20, ¢ozeltisinden 9,7 pL alindi, 4°C’'de 990,3 uL distile su ile 1 mL’ye

tamamlandi.
1 mM H;0; Cozeltisi

Deney glini 0,1 M H;0; cozeltisinden 20 uL alinip 4°C’'de 1980 uL PBS ilave

edilerek 1 mM H,0; ¢ozeltisi hazirlandi.
50 uM H.0; Cozeltisi
50 uL H20: (1 mM) ¢ozeltisi Gzerine 950 uL 4°C’deki PBS c¢ozeltisi ilave edildi.
3.3.4. Gen Ekspresyonu Calismasinda Kullanilan Cozeltiler

RNA izolasyonunda Kullanilan Cozeltiler
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Etanol Cozeltisi (% 70)

%99,8’lik mutlak etanol ¢ozeltisinden 4375 pL alindi, 6 mL'ye DNaz/RNaz

icermeyen suyla tamamlandi. Deney gilinii taze olarak hazirlandi.
RPE Tampon Cozeltisi

Kit icerisinde hazir bulunan RPE ve %70’lik etanol kullanilarak hazirlandi. 3

mL RPE lzerine 12 mL etanol ¢6zeltisi eklendi. Deney giinil taze olarak hazirlandi.
RLT+B-merkaptoetanol Tampon Coézeltisi

Kit icerisinde hazir bulunan RLT ¢ozeltisi ve B-merkaptoetanol kullanilarak
hazirlandi. 6 mL RLT ¢ozeltisine 60 uL B-merkaptoetanol eklendi. Deney glini taze

olarak hazirlandi.
RW1 Yikama Cozeltisi
Kit icerisinde hazir halde bulunmaktadir.
cDNA Cevrilmesi isleminde Kullanilan Cozeltiler
GE2 Tampon Gozeltisi
Kit icerisinde hazir olarak bulunmaktadir.
BC4 RT (Ters Transkripsiyon Karisim) Cozeltisi
Kit icerisinde hazir olarak bulunmaktadir.
Gen Ekspresyonunda Kullanilan Cozeltiler
SYBR Green Master Mix Cozeltisi
Kit icerisinde hazir olarak bulunmaktadir.

B-aktin, p53, Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bax, BcL-2, Survivin (Birc5) Primerleri
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Kit icerisinde hazir olarak bulunmaktadir.
Gen Ekspresyon Karisim Cozeltisi

RNA’dan cDNA’ya gevrilen her bir 6rnek igin 12,5 uL SYBR Green Master Mix,
1 pL cahsilacak primer, 1 pL 6rnek cDNA, 10,5 uL DNaz/RNaz icermeyen su

eklenerek 25 pL karisim taze olarak hazirlandi.
3.3.5. Akim Sitometri Yonteminde Kullanilan Cozeltiler
Propidyum iyodiir Cozeltisi (0,1 mg/mL)

10 mg PI’'nin 100 mL distile su igerisinde ¢ozlilmesiyle hazirlandi. Cozelti 0,22

um por acikligina sahip filtreden suiziildi ve +4°C’'de karanhk ortamda saklandi.
RNaz Cozeltisi

0,1 mg RNaz, 100 mL 2 mM MgCl; iceren PBS icinde ¢ozlldi ve 1 mL’lik

hacimlere bélinerek -20°C’de saklandi.
Fosfat Tamponu
1 adet PBS tabletinin 200 mL distile suda ¢6zilmesiyle hazirlandi.
Alkol Cozeltisi
%99’ luk saf alkol ¢ozeltisi dogrudan kullanildi.
3.4. Yontemler

3.4.1. Hela ve HepG2 Hiicrelerinde 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromiir (MTT) Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

1. %10 DMSO igeren besiyerinde ve -80°C’de saklanan HepG2 ve Hela hiicreleri
37°C'lik su banyosunda 1 dakika bekletilerek oda sicakligina getirildi. Hiicre
kaltird siresince yapilan tim islemlerin hiicre kiltlir kabini icerisinde ve

steril kosullarda olmasina dikkat edildi.
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Cozdurilen 1 mL hacmindeki hiicreler steril bir tlip icerisinde besiyeri ile
karistirildiktan sonra 1200 devir/dk hizda 5 dakika santrifiijleme yapilarak st
faz atildi, boylece hicre dondurma karisiminda yer alan DMSO
uzaklastiriimis oldu.

Tupte kalan hiicre pelletleri, uygun hacimdeki besiyeri ile karistirilarak kiltir
flasklarina aktarildi, kiltir ortamindaki hiicrelerin inklibator icerisinde uygun
araliklarla hiicre besiyeri degistirilerek yeterli doygunluga ulasmalari
saglandi.

Yeterli doygunluga ulasan hicreler, zemine tutunarak tim kultlr ortamini
kapladiklarinda 2-3 kez 5 mL 37°C’lik PBS ile yikandi.

Kiltur kaplarindaki hicrelerin Gzerine 3 mL Tripsin-EDTA ¢06zeltisi eklenerek
3-5 dakika sireyle inkibatorde bekletildi, hicrelerin tutunduklar kiltir
kabinin zemininden uzaklagsmalari saglandiktan sonra ortama 5-6 mL besiyeri
ilave edilip hiicre slispansiyonu steril bir tlipe aktarildi.

Hicre suspansiyonu 25°C’de 1200 devir/dakika hizda 5 dakika boyunca
santrifiij edilerek Ust faz uzaklastirildi ve tipilin dibinde toplanan hiicre
pelleti 1 veya 2 mL (hiicre miktarina gore) besiyeri ile siispande edildi.

Elde edilen hiicre stspansiyonundan 10 pL alinarak steril bir ependorf tlipe
aktarildi ve Gizerine 90 plL tripan mavisi ¢ozeltisi (%0,4) eklenerek slispande
edildi.

Hiicre sispansiyonu (10 pL) Neubauer hiicre sayim lami (hemasitometre)
Uzerinde 1sik mikroskobu altinda incelendi. Neubauer sayim lamini olusturan
dort karenin kenar cizgileri hari¢ Uzerlerindeki parlak ve renksiz olarak
gorilen canh hiicreler soldan saga ve yukaridan asagiya gidilerek sayildi.

Canli hiicrelerin derisimini hesaplamak icin asagidaki formal kullanildi:
mL’deki canli hiicre sayisi = Toplam hiicre sayisi /4 x 10* x 10

Canli hiicre derisimi hesaplandiktan sonra hiicre sispansiyonu, yeterli

miktarda besiyeri ile seyreltildi ve her bir kuyucukta 10000 hicre olacak
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sekilde 200 pL hacim icerisinde 96 kuyucuklu 3 ayri plaga (3 farkli maruziyet
suresi icin) hiicre ekimi yapildi.

Hicrelerin yaklasik 24 saat inkiibasyon siiresince kuyucuklar icinde tutunarak
ortama alismalari ve ¢ogalmalari saglandi.

Steril sartlarda besiyeri uzaklastirildiktan sonra, hicreler flurbiprofenin 5-
3000 uM araligindaki derisimleri ile dozlandi ve 24, 48 ve 72 saat inklbe
edildi.

Negatif kontrol olarak, hiicreler saf besiyeri ve %1 etanol iceren besiyeri ile
pozitif kontrol olarak da 25, 50 ve 100 uM sisplatin iceren besiyeri ile 24, 48
ve 72 saat inkibe edildi.

inkiibasyon siiresi sonunda madde ¢ézeltileri atilarak her bir kuyucuga 90 pL
besiyeri ve hazirlanan 5 mg/mL MTT ¢o6zeltisinden 10 pL eklendi ve 3-4 saat
inkube edildi.

inkiibasyon siiresinin sonunda MTT ¢6zeltisi uzaklastirildi. Kuyucuklarda
olusan formazan kristallerini ¢ézmek lzere her bir kuyucuga 100 uL DMSO
eklendi ve plak yatay ¢alkalayicida 15 dakika sireyle galkalandi.
Spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda 6rneklerin absorbans degerleri
olgulda.

Boya isiktan etkilendigi icin, deneyin her asamasi mimkin oldugunca
karanlikta calisildi.

Flurbiprofenin her bir konsantrasyonu icin elde edilen absorbans degerinin
kontrol absorbans degerine orani 100 ile ¢arpilarak % hiicre canlihig ve
hiicrelerin %50’sini 6ldiren konsantrasyon (ICso) degerleri hesaplandi.

24, 48 ve 72 saatlik maruziyetler ile ve plakta dortli olarak c¢ahlsildi. Tim
calismalar l¢ kez tekrarlandi, sonucglar bu calismalarin ortalamasi olarak

hesaplandi.
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3.4.2. Hela ve HepG2 Tek Hiicre Jel Elektroforez (COMET) Yontemi ile

Genotoksisitenin Belirlenmesi

Hela ve HepG2 hiicreleri genotoksisite calismasi icin sitotoksisite
calismasinda oldugu gibi blyutilip ¢ogaltildi.

Hiicre stspansiyonlari ayni sekilde hemasitometre Uzerinde 151k mikroskobu
altinda sayildi.

Canli hiicre konsantrasyonu hesaplandiktan sonra hiicre sispansiyonu,
yeterli miktarda besiyeri ile seyreltildi ve her bir kuyucukta 30000 hiicre
olacak sekilde 1 mL hacim icgerisinde 12 kuyucuklu plaklara hicre ekimi
yapild.

Hicrelerin yaklasik 24 saat inkiibasyon siiresince kuyucuklar icinde tutunarak
ortama alismalari ve ¢ogalmalari saglandi.

Steril sartlarda besiyeri uzaklastirildiktan sonra hicreler 5-500 pM
konsantrasyon araliginda (sitotoksisite sonuclari ve ilacin farmakokinetik
ozellikleri gbz 6nline alinarak secilen dozlar) flurbiprofen iceren besiyeri ile,
negatif kontrol icin saf besiyeri ve %1 etanol iceren besiyeri ile, pozitif
kontrol icin sonradan H,O; ile muamele edilmek suretiyle saf besiyeri ile 48
saat inklbe edildi ve ikili olarak ¢alisildi.

Maruziyet sliresi sonrasinda plaktaki besiyeri atildi (pozitif kontrol
kuyucuklari harig), 500 uL PBS ile yikama isleminden gecirilip 400 pL tripsin
eklenerek 3-5 dakika slireyle inkiibatorde bekletildi, hiicrelerin tutunduklari
plak zemininden uzaklasmalari saglandiktan sonra her bir kuyucuga 600 pL
besiyeri ilave edilip hiicre siuspansiyonu plak tabani yikanarak steril
ependorflara aktarildi.

Pozitif kontrol dozlamasi icin; hiicreler besiyerleri atilarak son konsantrasyon
50 uM olacak sekilde H,0; ile muamele edildi. Bunun ig¢in kuyucuklara 950 pL
PBS ve 50 pL H;0; (1mM) ilave edildi ve -20°C'de 5 dakika inkiibe edildi.
inkiibasyonu biten pozitif kontrol gruplari da diger gruplar gibi ayni

islemlerden gegirilerek steril ependorflara aktarildi.
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Ependorflar 1200 devir/dk hizda 5 dk santrifuj edildi ve dipte yaklasik 50 pL
besiyeri birakacak sekilde st fazlar dikkatlice aspire edildi.

37+0,5°C'de eritilmis yaklasik 100 pL LMPA (%1,25’lik), 50 pL hicre
stspansiyonu ile karistirildiktan sonra, 6nceden NMPA (%1,25’lik) ¢ozeltisine
daldirilip agar ile kaplanmis lamlara yayildi ve lzerlerine lamel kapatildi.
Lamlar buzlu ylzey Uzerinde 5 dakika bekletilerek agarin katilagsmasi
saglandi. Agarin katilasmasinin ardindan lam Uzerindeki lamel zedelenmeden
alind.

