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TESEKKUR
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BILDIK, Prof. Dr. Pmar Alkim ULUTAS ve Dog¢. Dr. Serap UNUBOL AYPAK’a
desteklerinden dolay1 ayrica tesekkiir ederim.

Calismalarim esnasinda tecriibelerini benimle paylasan ve teknik destek saglayan
Aydim Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Ogretim
UyesiProf. Dr. Tiilin KARAGENC, Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Pof. Dr. Levent
KARAGENC eyardimlari i¢in tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora egitimim siiresince “2211-Yurt I¢i Doktora Burs Programi” kapsaminda
sagladig1 destekten otiirii TUBITAK Bilim Insani Destekleme Daire Baskanligi birimine
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Beni her zaman destekleyen, ilgi ve sevgisinden giic aldigim sevgili esim Oktay
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Apoptoz indiikleyici faktor

: Apoptotik proteaz aktiflestirici faktor-1
: B hiicreli lenfoma-2

: Bisfosfonat

: Kaspaz yolu ile aktiflesen DNAz

: Kaspaz toplama bolgesi

: Hiicresel apoptoz inhibitdr proteini 1/2
: Koloni uyarici faktorler

: Sitotoksik T lenfositler

: Oliim bolgesi

: Oliim efektdr domaini

: Oliim-indiikleyici sinyal kompleksi

: Oliim reseptérleri

: TRAIL reseptor 5

: Ekstraseliiler matriks

: Endontikleaz G

: Endoplazmik retikulum

: Fas-bagli 6liim bolgesi

: Fas ligand

: Oliim reseptorii

: Granzim B

:Apoptozu inhibe eden protein

: Kaspaz yolu ile aktiflesen DNAz inhibitorii
: Insiilin benzeri bilyiime faktorii

: c-JUN N-terminal kinaz
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MOMP : Mitokondriyal dig membran permeabilizasyonu

N-BP : Nitrojen iceren bisfosfonatlar
NCCD : Hiicre Oliim Terminoloji Komitesi
NGF : Noron biiylime faktorii

NK : Dogal (Natural) oldiiriicii

Omi : Olgun serin proteaz HtrA2

Omi/HtrA2 : HtrA serin peptidaz-2

PARP-1 : Poli (ADP-riboz) polimeraz-1

PCD : Programlanmis hiicre 6limii

PS : Fosfotidil serin

ROT : Reaktif oksijen tiirleri

SMAC : Sekonder Mitokondri kaynakli kaspaz aktivatorii

Smac/DIABLO :Sekonder Mitokondri kaynakli kaspaz aktivatorii/kaspaz baglayan

proteinin direkt inhibitorii

tBid : Kesilmis, kisaltilmis Bid

TNF : Tiimor nekroz faktorii

TNFR : Timor nekrozis faktor reseptor
TNFR1 : Timor nekroz faktor reseptorii-1
TNFR2 : Timor nekroz faktor reseptorii-2
TRADD : TNF iliskili 61iim bolgesi
TRAF2 : TNF reseptor ile iligkili faktor 2

TRAIL-R1 : TNF ile iliskili apoptoza indiikleyici ligand reseptorleri-1
TRAIL-R2 : TNF ile iliskili apoptoza indiikleyici ligand reseptorleri-2
UPR : Katlanmamis protein yaniti

VEGF-A : Vaskiiler endotel biliylime faktorii-A
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OZET

ZOLEDRONIK ASIiDIN D-17 KOPEK OSTEOSARKOMA HUCRE HATTINDA
SITOTOKSIK VE APOPTOTIK ETKIiLERI

ASICI EKREN G. S. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Biyokimya (Veteriner) Program Doktora Tezi, Aydin, 2019.

Calismamizda; in vitro olarak zoledronik asidin (ZA) D-17 (CCL-183) kopek osteosarkoma
(OSA) hiicre hatt1 lizerinde antiproliferatif etkisinin olup olmadig1 ve olast hiicre 6liim
tipinin (apoptoz/nekroz) belirlenmesi amaglandi. D-17 kdpek osteosarkoma hiicre hattina
uygulanan zoledronik asidin (1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM) hiicre
canliligina etkisi ve 1Csy degeri WST-1 canlilik testi ile 24, 48, 72 ve 96 saat inkiibasyon
stirelerince tespit edildi. WST-1 canlilik analizleri sonuglarina gére 24 saatte anlamli bir
sitotoksik etki goriilmezken (p=>0,05), ZA’nin 1Csy degerleri 48. saat, 72. saat ve 96. saat
i¢in sirast ile 82,5 uM, 26,0 uM ve 17,6 uM olarak hesaplandi. ZA’nin hiicrelerin koloni
olusturma yeteneklerine etkisi kristal violet, mineral icerigi lizerine etkisi alizarin kirmizist
boyamasi ile gosterilirken, ZA’nin ekstraseliiler ve intraseliiler alkalen fosfataz aktivitesine
olan etkisi ise spektrofotometrik yontemle Ol¢iildii. ZA’nin hiicrelerin koloni olusturma,
mineral icerigi ve alkalen fosfataz {izerine etkisi incelendiginde hiicrede doz ve zamana
bagli olarak azalmaya neden oldugu belirlendi (p<0,05). Hiicrelerin go¢ etme
potansiyellerine olan etkisi ucuz ve basit bir yontem olan yara iyilestirme yontemi ile
belirlendi ve ZA’nin kdpek OSA hiicre hatt1 iizerine 5 uM, 7,5 uM, 10 uM, 15 uM
konsantrasyonlar1 uygulandiginda hiicrenin go¢ etme potansiyelini anlamli dl¢iide azalttigi
goriildii. Zoledronik asidin hiicredeki apoptotik etkileri ise elektroforetik ve ELISA
yontemleri ile DNA kiriklarmin analizi yapilarak gosterildi. Kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9
diizeyleri ELISA yontemi ile belirlenerek apoptotik yolaklardaki kaspaz-kaskat sistemi
lizerine etkisi saptandi. Ayrica apoptotik yolaklar {izerinde yer alan Bcl-2, Bax ve Bid
genleri, hiicrelerinin ¢ogaltilmast ve sagkalimi ile iligkili gen olarak kabul edilen survivin
genlerinin ekspresyon diizeyleri RT-PCR yontemleri kullanilarak belirlendi. Apoptotik
etkilerinin saptanmasinda WST-1 canlilik testi sonucu bulunan ICsy degerinin altindaki 5
uM, 7,5 uM, 10 uM, 15 puM konsantrasyonlar1 kullanildi. D-17 koépek OSA hiicreleri
tizerine secilen dozlarda ZA uygulandiginda doz ve zamana bagl olarak apoptotik DNA

kiriklarinda, kaspaz 3 ve kaspaz 9 diizeyinde, Bax/Bcl-2 oraninda anlamli artis (p<0,05)
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gozlenirken, kaspaz 8 diizeyinde ve Bid ekspresyonunda anlamli bir degisiklik bulunmadi
(p=0,05). Hiicre sagkalimini belirleyen survivinin ekspresyon diizeylerinde ise doz ve

zamana bagli olarak anlamli bir azalma (p<0,05) saptandi.

Calismanin  sonuglart ZA’nin D-17 kopek osteosarkoma hiicrelerinde tek basina
uygulanmasinin in vitro olarak antikanserojenik etki gosterdigini ortaya ¢ikarmistir. Bu
konudaki arastirmalarin kapsami genisletilmeli ve daha ileri molekiiler c¢alismalar
gerceklestirilmelidir. Ayrica in vivo hayvan modelleri lizerinde denenerek dogruluklari

kanitlanmalidir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, bisfosfonatlar, kopek osteosarkoma, zoledronik asit.
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ABSTRACT

CYTOTOXIC AND APOPTOTIC EFFECTS OF ZOLEDRONIC ACID IN D-17
CANINE OSTEOSARCOMA CELL LINE

ASICI EKREN G. S. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute
Veterinary Biochemistry Program PhD Thesis, Aydin, 2019.

The aim of our study was to determine whether zoledronic acid (ZA) has antiproliferative
effect on D-17 (CCL-183) canine osteosarcoma (OSA) cell line in vitro and to determine
possible cell death type (apoptosis/necrosis). The effect of zoledronic acid (1 uM, 5uM, 10
uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM) on cell viability of the D-17 canine osteosarcoma cell
line and the ICsy value were determined during 24, 48, 72 and 96 hours incubation time with
the WST-1 viability test. According to the results of WST-1 vitality analysis, no significant
cytotoxic effect was observed in 24 hours (p>0,05), the ICs, values of ZA were calculated as
82,5 uM, 26,0 uM and 17,6 uM respectively for 48 th hour, 72 th and 96 th hours. The
effect of zoledronic acid on the colony forming ability of the cells was shown by crystal
violet, on mineral content with alizarin red staining while the effect of ZA on extracellular
and intracellular alkaline phosphatase activity was measured by spectrophotometric method.
When the effect of ZA on colony formation, mineral content and alkaline phosphatase was
investigated, 1t was determined decreased on cell dependent on dose and time (p<0,05). The
effect of cells on migration potentials was determined by a cheap and simple method is
wound healing and ZA significantly decreased cell migration potential when the
concentrations of 5 uM, 7,5 uM, 10 uM, 15 uM were applied to on the canine OSA cell line.
Apoptotic effects of zoledronic acid in the cell were showed analysis by electrophoretic and
ELISA methods. The effect on caspase-cascade system in the apoptotic pathways was
detected by determining the caspase 3, caspase 8 and caspase 9 activities with ELISA
method. Moreover, expression levels of survivin, regarded as genes related to proliferation
and survival of Bcl-2, Bax and Bid genes and cells in the apoptotic pathways, were
determined using RT-PCR methods. Below the ICs, value that found by the WST-1 viability
test 5 uM, 7,5 uM, 10 uM, 15 uM concentrations were used to determine the apoptotic
effects. When the selected doses of ZA were applied on D-17 canine osteosarcoma cells was
significantly increased apoptotic DNA fragments, level of caspase 3 and caspase 9,

Bax/Bcl-2 ratio (p<0,05) while there was no significant change in caspase 8 level and Bid
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expression (p>0,05) depending on dose and time. There was a significant decrease (p<0,05)
in the expression levels of the survivin which determined cell survival.

The result of this study has been shown that the treatment of ZA alone in D-17 canine
osteosarcoma cells shows an anticarcinogenic effect in vitro. The scope of research on this
subject should be expanded and proven by testing on more advanced molecular studies and

in vivo animal models.

Keywords: Apoptosis, bisphosphonates, canine osteosarcoma, zoledronic acid.
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1. GIRIS

Cagimizin 6nemli saglik problemlerinden biri olan kanser, apoptotik ve antiapoptotik
mekanizmalar arasindaki dengenin bozulmasi sonucu hiicrelerin kontrolsiiz farklilasmasi ve
cogalmasi ile karakterizedir. Bu dengenin bozulmasinda anormal hiicre biiylimesine neden
olan hiicre gelisimi, ¢ogalmasi ve farklilasmasinda rol alan proto-onkogenlerde, timor
gelisimine neden olan tiimdr baskilayici genlerde meydana gelen mutasyonlar rol oynar.

Kansere ¢oziim olarak uygulanan bircok tedaviye ragmen beklenilen sonucun
alinamamasi1 hala ac¢iga kavusturulamayan mekanizmalar ya da hiicresel etkilesimlerin
oldugunu disiindiirmektedir. Bu nedenle kanserin nedenleri, kanser olusumu, tedavi
stiresince kanser hiicresinin fizyolojik davranist gibi her asamasi molekiiler diizeyde
incelenmektedir. Son yillarda timor hiicrelerinde molekiiler diizeyde neoplazinin nedenleri
ve hiicresel sinyal yolaklarindaki degisimler hakkinda artan bilgiler, kanser hiicrelerinde
daha spesifik bir yolu hedefleyen yeni tedavilerin gelistirilmesini saglamistir (Wolfesberger
ve ark, 2010). Yeni ve {Ustiin kanser tedavilerinin gelistirilmesi tip alanimin &ncelik
konusudur. Evcil hayvanlarda da kanseri tedavi etmek ve yonetmek i¢in yeni yaklagimlarin
gelisimi devam etmektedir (Simpson ve ark, 2017).

Evcil hayvanlarda kanser insidansi, insanlarda elde edilen verilere paralellik
gostermektedir. Yasam alanimizi paylastigimiz bu hayvanlar modern yasam igerisinde
insanlar kadar mutasyona neden olan ultraviyole 1sinlar1, X 1ginlari, besinlerle alinan katki
maddeleri, evimizde ve hayvanlar lizerinde kullanilan yapay kozmetik ve temizlik
malzemeleri, bazi kimyasal ve radyoaktif maddeler gibi pek ¢ok faktore maruz kalmaktadir
(Baek ve ark, 2009). Kopek 6liimlerinin yaklagik %30’una kedilerde ise %26’sina kanserin
neden oldugu bilinmektedir (Brenden ve ark, 2007).

Kopeklerde goriilen kanser tiirlerinin insanlara gore daha sik ve daha ¢esitli oldugu
bildirilmektedir. Ayrica yogun terapotik miidahalelere ragmen, 6liim oranlar1 her iki tiirde
kabul edilemez diizeyde yiiksektir (Baek ve ark, 2009). Belirli kanser tiirleri baz1 kdpek
irklarinda daha yiiksek oranda goriilmektedir. Ayrica kopek irklarmmin ¢ogunda kansere
yakalanma ihtimalinin yagla birlikte arttigi bilinmektedir. Bu nedenle kopeklerde artan
kanser insidansi kdpek sahipleri i¢in endise kaynagi haline gelmektedir (Simpson ve ark,
2017).

Osteosarkoma (OSA) insanlarda, kopeklerde ve kedilerde yaygin goriilen kemik
tiimoridir 6zellikle kopek ve kedi gibi kii¢iik evcil hayvanlarda sik rastlanmaktadir (Vanel

ve ark, 2013; Meyer ve Walter, 2016). Kopek OSA’s1, yasgh ve biiylik cins kopeklerde daha
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agresif seyreder ve kemikten kaynaklanan tiimoérlerin %90’ olusturur (Wilson ve ark,
2008).

Kopeklerde OSA insidans orani insanlardan 27 kat daha fazladir (Simpson ve ark,
2017). ABD’de her yil insanlar icin 1000 osteosarkoma vakasi bildirilirken, kopeklerde
8000 vaka bildirilmistir. Bu rakamin bildirilmeyen vakalar dikkate alindiginda muhtemelen
daha yiiksek oldugu diistiniilmektedir (Vanel ve ark, 2013).

OSA’nin tedavisi hem insanlarda hem de kopeklerde oldukga zordur. Gelisen kanser
tedavi yontemlerine ragmen son on yilda OSA’l1 insanlarda sagkalim orani de§ismezken,
kopeklerde ise yillik sagkalim orani %45 civarindadir (Simpson ve ark, 2017). OSA’lt
kopeklerde diisiik sagkalim orani, yeni terapdtik yaklasimlara duyulan ihtiyaci
vurgulamaktadir (Wolfesberger ve ark, 2010; Szewczyk ve ark, 2015).