Lamlar daha o6nceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizis
¢Ozeltisine daldirlip en az 1 saat sireyle buzdolabinda bekletildi. H,0;
uygulanan gruplar ve normal doz gruplari ayri ayri salelerde en az 1 saat
sureyle lizise birakildi.

Lizis isleminin ardindan lamelleri alinmis lamlar aralik kalmayacak, agar
yayilan kisimlari Giste gelecek ve hepsi ayni yone bakacak sekilde elektroforez
tankinin icinden c¢ikarilan tepsiye yerlestirildi.

Elektroforez islemi igin tank soguk elektroforez ¢ozeltisi ile dolduruldu.

Lizis isleminin ardindan lamelleri alinmis lamlar aralik kalmayacak ve agar
yayilan kisimlari Uste gelecek sekilde elektroforez tankinin icine yerlestirildi.
Elektroforez tankinin icerisinde lamlar akim uygulamadan 20 dakika
bekletildi.

Ardindan 25 V ve 300 mA akim uygulayarak 20 dakika elektroforez
uygulandi.

Elektroforez islemi bittikten sonra lamlar tanktan cikariip 5 dakika distile
suda, daha sonra 15 dakika nétralizasyon tampon ¢6zeltisinde bekletildi.

15 dakika sonunda lamlar sirasiyla 5’er dakika %50’lik, %75’lik ve %99’luk
etanol c¢ozeltisinde bekletildi ve okuma 6ncesinde kurumalari icin en az 1
giin bekletildi.

Okuma sirasinda lamlarin izerine 60 puL EtBr ¢ozeltisi (20 pg/mL) ilave edildi

ve lamel ile kapatildi.



20.

21.
22.

o v A W N

10.
11.

56

Her lamda 100 hicre, floresan mikroskobunda bilgisayar programi
yardimiyla degerlendirilerek DNA hasar derecesi kuyruk uzunlugu, kuyruk
yogunlugu ve kuyruk momenti olarak degerlendirildi.

Tim bu islemler ek bir DNA hasarini 6nlemek tzere karanlikta yapildi.

48 saatlik maruziyet belirlendi. Her bir tekrar ikili olarak calisildi ve deney li¢

kez tekrarlandi.

3.4.3. Hela ve HepG2 Hiicrelerinde Hiicre Dongiisiinii Kontrol Eden Protein
Olan p53 proteini, Apoptotik Proteinler (Bax, Kaspaz-3, Kaspaz-9) ve
Antiapoptotik Proteinler (BcL-2, survivin)'in Ger¢ek Zamanlhi PCR

Yontemiyle Belirlenmesi

6’li plaklarda kuyucuk basina 1 milyon hiicre olacak sekilde ekilip flurbiprofen
ile 5-500 pM derisimlerinde dozlanan hiicreler 48 saatlik maruziyetin
sonunda inklibatorden cikarildi.
Besiyerleri RNaz icermeyen pipet ucu kullanilarak aspire edildi.
1 mL PBSiile 2 kere yikandi.
0,5 mL tripsin ilave edilerek hiicreler tutunduklari ylizeyden kaldirildi.
Tripsin aktivitesini durdurmak icin 1 mL besiyeri ilave edildi.
Ornek sayisi kadar 2 mL’lik steril ependorflar numaralandirilarak hazir hale
getirildi.
Hiicreler 3’er kere slspande edilerek ependorflara aktarildi ve 1500
devir/dakika hizda 5 dk santrifiij edildi. Ust fazlar dikkatlice aspire edildi.
Besiyerini daha iyi uzaklastirmak icin 1 mL PBS ile 2 kere yikama islemi yapildi
(PBS ilave edildikten sonra sert bir ylzeye vurularak veya tirnakla hafifce
vurularak hicreler dagitildi).
mMRNA izolasyonu asamasina gegcildi.
mRNA izolasyonu i¢in RNeasy Plus Mini Kit® kullanildh.
Deneyden once gerekli ¢ozeltiler hazirlandi:

e  %70'lik etanol (RNaz igermeyen su iginde hazirlanan)

e RPE Galisma Cozeltisi
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e RLT-B-merkaptoetanol Tampon Cozeltisi
GCoken hicrelerin Uzerine 350’ser pL RLT-B-merkaptoetanol ¢ozeltisi
kopirmemesi icin dikkatlice eklendi. Pipet ile dikkatlice pipetaj yapildi. 30
saniye vortekslendi ve gDNA eliminator spin kolonundan gegirilmeye hazir
hale getirildi.
Vorteksten alinan lizatin tamami (350 uL) 3 kere slispande edilerek gDNA
eliminator spin kolonuna (2 mL’lik toplama tlipline yerlestirilmis) dikkatlice
kopurtmeden ilave edildi. Her seferinde pipet ucu degistirildi.
gDNA eliminator spin kolonlu ependorflar 30 saniye 11 bin devir/dk hizda
santriflj edildi ve kolonlar atildi.
Kolon membranlarinda sivi veya kopuk kalip kalmadigi kontrol edildi, varsa
santriflj tekrarlandi.
Toplama tliplinin igerisindeki eltat Uzerine 1:1 (350 pL) %70’lik etanol
eklendi (son hacim 700 pL oldu). Képik olusmamasina dikkat edilerek
pipetaj yapildi.
RNeasy spin kolonlar (2 ml’lik toplama tipline yerlestirilmis) standa
yerlestirildi.
Hicreler dikkatlice pipetajdan sonra RNeasy spin kolonlarina yavasca tiip
cidarlarindan aktarildi. Kolonlarin kapaklari kapatildi.
Kolonun basinda kopiik kalmayacak ve kolonun sonunda da damla
kalmayacak sekilde 20 saniye, 11 bin devir/dk hizda santriflij edildi.
Kopiik veya damla kalan kolonlar tekrar 30 saniye santrifij edildi.
Bu asamalar ile birlikte RNA kolonlara tutulmus oldu, altta kalan sivi iceren
toplama tipleri atildr.
Kolonlar, numaralandiriimis steril toplama ependorflarina (2 mL’lik) aktarildi.
Kolonlara 700 puL RW1 yikama c¢ozeltisi ilave edildi. Kapaklar kapatildi, 20
saniye 11 bin devir/dk hizda santrifuj edildi, dipte kalan yikama sulari atildi.

Kolonlar temiz toplama tiiplerine yerlestirildi.
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Onceden hazirlanmis olan RPE Tampon ¢ézeltisinden 500 uL RNeasy spin
kolonlarina eklendi ve 20 saniye 11 bin devir/dk hizda santriflij edildi, sivi
kisimlar atild.
500 uL RPE tampon ile bir kere daha yikanarak 3 dk 10 bin devir/dk hizda
santrifij edildi ve etanoliin kolondan uzaklasmasi icin kolonlar 2 kere
yikandi.
Sivi kalintilarini uzaklastirmak igin steril yeni toplama ependorflarina kolonlar
yerlestirildi ve 1 dk 10 bin devir/dk hizda santrifiij edildi.
RNeasy spin kolonlar yeni birer 1,5 mL’lik toplama tiliplerine yerlestirildi.
Kolonlardan 30 puL RNaz icermeyen su gecirildi ve her seferinde pipet ucu
degistirildi.
Kolon kapaklari kapatilarak 1 dk 11 bin devir/dk hizda satrifiij edildi, RNA
elle edildi, bu islem 2 kere tekrar edildi.
Altta kalan sivilar ile RNA izolasyonu tamamlanmis oldu, santrifiij sonrasi
pipetaj ile homojen hale getirildi.
Nanodrop cihazi ile RNA kalite Ol¢limleri yapildi.
RNA kaliteleri ve miktarlari uygun degerler arasinda elde edildi. Buna gore;

e A260/A280=1,9-2,1

e RNA miktari = 25 ng-5 pg
Sonuglar ng/uL cinsindendi.
cDNA eldesi i¢in RT2 First Strand Kit® kullanildi.
Deney diizeneginde calisilacak orneklerden elde edilen RNA’larin miktarlar
en diisiik sonuca gore esitlendi.
cDNA sentezi icin 500 ng RNA ile calisildi (8 pL toplam hacimde).
En dustik RNA miktari bulunan 6rnege gore hesaplamalar yapildi.
0,2 ml’lik steril tupler etiketlendi, hesaplanan RNA ve su miktarlari dnce
sular sonra RNA’lar olacak sekilde tliplere eklendi.
Birkac defa pipetaj yapildi.
Her bir tlipe 2’ser uL GE2 tampon eklendi, ¢ok kisa slire vortekslendi.

42°C'de 5 dk inklibasyona birakildi.
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Daha sonra tlipler aniden sogutulmasi icin -20°C’de 1 dk bekletildi.

Tiplere 10’ar uL BC4 RT MIX (RT enzimi) eklendi ve yaklasik 5 kere pipetaj
yapild.

42°C'de 5 dk, 95°C’de 5 dk termal dongu cihazinda inkiibasyona birakildi.
inkiibasyondan sonra 91’er puL RNaz icermeyen su eklenip pipetaj yapildi ve
bu sekilde cDNA’lar elde edildi.

RT PCR igin “RT2 gPCR Primer Assay” ve “RT2 SYBR Green Mastermixes”
kitleri kullanildi.

0,2 mL’lik tlplere her bir 6rnek ve primerler icin mastermix karisimlari ayri
ayri hazirlandu.

Hela ve HepG2 hiicreleri ayri ayri ¢alisildi.

6 ornek + 1 (NTC) = 7 6rnek olarak gahsildi.

7 gen (primer) +1 (negatif kontrol-su) = 8 gen (8 primer) olarak ¢alisildi.

Gen sayisi kadar (8) mastermix hazirlandi. Toplam 6rnek sayisi 7 oldugu igin

“x7” seklinde her bir mastermix miktari Tablo 3.1.”e gére hesaplandi.

Tablo 3.1. Bir reaksiyon igin PCR karisim bilesenleri

Bilesen Hacim
RTZ SYBR Green Mastermix 12,5 pL
cDNA sentez reaksiyonu 1ul
RT? gPCR Primer Assay 1pL
RNaz icermeyen su 10,5 uL
Toplam hacim 25 uL

Mastermix’ler 0,2 mL'lik tiplere hazirlandi.

Mastermix’ler hazirlandiktan sonra stripler bloga dizildi (7x8=56 strip).

Once hazirlanan mastermix’ler (24’er pL) daha sonra da her bir cDNA (1’er
uL) striplere eklendi.

Striplerin kapaklari kapatildi ve 72’lik mavi rotora 1’den baslayarak dizildi ve
rotordaki bos kisimlar bos striplerle dolduruldu. Uzerine kelepgesi takildi ve

RT-PCR cihazina yerlestirildi.
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RT-PCR cihazi 95°C’de 10 dakika, 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 30 saniye
kosullarinda ayarlandi ve 40 dongu olacak sekilde galistirildi.
Tim bu islemler diger hiicre igin ayni sekilde yapildi.

PCR deneyleri 2 kere tekrarlandi.

3.4.4. Hela ve HepG2 Hiicrelerinde Olasi Geg Apoptotik Etkilerin ve Hiicre

Siklusunun Akim Sitometri Yontemiyle Tayini

6’ plak kullanildi. Kuyucuk basina 2 milyon hiicre sayilarak ekildi,
sitotoksisite deneylerinde kullanilan dozlar ile ¢alisildi.
Hicreler plaga tutunduktan sonra dozlamalari yapildi ve 48 saat inklibasyona
birakildi.
inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler yikama islemleri ile akim sitometriye
hazirlandi:

e Hicreler 1 mL PBS ile dikkatlice yikandi.

e 0,5er mL tripsin eklenerek kaldirildi.

e 1’er mL besiyeri eklenip etiketlenmis falkon tiplerine aktarildi.

e 1200 devir/dk hizda 5 dk santrifiij edildi.

e Ust faz dikkatlice aspire edildikten sonra hiicre pelletleri 1’er mL PBS

ile homojen olacak sekilde slispande edildi, +4°C’de tutuldu.