Veteriner hekimlikte kopek osteosarkoma igin ¢esitli kombinasyonlarin uygulanmasi
ve antiretroviral terapi gibi giincel tedavi yontemlerinin kullanilmasi yerine amputasyon
veya ekstremite koruyucu cerrahi yontemler, koruyucu kemoterapi ve palyatif radyoterapi
gibi standart tedaviler uygulanmaktadir (Selvarajah ve Kirpensteijn, 2010; Wolfesberger ve
ark, 2010; Szewczyk ve ark, 2015). Cesitli tedavi yontemlerinde gelismeler olmasina
ragmen, tanidan sonra kopeklerin %80’inin en fazla 2 yil hayatta kaldigi bildirilmistir
(Selvarajah ve Kirpensteijn, 2010). Cerrahi yontemler ile tedavi edildiginde OSA’l
kopeklerin %70’inden fazlasi, hastaliga yenik diismektedir (Ong ve ark, 2016).

Son yillarda karboplatin, doksorubisin ile adjuvan kemoterapinin tedaviye dahil
edildigi yeni kanser tedavi yontemleri gelistirilmesine ragmen hala uygulanan etkin
kemoterapi yoOntemi elde edilememis, iyi bir prognoz ve uzun siireli sagkalim
saglanamamistir (Wolfesberger ve ark, 2010; Ong ve ark, 2016). Ayrica bu uygulanan
standart tedaviler ile sagaltim saglansa bile uygulanan tedaviler tiimoriin tekrarlamasini ve
metastatik yayilimini engelleyememektedir, neredeyse %90’imn da pulmoner metastaz
gelismektedir (Selvarajah ve Kirpensteijn, 2010; Zhang ve ark, 2015).

Veteriner hekimlikte kemoterapdtik ajanlarm kullanimi ¢ogunlukla beseri hekimlikte
elde edilen bilgilerden yararlanarak protokollerin dogrudan yada ¢ikarimlar ile bir takim
degisimler yapilarak gerceklestirilmektedir. Bu uygulama farmakokinetik parametrelerdeki
tirler aras1 farkliliklar ve tlimor hiicrelerinin kanser terapotik bilesiklerine duyarlilig
nedeniyle tartismalidir (Ong ve ark, 2017).

Insanlarda ve kopeklerde goriilen OSA erkeklerde goriilme insidansinin ve akcigere
metastaz yapma egiliminin yiiksek olmasi acisindan benzerlik gostermektedir. Fakat iki

tiirlin  osteosarkomalar1 arasinda benzerlikler yaninda farkliliklar da s6z konusudur.
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Insanlarda her ne kadar insidans1 altmis yas iizerinde artsa da genel olarak baslangic yasi
ergenlik donemidir. Kopeklerde ise orta yasin iizerindekilerde insidans daha yiiksektir.
OSA’nin  yash kopeklerde goriilmesi kirtk gibi  mekanik kuvvetler tarafindan
indiiklenmesinden, insanlarda ise ergenlik caginda biiylime ve gelismenin kontrolsiiz
gerceklesmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Meyer ve Walter, 2016). Bu nedenle
veteriner onkoloji ¢aligmalartyla evcil hayvan tiirlerinde meydana gelen tlimdrlerin
arasindaki farkliliklar g6z oniinde bulundurularak, kopeklerde sagkalim siiresini uzatacak,
Ozellikle akcigere metastazi Onleyen sistemik bir tedaviye acil ihtiyag vardir (Wolfesberger
ve ark, 2010). Bunun igin antineoplastik ilaglarin gelistirilmesi, mekanizmalarinin
aydinlatilmasi ve etkilerinin belirlenmesi gereklidir. Dolayistyla kdpeklerdeki bu kanser
vakalar1 i¢in spesifik tedavi gerekmektedir (Ong ve ark, 2017).

Osteoklast aracili kemik resorpsiyon inhibitorlerinin en Onemli simifi olan
bisfosfonatlar (BP), osteoporoz ve diger osteoklast aracilt kemik hastaliklarinin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan caligmalarda, BP’larin prostat, meme, akciger,
multiple miyelom gibi bir¢ok kanser hiicre hattinda antitiimoral etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. Fakat BP’lerin osteosarkomaya kars1 etkinlikleri heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir (Corso ve ark, 2005; Murayama ve ark, 2008; Koto ve ark, 2010;
Almubarak ve ark, 2011; Zhao ve Hu, 2015). Bisfosfonatlar grubundan olan zoledronik asit
(ZA) ise kemik kaybini oOnlemedeki etkinliginden dolay1r cesitli metabolik kemik
hastaliklarinin tedavisinde kullanilir (Patntirapong ve ark, 2012).

Zoledronik asit, osteoklastin proliferasyonunu azaltarak ve apoptozunu indiikleyen
kemik rezorpsiyonunu inhibe eden, azot igeren bir bisfosfonattir. Zoledronik asidin, hiicre
adezyon molekiillerini inhibe ettigi ve dogrudan antitiimor etki gosterdigi, prostat ve meme
kanseri hiicresinin kemige metastazin1 6nledigi ve anjiogenezi azalttifi bildirilmistir (Ryu
ve ark, 2010; Zekri ve ark, 2014; Zhao ve Hu, 2015)

Bu c¢aligmada beseri hekimlikte klinik olarak yaygin kullanilan zoledronik asidin
kopeklerdeki antiosteosarkoma aktivitesi ve etki mekanizmasi, D-17 kdpek osteosarkoma
hiicre hattinda etkiledigi molekiiler substratlarin belirlenmesi amaglandi. Elde edilen
verilerimizin kanser hiicre biyolojisindeki artan bilgiler 1s181inda, hastalifin daha etkin
tedavisine yol agacagindan klinisyenlere farkli tedavi segenekleri sunmasi ve literatiire katki

saglayacagi beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin ve dokularin diizensiz ve kontrolsiiz ¢ogalmasma yol acan
patolojik bir siirectir (Cooper, 2000). Hiicre biiyiimesi, farklilasmas1 ve ¢ogalmasinda rolii
olan proto-onkogenlerde meydana gelen mutasyonlar tiimor gelisimine, tiimor baskilayici
genlerde meydana gelen mutasyonlar ise hiicre siklusunun inhibisyonunu engelleyerek
anormal hiicre biliylimesine neden olur (Cabadak, 2008).

Kanser hiicreleri kontrolsiiz ¢ogalan ve hiicre 6liimiine direncli malign hiicrelerdir
(Cooper, 2000). Apoptoz, otofaji ve nekroz gibi hiicre yikimimin ¢esitli mekanizmalari,
kanser hiicrelerinde bloke edilir ve bu durum tiimériin hayatta kalmasini kolaylastirir
(Hanahan ve Weinberg, 2000; Pattingre ve Levine, 2006; Elmore, 2007; Ouyang ve ark,
2012).

Ayrica kanser hiicreleri bagisiklik sisteminden kacabilmek i¢in hayatta kalma araci
olarak cesitli biyolojik stratejilerden yararlanirlar (Mapara ve Sykes, 2004; Critchley-
Thorne ve ark, 2009). Kanser hiicrelerinin apoptozdan kaginma ve ¢ogalmaya devam etme
kabiliyeti kanserin temel 6zelliklerinden biridir ve kanser tedavisine yonelik gelismeler icin
onemli bir hedeftir (Xu ve ark, 2016). Bu nedenle antikanser terapilerde DNA tamir
mekanizmalarinda, apoptotik noktalardaki ve hiicre dongiisiindeki kontrol noktalarinda

kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayirt edici 6zelliklerinden yararlanilmaktadir.

2.2. Hiicre Oliimii

Cok hiicreli organizmalarda, hiicre ¢ogalmasi1 ve 6liimii arasindaki dengeyi saglamak
icin hiicrelerin sayis1 sabit olacak sekilde diizenlenir (Xu ve ark, 2016). Hiicrelerin
fonksiyonlarin1 diizgiin bir sekilde yerine getirebilmesi i¢in homeostazin korunmasi
gereklidir (DeLong, 1998). Bu dengenin korunmasi ayn: zamanda normal gelisim ve doku
biiyiikliigiiniin homeostazi i¢in ¢ok dnemlidir (Xu ve ark, 2016).

Hiicresel homeostazin uygun regiilasyonu ve kontrolii, hiicreleri sabit bir durumda
tutarken hiicrenin sagkalimini ve hiicre Oliimiinii dengeler. Bu siire¢ igerisinde asiri
sentezlenmis veya hatali islev goren proteinler degrade edilir ya da hiicre biitlinliiglini
korumak i¢in geri doniistiirtiliir. Bunun yaninda, stres, hipoksi, iggalci patojenler gibi ¢esitli
hiicre i¢i ve hiicre dis1 faktorler dengeyi hiicre 6liimii yoniinde degistiren hiicresel sinyal

olustururlar (Fulda ve ark, 2010). Hiicrenin aldig1 sinyale bagh olarak, apoptoz, otofaji,
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kazaranekroz, diizenlenmis nekroz, nekrotoz, ozmotik liziz, nekroptoz ve diger 6liim
bicimlerinin dahil oldugu farkli formlarda hiicre yikimi gergeklesebilir (Vanden Berghe ve
ark, 2013).

Hiicre 6liimii, normal fizyolojik gelisim mekanizmasi ve morfogenez, hiicre sayisinin
kontrolii, doku dengesinin diizenlenmesi gibi homeostatik bir mekanizma olmasinin yani
sira enfekte olmus, mutasyona ugramis veya hasar goérmiis hiicrelerin uzaklastirilmasi ve
kanser gibi hastaliklarda savunma mekanizmasi olarak islev géren temel bir siirectir (Vaux
ve Korsmeyer, 1999; Norbury ve Hickson, 2001; Xu ve ark, 2016). Hiicre oliimii
tiimorigenez, biiylime ve ilerlemede 6nemli bir rol oynar ve kemoterapinin etkinligini biiylik

Olciide etkiler (Xu ve ark, 2016).

2.3. Programlanmus Hiicre Oliimii ve Tipleri

Son yillarda, hiicre 6liimii ve diizen mekanizmalar1 hakkindaki veriler carpici bir
bicimde artmaktadir. Programlanmis hiicre 6liimii (PCD) timor supresyonunun temel bir
mekanizmasidir ve malign olmayan gereksiz, yaslanan ve viicuda zarar verebilecek zarar
gbérmiis hiicrelerin ortadan kaldirilmasi igin tetiklenir (Xu ve ark, 2016).

Nekroz, 1970’li yillara kadar bilinen tek hiicre oliimidiir (Tomatir, 2003). Daha
sonraki yillarda hiicre 6liimii morfolojik 6zelliklerine gore ayirt edilebilen apoptoz, otofaji
ve nekroz olarak {i¢ ana forma ayrilmistir (Xu ve ark, 2016).

Swhweichel ve Merker (1973) hiicre 6liimiiniin morfolojisini inceleyen ilk ¢alismay1
gerceklestirmislerdir. Bu ¢alismanin ardindan Clarke (1990) dogal siirecte ve toksin
uygulamasmin ardindan olusan hiicre oOliimlerinde hiicrede gerceklesen {i¢ farkl
morfolojiden bahsetmistir. Bu farkli morfolojiler Apoptoz tip I, otofaji tip II, lizozomal
olmayan hiicre 6liim ise tip III programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanmistir. Galluzzi
ve ark (2007) ise hiicre dliimiinii gergeklestigi mekanizmalara dayanarak apoptoz (Tip 1),
otofaji (Tip 2), nekroz (onkoz, Tip 3) ve mitotik katastrof olacak sekilde dort farkli tipte
siniflandirmistir (Taatjes ve ark, 2008).

Apoptoz tip I, genellikle kemoterapi ile uyarilan hiicre 6liimiiniin ana mekanizmast
olarak goriilmektedir. Ancak birgok kanser tiiriinde goriilen apoptotik mekanizmadaki
diizensizlik kemoterapi tedavisinin etkinligini diistiriir ve hiicrelerin hayatta kalmasina izin
verir (Xu ve ark, 2016).

Yunancada kendini (“auto”) yeme (“phagy”) anlamia gelen otofaji tip II terimi, ilk

kez hiicrelerin kendi bilesenlerini sindirebildigini gozlemleyen Belgikali bir biyokimyager



olan Christian de Duve tarafindan 1963’de tanimlanmistir. Yosinori Ohsumi, 1993 yilinda
maya ile yaptig1 caligmasinda otofaji ile ilgili olan genleri kesfetmis ve bu ¢aligmasi ile
2016 Nobel Tip Odiiliine layik goriilmiistiir (Glick ve ark, 2010; Xu ve ark, 2016).

Otofaji, dkaryotlarda uzun omiirlii proteinleri doniistiiren ve degrade eden, hiicresel
agregat ve hasar gOrmiis organelleri hiicresel homeostazi korumak i¢in kendi kendini
sindiren hiicresel bir siire¢ olarak tanimlanir. Bugiine kadar sindirimi gerceklestirilecek bu
yiikiin lizozoma gonderilme sekilllerinde ve islevlerindeki farklilik birbirinden ayirt
edilebilen makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji olmak iizere ii¢ ¢esit otofaji
tanimlamistir (Xu ve ark, 2016).

Otofaji, besin sikintisi, hipoksi, hipertermi ve oksidatif stres gibi fizyolojik ve
patolojik kosullar altinda ila¢ ve radyasyona yanit olarak aktif hale geger (Xu ve ark, 2016).
Otofaji siirecindeki defektler hasarli proteinlerin ve/veya genomik hasarin birikmesine yol
acar ve nodrodejenerasyon, enfeksiydz hastaliklar, kalp hastaliklar1 ve kanser gibi
hastaliklara neden olabilir. Otofaji tiimér biiyiimesini baskilayabilmesine ragmen, stres
altinda timor hiicrelerinin hayatta kalmasini tesvik edici rol oynar. Otofaji baskilanmasi
kanser hiicrelerini kanser tedavisine kars1 duyarli hale getirebilir fakat apoptozun yetersiz
kaldig1 kosulda, “otofajik hiicre 6liimii” olarak adlandirilan bir siire¢ ile hiicre Sliimiine
neden olabilir (Glick ve ark, 2010). Bu karmasik siireg, otofaji ile iligkili genlerce kodlanan
molekiiller tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir ve niikleasyon, uzama, olgunlasma,
flizyon ve degradasyon olmak {izere bes ana asamaya boliinebilir (Xu ve ark, 2016).

Otofaji, en belirgin morfolojik degisimi olan genelde endoplazmik retikulumun (ER)
katkida bulundugu iki lipit katmanindan tiiretilen fagofor olarak da bilinen bir izolasyon
membrani ile baslar. Memeli hiicrelerinde fagofor membraninin kesin kaynagi tartismali
olsada yapilan ¢alismalar ER’nin yani sira, plazma membrani ve mitokondri, trans golgi ve
endozomlarin membranlarininda fagofor olusumunda rol oynadigin1 gostermistir. Daha
sonra fagofor protein agregatlari, organeller ve ribozomlar gibi intraseliiler yiikleri yutmak
icin genigler ve boylece yikilacak hedef otofagozom (otofajik kesecik) olarak bilinen
karakteristik ¢ift membranli kesecikler tarafindan cevrelenir. Yikima ugrayacak otofajik
hedefi lizozoma tagiyan olgun otofagozomun dis membrani ardindanotolizozom adli yapiy1
olusturmak i¢in lizozom zar1 ile birlesir. Otofagozom zar1 ve otofajik hedef lizozomun
icerisinde bulunan asidik hidrolazlarin aktivitesi ile bozulur. Lizozomal permeazlar ve
tagtyicilar, aminoasitleri ve diger katabolik irlinleri, farkli metabolik yollarda,
makromolekiil yapiminda ve enerji elde etmek amaciyla daha fazla bozulmaya ugramasi

icin yeniden sitoplazmaya geri verir (Glick ve ark, 2010; Xu ve ark, 2016). Bu hiicre 6liim



sekli kaspazlarin etkinliginden bagimsiz gerceklestigi i¢in apoptozda goriilen DNA’nin
merdiven goriimiindeki kiriklar1 ya da apoptotik cisimcikler gozlenmemektedir. Otofaji
mekanizmasini kullanarak 6len hiicrelerin fagositler tarafindan yok edilmesi apoptoza gore
daha gec ve rastgele gerceklesmektedir (Yonekawa ve Thorburn, 2013).