2 mL %99’luk saf alkol ile fiske edildi.
En az bir gecelik inkiibasyon sonrasi hiicreler iki kez PBS ile yikandi, daha
sonra hiicrelerin lizerine 70uL RNaz ve 100 uL Pl ilave edildi.
Hiicreler 30 dk karanlikta inkiibasyona birakildi.
Yarim saat karanlikta inkiibe edildikten sonra akim sitometri cihazinda
(Beckman Coulter EPICS XLMCL, USA) boyanan hiicrelerin ge¢ apoptoz ve
hiicre donglsl analizi yapildi. Ge¢ apoptoz icin DNA fragmantasyonunu
gosteren subG1 piki degerlendirildi.
Hicre donglsu analizi ise GO/G1, Sentez ve G2/M oranlar iki degiskenli
histogramlardan Multicycle yazihm programi (Phoenix system, USA)

kullanilarak hesaplandi.
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3.5. istatistiksel Yontem

“SPSS 18 for Windows” programi kullanildi. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Kolmorog-Smirnov testiyle degerlendirildi. Grup farkliliklari tek yonla
varyans analizi (ANOVA) ve LSD testi ile belirlendi. Sitotoksisite ve genotoksisite
degerlendirmelerinde sonuglar ortalama (ORT)zstandart hata (SEM) olarak verildi.
Gen ekspresyon analizinde ise orneklerin Ct degerleri negatif kontrol grubu ile
QIAGEN Analytics Software Online Yazilim Programinda degerlendirildi. Ortalama Ct,
ACt, 22%, kat degisimi (fold change) ve kat regilasyonu (fold regulation) degerleri
hesaplanarak karsilastirildi. p<0,05 ve p<0,001 degerleri istatistiksel olarak anlamh

kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Flurbiprofen Sitotoksisitesinin MTT Yontemi ile Belirlenmesi

4.1.1. Flurbiprofenin Hela Hiicrelerinde MTT Yontemi ile Sitotoksisitesinin

Belirlenmesine iligkin Bulgular

Hela hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat inkibasyon sirelerinde, 5-3000 uM doz
araliginda sitotoksisite 6lcim yapilmistir.

24 saatlik inkibasyon sonucunda negatif kontrol (%1 etanol) ile
karsilastirildiginda; 500 uM ve Ulizeri konsantrasyonlarda hiicre canhliginin azaldigi
gozlenmistir. 1Cso degeri ise 2594 uM olarak bulunmustur. 24 saatlik inkiibasyon
sonrasi Hela hicrelerinde MTT yontemi ile olgilen hicre canliligi Sekil 4.1.'de

gosterilmistir.

Hela Hiicresi /24 saat
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Konsantrasyon

Sekil 4.1. Flurbiprofenin Hela hiicrelerinde 24 saatlik maruziyet sonrasinda % hiicre
canlihgr.

Sonuglar 3 calismanin ortalama degeridir ve ORT+SEM olarak verilmistir. Hiicre canhligi negatif
kontrole gore degerlendirilmistir. Anlamhlik *p<0,05 ve **p<0,001 seklinde hesaplanmistir.

48 saatlik inkiibasyon sonucunda negatif kontrol (%1 etanol) ile
karsilastirildiginda; 250 puM (Uzeri konsantrasyonlarda hiicre canliliginin azaldig

gozlenmistir. ICsp degeri ise 990 uM olarak bulunmustur. 48 saatlik inkiibasyon
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sonrasi Hela hiicrelerinde MTT yontemi ile Olgulen hicre canliligi Sekil 4.2.'de

gosterilmistir.

Hela Hiicresi/48 saat
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Sekil 4.2. Flurbiprofenin Hela hiicrelerinde 48 saatlik maruziyet sonrasinda % hiicre
canhhgr.

Sonuglar 3 galismanin ortalama degeridir ve ORTZSEM olarak verilmistir. Hicre canliigi negatif
kontrole gore degerlendirilmistir. Anlamlilik *p<0,05 ve **p<0,001 seklinde hesaplanmistir.

72 saatlik inkiilbasyon sonucunda negatif kontrol (%1 etanol) ile
karsilastirldiginda; 250 uM ve Uizeri konsantrasyonlarda hticre canhliginin azaldigi
gozlenmistir. ICsp degeri ise 907 uM olarak bulunmustur. 72 saatlik inkiibasyon
sonrasi Hela hicrelerinde MTT yontemi ile Olcllen hiicre canlihgl Sekil 4.3.'te

gosterilmistir.
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Hela Hiicresi/72 saat
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Sekil 4.3. Flurbiprofenin Hela hiicrelerinde 72 saatlik maruziyet sonrasinda % hiicre
canlihigr.

Sonuglar 3 calismanin ortalama degeridir ve ORTZSEM olarak verilmistir. Hlcre canliigi negatif
kontrole gore degerlendirilmistir. Anlamlilik *p<0,05 ve **p<0,001 seklinde hesaplanmistir.

4.1.2. Flurbiprofenin HepG2 Hiicrelerinde MTT Yontemi ile

Sitotoksisitesinin Belirlenmesine iliskin Bulgular

HepG2 hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat inklibasyon sirelerinde, 5-3000 puM
doz araliginda sitotoksisite 6lciimi yapilmistir.

24 saatlik inkiibasyon sonucunda negatif kontrol (% 1 etanol) ile
karsilastirildiginda; 1000 uM ve (izeri konsantrasyonlarda hiicre canlihginin azaldigi
gozlenmistir. 1Cso degeri ise 2904 uM olarak bulunmustur. 24 saatlik inklibasyon
sonrasi HepG2 hicrelerinde MTT yontemi ile ol¢lilen hicre canliigr Sekil 4.4.'te

gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Flurbiprofenin HepG2 hiicrelerinde 24 saatlik maruziyet sonrasinda %
hicre canhligl.

Sonuglar 3 calismanin ortalama degeridir ve ORTZSEM olarak verilmistir. Hlcre canliigi negatif
kontrole gore degerlendirilmistir. Anlamlilik *p<0,05 ve **p<0,001 seklinde hesaplanmistir.

48 saatlik inkibasyon sonucunda negatif kontrol (% 1 etanol) ile
karsilastirildiginda; 200 uM {Uizeri konsantrasyonlarda hicre canlihginin azaldigi
gozlenmistir. 1Cso degeri ise 1234 uM olarak bulunmustur. 48 saatlik inklibasyon
sonrasi HepG2 hiicrelerinde MTT yontemi ile olclilen hicre canlihgr Sekil 4.5.'te

gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Flurbiprofenin HepG2 hiicrelerinde 48 saatlik maruziyet sonrasinda %
hiicre canhligi.

Sonuglar 3 calismanin ortalama degeridir ve ORTZSEM olarak verilmistir. Hlcre canliigi negatif
kontrole gore degerlendirilmistir. Anlamlilik *p<0,05 ve **p<0,001 seklinde hesaplanmistir.

72 saatlik inklibasyon sonucunda negatif kontrol (%1 etanol) ile
karsilastirildiginda; 100 uM ve Uizeri konsantrasyonlarda hticre canhliginin azaldigi
gozlenmistir. ICso degeri ise 633 UM olarak bulunmustur. 72 saatlik inkiibasyon
sonrasi HepG2 hiicrelerinde MTT yontemi ile oOlglilen hiicre canlihgr Sekil 4.6.'da

gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Flurbiprofenin HepG2 hiicrelerinde 72 saatlik maruziyet sonrasinda %
hicre canhlig.

Sonuglar 3 g¢alismanin ortalama degeridir ve ORT+SEM olarak verilmistir. Hucre canlilig negatif

kontrole gore degerlendirilmistir. Anlamlilik *p<0,05 ve **p<0,001 seklinde hesaplanmistir.

4.2. Flurbiprofen Genotoksisitesinin Tek Hiicre Jel Elektroforezi (COMET)

Yontemi ile Belirlenmesi

4.2.1. Flurbiprofenin Hela Hiicrelerinde 48 Saatlik inkiibasyon Siiresi

Sonundaki Tek Hiicre Jel Elektroforezi (COMET) Yontemi

Genotoksisitesinin Belirlenmesine iliskin Bulgular

ile

48 saatlik maruziyet sliresi sonunda Hela hiicrelerinde DNA hasari COMET

yontemi ile degerlendirilmistir. Flurbiprofen dozlari; 5 uM, 50 uM, 125 uM, 250 uM

ve 500 uM olarak ¢ahisilmistir. DNA hasari; DNA kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu

ve kuyruk momenti seklinde degerlendirilmistir. Sonuglar negatif kontrol (%1

etanol) ile karsilastiriimistir. 50 uM H0,, yontemi dogrulamak amaciyla pozitif

kontrol olarak ¢ahsiimistir (Tablo 4.1.).



Tablo 4.1. Flurbiprofenin Hela hiicrelerinde DNA hasarina iliskin bulgular.
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Konsantrasyon DNA Kuy“ruk DN{\ Kuytuk DNA Kuyrlcjk
Uzunlugu Yogunlugu Momenti
(-) Kontrol 26,31+1,56 2,7010,24 0,50%0,05
5uM 38,62+2,02** 5,62+0,41* 1,22+0,10
50 uMm 42,20+1,63** 9,53+0,61** 2,14+0,15*
125 uMm 44,57+1,27** 11,85+1,16** 2,59+0,18*
250 pM 45,78+0,74** 13,63+1,58** 2,89+0,23**
500 pM 44,82+1,94** 16,02+1,37** 3,63+0,28**
H20: (50 M) 60,89+3,50 38,54+3,31** 11,3241,21

Sonuglar Ug ¢alismanin ortalama degeridir ve ORT£SEM olarak verilmistir.

*p<0,05, **p<0,001 ve sonuglar negatif kontrol ile kiyaslanmistir.

Deneyler 3 kere tekrarlanmis ve her bir tekrar ikili olarak ¢alisiimistir. Her bir

lamda rastgele secilen 100 hiicre sayilmistir.

DNA hasari,

kuyruk uzunlugu

cinsinden

degerlendirildiginde;

butln

konsantrasyonlarda negatif kontrol ile karsilastirildiginda Hela hiicrelerinde DNA

hasarinda oldukca anlamli artis (p<0,001) goézlenmistir. 500 uM dozda kuyruk

uzunlugu 250 uM dozdaki kuyruk uzunluguna gore azalmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Flurbiprofenin 48 saatlik inkiibasyonu sonunda Hela hiicrelerinde DNA
hasarina iliskin bulgular-DNA kuyruk uzunlugu.

Sonuglar {i¢ galismanin ortalama degeridir ve ORT£SEM olarak verilmistir.
**p<0,001 ve sonuglar negatif kontrol ile kiyaslanmistir.

DNA hasari, kuyruk yogunlugu cinsinden degerlendirildiginde; negatif kontrol
ile karsilasildiginda 5 uM dozda DNA hasarinda anlamli artis gézlenirken (p<0,05),
50, 125, 250 ve 500 uM dozlarda ise oldukca anlamli artis gézlenmistir (p<0,001).
Kuyruk yogunlugu cinsinden, DNA hasarinda doza bagl bir artis gortlmustir (Sekil
4.8).
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Sekil 4.8. Flurbiprofenin 48 saatlik inkiibasyonu sonunda Hela hiicrelerinde DNA
hasarina iliskin bulgular-DNA kuyruk yogunlugu.

Sonuglar {i¢ galismanin ortalama degeridir ve ORT£SEM olarak verilmistir.
**p<0,001 ve sonuglar negatif kontrol ile kiyaslanmistir.