Clarke’nin tanimina gore Tip III lizozomal olmayan hiicre 6liimiinde ise, organeller ve
bosluklar belirgin bir sekilde genisler, hiicresel dejenerasyon lizozomlarin herhangi bir
etkisi olmadan ilerler (Ziegler ve Groscurth, 2004).

Belirli kosullarda yada bazi1 organlarda hiicre 6liimii tiplerinden birkag1 ayni hiicrede
goriilebilmektedir. Bu durum ayni hiicrede ayni uyaran tarafindan birden fazla 6lim

mekanizmasinin etkinlestirilebilecegini gostermektedir (Fadeel ve ark, 1999).

2.4. Apoptoz

Apoptoz terimi ilk kez 1972’de Kerr ve arkadaslar tarafindan, embriyonik gelisim
sirasinda hiicrelerin ortadan kaldirilmasi, saglikli yetiskin dokularda normal hiicre
doniistimii ve hormon bagimli atrofi sirasinda gozlenen belirli bir morfolojiye sahip hiicre
Olimiinii tarif etmek iizere Onerilmistir.

Apoptoz alanindaki gelismeler, ¢cok basit yapili ve bir¢ok hiicresi olan Caenorhabditis
elegans nematodunda “programlanmis hiicre 6liimii ve organ gelisiminin genetik olarak
diizenlenmesi” baslikli ¢alisma ile 6nem kazanmistir. Bu ¢alismay1 gerceklestiren Sydney
Brenner, Robert Horvitz ve John E. Sulston adli bilim adamlarmin 7 Ekim 2002’de Tipta
Nobel Odiiliine layik goriilmesinin ardindan bu alana ilgi artmis ve giiniimiize kadar devam
etmektedir (Schultz ve Harrington, 2003).

Apoptoz c¢ogunlukla tip I programli hiicre 6limii (PCD) olarak adlandirilan aktif
hiicresel yikimin 6nemli bir seklidir (Nguyen ve Blaho, 2009). Her hiicre yasam ve 6liim
icin genetik olarak programlanmistir. Apoptoz hiicre i¢i intihar programlarindan biri olsa da
aslinda canlilarin gelisimi ve homeostazi i¢in gerekli hiicresel bir davranistir. Geleneksel
olarak, apoptoz (hiicre-otonom) bir fenomen olarak kabul edilmistir (Kawamoto ve ark,
2016).

Apoptozun, fizyolojik programlanmis hiicre Oliimiiyle iliskili oldugu, embriyonik
gelisim temelini olusturdugu ve histogenetik siirecin sonunda doku homeostazisini iyi
muhafaza ettigi bilinmektedir (Bottone ve ark, 2013). Bu nedenle apoptoz, biitiin gelismis
canlilarda baz1 hiicre populasyonlarinin ortadan kaldirilmasi (Gerschenson ve Rotello, 1992)

ile embriyo doneminden baglayarak, yaslanmaya kadar (Doonan ve Cotter, 2008) tiim



yasam boyunca gerceklesmektedir (Arends ve ark, 1990; Elmore, 2007; Martinezve ark,
2010).

Apoptoz bagisiklik sisteminin diizenlenmesi ve diizgiin gelisimi, kimyasal uyarimh
hiicre 6liimii, hormon bagimli atrofi, embriyonik ve beyin gelisimi sirasinda vazgecilmez
olan evrimsel ve genetik olarak korunmus, 6zenle regiile edilen bir biyolojik islemdir
(Arends ve ark, 1990; Johnson ve ark, 2000; Elmore, 2007; Martinez ve ark, 2010). Deri,
gastrointestinal sistem ve immun sistem gibi hiicre yapim-yikiminin hizli oldugu pek ¢ok
dokuda devamliligin saglanmasi i¢in yaglanan hiicrelerin ortadan kaldirilarak yeni hiicrelere
yer agilmasi apoptozla gerceklesir (Cohen, 1998). Boylece apoptozun, dokunun yeniden
bicimlenmesi, rejenerasyonu ve morfojenezi sirasinda fizyolojik siireclere katkida
bulundugu agiktir (Kawamoto ve ark, 2016).

Apoptoz, normal fizyolojik gelisme, doku biitiinliigli ve homeostazin yani sira
cevresel streslere yanitta, gereksiz veya potansiyel zararli hiicreleri yok etmek i¢in izlenen
bir mekanizma olarak hastaliklara kars1 savunmada da énemli bir rol oynamaktadir (Danial
ve Korsmeyer, 2004; Cotter, 2009; Long ve Ryan, 2012; Dabrowska ve ark, 2016;
Kawamoto ve ark, 2016).

Fizyolojik biliylime kontrolii ve doku homeostazi, proliferasyon ve hiicre olimi
arasinda bir denge s6z konusudur (Fulda ve Debatin, 2006). Apoptoz mekanizmasi
yaslanan, islevlerini yitiren, gelismesi bozulan, fazla iiretilen ve DNA’sinda hasar tasiyan
hiicrelerin giivenli bir sekilde yok edilmesini saglar (Kerr ve ark, 1972; Vaux ve Korsmeyer,
1999). Bu nedenle cesitli fizyolojik ve patolojik durumlarda ortaya ¢ikan hiicrenin igsel
6lim programi (Fulda ve Debatin, 2006) oldugu i¢in ¢esitli hastaliklarin ve anormalliklerin
patogenezi ile yakin iliskilidir (Cryns ve Yuan, 1998; Diamantis ve ark, 2008). Bu dengenin
bozulmasi, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve asir1 hiicre kaybina neden oldugu i¢in bir¢ok
hastaligin molekiiler temelidir (Fulda ve Debatin, 2006).

Iskemik hastaliklarda doku hasar1 veya nérodejeneratif bozukluklarda doku kaybi
dahil olmak iizere bircok hastalik, asir1 apoptoz ile iliskilendirilmistir. Ayni sekilde,
hiperproliferasyon veya yetersiz apoptoz, kardiyovaskiiler veya otoimmiin hastaliklarda ve
ayrica tiimor olusumunda da 6nemli bir rol oynamaktadir (Crawford ve ark, 2011). Ayrica,
disregiile apoptoz sinyalleri, osteoporoz ve ateroskleroz gibi yasla iliskili diger
rahatsizliklara ve belki de yaslanma siirecine etki edebilir (Fadeel ve ark, 1999). Cesitli
hastaliklarin ve anormalliklerin patogenezinde programlanmis hiicre 6liimii arasindaki iliski
giinlimiizde, kanser, Alzheimer hastalig1 ve AIDS gibi hastaliklarin tedavisinde tiim proses

tizerinde etkili etkenleri spesifik bir sekilde hedefleyerek, hiicre liimiiniin yeniden kontrol



altina alma ihtimalinin olmas1 apoptotik mekanizmalar1 aydinlatacak ¢aligmalarin artmasina
neden olmustur (Diamantis ve ark, 2008).

Apoptoz normal gelisim sirasinda ve hiicresel strese bir yanit olarak tetiklenir
(Nguyen ve Blaho, 2009). Fizyolojik siiregte biiylime faktolerlerinin hiicreye ulagsamamasi,
oksidatif stres, UV, hipoksi ve enfeksiyonun etkisi sonucu olusan hasarli hiicreler apoptotik
mekanizmanin indiiklenmesi ile yok edilir (Cryns ve Yuan, 1998). Ayrica 1s1 soku,
radyasyon, ozmotik stres, sitotoksik ilaglar, enfeksiyon ve kanserojen transformasyon gibi
cesitli i¢ ve dis sinyaller tarafindan apoptoz indiiksiyonu tetiklenir. Bu nedenle antikanser
ilaclar1, g-1s1nlama, intihar genleri yada immunoterapi gibi cesitli sitotoksik yaklasimlarla
tiimor hiicrelerinin 6liimii, genelde apoptozun indiiksiyonu araciligi ile gergeklesir (Fulda ve
Debatin, 2006).

Apoptoz programlarindaki defekt veya hayatta kalma sinyallerinin baskinligi
nedeniyle apoptozun aktivasyonundaki yetersizlik kansere direncle sonuglanabilir. Agresif
tedavilere ragmen, bir¢cok tlimoriin mevcut tedavi protokollerine direnci hala kanser
tedavisinde biiylik bir problem olusturmaktadir. Bu nedenle, kanser sagkalimini
tyilestirmeye yonelik giincel girisimler, Ozellikle tiimor hiicre direncini hedefleyen

stratejileri icermelidir (Fulda ve Debatin, 2006).

2.5. Apoptozun Kesfi ve Tarihgesi

Hiicre Oliimii, uzun yillar hiicrenin morfolojik degisimlerinden yararlanilarak
tanimlanmistir. Hiicre oliimii hakkinda ilk veriler 1842 yilinda Carl Vogt tarafindan
kurbaganin embriyo gelisimini arastirirken elde edilmistir. Fakat veriler “dogal hiicre
olumii” ilkesine ait olsa da o zamanlarda hiicre 6liimii olarak degerlendirilmemistir (Clarke
ve Clarke, 1996; Cotter, 2009). Bu kesiften itibaren, yapilan diger ¢caligmalarla birlikte hiicre
6limii alanindaki gelismeler hizla artmistir.

Hiicre Oliimii, canli bir hiicrenin normal formu anlasilinca, yani 19. yiizyilin
ortalarinda anlam kazanmaya baslamistir. Hiicre 6liimii kavrami, 1859 yilinda Rudolph
Virchow tarafindan hiicre 6limii tanimindan baslayarak, 1885 yilinda kromotoliziz diye
tanimlanan nekrozdan farkli bir hiicre 6liim seklinin tanimlanmasi ile devam etmistir
(Formigli ve ark, 2004).

Embriyonik gelisim siiresince hem gelisim hem de homeostazin normal bir pargasi
olarak ortaya ¢ikan hiicre 6limii fenomeni 1951°de Glucksmann tarafindan tekrar gdzden

gecirilmis ve hiicre niikleusunda meydana gelen morfolojik degisimlere bagl olarak hiicre



Olimii 3 smifa ayrilmistir. Kerr tarafindan 1965 yilinda karaciger hiicrelerinde portal ven
ligasyonundan sonra gesitli 6liim tipleri tanimlanirken Saunders tarafindan 1966 yilinda
caligmalara devam edilmistir (Glucksmann, 1951; Saunders, 1966; Diamantis ve ark, 2008).

20. yiizyilda yapilan 6nemli g¢alismalarin bulgular1 kilometre tasi gibi apoptotik
mekanizmalarin kesfedilmesini saglamistir. Aberdeen Universitesi'nde calisan ii¢ patolog
John Foxton Ross Kerr, Andrew H. Wyllie ve Sir Alastair Robert Currie 1970’lerde,
tiimorlerdeki hiicre 6liim olaylarmi ve organ atrofisini arastirirken Glucksmann’in “Hiicre
Oliimleri” tanmimin1 yeniden sekillendirmislerdir (Diamantis ve ark, 2008). Kerr, Wyllie ve
Currie hiicrelerin genellikle travma sonucu olusan nekrotik doku hasar1 ile daha uzun siiren
ve morfolojik olarak hiicre oliimiinden farkli olan iki farkli 6liim sekline sahip oldugunu
bildirmislerdir (Anjum ve Khar, 2002). Boylece apoptoz hakkindaki ilk bilgiler Journal of
Pathology dergisinde 1971°de yayimlanan Shrinkage Necrosis bashikli makalesi Kerr
tarafindan literatiire kazandirilmistir. Kerr, Wyllie ve Currie Yunanca’da diisen yapraklar
anlamina gelen apoptoz terimini, hiicre 6liimiiniin ardindan apoptotik hiicrelerin dogal
cevrelerinden adherans kapasitesinin azalmasina dikkat ¢ekmek i¢in kullanmiglardir (Kerr,
1971).

Kerr (1971) tarafindan biliziisme nekrozu olarak tanimladigt bu o6liim seklinde,
hiicrelerin kendilerini membran ile gevrelenmis apoptotik cisimlere pargalayarak intihar
ettigini belirterek bunun mitozun tersi rol oynayabilecegini bildirmislerdir (Kerr ve Searle,
1972; Fadeel ve ark, 1999; Formigli ve ark, 2004). Hiicre 6limii esnasinda hiicrelerin
niikleuslarinda kromatin kondenzasyonunun meydana geldigi ve organel yapilarinin iyi
korundugu, niikleer yapilarin membrana ilisik oldugu rapor edilmistir (Kerr, 1971).

Wyllie (1980), programlanmis hiicre Oliimii {lizerine yaptigi bir caligmasinda
olgunlagsmamis timiis hiicrelerinin glukokortikoidlere maruz birakildiktan sonra apoptotik
hale geldiklerini gostermistir. Ayrica niikleer kromatinlerden niikleozom zincirlerinin
eksizyonu ile meydana gelen DNA fragmentlerinin olusumuna morfolojik degisimlerin eslik
ettigini ve bu fragmentlerin hiicre i¢i lizozomal olmayan endoniikleazin aktivasyonu yoluyla
gergeklestigini gostermistir. Duke ve ark (1983) yaptiklar1 ¢alismada Wyllie’nin (1980)
hipotezini glukokortikoid ile apoptozu indiikledikleri timiis hiicrelerinde endoniikleazlarin
aktive olarak 180 baz ciftinden olusan DNA fragmentlerinin olustugunu elektroforetik jel
aymrimi yaparak dogrulamistir. Boylece apoptozda DNA biitiinliigiiniin bozunmasimin ilk
kanit1 olan karakteristik merdiven seklinde DNA bantlarmin olustugu ilk kez gosterilmistir.
Elde edilen bu verilerin ardindan apoptoz konusunda c¢alismalar hizla artmstir.

Omurgalilarda, hiicre 6liimii Hamburger ve Oppenheim (1982) tarafindan gelismekte olan
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sinir sistemi ve Duvall ve Wyllie (1986) tarafindan bagisiklik sisteminde daha kapsamli
incelenmistir.

Cohen (1993) timiis hiicreleri iizerine yiiksek dozda steroid uygulamis, calismanin
sonucunda hiicrelerin direkt apoptoza yonlendirilmedigini once hiicrenin apoptoza
yonlenmesini saglayan genlerin aktive edildigini gostermistir. Boylece apoptozun genetik
mekanizmalar tarafindan diizenlenen kontrollii bir hiicre 6liimii oldugunu ifade etmistir.

Apoptoz, uzun yillar embriyolojik gelisimin bir siireci olarak degerlendirilmis, fakat
1990’ yillarin basinda apoptozun gelisimini tamamlanmis hayvan hiicrelerinde

tanimlanmasiyla konu daha ilgi ¢ekici hale gelmistir (Kidd, 1998; Kroemer ve ark, 1998).

2.6. Apoptoz ve Nekroz

Nekroz, bir veya daha fazla sayida hiicrenin, dokunun ya da organin aktif olarak bagka
bir uyar1 almadan geri doniisiimsiiz sekilde hasar gdérmesi sonucu goriilen hiicre 6liimiiniin
patolojik veya tesadiifi bir seklidir (Fadeel ve ark, 1999; Elmore, 2007). Nekroz,
nonapoptotik, kaza sonucu 6liim i¢in kullanilan bir terimdir ve hiicrenin ¢evreden bagimsiz
icerigini artik izole bir yap1 i¢inde tutamayacagi ortak nihai son noktayi temsil eder (Fink ve
Cookson, 2005). Yaygin biyokimyasal belirteglerin yoklugunda, erken plazma membran
permeabilizasyonu ve plazma zarinin yapisal biitiinliigiiniin kaybi1 nekrozun ayirt edici
ozelligi olarak kabul edilir (Fink ve Cookson, 2005; Jiménez-Ruiz ve ark, 2010). Zar
biitiinligilinlin kaybolmasi ile hiicre pargalanir ve sonug olarak zararl hiicresel bilesenlerin
salinmasi ile bir dizi bitisik hiicre etkilenir ve ¢evre dokuda eksiidatif inflamasyon gelisir.
(Fadeel ve ark, 1999). Bu nedenle nekroz, birlikte gruplanmis olan ve bir inflamatuvar
reaksiyon ile iliskili olan ¢ok sayida hiicreyi icerecek sekilde meydana gelir (Lossi ve
Merighi, 2003).

Nekroz, mitokondri de dahil olmak {izere organellerin ve sitoplazmanin geri
doniisiimsiiz sismesi ile karakterizedir ve bu nedenle de siklikla onkozis olarak adlandirilir
(Fadeel ve ark, 1999; Vanden Berghe ve ark, 2013). Plazma membraninin iyon transport
sistemi bozuldugu i¢in hiicre igine su ve kalsiyum girisi gézlenir. Hiicre igerisinde kalsiyum
girisinin artmasi endoniikleazlar1 aktiflestirir ve DNA’da kiriklar meydana gelirken niikleus
zar1 parcalanir. Hiicrelerin biitiinliigliniin bozulmasi ile hiicre i¢i lizozomal enzimler ve
diger bilesenler hiicre dis1 ortama salinir (Lossi ve Merighi, 2003).

Hiicreler nekroz ile 6ldiigiinde, iki ana tip mikroskobik veya makroskobik goriiniim

sergilerler. Birincisi, kollektif nekroz olarak da bilinen erime nekrozu (kollikuasyon
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nekrozu, likefaksiyon nekrozu), 6lii dokunun kismen veya tamamen ¢oziinmesi sivi, viskoz
bir kiitleye doniismesidir. Doku ve hiicre kaybi, erime nekrozunda saatler i¢cinde gerceklesir.
Erime nekrozu geciren dokularda yapiskan, sivi benzeri yap1t meydana gelir. Bu morfolojik
gorliniisiinde, nekrotik hiicrelerde hiicresel organellerin bozulmasina neden olan hidrolitik
enzim aktivitelerinin pay1 vardir. Erimeden sorumlu enzimler, ya bakteriyel hidrolitik
enzimler ya da lizozomal hidrolitik enzimlerdir. Erime nekrozunun tersine diger bir model
olan koagiilasyon nekrozu hiicre 6liimiinden birka¢ giin sonra nekrotik dokunun normal
yapisina doniisiimii ile karakterizedir (Alvarez ve ark, 2010).

Nekroz ile 8lmekte olan hiicrelerin morfolojisi oldukea cesitlidir. Oliim siirecinde olan
hiicrede ¢ekirdek ge¢ dagilir ve bazen kromatin yogunlagsmasi olusur, hiicre zari1 erken
gecirgen hale gelir. Organeller dilate olabilir ve ribozomlar endoplazmik retikulumdan
ayrilabilir. Ancak nekrotik hiicre dliimiinde piknotik ve parcalanmis ¢ekirdekleri ortak bir
ozellik degildir (Fadeel ve ark, 1999; Vanden Berghe ve ark, 2013).

Nekrotik hiicreler laktat dehidrojenaz da dahil olmak {izere sitozolik enzimlerin
salinimi ile biyokimyasal ve tripan mavisi, propidyum iyodiir ve 7-aminoaktinomisin D gibi
membran-gegirgen boyalar ile morfolojik olarak tanimlanir (Fink ve Cookson, 2005).

Apoptoz ise diger hiicre Olimii kategorilerinden farklt ayirict morfolojik ve
biyokimyasal 6zellikler ile karakterize edilen oldukca iyi diizenlenmis hiicre intiharidir
(Kerr ve ark, 1972; Kroemer ve ark, 2005). Apoptoz ile iligkili morfolojik degisiklikler ilk
kez 1885 yilinda Walther Fleming tarafindan tanimlanmistir (Cotter, 2009). Apoptozda,
morfolojik olaylar iyi bir koreografik diizen i¢inde meydana gelir (Fadeel ve ark, 1999).
Hiicre Oliim Terminoloji Komitesi (NCCD)’ne gére hiicre éliimiiniin spesifik morfolojik
goriiniimii ile apoptoz terimini tanimlamistir (Jiménez-Ruiz ve ark, 2010). Bu tanima gore
morfolojik degisiklikler apoptotik hiicrelerin hem ¢ekirdeginde hem de sitoplazmasinda
yogunlasma ile meydana gelir (Kerr ve ark, 1972; Fadeel ve ark, 1999; Kroemer ve ark,
2005). Boylece niikleer otoliz ve hiicre parcalanmasi ile karakterize olan apoptoz, nekroz
veya kazara hiicre olimiinden ayirt edilir (Formigli ve ark, 2004). Apoptozun morfolojik
Ozellikleri, doku i¢inde stabil hiicre populasyonlarinin korunmasinda mitoz ve sitokineze
tamamlayict  bir rol oynadigindan kontrolli hiicre delesyon mekanizmasindan
kaynaklanmaktadir (Fink ve Cookson, 2005).

Apoptoz genelde etrafindaki hiicrelerin hiicre 6liimiinii indiiklemediginden, tek basina
bir hiicreyi etkileyen aktif enerjiye ihtiya¢ duyan bir 6liim seklidir. Bu nedenle inflamasyon
veya doku yaralanmasina neden olmadigindan, embriyogenez sirasinda ve yetiskin

dokularda normal hiicre dongiisiindeki roli i¢in uygundur (Fadeel ve ark, 1999; Elmore,
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2007). Bu tiir 6zellikler apoptozun, ¢esitli noktalarda potansiyel olarak manipiile edilebilen
veya kontrol edilebilen diizenli bir genetik program oldugunu gosterirken, nekroz bu kontrol
noktalarindan yoksun bir hiicre 6liim formudur. Bu ayirt edici morfolojik farkliliklar,
apoptozun tanimlanmasi ve Ol¢iilmesi i¢in en yaygin olarak kullanilan bazi tekniklerin
temelini olusturur ve boylece 151k veya elektron mikroskobu kullanilarak yapilan morfolojik
tanimlama, apoptozu tanimlamak ve nekroz ile karsilastirmak icin en iyi yollardan biridir
(Doonan ve Cotter, 2008).

Apoptoza ve nekroza neden olan histolojik ve fizyolojik etkiler farkhidir (Wyllie,
1980; Walker ve ark, 1988) (Tablol). Hiicrenin nekroz veya apoptoz ile lme kararinin
biiyiik 6l¢lide maruz kaldigi hasarin diizeyine bagl oldugu diisiiniilmektedir (Fadeel ve ark,
1999). Genellikle ayn1 uyaranin yiiksek ve diisiik dozlarina yanit olarak apoptoz veya
nekroz meydana gelir (Doonan ve Cotter, 2008). Radyasyon, sicaklik, hipoksi ve sitotoksik
antikanser ilaglar1 gibi uyaranlar diisiik dozlarda apoptozu indiikler. Fakat ytliksek dozlardaki
bu uyaranlar hiicrede c¢esitli travmalar olusturdugu icin nekroza neden olabilir (Elmore,
2007). Ayrica, baz1 patolojik kosullar altinda her iki hiicre 6liimii, yani nekroz ve apoptoz
ayn1 anda olusabilir (Fadeel ve ark, 1999).

Nekroz, hiicrelerde uzun bir siire hipertermi, ozmotik sok, mekanik stres, donma-
¢oziilme ve yiiksek konsantrasyonlarda hidrojen peroksit (H,O,) gibi asir1 fizikokimyasal
stresin sonucunda meydana gelir (Vanden Berghe ve ark, 2013). Bunun yaninda hipoksi,
iskemi, kompleman atagi, arsenik, siyanid, insektisitler gibi metabolik zehirler, agir
metallerin yiiksek konsantrasyonlari, siddetli oksidatif stres, litik viral infeksiyonlar ve
dogrudan hiicre travmasi, gibi toksik uyaranlara maruz kaldiginda ve radyasyon veya UV
1sinlamaya maruz kalma gibi asir1 g¢evresel kosullarda ortaya c¢ikar (Schwartzman ve
Cidlowski, 1993; Fadeel ve ark, 1999; Vanden Berghe ve ark, 2013). Bu kosullarda, hiicre
tizerindeki stresin geri doniisiimsiiz yaralanmaya neden olmasinin ardindan, hiicre 6liimii
hizla gerceklesir ve bu nedenle bu hiicre 6lim siireci tesadiifi ve kontrolsiiz olarak

tanimlanmistir (Vanden Berghe ve ark, 2013).
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Tablo 1. Nekroz ve apoptozun karsilastirilmasi (Bjelakovié¢ ve ark, 2005; Elmore, 2007).

Nekroz Apoptoz
Morfolojik ozellikler
e Membran biitiinliigii kaybolur. e Membran yiizeyinde tomurcuklanma olur

e Sitoplazma ve mitokondrinin sismesi ile baslar.
e Toplam hiicre lizizi ile biter.

e Vezikiil olusumu yok, tam liziz gerceklesir.
e Organeller pargalanir. (sigmesi)

Biyokimyasal 6zellikler
e Iyon homeostazinin regiilasyonu kaybolur.

e Enerjiye gerek yoktur. (pasif siireg, ayrica
4°C’de gerceklesir.)

e DNA’'nin fragmentlere ayrimi rastgele olusur
(agaroz jel elektroforezinde DNA’nin smear
goriintiisii elde edilir)

e Postlitik DNA fragmentasyonu gergeklesir.
(=0liimiin son olay1)

Fizyolojik 6nemi

e Komsu hiicre gruplarini etkiler.

e Fizyolojik olmayan bozukluklar (litik virtisler,
hipotermi, hipoksi, iskemi, metabolik zehirler)
ile uyarilir.

e Makrofajlar tarafindan fagositoz gergeklesir.

e Onemli inflamatuvar yanit olusur.

ancak biitiinligiinii kaybetmez.

¢ Niikleer membranda kromatin toplanir.

e Sitoplazmanin  kiigiilmesi ve  niikleusun
yogunlagmasi ile baglar.

¢ Hiicrenin par¢alanmasiyla daha kii¢iik yapilara
ayrilir.

e Membran bagli vesikiiller olusur (apoptotik
cisimler).

e Aktivasyon ve enzimatik adimlar1 igeren siki
bir sekilde diizenlenmis siirectir.

e Enerji (ATP) bagimh (aktif siireg, 4°C’de
gerceklesmez)

e DNA’'nin rastlantisal olmayan mono ve
oligoniikleozomal uzunlukta fragmentasyonu
gerceklesir.  (agaroz jel elektroforezinden
merdiven deseni=ladder pattern goriintiisii elde
edilir)

e Prelitik DNA fragmentasyonu gergeklesir.

e Mitokondri tarafindan sitoplazmaya c¢esitli
faktorler (sitokrom C, AIF  (Apoptoz
indiikleyici faktor)) salinir.

¢ Kaspaz kaskadinin aktivasyonu meydana gelir.

e Membran asimetrisinde degisiklikler meydana
gelir. (diger bir deyisle, membranin sitoplazaya

bakan kismindan membranin hiicre dist
tarafina fosfatidilserin translokasyonu
gerceklesir.)

e Tek tek hiicreleri etkiler.

e Fizyolojik uyaranlara (biiyiime faktorlerinin
eksikligi, hormonal ortamdaki degisiklikler)
bagli olarak uyarilir.

e Komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan
fagositoz gerceklesir.

e inflamatuvar yanit olugmaz.

Hiicrenin apoptoz ile 6liimiine sebep olan etmenler koloni uyarici faktorler (CSF), IL—
2, noron biliylime faktor (NGF), timor nekroz faktor (TNF), insiilin benzeri biiyiime faktor
(IGF), gibi hiicre dis1 uyaranlarin ortamda azalmasi, yiiksek doz glukokortikoid, hiicresel
yaslanma, sitotoksik T lenfositler, Fas (6liim reseptorii) veya TNFR-1 (Tiimor nekroz faktor
reseptOrii-1) reseptorlerinin aktivasyonu, kanser ilaglari, radyasyon, viriisler, (HIV gp120
proteini gibi) biiylime faktorii eksikligi, cesitli antijenler ve ¢ok siddetli olmayan oksidatif
stres gibi pozitif uyaranlardir (Carson ve Ribeiro, 1993; Proskuryakov ve ark, 2003;
Arslanytiregi, 2009).
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2.7. Apoptotik Siire¢

Apoptotik siireg, hiicrenin ¢liimiine neden olan sinyal ile indiiklenmesiyle baslar ve bu
sinyalin transfer edilmesinin ardindan etkisine bagli olarak efektor sistemi uyarir. Boylece
sinyal enerji bagimli kaskad sistemine iletilir ve son bulur.

Bu siireci 4 ayr1 agsamada 6zetleyebiliriz (Sekil 1):

1. Erken veya baslangic asamasi: Apoptoz, apoptotik cevaba sebep olacak cesitli
hiicre i¢i veya hiicre dis1 bir sinyalin hiicre ylizey reseptorlerini uyarmasi sonucu baslar.

2. Sinyal transfer asamasi: Sinyalin veya metabolik durumun algilanmasi ve bu
algilanan durumun hiicre 6liim efektdr sistemine ulastiriimasi ile devam eder.

3. Efektor asamasi: Efektor kaspazlarin aktiflesmesi ile apoptotik sinyal kaspaz
kaskad sistemi boyunca ilerler.

4. Hiicre 0liimiinden sonraki asama: Hiicrenin plazma membraninin ve hiicre
organellerinin biitiinliigliniin korundugu apoptotik cisimler olusur. Ardindanhizli bir sekilde
fagositik hiicreler tarafindan taninip ¢evredeki hiicrelere zarar vermeden sonlanir (Fadeel ve

ark, 1999).