DNA hasari kuyruk momenti cinsinden degerlendirildiginde ise; negatif
kontrol ile karsilastirildiginda 5 puM dozda DNA hasarinda anlamli artis tespit
edilmemistir. 50 uM ve 125 uM dozlarda anlamli artis gdzlenirken (p<0,05), 250 uM
ve 500 uM dozlarda oldukga anlamli artis goézlenmistir (p<0,001). Kuyruk momenti

cinsinden, DNA hasarinda doza bagh bir artis goralmustir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Flurbiprofenin 48 saatlik inkiibasyonu sonunda Hela hiicrelerinde DNA
hasarina iliskin bulgular-DNA kuyruk momenti.

Sonuglar {g ¢calismanin ortalama degeridir ve ORT£SEM olarak verilmistir.

*p<0,05, **p<0,001 ve sonuglar negatif kontrol ile kiyaslanmistir.

Flurbiprofen ile 48 saat inklibasyon sonrasi Hela hicrelerindeki DNA

hasarina iliskin gorintiler Sekil 4.10.”da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Flurbiprofenin 48 saat inkiibasyon sonrasi Hela hiicrelerindeki DNA
hasari goruntileri: A) negatif kontrol B) 5 uM FB C) 50 uM FB D) 125 uM
FB E) 250 uM FB F) 500 uM FB, G) 50 uM H-0..



73

4.2.2. Flurbiprofenin HepG2 Hiicrelerinde 48 Saatlik inkiibasyon Siiresi
Sonundaki Tek Hiicre Jel Elektroforezi (COMET) Yontemi ile

Genotoksisitesinin Belirlenmesine iliskin Bulgular

48 saatlik maruziyet sliresi sonunda HepG2 hiicrelerinde DNA hasari COMET
yontemi ile degerlendirilmistir. Flurbiprofen dozlari; 5 uM, 50 uM, 125 uM, 250 uM
ve 500 uM olarak ¢alisilmistir. DNA hasari; DNA kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu
ve kuyruk momenti seklinde degerlendirilmistir. Sonuclar negatif kontrol (%1
etanol) ile karsilastiriimistir. 50 uM H.0,, yontemi dogrulamak amaciyla pozitif

kontrol olarak ¢ahisiimistir (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Flurbiprofenin HepG2 hiicrelerinde DNA hasarina iliskin bulgular.

Konsantrasyon DNA Kuyuruk DN{\ Kuytuk DNA Kuyrt:|k
Uzunlugu Yogunlugu Momenti
(-) Kontrol 29,0343,18923 3,20+0,31 0,62+0,07
5uM 34,55+2,57827* 5,57+0,78* 1,19+0,20
50 uM 43,77+5,10141* 9,77+0,87** 2,26%0,36
125 uMm 46,0713,68220** 13,90+1,56** 3,20+0,57*
250 pM 50,25+2,32499** 18,65+2,27** 4,53+0,69*
500 pM 56,47+2,73198** 27,003,36** 7,55+1,25**
H20, (50 pM) 64,6615,01803 42,75%3,55 13,14+1,64

Sonuglar {i¢ ¢alismanin ortalama degeridir ve ORT£SEM olarak verilmistir.
*p<0,05, **p<0,001 ve sonuglar negatif kontrol ile kiyaslanmustir.

Deneyler (¢ kere tekrarlanmis ve her bir tekrar ikili olarak calisiimistir. Her
bir lamda rastgele secilen 100 hiicre sayilmistir.

DNA hasari, kuyruk uzunlugu cinsinden degerlendirildiginde; negatif kontrol
ile karsilastirildiginda HepG2 hiicrelerinde 5 uM ve 50 uM dozlarda DNA hasarinda
anlaml artis gozlenirken (p<0,05), 125 uM, 250 uM ve 500 uM dozlarda oldukga
anlamh artis gozlenmistir (p<0,001). Kuyruk uzunlugu cinsinden, DNA hasarinda

doza bagl bir artis gorilmustir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Flurbiprofenin 48 saatlik inkiibasyonu sonunda HepG2 hiicrelerinde DNA
hasarina iliskin bulgular-DNA kuyruk uzunlugu.

Sonuglar {g ¢calismanin ortalama degeridir ve ORT£SEM olarak verilmistir.
*p<0,05, **p<0,001 ve sonuglar negatif kontrol ile kiyaslanmistir.

DNA hasari, kuyruk yogunlugu cinsinden degerlendirildiginde; negatif kontrol
ile karsilasildiginda 5 uM dozda DNA hasarinda anlamli artis gozlenirken (p<0,05), 50
MM, 125 puM, 250 uM ve 500 uM dozlarda oldukg¢a anlamh artis gézlenmistir
(p<0,001). Kuyruk yogunlugu cinsinden, DNA hasarinda doza bagh bir artis
goralmastir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Flurbiprofenin 48 saatlik inkiibasyonu sonunda HepG2 hiicrelerinde DNA
hasarina iliskin bulgular-DNA kuyruk yogunlugu.

Sonuglar lg ¢alismanin ortalama degeridir ve ORT+SEM olarak verilmistir.
*p<0,05, **p<0,001 ve sonuglar negatif kontrol ile kiyaslanmistir.

DNA hasari, kuyruk momenti cinsinden degerlendirildiginde ise; negatif
kontrol ile karsilastirnldiginda 5 uM ve 50 uM dozlarda DNA hasarinda anlamli artis
gozlenmemistir. 125 uM ve 250 uM dozlarda anlamli artis gozlenirken (p<0,05), 500
UM dozda oldukca anlamli artis gozlenmistir (p<0,001). Kuyruk momenti cinsinden,

DNA hasarinda doza bagh bir artis goralmustir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Flurbiprofenin 48 saatlik inkiibasyonu sonunda HepG2 hiicrelerinde DNA
hasarina iliskin bulgular-DNA kuyruk momenti.

Sonuglar {i¢ galismanin ortalama degeridir ve ORT£SEM olarak verilmistir.
*p<0,05, **p<0,001 ve sonuglar negatif kontrol ile kiyaslanmistir.

Flurbiprofenle 48 saat inklibasyon sonrasi HepG2 hiicrelerindeki DNA

hasarina iliskin gorintiler Sekil 4.14.’de gosterilmistir.
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Sekil. 4.14. Flurbiprofenin 48 saat inkibasyon sonrasi HepG2 hiicrelerindeki DNA
hasari goéruntileri: A) negatif kontrol B) 5 uM FB C) 50 uM FB D) 125 uM
FB E) 250 uM FB F) 500 pM FB G) 50 uM H,0.



4.3. Flurbiprofenin Gen Ekspresyonuna iliskin Bulgular
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Flurbiprofenin apoptotik ve antiapoptotik genler (p53, kaspaz-3, kaspaz-9,

Bax, BcL-2, Survivin/BIRC5) uzerine etkilerini incelemek amaciyla Hela ve HepG2

hicreleri; 5, 50, 125, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarda flurbiprofene 48 saat

boyunca maruz birakilmistir.

Gen ekspresyon degerlendirme yazim programinda Ct (esik dongl degeri)

degerleri kullanilarak sonuglar degerlendirilmistir.

4.3.1. Flurbiprofenin Hela Hiicrelerinde 48 Saatlik inkiibasyon Siiresi

Sonundaki Gen Ekspresyon Analizlerine Ait Bulgular

Hela hiicrelerinde kontrol grubu (%1 etanol) ve flurbiprofen dozlarina ait Ct

degerleri Tablo 4. 3.’te verilmistir. Sonuclar degerlendirilirken Ust sinir Ct degeri 35

olarak alinmistir. 35’ten daha yiksek degerler de 35 olarak kabul edilmistir. B-aktin

geni kontrol geni olarak kullaniimistir. Calismalar iki kez tekrar edilmistir.

Tablo 4.3. Flurbiprofenin Hela hiicrelerinde ortalama Ct degerleri.

Dozlar/ Negatif 5 uM FB SOUMFB | 125uMFB | 250 uM FB | 500 pM FB
Genler Kontrol

B-aktin | 24,42+0,98 | 25,32+0,90 | 26,05+1,65 | 24,26%0,19 | 23,35:0,28 | 24,82+1,44
p53 29,49+1,19 | 29,724#2,07 | 29,45+1,93 | 28,27+1,44 | 26,80+0,03 | 28,62+2,62
Kaspaz-3 | 32,20+2,80 | 29,78+1,57 | 29,98+0,79 | 27,84+0,63 | 27,82+2,80 | 28,38+2,19
Kaspaz-9 | 28,23+3,68 | 25,76%3,34 | 26,10+4,42 | 23,84%2,72 | 22,80+1,70 | 23,85+2,39
Bax 34,61+2,24 | 34,13+1,11 | 32,760,15 | 30,70+1,13 | 30,31+1,50 | 30,68+1,03
Bcl-2 27,22+0,50 | 28,16%0,39 | 29,53+0,49 | 27,99+0,85 | 26,84+1,28 | 28,11+0,64
Birc5 30,70+0,71 | 31,85+0,17 | 32,61+1,40 | 31,72#0,52 | 31,24+0,05 | 32,28+0,73

Sonuglar ORT£SEM sapma seklinde verilmistir.
Cahismalar iki kez tekrar edilmistir.

ACt degerleri

incelendiginde p53, kaspaz-3 ve kaspaz-9 genleri igin;

flurbiprofen uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore azalma, Bax, BcL-2 ve Birc5

genleri icin; flurbiprofen uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore artma meydana

gelmistir. ACt bulgulari Tablo 4.4.’te gosterilmistir.




Tablo 4.4. Flurbiprofenin Hela hiicrelerinde ortalama ACt degerleri.
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zzz'lzrr/ ::':ftar:fl 5 uM FB S50uMFB | 125uMFB | 250 uM FB | 500 uM FB
B-aktin 0 0 0 0 0 0

p53 5,0742,17 | 4,40£1,17 | 3,40£0,28 | 4,01%1,63 | 3,45:0,25 | 3,80%1,18
Kaspaz-3 | 7,79+1,81 | 4,4612,47 | 3,93t2,44 | 3,58:0,44 | 4,48+2,53 | 3,56%3,63
Kaspaz-9 | 3,82+4,67 | 0,4412,45 | 0,05t2,77 | -0,43%2,91 | -0,55¢1,98 | -0,98+0,94
Bax 8,35:1,25 | 8,58%2,01 | 6,71%1,81 | 6,44%0,94 | 6,97+1,23 | 5,86+2,47
BcL-2 2,80£0,49 | 2,8410,51 | 3,48t1,16 | 3,73%0,66 | 3,50+1,01 | 3,29%0,81
Birc5 6,29¢1,70 | 6,53%0,73 | 6,56£0,25 | 7,46%0,71 | 7,89+0,33 | 7,46%0,71

Sonuglar ORT£SEM olarak verilmistir. Kontrol geni B-aktin degeri 0 olarak alinmistir.
Calismalar iki kez tekrar edilmistir.

2°8¢t degerleri incelendiginde p53, kaspaz-3 ve kaspaz-9 genleri icin;

flurbiprofen uygulanan gruplarda kontrol grubuna goére artma, Bax geni i¢in; 5 uM

dozunda azalma ve diger gruplarda artma, BclL-2 ve Birc5 genleri icin; flurbiprofen

uygulanan gruplarda kontrol grubuna gére azalma meydana gelmistir. 22 bulgulari

Tablo 4. 5.’da gosterilmistir.

Tablo 4.5. Flurbiprofenin Hela hiicrelerinde ortalama 22 degerleri.