Plazma membranmda
tomurcuklanma baslar \
Organeller parcalanir

APOPTOZ

Normal Hiicre Cekirdek ve organeller yikilir
Plazma membram tomurcuklanmaya devam eder

Inflamatuar yamt olusmaz @ e

65
h\\-- ________ '6’3
) 7 i

Apoptotik cisimcikler olusur

Apoptotik cisimciklerin fagositozu

Sekil 1. Apoptotik siirecin asamalar1 (Abou-ghali ve Stiban, 2015).
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2.8. Apoptozun Biyokimyasi

Apoptozun erken safthalarinda, morfolojik olarak goriilen ilk degisiklik kromatinin
niikleus zarmin altinda yogunlasip kondanse olmasidir. Bunun yani sira DNA pargalanr,
niikleer piknozis ve karyoreksis (¢ekirdegin kiiciik parcalara ayrilmasi) meydana gelir
(Smkovics, 1991). Apoptoz sirasinda niikleer morfolojik degisiklikler ¢ok farklhidir ve
efektor kaspazlar bu siireglerde merkezi bir rol oynar (Johnson ve ark, 2000).

Hiicre biizlilmesi, neredeyse tiim uyaranlardan bagimsiz meydana gelen apoptoz ile
hiicre 6liimiiniin en yaygin Ozelliklerinden biridir. Hiicre hacminin birincil belirleyicisi
sudur ve bu da K', Na" ve CI iyonlari gibi ozmotik olarak aktif partikiillerdeki
degisikliklerle kontrol edilir. Bu durum fizyolojik kosullar altinda iyon gradientleri, ¢esitli
iyon kanallar1 ve pompalar tarafindan korunur. Apoptoz baslangicinda hiicre ici Na'
miktarinda artis goézlenir ve sinyal olaylarimmi kontrol ettigi goriliir. Hiicrede biiziilme
ilerledikce, hem Na" hem de K iyonlarinin kayb1 olur ve Na'/K ™-ATPaz ve Ca™ bagimh
potasyum kanallarinin inhibisyonu bu biiziilme olaym azaltir. Ozellikle, bu iyonlarn
hareketinin, sadece biizilme olayinda degil, apoptotik siirecin ilerlemesinin
diizenlenmesinde de rol oynadigr disiintilmektedir. Hiicreler kiigiildiikce, komsu
hiicrelerden veya ekstraseliiler matriksden (ECM) ayrilirlar. Hiicreler ECM baglantilarindan
serbest kaldiginda, odak adhezyonlar organize olur ve kaspazlarin proteolitik aktivitesi
hiicre seklini siirdiiremeyen sitoskeletonu bozar ve homojen ozmotik basincin bir sonucu
olarak yuvarlaklasir (Doonan ve Cotter, 2008; Jiménez-Ruiz ve ark, 2010). Bunu, plazma
membraninin hiicre iskeletinden ayrilmasindan dolay1 hiicre ylizeyinde geri ¢ekilmeyen
kabarciklarin olusumu izler. Bu olayin aslinda, kaspazlar gibi proteazlar tarafindan hiicre-
hiicre temas faktorlerinin ayrilmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir (Doonan ve Cotter,
2008).

Calismalar membran kabarciklanmasinin fosforilasyon ile miyozin hafif zincirlerinin
aktivasyonunu gerektirdigi ve aktin hiicre iskeletinin yeniden diizenlendigi yoniindedir.
Bununla birlikte, membran kabarciklar1 icermeyen apoptotik hiicrelerin makrofajlar
tarafindan fagositozdan kolayca gegebilmesi, diger hiicre yiizeyi degisikliklerinden farkli
olarak, kabarciklarin tanima ve yutulmaya katkida bulunmadigimi gosterir. Hiicrelerde
kabarcik olusumu, karakteristik apoptotik cisimlerin olusmasimna kadar devam eder. Bu
apoptotik cisimlerin makrofajlar veya in vivo olarak fagositler tarafindan hizla
uzaklastirilmasi, birgok kiiltlir sisteminde gordiigiimiiz ge¢ donem apoptotik hiicre lizizi

olayini dnler. Boylece, apoptoz, ‘temiz’ bir siire¢ olarak tanimlanir, ¢ilinkii inflamasyona yol
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acabilecek potansiyel toksik veya immiinojenik hiicresel igeriklerin sizmasi Onlenir.
Sitoplazmik biiziilmeye genellikle niikleer kondenzasyon/piyoz ve DNA fragmentasyonu
gibi niikleer olaylar eslik eder (Doonan ve Cotter, 2008).

Niikleer kromatin, ¢oktiikten sonra niikleer membrana kars1 hilal ya da “yarim ay”
seklindeki bir morfolojiyi benimser. Cekirdege lokalize olan bir faktoér olan Acinus’un
(Apoptotik kromatin kondezasyonunu indiikleyen protein, kaspaz 3 substrati) aktivasyonu
da kromatin yogunlagmasina neden olabilir. Kromatin yogunlagmasi ilerledikg¢e, cekirdegin
tamami niikleer zarfla ¢evrili bir veya daha fazla pargaya ya da yogun bir graniiler kiireye
pargalanir. Kromatin kondensasyonu sirasinda niikleer kilif morfolojik olarak bozulmadan
kalir, ancak niikleer matriks ve lamina bilesenleri bozulur ve kromatinin toplanmasini
saglayan yapisal biitlinliiglin kaybolmasina neden olur (Doonan ve Cotter, 2008). Boylece
hiicrelerin sitoplazmasi yogunlasir, organelleri daha siki paketlenmis hale gelir (Sinkovics,
1991; Fadeel ve ark, 1999).

Apoptoz sirasinda sitoplazmik organellerde ya hi¢ yada ¢ok kiiciik modifikasyonlar
gozlenir (Jiménez-Ruiz ve ark, 2010). Daha sonraki agsamalarda, 6nce hiicre membraninda
bleb (hiicre yiizeyi kabarciklar1) olusur ardindan, yapisal olarak saglam organelleri ve
cekirdegin kisimlarmi igeren apoptotik cisimler olarak adlandirilan zara bagli pargalara
ayrilir (Sinkovics, 1991; Fadeel ve ark, 1999).

Apoptozun en karakteristik 6zelligi, DNA’nin interniikleozomal bolgelerden yaklagik
180-200 baz ¢ifti (b¢) uzunlugundaki niikleozom fragmentlerine, spesifik sistein proteazlar
yoluyla aktiflestirilen niikleus endoniikleotik kesimi ile karakterizedir (Elmore, 2007). Bu
fragmentler ultraviyole 15181 altinda merdiven tarzinda goriiniimii ile agaroz jel
elektroforezinde goriintiilenebilir (Bortner ve ark, 1995). Daha sonra, apoptotik cisimler
hizla in vivo olarak fagositler tarafindan alinir, yutulur ve bozulur (Fadeel ve ark, 1999).

Apoptotik hiicrelerde meydana gelen bir diger degisimde plazma zarinda olusur
(Cohen, 1998). Normal fizyolojik kosullar altinda, fosfotidil serin (PS) agirlikli olarak i¢
tabakada veya plazma membraninin sitozole bakan kisminda bulunur (Jiménez-Ruiz ve ark,
2010). Apoptozun erken evresinde fosfolipit tabaka asimetrik dagilimini kaybeder ve i¢
tabakada bulunan PS’nin aminofosfolipid transferaz enzimi ile plazma membraninin dis
yiizeyine translokasyonu gergeklesir (Cohen, 1998; Jiménez-Ruiz ve ark, 2010). Fosfolipit
asimetrisinin kaybi, PS’ye spesifik olarak baglanan ve fluoresan 6zellikteki annexin V ile
konjuge oldugunda akis sitometrisi ile deneysel olarak tespit edilebilir (Fink ve Cookson,
2005). PS’nin plazma membraninin dis yiizeyine translokasyonu, 6lmekte olan hiicrelerin

fagositozu i¢in bir tanima sinyali olarak hizmet eder (Jiménez-Ruiz ve ark, 2010). Fagositik
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hiicrelerde bulunan vitronektin ve lektin o6zelligindeki reseptorler PS ile baglanir ve
fagositozu uyarir (Cohen, 1998). Bununla birlikte apoptotik hiicrelerde goriilen bir baska
biyokimyasal 6zellik ise komsu hiicreler tarafindan apoptotik hiicrenin fagositozuna yol
acan hiicre yiizey belirteclerinin eksprese olmasidir (Bratton ve ark, 1997). Bdylece
apoptotik hiicreler dokularda inflamasyon olusumu gézlenmeden temizlenir (Chang ve
Yang, 2000). Bununla birlikte son zamanlarda yapilan in vivo genetik ¢aligmalar, apoptotik
hiicrelerin yutulma, proliferasyon, ve mekanik kuvvet dahil olmak {izere aktif bir sekilde
cevrelerindeki hiicrelerin davraniglarini etkilediklerini ortaya ¢ikarmistir (Kawamoto ve ark,

2016).

2.9. Apoptozun Uyarilmasi

Antikanser ilaclar, metabolik mekanizmalar ve hiicre siklus bozukluklari, 1s1, pH
azalisi, hipoksi, radyasyon, gamma ve ultraviyole 1sinlar gibi etkenler DNA hasari
olusturarak, dis etkenler yolu ile ayrica hiicrelere ¢evresindeki hiicrelerden ve hiicre dis1
matriksden gelen ihtiya¢ duydugu cevresel yasam sinyalleri ve biiylime faktorleri diizenli ve
yeterli miktarda ulasamadiklar1 takdirde hiicreler apoptoza giderler (Hirose ve ark, 1997;
Mountz ve Zhou, 2001).

Hiicrede apoptozu indiikleyen mekanizmalardan birinin de ROT (Reaktif oksijen
tiirleri) iretiminin artis1 oldugu ileri siiriilmektedir. ROT, bir tiir toksik bilesiktir ve
genellikle oksidatif stres olustugunda, hiicrede bulunan glutatyon (GSH) tarafindan
detoksifiye edilir. GSH diizeyi azaldiginda, ROT detoksifikasyonu basarisiz olur ve ROT,
redoks-duyarli 6liim yolu araciligiyla apoptoza neden olur (Circu ve Aw, 2010; Hongmei,
2012). Ayrica ROT seramid iizerinden veya dogrudan mitokondriyi uyararak sitokrom-c
salimimina yol acar ve bdylece kaspazlarin aktivasyonuna neden olarak apoptozu indiikler
(Portt ve ark, 2011). Mitokondriyal ROT ile mitokondriyal apoptotik yolak arasindaki
etkilesimi kanitlayan bir¢cok calisma mevcuttur (Shidoji ve ark, 1999, Simon ve ark, 2000;
Circu ve Aw, 2010). Bunun disinda hiicre i¢i Ca’" seviyesindeki artis ve hiicre i¢i pH’sinda
diisme, metabolik ve/veya hiicre siklusu bozukluklari gibi hiicre i¢inden gelen sinyaller de
hiicreyi apoptoza gotiiren merkezi 6liim sinyallerini olusturabilir (Circu ve Aw, 2010).
Apoptoz ayrica DNA hasarina yanit olarak, DNA tamir mekanizmalarinin aktivasyonu ile
indiiklenebilir. Boylece potansiyel olarak zararli, DNA hasarli hiicrelerin uzaklastirilmasina

ve kanser gelisiminin engellenmesine hizmet edebilir (Plati ve ark, 2011).
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2.10. Apoptozun Etki Mekanizmasi

Apoptozun ¢esitli seviyelerde regiilasyonu, hastaligin onlenmesinde gerekli olan
hiicresel sagkalim ve 6liim sinyali arasindaki hassas dengeyi korumak ig¢in gereklidir.
Kompleks sinyal yollari, g¢esitli etkilere yanit olarak apoptozu tesvik etmek veya inhibe
etmek iizere hareket eder (Plati ve ark, 2011).

Apoptozun mekanizmasi tam olarak aydinlatilamasa da, apoptotik hiicre 6liimiiniin
gerceklesebilmesi i¢in hiicrede ilgili genetik mekanizmay1 tetikleyebilecek bir sinyalle
karsilagsmas1 gerekir (Thompson, 1995; Mountz ve Zhou, 2001). Hiicreye ulasan pozitif ve
negatif sinyaller arasindaki dengenin bozulmasi hiicrenin apoptotik yolu tercih etmesine
neden olur. Hiicrelerin gelisimi ve normal hiicre siklusu i¢in gerekli olan biiylime faktorleri,
sitokinler gibi pozitif sinyallerin kesilmesi hiicrede apoptotik mekanizmalar1 akfiflestirir.
Bunun yaninda kimyasal ve fiziksel etkilerden dolayr TNF, Fas-Ligand ve limfotoksin gibi
negatif sinyallerin alinmasi da apoptozu tetikler (Yehielly ve Deiss, 2000; Basaran, 2005).
Bu nedenle apoptoz hiicre yiizey reseptorlerinin ligasyonu, sitotoksik ilaglar veya 1sinlama
ile tedavi sonucu olusan DNA hasari, hayatta kalma sinyallerinin eksikligi, genotoksik stres
veya gelisimsel 6lim sinyalleri ile aktiflesen, pek ¢ok protein tarafindan regiile edilen
hiicre-i¢i (mitokondri) ve hiicre-dis1 (6liim reseptorii) 4 farkli yolak {izerinden tetiklenebilir
(Raff, 1998; Vermeulen ve ark, 2005; Plati ve ark, 2011; Xu ve ark, 2016). Bu yolaklardan
ikisi kaspaz bagimli olarak gerceklesir ve hiicre zarindaki 6liim reseptorleri aracili olan
“ekstrinsik yolak”, digeri ise mitokondri tarafindan salinan kaspaz aktivator proteinlerinin
ve sitokrom c’nin tetikledigi kaspaz aktivasyon yolagi olan “intrinsik yolak™ olarak bilinir
(Kaufmann ve Gores, 2000; Reed, 2000; Vermeulen ve ark, 2005). Belirtilen iki yoldan ayr1
olarak, endoplazmik retikulum (ER) aracili apoptoz daha az bilinen bir ii¢lincii yoldur (Xu
ve ark, 2016). Apoptotik yolaklardan dordiinciisii ise kaspazdan bagimsiz meydana gelir
(Vermeulen ve ark, 2005).

2.10.1. Ekstrinsik Yolak

Apoptozu uyaran sinyallerin ekstrinsik yolak ile iletilmesinde, hiicre membraninda
bulunan &liim reseptdrlerini (DR) aktive eden ligandlar aracilik eder (Sekil 2). Oliim
reseptorleri, icinde en 6nemli grup en az 19 iiyesi olan ve tiim {iyeleri protein yapilt timdr
nekrozis faktor reseptor (TNFR) ailesidir. TNFR’ler C terminal uca yakin bulunan yaklasik
80 aminoasitten olusan, apoptik sinyalin iletiminden sorumlu 6liim bolgeleri (DD) igerirler

(Nagata, 1999).
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Reseptor ailesi TNF-R1, Fas/APO1, DR3, TNF ile iligkili apoptoza indiikleyici ligand
reseptorleri TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DRS), ve DR6’y1 igerir. TNF-o’nin igerdigi
diger reseptorler (FasL/APO1/CD95 reseptorii ve TRAIL/APO2L reseptorii) proliferasyon
ve sitokin tiretimi dahil olmak iizere diger biyolojik fonksiyonlar1 diizenler. APO2L/TRAIL
(DR4 ve DRY), FasL (Fas/APO1/CD95), ve TNF (TNF-R1) igeren pro-apoptotik ligandlar
reseptOr spesifiktir. Ligandlarin baglanmasi reseptorleri bir araya getirerek trimerizasyonuna
neden olur. Boylece adaptor protein icin bir baglanma bolgesi meydana gelir ve adaptor
proteinlerinde dahil oldugu reseptorlerin kiimelesmesi gerceklesir. Bu adaptér protein,
reseptorlere 6zgiidiir. Bunlar, Fas i¢in; Fas iligkili 6liim bolgesi (FADD) ve TNFRI ve
TNFR2 i¢in ise TNF iligkili 6liim bolgesidir (TRADD) (Plati ve ark, 2011).