Dozlar/ | Negatif | o\ co | 50uMEB | 1250M FB | 250uM FB | 500uM FB
Genler | Kontrol
B-aktin 1 1 1 1 1 1
p53 0,02977 | 0,04737 | 0,09473 | 0,06207 | 0,09151 | 0,07204
Kaspaz-3 |0,00452 | 0,04544 | 0,06561 | 0,08391 | 0,04497 | 0,08508
Kaspaz-9 |0,07105 | 0,73969 | 0,96929 | 1,34257 | 145902 | 1,96564
Bax 0,00307 | 0,00262 | 0,00959 | 0,01156 | 0,00800 | 0,01722
Bcl-2  |0,14359 | 0,14015 | 0,08962 | 0,07536 | 0,08870 | 0,10259
Bircs  |0,01282 | 0,01082 | 0,01060 | 0,00568 | 0,00422 | 0,00570

Sonuglar ortalama 22 olarak verilmistir. Kontrol geni B-aktin degeri 1 olarak alinmistir.
Cahismalar iki kez tekrar edilmistir.
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Flurbiprofenin kat degisimi (fold change), kat regiilasyonu (fold regulation)
ve biyolojik anlamliligi incelendiginde kontrol grubuna gore; p53 ekspresyonunun 50
UM, 125 uM, 250 uM ve 500 uM dozlarda anlamli olarak arttigi, kaspaz-3 ve kaspaz-
9 ekspresyonlarinin biitiin dozlarda anlamli olarak arttigi, Bax ekspresyonunun 50
uM, 125 uM, 250 puM ve 500 uM dozlarda anlaml olarak arttigi, Bcl-2
ekspresyonundaki degisiklerin anlamli olmadig, Birc5 ekspresyonunun ise 125, 250
ve 500 uM dozlarda anlamh olarak azaldigi goézlenmistir. Kat degisimi ve kat
regilasyonu bulgulari Tablo 4.6., 4.7 ve Sekil 4.15."te, Bax/BcL-2 oranlari ise Sekil

4.16.’te gosterilmisir.

Tablo 4.6. Flurbiprofen dozlarinin Hela hiicrelerinde kat degisimi degerleri.

Dozlar/ SUMFB | S50uMFB | 125uMFB | 250uMFB | 500uM FB
Genler
B-aktin 1 1 1 1 1
p53 1,5911 3,1821 2,0849 3,0738 2,42
Kaspaz-3 10,0561 | 14,5203 18,5713 9,9521 18,8305
Kaspaz-9 10,4107 | 13,6422 18,8959 20,5348 27,6652
Bax 0,8556 3,1275 3,7711 2,6117 5,6178
Bcl-2 0,976 0,6242 0,5249 0,6177 0,7145
Birc5 0,8438 0,8265 0,4429 0,3287 0,4444

Sonuglar negatif kontrol grubuna karsi degerlendirilmistir. Kontrol geni B-aktin degeri 1 olarak
hesaplanmistir. Calismalar iki kez tekrar edilmistir.

Kirmiziyla gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli artmayl, maviyle gosterilen sonuglar
ekspresyonda anlamli azalmayi temsil etmektedir. Anlamlilik p<0,05’e gore hesaplanmistir.



Tablo 4.7. Flurbiprofen dozlarinin Hela hiicrelerinde kat reglilasyonu degerleri.
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Dozlar/ | 5 \iFB | SOuMFB | 125uMFB | 250uMFB | 500uM FB
Genler
B-aktin 1 1 1 1 1
p53 1.59 3.18 2.08 3.07 2.42
Kaspaz-3 10.06 14.52 18.57 9.95 18.83
Kaspaz-9 10.41 13.64 18.90 20.53 27.67
Bax -1.17 3.13 3.77 2.61 5.62
Bcl-2 -1.02 -1.60 -1.91 -1.62 -1.40
Birc5 -1.19 -1.21 -2.26 -3.04 -2.25

Sonuglar negatif kontrol grubuna karsi degerlendirilmistir. Kontrol geni B-aktin degeri 1 olarak
hesaplanmistir. Calismalar iki kez tekrar edilmistir.

Kirmiziyla gosterilen

sonuglar ekspresyonda anlamli

artmayi,

maviyle gosterilen

ekspresyonda anlamli azalmayi temsil etmektedir. Anlamlilik p<0,05’e gére hesaplanmistir.

sonuglar
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30 -

5 uM 50 pM 125 pM 250 uM 500 uM

G M B-aktin ® P53 Mkaspaz-3 kaspaz-9 M Bax M BclL-2 mBirc5

Sekil 4.15. Flurbiprofen dozlarinin Hela hicrelerinde kontrol grubuna kiyasla kat
degisimi degerleri.

A) p53 ekspresyonu B) Kaspaz-3 ekspresyonu C) Kaspaz-9 ekspresyonu D) Bax ekspresyonu E) BcL-2

ekspresyonu F) Birc5 ekspresyonu G) Tiim genlerin ekspresyonu

*p<0,05 ve sonuglar negatif kontrol grubuna karsi degerlendirilmistir. Kontrol geni B-aktin degeri 1
olarak hesaplanmistir.

Hela

OFRLNWRAUIONOKO
1

Kontrol 5uM 50uM  125puM 250 uM 500 pM

e=ll=Bax/BcL-2 orani

Sekil 4.16. Flurbiprofen dozlarinin Hela hicrelerindeki Bax/BcL-2 ekspresyon
oranlari.
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4.3.2. Flurbiprofenin HepG2 Hiicrelerinde 48 Saatlik inkiibasyon Siiresi

Sonundaki Gen Ekspresyon Analizlerine Ait Bulgular

HepG2 hicrelerinde kontrol grubu (%1 etanol) ve flurbiprofen dozlarina ait

Ct degerleri Tablo 4.8."de verilmistir. Sonuglar degerlendirilirken st sinir Ct degeri

35 olarak alinmigtir. 35’ten daha yliksek degerler de 35 olarak hesaplanmistir. B-

aktin geni kontrol geni olarak kullanilmistir. Calismalar iki kez tekrar edilmistir.

Tablo 4.8. Flurbiprofenin HepG2 hiicrelerinde ortalama Ct degerleri.

Dozlar/ Negatif 5 uM FB S50uMFB | 125uMFB | 250 uM FB | 500 pM FB
Genler Kontrol

B-aktin | 24,78+0,86 | 28,1#3,69 | 26,18+1,49 | 25,1%0,42 | 23,62+0,47 | 25,65+1,62
p53 29,82+0,76 | 32,54#0,48 | 30,69+2,63 | 28,75+0,40 | 27,09+0,41 | 27,56+1,33
Kaspaz-3 | 30,29+4,42 | 30,77+0,23 | 29,00+2,37 | 29,39+3,46 | 26,97+1,83 | 27,44+0,64
Kaspaz-9 | 25,51+0,83 | 26,41+1,81 | 23,98+1,56 | 23,58+1,78 | 22,97+1,12 | 23,12+1,25
Bax 28,46+0,92 | 30,59+2,06 | 29,78+1,86 | 28,22+1,13 | 27,66+1,37 | 28,51+1,28
Bcl-2 28,17+1,13 | 29,95+0,97 | 29,6+1,05 | 30,23+0,35 | 29,78+0,12 | 30,65+0,73
Birc5 30,05+0,72 | 33,36+2,35 | 33,25+0,91 | 31,91+1,84 | 31,19+0,78 | 32,84+0,89

Sonuglar ORTXSEM seklinde verilmistir.
Calismalar iki kez tekrar edilmistir.

ACt degerleri incelendiginde p53, kaspaz-3, kaspaz-9 ve Bax genleri igin;

flurbiprofen uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore azalma, BcL-2 geni icin; 5

UM dozda azalma, diger dozlarda artma, Birc5 geni icin; 5 uM dozda herhangi bir

fark olmamis, diger dozlarda artma meydana gelmistir. ACt bulgulari Tablo 4.9.da

gosterilmistir.




Tablo 4.9. Flurbiprofenin HepG2 hiicrelerinde ortalama ACt degerleri.
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zzz'lzrr/ ::':ftar:fl 5 uM FB S50uMFB | 125uMFB | 250 uM FB | 500 uM FB
Baktin | O 0 0 0 0 0

p53 5,04:0,10 | 4,44+4,17 | 451+1,14 | 3,65:0,82 | 3,470,06 | 1,910,29

Kaspaz-3 | 551¢3,56 | 2,67¢3,47 | 2,8243,86 | 4,293,084 | 3,35¢1,36 | 1,7942,25

Kaspaz-9 | 0,73+1,69 | -1,70+1,89 | -2,20£0,07 | -1,53%2,20 | -0,66+1,59 | -2,53+0,37
Bax 3,6810,06 | 2,49+1,63 | 3,60:0,36 | 3,12¢0,71 | 4,040,90 | 2,870,33

Bcl-2 3,390,207 | 1,85+4,66 | 3,42¢2,54 | 5,13t0,07 | 6,160,35 | 5,00%0,88

Bircs 5271014 | 526+1,34 | 7,07:0,58 | 6,81¢2,26 | 7,570,31 | 7,1920,73

Sonuglar ORTXSEM olarak verilmistir. Kontrol geni B-aktin degeri 0 olarak alinmstir.
Calismalar iki kez tekrar edilmistir.

2°5¢t degerleri incelendiginde p53, kaspaz-3 ve kaspaz-9 genleri igin;

flurbiprofen uygulanan gruplarda kontrol grubuna gére artma, Bax geni icin; 250 uM

dozunda azalma ve diger gruplarda artma,

BcL-2 ve Birc5 genleri igin; 5 uM

dozunda artma ve diger gruplarda azalma meydana gelmistir. 2°2¢t bulgulari Tablo

4.10.’da gosterilmistir.

Tablo 4.10. Flurbiprofenin HepG2 hiicrelerinde ortalama 22 degerleri.

Dozlar/ | Negatif SuM FB | 50uM FB | 125uM FB | 250uM FB | 500uM FB
Genler | Kontrol
B-aktin 1 1 1 1 1 1
p53 0,03050 | 0,04607 | 0,04389 | 0,07966 | 0,09025 | 0,26609
Kaspaz-3 |0,02194 | 0,15767 | 0,14210 | 0,05112 | 0,09807 | 0,28917
Kaspaz-9 |0,60290 | 3,23777 | 4,59479 | 2,87787 | 1,57462 | 5,75573
Bax 0,07829 | 0,17801 | 0,08276 | 0,11502 | 0,06079 | 0,13726
Bcl-2 0,09572 | 0,27739 | 0,09375 | 0,02866 | 0,01399 | 0,03125
Birc5 0,02601 | 0,02610 | 0,00744 | 0,00891 | 0,00528 | 0,00685

Sonuglar ortalama 22 olarak verilmistir. Kontrol geni B-aktin degeri 1 olarak alinmistir.
Calismalar iki kez tekrar edilmistir.
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Flurbiprofenin HepG2 hiicrelerindeki kat degisimi, kat regilasyonu ve
biyolojik anlamliligi incelendiginde kontrol grubuna gore; p53 ekspresyonunun 125
UM, 250 uM ve 500 uM dozlarda anlamli olarak doza bagh olarak arttig, kaspaz-3 ve
kaspaz-9 ekspresyonlarinin  bitin dozlarda anlamh olarak arttigi, Bax
ekspresyonunun 5 uM dozda anlamli olarak arttigi, BcL-2 ekspresyonunun 5 uM
dozda anlamli olarak arttig1 ve 125, 250 ve 500 uM dozlarda anlaml olarak azaldigi,
Birc5 ekspresyonunun ise 50, 125, 250 ve 500 uM dozlarda anlaml olarak azaldigi
gozlenmistir. Kat degisimi ve kat regilasyonu bulgulari Tablo 4.11., 4.12 ve Sekil
4.17.'te, Bax/BcL-2 oranlari ise Sekil 4.18’da gosterilmistir.

Tablo 4.11. Flurbiprofen dozlarinin HepG2 hiicrelerinde kat degisimi degerleri.

Dozlar/ SUMFB | S50uMFB | 125uMFB | 250uMFB | 500uM FB
Genler
B-aktin 1 1 1 1 1
p53 1,5105 1,4389 2,6117 2,9588 8,7241
Kaspaz-3 7,1851 6,4755 2,3295 4,4691 13,1775
Kaspaz-9 5,3703 7,6211 4,7733 2,6117 9,5467
Bax 2,2736 1,057 1,4692 0,7765 1,7532
Bcl-2 2,8979 0,9794 0,2994 0,1461 0,3265
Birc5 1,0035 0,2862 0,3427 0,2031 0,2633

Sonuglar negatif kontrol grubuna karsi degerlendirilmistir. Kontrol geni B-aktin degeri 1 olarak
hesaplanmistir. Calismalar iki kez tekrar edilmistir.

Kirmiziyla gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli artmayi, maviyle go6sterilen sonuglar
ekspresyonda anlamli azalmayi temsil etmektedir. Anlamlilik p<0,05’e gore hesaplanmistir.



Tablo 4.12. Flurbiprofen dozlarinin HepG2 hiicrelerinde kat regililasyonu degerleri.
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Dozlar/ SUMFB | 50uMFB | 125uMFB | 250uMFB | 500uM FB
Genler
B-aktin 1 1 1 1 1
p53 1,51 1,44 2,61 2,96 8,72
Kaspaz-3 7,19 6,48 2,33 4,47 13,18
Kaspaz-9 5,37 7,62 4,77 2,61 9,55
Bax 2,27 1,06 1,47 -1,29 1,75
Bcl-2 2,90 -1,02 -3,34 -6,84 -3,06
Birc5 1,00 -3,49 22,92 -4,92 -3,80

Sonuglar negatif kontrol grubuna karsi degerlendirilmistir. Kontrol geni B-aktin degeri 1 olarak
hesaplanmistir. Calismalar iki kez tekrar edilmistir.

Kirmiziyla gosterilen

sonuglar ekspresyonda anlamli

artmayi,

maviyle gosterilen

ekspresyonda anlamli azalmayi temsil etmektedir. Anlamlilik p<0,05’e gére hesaplanmistir.

sonuglar
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14 -

5 uM 50 uM 125 pM 250 uM 500 uM

G M B-aktin W P53 Mkaspaz-3 kaspaz-9 M Bax M BclL-2 M Birc5

Sekil 4.17. Flurbiprofen dozlarinin HepG2 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla kat
degisimi degerleri.
A) p53 ekspresyonu B) Kaspaz-3 ekspresyonu C) Kaspaz-9 ekspresyonu D) Bax ekspresyonu E) BcL-2

ekspresyonu F) Birc5 ekspresyonu G) Tiim genlerin ekspresyonu

*p<0,05 ve sonuglar negatif kontrol grubuna karsi degerlendirilmistir. Kontrol geni B-aktin degeri 1
olarak hesaplanmistir.

HepG2

O B N W b U1 O
1

Kontrol 5puM  50uM 125uM 250 uM 500 uM

e=ll=Bax/BcL-2 orani

Sekil 4.18. Flurbiprofen dozlarinin HepG2 hicrelerindeki Bax/BcL-2 ekspresyon
oranlari.
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4.4. Flurbiprofenin Apoptotik Etkilerinin ve Hiicre Dongiisii Uzerine

Etkilerinin Akim Sitometri ile Belirlenmesi

4.4.1. Flurbiprofenin Hela Hiicrelerindeki Apoptotik Etkilerinin ve Hiicre

Dongiisii Uzerine Etkilerinin Belirlenmesine iliskin Bulgular

Flurbiprofenin 5-3000 uM arasi derisimlerinin Hela hicrelerinde hicre
donglisli Uzerine etkileri ve ge¢ apoptotik etkileri degerlendirilmistir. Hela
hicresinde hiicre donglsu fazlarindaki hiicre dagilim yizdelerinin hesaplandigi
ornek histogram Sekil 4.19.’te verilmistir. Tium sonugclar Tablo 4.13. ve Sekil 4.20.’te
gosterilmistir. Ge¢ apoptoz gostergesi olarak SubG1 piki degerlendirilmis, yalnizca
1500 uM dozunda %43 oraninda apoptoz gorilmdistir. Bu dozda S fazinda artim
olmustur. Daha yiksek dozlarda hiicreler hasara ugradiklari icin apoptotik pik
gorilmemistir.

Hicre donglisi  negatif kontrol (%1 etanol) grubuna gore
degerlendirildiginde, GO/G1 fazindaki hucre yuzdesinin arttig, S fazindaki hiicre
ylzdesinin ise azaldigi gbzlenmistir. 5, 50, 750, 2000, 2500 ve 3000 uM dozlarinda
mitoza yonelen, yani G2/M fazinda hiicreler goérilmektedir. Genel olarak
degerlendirildiginde, flurbiprofenin Hela hiicrelerinde hiicre siklusu Uzerinde
belirgin bir etkisi olmadigi, hiicrelerin genel prolifere hicre donglisi profili

gosterdigi soylenebilir.
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Sekil 4.19. Hela hiicresinde negatif kontrol (%1 etanol) grubundaki hiicre dénglisi
dagilimini gdsteren histogram.
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Tablo 4.13. Flurbiprofenin Hela Hiicrelerinde Apoptotik Etkileri ve Hiicre Donguisli

Analizleri.
Konsantrasyon % GO/G1 % Sentez % G2/M % Apoptoz
Negatif kontrol 59 41 0 0
5uM FB 61 30 9 0
10 pM FB 67 33 0 0
25 uM FB 63 37 0 0
50 uM FB 60 31 9 0
100 uM FB 65 35 0 0
200 pM FB 71 29 0 0
250 uM FB 71 29 0 0
500 uM FB 77 23 0 0
750 pM FB 77 22 1 0
1000 uM FB 76 24 0 0
1500 pM FB 47 53 0 43
2000 pM FB 64 33 3 0
2500 uM FB 67 24 9 0
3000 M FB 56 24 20 0
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% Hiicre Sayisi

Konsantrasyonlar

B %G0/G1 M%Sentez MW %G2/M m %Apoptozis

Sekil 4.20. Fluriprofenin Hela Hiicrelerindeki Apoptotik Etkileri ve Hiicre Donglisd.

4.4.2. Flurbiprofenin HepG2 Hiicrelerindeki Apoptotik Etkilerinin ve Hiicre

Dongiisii Uzerine Etkilerinin Belirlenmesine iliskin Bulgular

Flurbiprofenin 5-3000 uM arasi derisimlerinin HepG2 hicrelerinde hiicre
donglisi Gzerine etkileri ve gec¢ apoptotik etkileri degerlendirilmistir. HepG2
hicresinde hiicre dongist fazlarindaki hiicre dagilim yizdelerinin hesaplandigi
ornek histogram Sekil 4.21’de verilmistir. Tim sonuclar Tablo 4.14. ve Sekil 4.22’de
gosterilmistir. Ge¢ apoptoz gostergesi olarak SubG1 piki degerlendirilmis, hicbir
dozda apoptoz goriilmemistir.

Hicre dongisi  negatif  kontrol (%1 etanol) grubuna gore
degerlendirildiginde, 500 uM dozda S fazinda artim gorilmistir. Genel olarak
degerlendirildiginde, flurbiprofenin HepG2 hiicrelerinde hiicre dongisu lizerinde
belirgin bir etkisi olmadigl, hilicre popillasyonunun proliferasyon gosterdigi

gorulmustir. Hicre donglsi HepG2 hiicrelerinde hizli ilerlemektedir.
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Sekil 4.21. HepG2 hiicresinde negatif kontrol (%1 etanol) grubundaki hiicre déngusii
dagilimini gosteren histogram.
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Tablo 4.14. Flurbiprofenin HepG2 Hiicrelerinde Apoptotik Etkileri ve Hiicre Dongtisi

Analizleri.
Konsantrasyon % GO/G1 % Sentez %G2/M | % Apoptoz
Negatif kontrol 25 64 11 0
SHMFB 24 46 30 0
10 pM FB 44 19 37 0
25 UM FB 44 13 43 0
S0 uMFB 35 41 24 0
100 UM FB 37 50 13 0
200 uM FB 37 20 43 0
250 uM FB 28 50 22 0
S00 M FB 23 52 25 0
750 UM FB 37 20 43 0
1000 puM FB 35 )8 37 0
1500 uM FB 38 39 30 0
2000 pM FB 38 )8 34 0
2500 uM FB 32 32 36 0
3000 UM FB 18 18 a4 0
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Sekil 4.22. Fluriprofenin HepG2 Hiicrelerindeki Apoptotik Etkileri ve Hiicre Donglsu
Analizleri.
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5. TARTISMA

infeksiyonlarin, inflamasyonlarin ve otoimmiin hastaliklarin kanserle iligkisi
ve kanser o©ncesi lezyon gelisiminin inflamasyon varligiyla gigli baglantisi son
zamanlarda (zerinde durulan bir konudur. Ornegin; pankreatit varliginin pankreas
kanseri riskini 10-20 kat artirdigini, Ulseratif kolit varhiginin kolorektal kanseri riskini %
25 oraninda arttirdigini ve prostatit varliginin prostat kanseri riskini yaklasik % 14
oraninda arttirdigini gésteren ¢alismalar mevcuttur (26, 198).

inflamasyon ve kanser arasindaki bu baglanti, NSAi’ler gibi antiinflamatuvar
ilaclarin antineoplastik aktiviteye sahip olabilecekleri fikrini desteklemektedir (26). in
vitro ve in vivo yapilan bir ¢alismada flurbiprofenin over kanser hiicre hattinda
apoptozu indikledigi, in vivo olarak da timor olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir
(199). Ayni zamanda 0zellikle aspirin ile yapilan epidemiyolojik ¢alismalar, uzun dénem
disiik doz NSAI ila¢ kullaniminin bazi kanser tiirlerinin gelismesini ©nledigini
gdstermektedir (200). Ornegin, 2918 hasta ile yapilan bir calismada giinliik aspirin
kullanan hastalarda polip olusma oraninin aspirin kullanmayanlara gére daha az oldugu
gosterilmistir (201). Yine baska bir calismada diizenli NSAI ila¢ kullaniminin kolorektal
kanser insidansinda azalmaya sebep oldugu gosterilmistir (202).

Bu tez calismasi kapsaminda, siklikla kullanilan bir NSAi ilag olan
flurbiprofenin insan karaciger kanser hiicre hatti ve insan rahim agzi kanser hiicre
hattinda, son donemde (izerinde durulan bir konu olan antikanser etkisi incelenmistir.
Oncelikle sitotoksisite deneyi ile hiicre canliliginda azalmaya sebep olan ve hiicrelere
toksik olan dozlar ile maruziyet siireleri degerlendirilmistir. Daha sonra genotoksisite
calismasi ile toksik olmayan dozlarin hiicrelerde gen diizeyinde bir hasar olusturup
olusturmadig! incelenmistir. Son olarak RT-PCR analizleri ile hiicrelerde apoptotik ve
anti-apoptotik gen dizeyleri incelenerek erken apoptoz, akim sitometri cihazi ile de ge¢
apoptoz ve hiice donglisii degerlendirilmistir.

Calismamizda Hela hiicrelerinde MTT yontemiyle elde edilen sitotoksisite
bulgularinda 24 saatlik maruziyet siiresinde ICso dozu 2594 uM, 48 saatlik maruziyet
suresinde 990 uM ve 72 saatlik maruziyet siiresinde ise 907 uM olarak bulunmustur.

HepG2 hicrelerinde ise ICso degerleri sirasiyla 2904 uM, 1234 uM ve 633 uM olarak
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bulunmustur. Sonuglar incelendiginde her iki hicre hattinda da doza bagiml hiicre
canhliginda azalma gozlenmistir. Calisilan iki hiicre hatti kiyaslandiginda, HepG2 hiicre
hattinin Hela hiicre hattina gore daha direncgli oldugu, fakat daha uzun sire
maruziyette Hela hiicre hattinin daha direngli oldugu gézlenmistir.