Fas ligand1 (Fas L), sitotoksik T lenfositlerde ve dogal oldiirlicii (natural killer)
hiicrelerde bulunur. TNF-R1’in ligasyonu, TNF-R1’e TNF’nin baglanmasi ile gergeklesir.
Daha sonra, Fas reseptorii kendisinin intrasitoplazmik 6liim bdlgesi olan FADD ile TNF-R1
ise kendi intrasitoplazmik 6liim bdlgesi olan TRADD ile etkilesime girer (Hung ve Chow,
2004). Adaptor protein olan FADD ve baglatici kaspaz 8 ve 10 daha sonra 6liim-indiikleyici
sinyal kompleksi (DISC) olusturmak iizere reseptoriin intrasitoplazmik bdlgesine eklenir
(Khan ve ark, 2014). Bu komplekslerin olusumu 6liim indiikleyici sinyal baslatic1 kaspaz 8’1
aktiflestirir (Tilly, 2001; Nguyen ve Blaho, 2009; Plati ve ark, 2011). Baslatic1 kaspazlarin
aktivasyonuyla hiicre tipine goére DISC’de sinyal olusumu mitokondri aracili olan ve
olmayan hiicre Oliimiine neden olur (Ashkenazi ve Dixit, 1998). Baslatict kaspazlarin
aktiflesmesi efektor kaspazlarin otokatalitik aktivasyonunu veya Bcl-2 ailesinin iiyesi olan
Bid’in c-terminal bolgesini keserek aktif formu olan tBid’in olusmasini saglar (Tilly, 2001;
Hung ve Chow, 2004; Ashkenazi, 2008).

Aktif kaspaz 8’in, kaspaz 3’ii aktive etmesiyle ¢cok sayida hiicre iskeleti proteini ve
ICAD (Kaspaz yolu ile aktiflesen DNAz inhibitorii) parcalanir. Kaspaz 3 tarafindan
parcalanan ICAD’n, CAD (Kaspaz yolu ile aktiflesen DNAz) {izerinde inhibe edici etkisi
onlenir. CAD ise DNA’y1 180 - 200 bp uzunlugunda fragmentlere ayirir ve hiicrede apoptoz
meydana gelir (Schultz ve Harrington, 2003).

Aktif kaspaz 8 ayrica sadece bir BH-3 bolgesi igeren Bcl-2 ailesinin bir iiyesi olan
pro-apoptotik Bid proteinini keser ve tBid (kesilmis, kisaltilmis Bid, truncated Bid) yapisin
olusturur. Olusan tBid mitokondri membraninda bulunan Bcl-2 proteinini inhibe eder,
boylece Bcl-2’nin Bax proteini {lizerindeki inhibe edici etkisi kaybolur. Bax proteinleri
oligomerize olur ve sitokrom c¢’nin mitokondri membranindan geg¢isine imkan veren porlari

meydana getirir. Bu olusan porlar araciligiyla sitokrom ¢ mitokondriden sitoplazmaya gecer
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(Kaufmann ve Earnshaw, 2000; Bratton ve Cohen, 2001). Sitoplazmaya gegen sitokrom c,
once Apaf-1’e baglanir daha sonra yapiya prokaspaz 9’un baglanmasi ile apoptozom adi
verilen kompleksi olusturur. Inaktif formda olan prokaspaz 9 aktive olur. Bdylece ekstrinsik
yolaktaki sinyalin ve intraseliiler sinyallerin baslatic1 kaspazlar grubunda yer alan kaspaz
9’a iletilmesi ile intrinsik yolak aktiflestirilir. Aktif kaspaz 9, kaspaz 3’1 aktiflestirerek,
apoptotik yol kaspaz 3 {izerinden ilerler (Bratton ve Cohen, 2001).

Kompleks |
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Pro-kaspaz-3/7 Aktif kaspaz-3/7

Apoptozom

Sekil 2. Ekstrinsik apoptotik yolaklarin temel olaylarinin sematik gosterimi (Xu ve ark,

2016).

2.10.1.1. Fas-Fas ligand aracili apoptoz (CD9S Yolu)

En iyi karakterize edilen yiizey reseptorlerinden biri olan Fas (CD95, APO-1), hem
lenfoid hem de lenfoid olmayan hiicreler iizerinde genis dagilim gosteren 319 aminoasit tip
1 transmembran glikoproteinidir. Fas, dogal ligand1 FasL veya agonistik antikorlar ile
birlestiginde hedef hiicrelerde apoptotik bir sinyal baslatilir. Bir trimerik tip 2 transmembran
proteini olan FasL, aktif CD4" ve CD8" T hiicreleri tarafindan ekspre edilir. Fas ligand

membrana bagli veya solubl olabilir ve Fas hiicre yiizey reseptoriine baglanmadan once

21



metalloproteinazlarla membran bolgesinden ayrildiktan sonra ¢6ziiniir formda serbest kalir.
Fas-FasL etkilesimi, reseptor oligomerizasyonuna neden olur (Schultz ve Harrington, 2003).
FasL’nin Fas reseptoriine baglanmasi ile Fas reseptoriiniin intraseliiler kismida bulunan
bolgesi, FADD birlesimi ile DISC’1 olusturur. Boylece kaspaz 8 ve kaspaz 10 aktiflesir. Bu
kaspazlar prokaspaz 3’1 proteolitik olarak aktive eder (Sekil 3).

FasL’nin T hiicreleri membraninda bulunan Fas reseptoriine baglanmasiyla immiin
reaksiyonla aktive olmus ve gorevlerini tamamlamis olan lenfositler apoptoz ile ortadan

kaldirilmis olur (Kaufmann ve Gores, 2000; Mountz ve Zhou, 2001).

BASLATICI
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Sekil 3. Fas-Fas ligand aracili apoptoz (CD95 Yolu) (Oliveira ve Gupta, 2008).

2.10.1.2. Tiimor nekroz faktor aracili apoptoz

Bir sitokin olan TNF-a tarafindan TNFR1 6liim reseptorii aktive edilir. TNFR1 6lim
reseptorii farklt biyolojik proseslerde ¢esitli sinyal kompleksi olusumunda rol oynayan
intraseliiler bolgesi olan TNFR adaptor proteinin (TRADD) etkilesmesini saglar. TRADD
bolgesi, FADD ile birleserek kaspaz 8’1 aktiflestirir ve ekstrinsik yolak boyunca apoptoza
neden olur (Mountz ve Zhou, 2001; Deng ve ark, 2003). Fas reseptoriiniin aksine, TNFR1’in
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TRADD’la etkilesimi sonucunda her zaman apoptoz meydana gelmez. Bunun yaninda,
TNF-a ¢ogu hiicre i¢in sitotoksik degildir, ¢linkii TRADD, TRAF2 (TNF-a ile iligkili faktor
2) ve RIP ile birleserek, bir transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor-kB (NF-xB) ve JNK
aktivasyonuna yol agan farkli kompleksler olusturur. NF-kB’nin aktivasyonunun, hiicreleri
TNF gibi apoptotik uyaranlara kars1 korumak i¢in birincil bir mekanizma olarak hizmet
ettigi bilinmektedir (Deng ve ark, 2003). Bdylece hiicrenin canliligi devam eder (Mountz ve
Zhou, 2001). Bu nedenle TNF-a aracili apoptoz i¢in NF-kB’nin inhibisyonu gereklidir
(Deng ve ark, 2003).

2.10.2. intrinsik Yolak

Apoptoza yol agan diger 6nemli sinyal yolu, intrinsik yolaktir. Intrinsik apoptotik
yolak bir dizi stres uyaricisi ile aktive edilebilir (Nguyen ve Blaho, 2009; Plati ve ark, 2011;
Xu ve ark, 2016). Bu farkl stres faktorleri, sinyali mitokondriye ileten ¢ok sayida hiicre ici
bilesen tarafindan taninir (Plati ve ark, 2011) ve buna yanit olarak, mitokondriyal membran
icerisindeki pro-ve antiapoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinin oraninin degigsmesine neden olur
(Nguyen ve Blaho, 2009).

Saglikli hiicrelerde Bcl-2 proteini mitokondrinin dis zarinda bulunur ve Apaf-1
(Apoptotik proteaz aktiflestirici faktér-1) molekiiliine baghdir. Hiicrede intrinsik yolu
tetikleyen sinyal olustugunda Bcl-2 proteini bagli bulunan Apaf-1 molekiiliinii serbest
birakir. Bcl-2 protein ailesinin Bax ve bad gibi iiyeleri, mitokondri membranindan girer ve
mitokondrinin dis yilizeyinde genis bir por olusumu meydana getirir. Bunun sonucunda
mitokondriyal dis membran permeabilizasyonunda (MOMP) artis meydana gelir (Ricci ve
ark, 2003; Green ve Kromer, 2004; Nguyen ve Blaho, 2009; Plati ve ark, 2011). MOMP,
normalde mitokondriyal intermembran boslugunda bulunan basta sitokrom c olmak tizere
diger apoptotik faktér olan AIF, EndoG (Endoniikleaz G), Smac/DIABLO (Sekonder
Mitokondri Kaynakli Kaspaz Aktivatorii/Kaspaz Baglayan Proteinin Direkt Inhibitorii) ve
Omi/HtrA2 (HtrA serin peptidaz-2) gibi c¢esitli proteinleri uyararak mitokondriden
sitoplazmaya diflizyonuna yol acar (Plati ve ark, 2011; Zhivotovsky ve Orrenius, 2011).

Mitokondriyal intermembran boslugundan kacan proteinler arasinda, apoptojenik
faktorler olarak bilinen bir dizi protein, hiicre dliimiinii indiikleyici kaspaz kaskadinin
mitokondriye bagimli olarak baslatilmasinda énemli bir rol oynamaktadir. Sitozol igindeki
apoptojenik faktor sitokrom c, ATP yada dATP varliginda olusan apoptozom olarak bilinen

multiprotein kompleksini olugturmak i¢in Apaf-1’e ve kaspaz ailesinden olan prokaspaz 9’a
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baglanir. Bu kompleks kaspaz 9’un oligomerizasyonunu saglayarak aktiflestirir (Plati ve
ark, 2011; Xu ve ark, 2016).

Aktif kaspaz 9, proteolitik aktivite gostererek efektdr kaspazlari aktiflestirir (Nguyen
ve Blaho, 2009; Plati ve ark, 2011). Kaspazlarin aktive olmasiyla kaspaz kaskadi baglar ve
diger proteolitik enzimlerde aktive olur. Proteolitik enzimlerin aktivasyonu ile sitoplazmik
proteinler ve kromozomal DNA yikima ugrar. Boylece apoptotik cisimler olusur. Olusan
apoptotik hiicreler fagositozla uzaklastirilir. AIF ise DNA kondenzasyonuna neden olurken,
Smac/DIABLO ve Omi/HtrA2 IAP’lerin inhibitdr etkilerini ndtralize ederek kaspaz
aktivasyonunu destekler (Xu ve ark, 2016) (Sekil 4).

HUCRESEL STRES
Biiyiime Faktori
Yoksunlugu

Kemoterapotikler
DNA Hasary vb.

APOPTOZ

Sekil 4. Intrinsik apoptotik yolaklarin temel olaylarmmn sematik gdsterimi (Lamers ve

Narendran, 2013).

2.10.3. Sitotoksik T Lenfosit Aracihi Apoptoz (Perforin/Granzim Yolu)

Apoptoz indiiksiyonu i¢in {iglincli bir yol Granzim-Perforin sistemidir (Sekil 5). Bu
yol ile gergeklesen apoptoz Granzim B (GrB)’yi hedef hiicrelere salgilayan sitotoksik T
lenfositler (CTL) ve NK hiicrelerine 6zgii oldugundan sitotoksik T lenfosit aracili apoptoz

olarak da adlandirilmaktadir (Motyka ve ark, 2000; Mountz ve Zhou, 2001). Granzim-
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Perforin yolu aracili apoptoz sisteminin allojenik hiicreler, tiimor hiicreleri ve hiicre igi
patojenler ile enfekte olmus hiicrelerin temizlenmesi i¢in en 6nemli mekanizma oldugu
diisiiniilmektedir. GrB primer insan meme, akciger, iirotelyal karsinomlarda ve nazal tip
NK/T hiicreli lenfoma kanser hiicrelerinde saptanmistir (Rousalova ve Krepela, 2010).

GrB, NK hiicreleri tarafindan hedef hiicreyi 6ldiirmenin major bir efektorii olarak
kabul edilir. GrB immiinolojik sinapstan hedef hiicrenin sitoplazmasina translokeze edilir.
GrB’nin hedef hiicre i¢ine translokasyon mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Her ne
kadar GrB translokasyon mekanizmasini agiklamak i¢in birka¢ model onerilmisse de, bu
stire¢ kesin olarak anlasilamamistir (Rousalova ve Krepela, 2010). Fakat yapilan bazi
caligmalarda GrB’nin mannoz-6-fosfat reseptorleri (IGFR2) araciligiyla hiicreye tasindig
bildirilmistir (Motyka ve ark, 2000).

Hiicre tanima temelli CTL’ler ve NK hiicreler hedef hiicrenin ylizeyindeki antijenleri
tanir ve yiizeylerinde olusturduklar1 Fas ligand araciligiyla hedef hiicrenin Fas reseptorleri
ile konjuge olurlar. Konjugasyondan sonra CTL’lerin sitotoksik salgr graniilleri
immiinolojik sinaps olarak adlandirilan bir mikroskopik interseliiler yarik i¢ine serbest
birakilir (Budd, 2002; Rousalova ve Krepela, 2010). CTL ve NK hiicrelerin sitoplazmik
salgi graniillerinde en ¢ok bulunan bilesen bir serin proteaz olan granzim B (Andrade ve ark,
1998) ve transmembran por olusturucu bir protein olan perforindir (PFN). Perforinler, hedef
hiicrelerin membranlarinda dairesel porlar olusturarak, GrB’nin hedef hiicrelerin
sitoplazmasina girerek kaspazlar1 aktive aktive etmesini saglar (Motyka ve ark, 2000;
Mountz ve Zhou, 2001). Bu yol kaspaz 3’iin parg¢alanmasi ile baslatilabilir ve bunu
DNA’nin fragmentasyonu, hiicre iskeleti ve c¢ekirdek proteinlerinin parcalanmasi,
proteinlerin capraz baglanmasi, apoptotik yapilarin olusumu izler. Apoptotik hiicrelerde
fagositik hiicre reseptorleri icin ligandlarin ekspresyonu artar. Sonug¢ olarak apoptotik

hiicreler fagositik hiicreler tarafindan yutulur (Martinvalet ve ark, 2005).
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Sekil 5. Kanser hiicrelerinde Granzim B-kaynakli 6liim yollar1 (Rousalova ve Krepela,

2010).