Literatlirleri inceledigimizde flurbiprofen ve tirevleri ile farkli hicre
hatlarinda yapilan sitotoksisite galismalarindaki sonuglar ile kendi ¢alismamizda elde
ettigimiz bulgularin benzer oldugu gorilmistir. GH4C1 ve primer hipofiz adenoma
hiicrelerinde yapilan bir calismada, 72 saatlik R-flurbiprofen maruziyeti sonucu ICso
dozlari sirasiyla 0,5 mM ve 0,4 mM olarak bulunmustur (203). Bu ¢alismadaki hiicre
hatlarinin bizim ¢alismamizdaki HepG2 hiicre hatti ile elde edilen I1Cso doz sonuglariyla
daha cok benzerlik gosterdigi, yine de ¢alistigimiz hiicre hatlarina gére daha az direngli
oldugu goriilmektedir. Yapilan baska bir calismada 0-250 puM doz araliginda
flurbiprofenin, U¢ farkli mezotelyoma hiicre hattinda ve COX-2 pozitif A549 akciger
kanser hilicre hattinda MTT analizi yapilmistir, 24, 48 ve 72 saatlik maruziyetler
calisiilmis ve en etkin maruziyet siresi bizim calismamizla da tutarh olarak 72 saat
olarak bulunmustur. 72 saatlik inkiibasyon siresi sonunda MSTO-211H ve NCI-H2452
hiicrelerinde 1Cso dozlari sirasiyla 155 uM ve 152 uM olarak bulunmus, diger
mezotelyoma hiicre hattinda ve akciger hiicre hattinda ICso dozlar ¢alisilan doz
araliginda bulunamamistir (204). Over, kolon, mesane, prostat, noroblastoma,
glioblastoma, prostat, skuamoz kanser hiicre hatlarinda bircok NSAI ilag ile yapilan bir
baska calismada ise 48 saatlik inkiibasyon siresi sonunda R-flurbiprofenin hiicre
canlihigini istatistiksel olarak anlamh 6lclide azalttigi en distk doz 500 uM olarak
bulunmustur (8). King ve ark. (21)'nin yaptig bir calismada 24 saatlik inkiibasyon
sonrasl beyin timor hiicrelerinde hiicre bliyimesindeki artista inhibisyon gorilms, 48
saatlik inkiibasyonda bu inhibisyon daha da beilrginlesmis ve 72 saatlik inki{ibasyon
siresi sonunda 400 uM flurbiprofenin hiicre blylmesini tamamen durdurdugu
gdzlenmistir. insan primer kondrosit kiiltiiriinde yapilan bir baska ¢alismada 1-1000 pM
dozlarinda flurbiprofene 24, 48 ve 72 saat maruz birakilan hiicrelerde doza ve zamana

bagl olarak hiicre 6liminde artis gdzlenmistir (205).
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Tez kapsaminda ¢alisilan hicre hatlari ile yapilan diger c¢alismalari
inceledigimizde, He ve ark. (206), 10 pg/mL flurbiprofenin 1, 4 ve 48 saatlik
maruziyetleri sonucunda Hela hiicrelerinde koloni olusturma yetenegini azalttigini
gozlemlemislerdir. Serviks kanser modeli olusturulmus fareler tizerinde yapilan in vivo
bir calismada ise flurbiprofen aksetil kullanilmis, timorlerdeki proliferasyonu ve PGE;
olusumunu inhibe ettigi gézlenmistir (207). Vasconcelos ve ark. (208) ise flurbiprofenin
nanopartiklil formlarini Hela ve HepG2 hiicrelerinde calismislardir ve nanopartikil
formlarinin ilag permeabilitesini artirdigini géstermislerdir

Flurbiprofenin toksik etkilere karsi koruyuculugunun arastirildigi ¢alismalar
da mevcuttur. Zhao ve ark. (209)'nin yaptiklari bir calismada insan néroblastoma hiicre
hatlarinda MTT ve XTT yontemleriyle tarenflurbil (R-flurbiprofen)in H.0; ile
indliklenmis hiicre hasarina karsi etkisi calisiimis ve tarenflurbilin bu toksisiteyi azalttigi
gozlenmistir. Yine bir kombinasyon c¢alismasinda insan T lenfosit hicrelerinde
benzokinon toksisitesine karsi flurbiprofen ve sodyum diklofenak ile g¢ahsiimis ve
ilaglarin hiicrelerde benzokinon toksisitesine karsi koruyucu olduklari saptanmistir
(210). Radyosensitizerlere karsi flurbiprofenin koruyucu etkisi oldugu da yapilan bir
calismayla gosterilmistir (211).

Literatirleri inceledigimizde, flurbiprofenin genotoksisitesi ile ilgili yeterli
veri bulunmamaktadir. Literatlrdeki bu boslugu doldurmak amaciyla yaptigimiz
genetik toksisite calismasinda, 48 saatlik maruziyet slresi sonunda Hela ve HepG2
hiicrelerinde DNA hasari COMET yontemi ile ¢ahsiimis ve DNA hasari; DNA kuyruk
uzunlugu, kuyruk vyogunlugu ve kuyruk momenti seklinde degerlendirilmistir.
Flurbiprofen dozlari; 5 uM, 50 uM, 125 uM, 250 uM ve 500 uM olarak secilmistir. Her
iki hiicrede de her li¢ parametreye gore negatif kontrol ile kiyaslandiginda genel olarak
doza bagimli bir sekilde hiicrelerde DNA hasari anlamli bulunmustur.

Flurbiprofen ile yapilan diger genotoksisite calismalari da mevcuttur. Timocin
ve ark. (212)’'nin yaptiklari bir calismada 10, 20, 30 ve 40 pg/mL (40, 80, 120, 160 uM)
flurbiprofene 24 ve 48 saat siire ile maruz birakilan insan kiltiir lenfositlerinde SCE, CA
ve sitokinez bloklu mikrogcekirdek (CBMN) yodntemleri kullanilarak genotoksisite

degerlendirilmis ve bu testler sonucunda genotoksisite anlamli bulunmamistir. Timocin
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ve lla (213) baska bir ¢alismada ise ratlara flurbiprofen uygulayip 12 ve 24 saat maruz
birakarak kemik iligi hiicrelerinde CA testi ile genotoksisite degerlendirmisler ve anlamli
bir kromozom aberasyonu gozlememislerdir. Baska bir calismada iki hafta flurbiprofen
kullanan hastalardan periferal kan 6rnekleri alinarak SCE yontemiyle genotoksisite
degerlendirilmis ve genotoksik etki tespit edilmemistir (214). Yine vyapilan bir
kombinasyon c¢alismasinda flurbiprofen ve roksitromisin birlikte uygulandiginda insan
kiiltir lenfositlerinde anlamli bir genotoksik etki gostermemistir, ayrica flurbiprofenin
H.0; etkisine karsi DNA’y1 koruyucu oldugu gosterilmistir (215).

Elde ettigimiz sonuglar ile benzerlik gésteren farkli NSAI ilaglar ile yapilan
genetik toksisite galismalari da mevcuttur. Tripathi ve ark. (216)'nin yaptiklari bir
calismada ibuprofenin farelerin kemik iligi hiicrelerinde olusturdugu genotoksisite CA
testiyle olctlmis ve ibuprofenin doza bagiml bir sekilde genotoksisiteyi indiikledigi
gozlenmistir. Bunu destekleyen bir tez ¢alismasinda ise, aspirin ve ibuprofenin bulk ve
nano formalarinin hematolojik kanserli hastalarin lenfositlerinde COMET ve MN
yontemleri ile genotoksisiteleri degerlendiriimis ve genotoksisitenin ilaglar ile
induklendigi gosterilmistir. Ayrica ilaglarin nanopartikil formlarinda genotoksik etkinin
daha az oldugu da bildirilmistir (217).

Elde ettigimiz sonuclar ile farklilik gosteren diger NSAI ilaglarla yapilan
genotoksisite ¢alismalari da mevcuttur. Oztiirk ve ark. (218) selektif COX-2 inhibitérii
olan meloksikam ve etodolak ve selektif COX-2 inhibitorii olmayan naproksen ile
cahsmislardir. Gondllilerden aldiklar periferik kanlara 24 saat sire ile ilag
uygulamislardir. Sonugta olcllen SCE miktarinda anlamh bir artis gozlememislerdir.
ibuprofen, ketoprofen ve naproksen ile yapilan baska bir calismada ise li¢ farkli
Salmonella susunda Ames testi ile mutajenite c¢alisiimis ve in vivo olarak fare kemik iligi
hiicresinde SCE yéntemiyle degerlendirilmistir. Ug ila¢ icin de mutajenite sonuglari
negatif cikarken SCE yontemi ile degerlendirilen genotoksik etkide hafif bir artis
goruldugl belirtilmistir (219). 48 hasta ile yapilan bir calismada hastalar ibuprofen,
ketoprofen, naproksen, indometazin ve asetil salisilik asit ile iki hafta tedavi edilmistir.
Maruziyetten dnce ve sonra kiltlr lenfositlerde SCE miktari dlgilmus ve anlamli bir

artis gdozlenmemistir (220). ibuprofen ve aspirinin iki formunun (bulk/ambalajlanmamis
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ve nano) kullanildig bir ¢calismada COMET ve CBMN yoéntemleriyle genotoksisite
degerlendirilmistir. Meme kanseri olan ve saglikli gonillilerin lenfositlerinde DNA
hasari olctilmustir. Kanserli hastalarin lenfositlerinde ilaglarin her iki formlari ile de
DNA hasarinda azalma gozlenirken saglikh hastalarda bdyle bir etkiye rastlanmamistir
(221).

Sonug olarak, flurbiprofenin genotoksisite ¢alismalarinin oldukga sinirli ve elde
edilen bulgularin da farkli olmasi, bu konuda daha fazla arastirmalarin yapilmasinin
gerekli oldugunu géstermektedir.

Calismamizda 48 saat slresince 5, 50, 125, 250 ve 500 uM flurbiprofen
maruziyeti sonucu Hela ve HepG2 hicrelerinde erken apoptoz RT-PCR yontemi ile
degerlendirilmistir. p53, Bax, BclL-2, kaspaz-3, kaspaz-9 ve survivin genlerinin
ekspresyonlari 6lclilmistiir. Ge¢ apoptoz ise genis doz araliginda flurbiprofene maruz
birakilan hicrelerde 48 saatlik inkiibasyon sonucu akim sitometri yontemi ile
belirlenmistir. RT-PCR sonuglarina goére Hela hiicrelerinde; p53 ve Bax ekspresyonunun
en dislik doz haricinde anlamli olarak arttigi, kaspaz-3 ve kaspaz-9 ekspresyonlarinin
blatin dozlarda anlaml olarak arttigl, BcL-2 ekspresyonundaki degisiklerin anlamli
olmadigi, survivin ekspresyonunun ise vyiksek dozlarda anlamli olarak azaldig
gozlenmistir. Akim sitometri sonuglarina bakildiginda ise her iki hiicrede de hiicre
populasyonlari prolifere 06zellik gostermis ve RT-PCR uygulanan dozlarda akim
sitometride apoptoz bulgulari gézlenmemistir. HelLa hicrelerinde yalnizca 1500 uM
dozda yiksek oranda apoptoz gorulmistir. Yine Hela hicrelerinde kontrol grubuna
gore dozlanan gruplarda genel olarak Go/G: fazinda artma, S fazinda azalma oldugu
belirlenmistir.

Her iki hicrede de RT-PCR c¢alismalari sonucunda apoptotik gen ifadeleri
artarken antiapoptotik gen ifadelerinin azaldigi, Bax/BcL-2 oraninin arttigi gézlenmistir.
Buna karsilik akim sitometri sonuglarina gore ortak olan konsantrasyonlarda apoptotiz
gorilmemesi, hiicrelerde apoptozun erken evrede olduguna isaret etmektedir.