2.10.4. Endoplazmik Retikulum Aracili Apoptoz

Apoptozun indiiksiyonu ic¢in dordiincii bir yol olarak, hakkinda detayli bilgiye sahip
olunmasa da endoplazmik retikulum (ER)/Golgi stresine bagli kaspaz aktivasyon yolu
onerilmistir (Cryns ve Yuan, 1999) (Sekil 6). ER aracili apoptoz stres, patojenik enfeksiyon,
kimyasal hasar, genetik mutasyon veya besin yoksunlugu gibi ER stresine yanit olusturan
durumlarda gerceklesir. Son zamanlarda ER stresine yanit olarak olusan ER aracili
apoptozdaki fonksiyonu iizerinde ¢ok fazla arastirma yapilmistir (Ruthowski ve Kaufman,
2004).

Apoptoza neden olan bu yol intrinsik ve ekstrinsik yoldan farkli bir sekilde gerceklesir
ve sitokrom-c salimimina ihtiya¢ duymadan kaspaz 9’u aktive edebilen bir yoldur
(Nakamura ve ark, 2000; Morishima ve ark, 2002).

ER stresi protein katlama siirecini etkiler ve ER’de katlanmamis proteinlerin

birikmesine yol agar (Ruthowski ve Kaufman, 2004). Eger ER’deki hasar ¢ok biiylik ise,
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katlanmamis proteinlere yanit olarak ya da kalsiyumun sitoplazmaya salinmasi ile
programlanmis hiicre Oliimii baslayabilir. Mekanizmas1 tam olarak bilinmese de
muhtemelen Bcl-2 protein ailesinden Bim’in ER’ye translokasyonu araciligiyla kaspaz
aktivasyonuna neden oldugu diisiiniilmektedir. Bcl-2 protein ailesinin iiyeleri ayn1 zamanda
sitoplazmadaki kalsiyum degisimlerinde mitokondri ve ER arasindaki etkilesimleri
yonlendirir. ER’nin sitosolik yiiziinde inaktif formda bulunan kaspaz 12’nin aktif hale
gelmesiyle kaspaz kaskatinin uyarilmasi apoptozu tetikler. Ek olarak kaspaz 12
aktivasyonundan bagimsiz olarak ER stresi, mitokondriyal membranin permeabilizasyonunu
indiikleyebildigi i¢in mitokondriyal 6liim yollarinin yani sira klasik apoptotik yolagi

harekete gecirebilmektedir (Ghatage ve ark, 2012).
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Sekil 6. Endoplazmik retikulum aracili apoptoz (Bratton ve Cohen, 2001).
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2.10.5. Kaspaz Bagimsiz Apoptoz

Kaspaz bagimsiz apoptoz mekanizmasi tam olarak aydmlatilamistir. Fakat cogu
arastirmact; dogrudan niikleusa gidip kromatin yogunlagsmasini baslatan apoptoz indiikleyici
faktor (AIF) ve endoniikleaz G’nin kaspaz aktivasyonundan bagimsiz bir sekilde
niikleustaki pargalanmaya indiikledigini belirlemistir. Ayrica ROT ve programlanmis hiicre
Oliimiinii stimiile eden diger ligandlarinda bu mekanizmay1 aktiflestirebilecegi bildirilmistir
(Hongmei, 2012).

Hiicrede bircok ligand mitokondriyal membran potansiyeli degisikligine yol agabilir.
Mitokondri hasar1 apoptozun ilk adimidir, ROT iiretimi artar ve boylece ROT kaspazdan
bagimsiz apoptoza neden olur. Martinvalet ve ark (2005) ROT artisinin ve kaspaz bagimsiz
mitokondri hasarin dogrudan granzim A’y indiikledigini bildirmistir. Granzim A, ER ile
ilgili bir kompleksle niiklesa tasinir ve apoptozu tetikler (Sekil 7) (Martinvalet ve ark, 2005;
Hongmei, 2012).

AIF, mitokondriden serbest kalir ve DNA’y1 parcalamak i¢in niikleusa taginir sonug
olarak eger olusan DNA hasar hiicreler tarafindan tamir edilmezse apoptoz meydana gelir
(Ricci ve ark, 2003; Green ve Kromer, 2004). Bu nedenle AIF, kaspaz bagimsiz pro-apoptoz
faktorii olarak degerlendirilir. Son zamanlarda birgok arastirmaci simvastatin, staurosporin,
kadmiyum ile AIF iretiminin PCD’yi indiiklendigini bulmuslardir. Sonu¢ olarak bu
faktorlerin kaspazdan bagimsiz PCD’yi tetikledigi kanitlanmistir. Kaspaz bagimsiz hiicre
Olimiiniic AIF’nin yan1 sira ROT’un de kaspaz bagimsiz hiicre Oliimiinii indikledigi
bildirilmistir. ROT, mitokondriden AIF salinimi i¢in gerekli poli(ADP-riboz) polimeraz-1
(PARP-1)’nin aktivasyonuna aracilik ederek kaspaz bagimsiz hiicre 6liimii mekanizmasina

dahil olur (Kang ve ark, 2004; Hongmei, 2012).
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Sekil 7. Kaspaz bagimsiz apoptoz yolagi sematik gdsterimi (Hongmei, 2012).

2.11. Kaspazlar

Kaspazlar, aspartat spesifik sistein proteaz grubu enzimler olup, apoptozisin
baslatilmasinda ve yiiriitiilmesinde rol alan hiicre i¢i protein ailesidir (Walker ve ark, 1994).
Kelime olarak “Cysteine Aspartate Specific ProteASEs- CASPASE” (c: sistein proteaz
mekanizmasi, aspase: aspartik asitten sonra kesme kabiliyeti), olarak tiiretilmistir
(Nicholson, 1999).

Substratlarinin aspartik asit (ASP) igeren bolgelerinden karboksil gruplarindaki peptit
baglarim1 koparir. Kaspazlar hiicrede prokaspazlar olarak adlandirilan inaktif (zimojen)
formda sentezlenirler ve birbirlerini seri bir sekilde aktiflestirirler (Gewies, 2003). Kaspaz
aktivitesi ile apoptoz kavrami, ilk olarak 1998’de, 1929 fare fibrosarkom hiicrelerinde
kaspaz aktivitesinin farmakolojik inhibisyonunun TNF aracili nekrotik hiicre oliimiinii
duyarl hale getirdigi bulusuyla kesfedilmistir (Xu ve ark, 2016).

Kaspazlar hiicre morfolojisi (Takahashi ve ark, 1996; Kothakota ve ark, 1997; Sahara
ve ark, 1999), hiicre 6liimii (Cheng ve ark, 1997; Clem ve ark, 1998), DNA metabolizmasi
(Lazebnik ve ark, 1994; Enari ve ark, 1998; Sakahira ve ark, 1998), hiicre dongiisii

regiilasyonu (Levkau ve ark, 1998; Zhou ve ark, 1998) ve sinyal iletiminde (Cardone ve ark,
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1997; Rudel ve Bokoch, 1997; Widmann ve ark, 1998) rol oynayan proteinleri inhibe eder.
Boylece hasarli veya istenmeyen hiicreler kontrollii ve etkili bir sekilde uzaklagtirilir (Ashe
ve Berry, 2003).

Hiicredeki kaskat sisteminin bilesenleri aktive edildiginde genetik olarak
programlanmis hiicre Sliimiiniin gergeklesmesi ile ilgili hipotez apoptoz iizerine yapilan
caligmalar sonucu One siiriilmiistiir. Son yillarda, proteazlarin bu siirecin baslatilmasi ve
uygulanmasi i¢in gerekli olan korunmus bir enzim ailesi oldugu ve apoptoz siirecinde kritik
rol oynadig1 kanitlanmistir (Earnshaw ve ark, 1999; Fink ve Cookson, 2005; Ghatage ve
ark, 2012). Kaspazlar, intrinsik veya mitokondriyal yol, ekstrinsik veya 6liim reseptdr yolu
ve yakin zamanda tanimlanan fakat tam anlamiyla aydinlatilamayan intrinsik endoplazmik
retikulum (ER) yolu olmak iizere ii¢ yolak ile aktive olur (Rastogi ve ark, 2009; Ahmed ve
ark, 2015) ve kaspaz aktivasyonunun regiilasyonu bircok molekiil tarafindan kontrol
edilmektedir (Plati ve ark, 2011).

Kaspazlar, inflamasyonun baslamasi ve devam etmesinde onemli bir rol oynarken
eksikligi ise timor gelismesine ve birkag otoimmiin hastaliga neden olabilir (Rastogi ve ark,
2009). Kaspazlarin apoptotik siiregte fonksiyonlarinin yani sira uygun organizma
gelisiminde, doku homeostazinda ve yaralanma sonrasi iyilesmede de dnemli rol oynadigini
destekleyen cok sayida kanit mevcuttur. Ozellikle, stresle indiiklenen 6lmekte olan
hiicrelerdeki apoptotik kaspazlar, komsu hiicrelerin proliferasyonuna yol a¢an mitojenik
sinyalleri aktive edebilir ve bu durum, apoptoza bagl bir proliferasyon olarak adlandirilir.
Kanser hiicreleri sasirtici bir sekilde kaspazlarin bu fonksiyonlarini biiyiime ve gelisme,
hayatta kalma, ¢ogalma ve metastaz amaciyla kullanmaktadir (Dabrowska ve ark, 2016).

Bugiine kadar memelilerde en az 14 kaspaz tanimlanmis (Ashe ve Berry, 2003) ve
kaspaz -2, -8, -9, -10, -3, 6 ve -7 olmak iizere 7 tanesi apoptotik siire¢te rol almaktadir
(Earnshaw ve ark, 1999). Ancak tiim aile iiyelerinin insanlardaki aktif homologlar1 heniiz
tanimlanmamis (Ashe ve Berry, 2003), bunlardan sadece 12 tanesi insanda tespit
edilebilmigtir. Bu enzimlerin hepsi biitiin hiicrelerde ifadelenmemektedir (Coultas ve
Strasser, 2000). Ayrica, tim bu aile tiyeleri, fizyolojik rolleri ve hedefleri bakimindan iyi
karakterize edilmemistir. Bununla birlikte, bazi belirgin kaspazlarin apoptoz ve
inflamasyonda rol oynadig1 bilinmektedir. Ozellikle efektdr kaspazlarin aktivasyonu siklikla
hiicre 6liim sinyallerinin aktarildigi baglanti noktas1 olarak degerlendirilir (Ashe ve Berry,
2003).

Kaspaz ailesinin tiim iiyelerinin aminoasit dizisinde ve yapisinda benzerlikler olsa da,

fizyolojik rolleri 6nemli dl¢lide farklilik gosterir. Kaspaz ailesi tiyeleri, fizyolojik rollerine

30



ve substrat 6zelliklerine gore siiflandirilabilir. Kaspazlar apoptozda rol oynayanlar (kaspaz
-2,-3,-6, -7, -8, -9, ve -10) ve inflamatuvar yanit siirecinde ve sitokin prosesinde primer rol
oynayan inflamatuvar kaspazlar (kaspaz -1, -4, -5, -13, ve -14) olacak sekilde iki ana gruba
ayrilabilir (Fink ve Cookson, 2005).

Inflamatuvar yanitta rol alan kaspaz 1, kaspaz 4, kaspaz 5 ve kaspaz 12 inflamatuvar
kaspazlar olarak adlandirilir ve uzun prodomainlere sahiptirler (Krajewska ve ark, 2005;
Chowdhury ve ark, 2008). Kaspaz 12 genellikle inflamatuvar kaspaz olarak kategorize
edilmesine ragmen endoplazmik retikulum stres kaynakli apoptozda da rol oynar
(Nakagawa ve ark, 2000).

Apoptotik siirecte rol oynayan kaspazlar hiicre 6liimii sirasinda aktiflesme zamanlari
ve N terminal prodomainlerinin uzunluguna gore baslatic1 kaspazlar ve efektor kaspazlar
olarak iki alt gruba ayrilabilir (Sekil 8) (Villa ve ark, 1997; Fink ve Cookson, 2005). N
terminal prodomainlerinin uzunluklarindaki farkliliklar fonksiyonel olarak énemlidir (Villa
ve ark, 1997).

Baslatic1 kaspazlar (kaspaz-2, -8, -9 ve -10) uzun prodomainlere (>90 aminoasit)
sahiptir ve kaspaz aktivasyon kaskadlarinin baglatilmasindan sorumludur. Baglatici
kaspazlardan kaspaz 8 ve kaspaz 10 DED, kaspaz 2 ve kaspaz 9 CARD motiflerini
icermektedir (Cohen, 1997; Chang ve Yang, 2000; Chowdhury ve ark, 2008).

Efektor kaspazlar (kaspaz 3, 6 ve 7) genellikle 20-30 aminoasit uzunlugunda olan
sadece kiiciik bir prodomain igerir ve hiicrenin substratlarin1 parcalayarak hiicrenin

yapisinin bozulmasindan sorumludur (Fink ve Cookson, 2005; Chowdhury ve ark, 2008).
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Kaspaz 5§ Kaspaz 9 Kaspaz 7
............................ Kaspaz 12 Kaspaz 10
EFEKTOR DOMAIN Kaspaz 14 Kaspaz 12

T - INFLAMATUVAR
CARD/DED
-

[ Uzun prodomain
BASLATICI

Kaspaz 1,
2,4,59,12

APOPTOTIK

Kaspaz 8, 10

Kisa prodomain

Kaspaz 3, p20 pl0
6,7, 14 A

Sekil 8. Kaspazlarin siniflandirilmasi (Fischer ve ark, 2003).
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Baglatic1 ve efektor kaspazlar disinda Kaspaz 11 apoptotik siirecin diizenlenmesinde
ve sepsiste sitokinlerin olgunlasmasinda rol alir. Kaspaz 12, amiloid-B tarafindan
sitotoksisite aracisi olarak rol oynamaktadir. Kaspaz 13’tin bir bovin gen oldugu
bildirilmistir. Kaspaz 14 ise embriyonik dokularda yiiksek miktarda eksprese olurken,

eriskin dokularda eksprese olmadigi bulunmustur (Hu ve ark, 1998; Kang ve ark, 2002).

2.11.1. Kaspazlarin Yapisi

Kaspazlar aspartat rezidiilerinde proteolitik hidroliz sonucu aktiflesen prokaspaz
olarak zimojen formda sentezlenirler ve aktif bolgelerinde “QACXG” (X; R, Q veya D
olabilir) korunmus pentapeptid icerirler (Walker ve ark, 1994; Chowdhury ve ark, 2008).
Kaspazlarin yap1 analizlerine yonelik yapilan caligmalar, zimojen formda sentezlenen
prokaspazlarmn katalitik olarak dayanikli, 32-55 kDa agirliginda 3 bolge igeren, tek zincirli
bir polipeptit olarak sentezlendigini gostermistir (Chowdhury ve ark, 2008).