Flurbiprofen tirevleri ile yapilan bir calismada insan epidermal kanser
hicrelerinde (A-431) 24 saatlik maruziyet sonucu ilaglarin apoptotik etkileri

incelenmistir. Akim sitometride hicrelerin Go/G; fazinda yigilma gosterdikleri ve
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apoptotik hiicre popuilasyonunun arttigi gézlenmistir. Ayrica DAPI boyama ile gozlenen
floresan mikroskop bulgulari da apoptotik morfoloji gostererek akim sitometri
sonuclarini dogrulamistir (222). Flurbiprofenin de icinde bulundugu bir grup NSAI ilag
ile yapilan baska bir ¢alismada kolon, prostat, mesane, skuamoz, over, néroglioma ve
noroblastoma kanser hicrelerinde RT-PCR sonuglari timoér slipresér gen
ekspresyonunun arttigini ve apoptozun indiklendigini gdstermektedir (8). Bu
calismalarin aksine bir calismada flurbiprofenin BclL-2/Bax oranini artirip beyin
dokusundaki apoptozu azaltarak iskemi/reperfiizyona karsi koruyucu etki gosterdigi
bildirilmistir (223). Yine buna benzer bir calismada flurbiprofen aksetilin apoptozu
baskilayarak ve inflamasyonu azaltarak sicanlarda serebral iskemi/reperflizyon hasarini
hafiflettigi gozlenmistir (224). Fu ve ark.(225) yaptiklari bir ¢calismada ise flurbiprofenin
sitokrom c salinimini ve kaspaz aktivasyonunu inhibe ederek fareleri hepatik iskemiden
korudugundan bahsetmislerdir.

Grosch ve ark. (226)'nin  yaptiklari  bir calismada, flurbiprofen
enantiyomerlerinin 300-1000 uM arasi konsantrasyonlarina 24 saat maruz birakilan (g
farkl kolon kanseri hiicre hattinda akim sitometri sonuglarina gére hiicre dénglisiinlin
subG1 fazinda yigilma gozlendigi, yani proliferasyonun engellendigi ve apoptozun doza
bagimh bir sekilde indiiklendigi goézlenmistir. Akim sitometri sonuglarinin bizim
galismamizla farkh olmasi, bu ¢alismada kullanilan dozlarin daha ylksek olmasindan
veya hucre tipi farkhligindan kaynaklaniyor olabilecegini distindiirmektedir. Yapilan in
vivo bir calismada ise 18 haftalik maruziyet siresinde E-7869 (R-flurbiprofen) ile glinliik
dozlanan TRAMP farelerinde prostat kanser sikhiginin azalabilecegi veya kanser
ilerlemesinin yavaslayabilecegi bildirilmisir (9).

Tez calismamiz ile benzer olarak King ve Khalili (21), yaptiklari bir calismada 1-
400 pM doz araliginda 24, 48, 72 ve 96 saat flurbiprofen ile muamele edilmis farkh
beyin timor hiicrelerinde akim sitometri sonuclarina goére 24 ve 48. saatlerde kontrol
grubuna gore flurbiprofen ile dozlanan gruplarda hiicre siklusu dagihminda 6nemli bir
fark gormezken, 72 ve 96. saatlerde kontrol grubuna goére farkhlik olustugunu
gozlemlemislerdir. Bu sonu¢ da 48 saatten sonra ge¢ apoptoz bulgularinin aciga

ciktigini dogrulamaktadir.
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Flurbiprofen disindaki NSAI ilaglar ile Hela hiicresinin de iginde bulundugu
rahim agzi kanser hiicrelerinde yapilan bir calismada, NSAI ilaglarin bu kanser tiiriine
karsi potansiyel bir antineoplastik ajan olabileceklerinden bahsedilmistir (227). Aspirin
ile yapilan baska bir ¢alismada 1,2 ve 3 mM aspirin 48 saat sire ile HelLa TG hiicrelerine
uygulanmistir. Morfolojik agidan apoptoz gorilmiis ve akim sitometri ile de
dogrulanmistir. Ayrica kaspaz-3 protein miktarinda artma, BcL-2 protein miktarinda
azalma gozlenmis, p53 dizeyinde ise herhangi bir degisiklik saptanamamistir. (228).
Yine aspirin ile sisplatin kombinasyonunu degerlendirilen bir c¢alismada Hela
hicrelerinde Bax gen ifadesinin arttigi ve BcL-2 gen ifadesinin azaldigl gozlenmis,
apoptoz varhigl akim sitometri ile dogrulanmistir. Aspirinin apoptotik etkisinin sisplatin
ile kombinasyonu sonucu sinerjistik bir etkiyle arttigi bildirilmistir (229). Selektif bir
COX-2 inhibitori olan selekoksib ile yapilan bir g¢alismada selekoksibin Hela
hiicrelerinde kaspaz-3 gen ve protein dlzeyini artirdigl, survivin gen ve protein diizeyini
ise azalttig gbzlenmistir (230).

HepG2 hiicrelerinde NSAI ilaclarin apoptotik etkilerine bakildiginda; aspirin ile
yapilan bir calismada 48 saatlik inkibasyon sonucu kaspaz-3 aktivasyonunda ve
sitokrom c¢ salinimda artma, BclL-2 aktivasyonunda azalma gozlenmstir. Ayrica akim
sitometride hticrelerin GO/G1 fazinda birikim gosterdigi, dolayisiyla apoptoza gittigi
gozlenmistir (231). Yine aspirin ile yapilan in vitro ve in vivo bir ¢alismada HepG2
hiicrelerinde kaspaz-3,kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivitelerinin arttigi, FasL, Fas ifade
diizeylerinin ve sitokrom c¢ saliniminin indlklendigi dolayisiyla apoptozun hem
ekstrinsik hem intrinsik yoldan tetiklendigi tespit edilmistir. Ayrica in vivo deneyle de
farelere 7 hafta boyunca glinlik uygulanan aspirinin timor gelisimini engelledigi
gosterilerek sonuglar desteklenmistir (232). HepG2, Hela ve baska kanser hiicrelerinin
de icinde bulundugu bir calismada 24, 48, 72, 96 saatlik maruziyetlerde naproksenin
antikanser etkileri incelenmis ve en belirgin etki 96 saat maruziyet sonucu gérilmdistdr.
p53, kaspaz-3 gen ifadelerinde gorilen artma ve survivin gen ifadesinde, hicre
proliferasyonunda, hilicre canliiginda goriilen azalma naproksenin antikanser etkileri

oldugunu gostermistir (233). Sulindak, selekoksib, indometazin, diklofenak, NS-398 gibi
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bircok NSAI ilagla yapilan calismalarda HepG2 hiicrelerinde apoptoz varligindan
bahsedilmistir (234-239).

Tez galismasi kapsaminda elde edilen sonuglar genel olarak incelendiginde;
flurbiprofenin Hela ve HepG2 hiicre hatlarinda sitotoksik olmayan dozlarda yapilan
genotoksisite ve apoptoz calismalarina gore flurbiprofenin her iki hiicre hattinda da
doza bagimli olarak DNA kiriklarina sebep oldugu ve hiicreleri apoptoza yonlendirdigi
gozlenmistir. Apoptotik gen diizeylerindeki artis, antiapoptotik gen dizeylerindeki
azalis ve dolayisiyla Bax/BcL-2 oranindaki yikselme, erken apoptoz bulgular olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Akim sitometri analizi sonucunda gen diizeylerinin incelendigi
flurbiprofen dozlarinda apoptoza giden hiicre popilasyonunun gérilmemesi ise gec
apoptozun gbézlenmedigini géstermektedir.

RT-PCR sonuclarina gore; Bax, kaspaz-9, kaspaz-3 gen ifadelerinin yikselmesi ve
BcL-2 gen ifadesinin azalmasi, bu proteinler hiicre ici yolakta rol aldiklarindan
apoptozun hiicre ici yolak ile gelistigini gostermektedir. Timor baskilayici gen olan p53
gen ifadesinin DNA hasarina karsi arttigi ve survivin gen ifadesindeki azalmanin da yine
hiicre ici yolakla ve p53 gen ifadesinin artmasiyla iliskili oldugu distnilmektedir.

Her iki hiicre hatti karsilastirilacak olursa; sitotoksisite verilerine gore 24 ve 48
saatlik maruziyetlerde ICso dozunun HepG2 hiicre hattinda daha yiksek, 72 saatlik
maruziyette ise Hela hiicre hattinda daha yiksek oldugu tespit edilmistir. Fakat doza
bagiml ylzde canliik oranlari iki hiicre hattinda birbirine yakin oldugundan dolayi
genotoksisite ve apoptoz calismalari ayni dozlar secilerek yapilmistir. Genotoksisite ve
apoptoz calismalari sonuglarina bakildiginda ise her iki hiicre hattinin hemen hemen
yakin sonuclar verdigi gozlenmistir.

Sonug olarak, her iki hiicre hattinda da COMET analizi sonucunda gen hasari ve
RT-PCR analizi sonucunda erken apoptoz bulgulari gozlenmis, akim sitometri analizi
sonucunda ise ge¢ apoptoz bulgulari gézlenmemistir. 48 saatlik maruziyette her iki
hiicre grubunun da bu maruziyet siresinde apoptoza girdigi ve gec apoptoz bulgular
gozlenemedigi icin hiicrelerin heniliz apoptoz sirecinin ge¢ evresine ilerlemedigi

distndlmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda c¢alistigimiz Hela ve HepG2 hiicrelerinde flurbiprofenin
COMET analizi sonucu doza bagimli olarak DNA kiriklarina sebep oldugu, RT-PCR
analizi sonucu apoptotik gen ifadelerinin arttigi ve antiapoptotik gen ifadelerinin
azaldigi, akim sitometri sonucunda ise hiicrelerin genel prolifere hiicre populasyonu
gosterdikleri gorilmistir. 48 saatlik maruziyette hiicrelerin apoptoz dénglisiine
girdikleri tespit edilmistir. Kaspaz 9, Bax ve BclL-2 gen dizeylerinde gozlenen
degisimler, apoptozun hiicre i¢i yolak lizerinden ilerledigini gostermistir.

Literatiirler incelendiginde NSAI ilaglarin sitotoksik, genotoksik ve apoptotik
etkilerinin son zamanlarda 6nem kazandigi, daha cok mekanizma aydinlatilmasina
dayanan molekiiler calismalarin 6n plana ciktigi gériilmektedir. Hala bircok NSAI
ilacin antikanser etki mekanizmasi aydinlatilabilmis degildir. Bu ilaglarin neoplastik
hicre bliyimesini ve ¢ogalmasini apoptozu indikleyerek sagladiginin bilindigi fakat
mekanizmalari tam olarak anlasilamadigi icin bu konu ile ilgili genis bir arastirmaya
gerek duyulmaktadir (77). Flurbiprofen disindaki diger NSAI ilaglarla yapilan
calismalarin ise elde ettigimiz sonuclar ile benzer oldugu gorilmekte fakat
flurbiprofenle ilgili yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Ozellikle genotoksisite
¢alhismalari sinirhdir ve celiskili sonuglar s6zkonusudur, bu nedenle daha ileri
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sonuc¢ olarak analjezik, antipiretik ve antiinflamatuvar olarak siklikla
kullanilan bir profen grubu NSAI ila¢ olan flurbiprofenin hiicre proliferasyonunu
engelledigi gozlenmistir. Bu bilgi ve bulgular i1siginda kemoterapétik ilaglarin aksine
daha az yan etki potansiyeli olan, daha ucuz ve kolay elde edilebilir flurbiprofenin
karaciger ve rahim agzi kanser olgularinda potansiyel bir antiproliferatif ajan

olabilecegi diisiinliimektedir.
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