Proteazlar arasinda en yiiksek 6zgiilliigii gosteren kaspaz enzimleri, aspartik kesim
alaninin N-terminalinde bulunan dort aminoasitlik bir motiften olusan optimum kesme
bolgesine sahiptir. Bu bolge kaspazin hedef proteinin se¢imini belirlemede gorevlidir.
Kaspazlarin sahip oldugu bu dort aminoasitlik motifler ayrica peptid inhibitorler tarafindan
inaktive olmasinda rol oynar Kaspazlarin substratlarin1 tanimasinda diger bir etken ise
ticiinciil protein yapilaridir (Thornberry ve Lazebnik, 1998; Wellington, 2000).

Kaspazlar, NH, terminal bdlge, biiyiik alt {inite (20 kDa; p20), kiigiik alt iinite (10
kDa; p10) ve katalitik alt {initeleri birbirine baglayan baglayic1 bolgelerden olusmaktadir.
Tim prokaspazlar, NH, terminalinde yiiksek oranda homoloji gdsteren proteaz domaini
icermektedir (Walker ve ark, 1994; Fink ve Cookson, 2005). X 111 kristal yap1 ve peptid
dizileme c¢aligmalarinda biiyiik katalitik alt {initenin (p20) 17-21 kDa agirliginda, kiigiik C
terminal domain olarakta adlandirilan kiiciik katalitik alt iinitenin (p10) 10-13 kDa
agirhiginda oldugu belirlenmistir. Kaspazlar 6liim domaini (DD) olarak adlandirilan 3-24
kDa agirliginda N-terminal prodomaine sahiptir. p10 ve p20 alt {initelerinin arasinda bazi
prokaspazlarda 10 aminoasit biiyilikliigiinde kisa baglayici bir bolge mevcuttur (Chowdhury
ve ark, 2008; Plati ve ark, 2011). Bu alt iiniteler proteolitik islemin ardindan birbirleri ile
etkilesime girerek heterodimer yapisini olusturur. Bu heterodimer yapilar1 bir araya gelerek
tetramer diizenini olusturur ve boylece kaspazin aktif formunu meydana getirir (Walker ve

ark, 1994) (Sekil 9).
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Apoptoz siirecinde Onemli olan kaspazlarin aktivasyonu ve aktivitesinin
diizenlenmesi, birkag farkli seviyede meydana gelmektedir. Bu kontrol mekanizmalarindan
biri kaspazlarin zimojen formda sentezlenmesidir. Diger bir kontrol noktasi ise Bcl-2
ailesinin antiapoptotik iiyeleri ve diger hiicresel polipeptidler bazi prokaspazlarin
aktivasyonunu bloke eder. Ayrica apoptoz proteinlerin bazi hiicresel inhibitorleri (cIAPs)
aktif kaspazlara baglanabilir ve bunlar1 inhibe edebilir (Earnshaw ve ark, 1999).

Prokaspazlarin diizenleyici olarak gorev yapan prodomain uzunluklar1 degiskenlik
gosterir. Uzun prodomainler kaspaz aktivitesi i¢in gerekli protein-protein etkilesiminde
gorevli CARD ve DED spesifik motifleri igerir. Bu motifler, kaspaz 8 ve 10’daki gibi 6liim
efektor alanlar1 (DED’ler) veya kaspazlar 1, 2, 4, 5, 9, 11, 12, 13 ve 14’te oldugu gibi
CARD olabilir (Cohen, 1997; Chang ve Yang, 2000). Baslatici kaspazlarin bu
prodomainlerinin birbirleriyle yapisarak etkilesmesi kaspaz aktivasyonu icin gereklidir
(Kanno ve Nishizaki, 2011). Ayrica bu alanlar, kaspazlar ve hiicre sinyallemesinde yer alan
cesitli adaptor molekiilleri arasindaki etkilesimlere aracilik eder. DED igeren kaspazlar,
baslatici kaspazlar iken, CARD iceren kaspazlar, baslatici kaspazlar (kaspazlar 2 ve 9) veya
inflamatuvar kaspazlar (1, 4, 5, 11, 12, 13, 14) olabilir (Cohen, 1997; Chang ve Yang,
2000).

PROKASPAZ
(32 - 55 kDa)
KIRILMA BOLGESI KIRILMA BOLGESI
Asp-x Asp-x _.
Prodomain | Biiyiik alt iinite (p20) Kiiciik alt iinite (p10)
(3-24 _kDa) (17-21 kDa) l l (10-13 kDa)
N-TERMINAL | | a-subunit ® A -subunit | C-TERMINAL
R H c R
katalizden korunan bdlge
QACxG
ISLENMESI
Olgun Kaspaz
?ACxG
| p20 o |
p10
[p10 [
| ® p20 |
GxCA&

Sekil 9. Kaspazlarin yapisal 6zelliklerinin sematik gosterimi (Chowdhury ve ark, 2008).
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Protein-protein etkilesiminde DED-DED prodomainleri arasinda hidrofobik, CARD-
CARD prodomainlerinin arasinda ise yiik etkilesimi gozlenmektedir. Bu bolgeler
kaspazlarin aktivasyonunu yonlendiren diger molekiiller ile birlikte kaspazlarin harekete
gecmesini kolaylagtirir. DED’lerin, MORT1/FADD ve TRADD gibi adaptor proteinler ile
etkilesimi tespit edilmistir (Hsu ve ark, 1995; Boldin ve ark, 1996; Rastogi ve ark, 2009).
CARD protein etkilesim motifleri ise adaptér molekiill RAIDD ve Apaf-1, apoptoz
inhibitorii c-IAP-1 ve c-IAP-2 c¢oklu anahtar apoptotik diizenleyiciler arasinda korunmustur

(Rastogi ve ark, 2009).

2.11.2. Kaspaz 3

Apoptotik siiregte en Onemli enzimler arasinda kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9
bulunmaktadir (Chowdhury ve ark, 2008). Kaspaz ailesi igerisinde hiicrelerde en ¢ok
bulunan kaspaz 3 enzimin kaspaz 6 ve kaspaz 7 tarafindan desteklenen aktif formunun
ekspresyon diizeyi genellikle apoptozu belirlemek icin kullanilmaktadir (Forest ve ark,
2005).

Apoptozun efektor kaspazlarindan biri olan kaspaz 3, apoptoz siirecinde PARP’dakine
benzer olarak yaygin bir sekilde Asp-Xaa-Xaa-Asp (DXXD) motiflerini igeren ¢ok sayida
substratin tamamen veya kismen proteolitik kirilmasindan sorumludur (Chowdhury ve ark,
2008).

Tamir mekanizmasini ve normal hiicre fonksiyonunu siirdiiren bir¢ok protein, apoptoz
siirecinde kirilmaya ugrar. PARP ve DNA-bagimli protein kinazin katalitik alt iinitesi
(DNA-PKcs) DNA tamir mekanizmasi ile ilgilidir. Apoptoz silirecinde kirilan yapisal
proteinler fodrin, aktin ve Gas2 gibi hiicre iskeleti proteinleri ile NuMa ve lamin A gibi
cekirdek yapisinin olusmasina katkida bulunan proteinleri igerir. Bu proteinlerin veya heniiz
tam olarak tanimlanmayan diger proteinlerin kirilmasi apoptotik hiicre icin karakteristik
olan, ¢ekirdek yogunlagsmasi ve ¢ekirdek zarini tomurcuklanmasi gibi gézlemlenmis bir¢ok
biyokimyasal ve morfolojik 6zellikten sorumludur (Yuan ve Ding, 2002).

Sonlandirict kaspazlar (Kaspaz 3, 6 ve 7) efektér grubu olusturup baslatict
kaspazlardan 8 veya 9 tarafindan “downstream” yolu ile aktive olurlar ve fonksiyonlari
hiicrelerdeki hedef proteinleri (non-kaspaz) ozel yerlerinden kesmekdir. Bu hedefler
arasinda klasik bir 6rnek PARP-1 enziminin kaspaz 3 veya 7 tarafindan kesilmesidir ya da
Lamin-A’nin kaspaz 6 tarafindan koparilmasidir. Kaspazlarin kesme islemi tek bir noktada

hedefe gesitli yollarla direk veya indirekt etki ederek olmaktadir. Ornegin endoniikleaz
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CAD inhibitorii olan ICAD kesildigi zaman aktive olmaktadir ve kesilen aktif fragment
seklinde ortama salmmaktadir. Ote yandan PARP’in elimine edilmesi DNA tamirinde
bozukluga yol agmaktadir. Tim bu kesilme islemleri sonug¢ olarak fonksiyonel ve
morfolojik degisiklikler yaparak apoptotik hiicrelerin olusumuna yol acar (Yang ve Liu,

2002; Kim ve ark, 2012).

2.11.3. Kaspaz 8

Kaspaz 8, bircok 6liim reseptorii tarafindan aktive olan bir proteaz olup, apoptotik
siirecte oldukg¢a Onemlidir (Grenet ve ark, 1999). Kaspaz 3 ve 8 katalitik bolgelerinin
uzunluklar, aktif bolgelerinde sistein yer almasi ve aktivasyonlar1 i¢in gerekli formun
sekillenmesi bakimindan yakin benzerlik gosterir. Bu iki kaspaz arasindaki dikkat ¢ekici
farklilik ise, kaspaz 8’deki 2 DED igeren N terminal bdlgenin uzunlugudur. Fas veya TNF
reseptorlerinin FasL. veya TNF-a ile aktivasyonu prokaspaz 8’in otokatalitik aktivasyonu
sonucu olusur. Aktive kaspaz 8 daha sonra aktivasyonlar1 ve otokatalitik islevleri i¢in yeterli
destege sahip olmayan intraseliiler konsantrasyonlu kisa prodomainleri iceren kaspaz 3 gibi
diger kaspazlarin downstream’ine neden olur. Bu nedenle kaspaz 8’in Fas veya TNF aracil
apoptotik kaskatta ilk sirada bulundugu belirtilmistir ve upstream kaspaz olarak
tanimlanmistir (Watt ve ark, 1999).

Baglatic1  kaspazlardan olan kaspaz 8 birgok oOlim ligand reseptoriine sinyal
komplekslerinin baglanmasi yolu ile aktive olmaktadir. Bu reseptorler, sinir bliytiime faktorii
(NGF) ve TNF ailesindendir. TNF-a, FasL ve TRAIL igerirler. Prokaspaz 8’in N-terminal
prodomain kisminda iki DED homologu bulunmaktadir. Prokaspaz 8 reseptore bagl
adaptore (Mort 1) baglanir. Bu yolla DED kisimlarinin homofilik etkilesimlerine neden olur.
Proenzimin baglanmasi kendisinde de proteolitik siirece ve aktivasyona yol agar, boylece
otokataliz veya ilgili kaspazlar (6rnegin kaspaz 10) ile etkilesim aciga ¢ikar.

Aktivasyondan sonra, kaspaz 8 apoptotik sinyali artirmaktadir, artan sinyal sonucunda
kaspaz 3 aktivasyonu proteolitik yolla ya da indirekt olarak kesme/aktivasyon yoluyla Bid
tizerinden saglanmaktadir. Bid de mitokondriyal Sitokrom c salinimmna ve kaspaz 9
aktivasyonuna yol acar (Meller ve ark, 2002; Kim ve ark, 2012).

Baslatic1 ve sonlandirict kaspazlar arasindaki farkliliklar olduk¢a karisiktir. Kaspaz 8
Oliim-reseptor komplekse (DRC) baglanip sonra prokaspaz 3’ii keserek sistemi aktive ettigi

icin baglatic1 kaspaz olarak smiflandirilir. Fakat ayni zamanda Bid, Bcl-2/Bax ailesi
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tiyelerini keserek de apoptotik aktivite de belirgin artisa neden olmaktadir (Yang ve Liu,

2002).

2.11.4. Kaspaz 9

Ced-3 alt ailesinin bir iiyesidir ve kaspaz 3 ile yiiksek benzerlik gosterir. Kaspaz 9 ve
ailenin diger tyeleri arasindaki temel fark, aktif boélgede bulunan pentapeptittedir
(QACGQG). Kaspaz 9°da Arg’nin yerine Gly bulunur. Prokaspaz 9 kiiclik ve biiyiik alt
birimleri, P312 EPD|A ve D327QLD|A arasinda iki potansiyel islem bolgesi igerir.
D327QLD|A motifi, PARP’daki DEVD |G bdlgesi ile benzerlik gosterirken bu da kaspaz
9’un kaspaz-3 ile aktive edildigini gosterir (Sawada ve ark, 2000).

DNA hasar1 gibi hiicresel bir stres oldugu zaman sitozolde bulunan proapoptotik
proteinler aktive olur ve mitokondrinin gegirgenligini bozarak MPT por olusumuna neden
olur. Bunun {izerine mitokondrinin i¢inde bulunan sitokrom c sitozole salinir. Apoptozun
baslamasina sebep olan dis faktorlerin etkisi ile mitokondriyal hasara bagli sitokrom c’nin
sitoplazmaya salinimi1 kaspaz 9’u aktive eder. Memelilerde CED-4 homologu olan Apaf-1
sitokrom ¢ baglar, bu da dATP (veya ATP) baglanmasin1 uyarmaktadir. Apaf-1/Sitokrom
c¢/dATP kompleksi “Apoptozom” adini almaktadir. Apoptozomun merkezi bileseni olan
Apaf-1; N ucunda CARD, daha sonra genis niikleotit baglayan bir bolge ve C ucunda ise
12-13 WD40 tekrarin1 igeren 3 bdlgeden olusur. CARD kaspaz 9’un prodomaini ile
etkilesimi icin gereklidir (Shi, 2005). Prokaspaz 9 bu kompleksi CARD ile Apaf-1
arasindaki homofilik i¢ etkilesimler yolu ile baglar. Otoproses sonucu 35 kDa genis alt {inite
ve bunun N-terminal prodomain kismina 12 kDa kiigiik alt tinite eklenmesi ile aktif kaspaz 9
olusur. Bu apoptozom ile bagl kaspaz 9, prokaspaz 3 gibi kaspaz zimojenlerinin aktivasyon

stirecini baglatir (Salvesen ve Dixit, 1999; Day ve ark, 2009).

2.12. Bcl-2 Gen Ailesi

Fizyolojik hiicre Olimi i¢in genetik bir programin var oldugunun ilk kaniti, C.
elegans’in gelisimini inceleyen calismalarda elde edilmistir (Horvitz ve ark, 1982; Ellis ve
Horvitz, 1986). Hiicre 6liim mekanizmasinin tanimlanan ilk bileseni olan memeli Bcl-2 (B-
cell lenfoma-2) geni (Vaux ve ark, 1988), ilk kez C. Elegans ile yapilan calismalarda
programlanmis hiicre Oliimiinii engelleyen molekiil olarak kesfedilmis ve Ced-9 adi

verilmistir (Cooper, 1994; Thompson, 1995). Memelilerde ise ilk olarak Bcl-2 geninin
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varlig1 bu kesfi izleyen yillarda B hiicreli folikiiler lenfomada gosterilmistir (Tsujimoto,
1998). Yapilan bir¢cok calisma memeli hiicrelerinin Bcl-2 ailesi tiim iiyelerine sahip
oldugunu bildirmektedir. Bcl-2 nin programlanmis hiicre 6liimiinii engelleme kabiliyetinin
memelilerde ve nematodda benzerligi, biiylik Olgiide korunmus bir slire¢ oldugunu
gostermektedir (Vaux ve ark, 1992; Vaux ve Korsmeyer, 1999).

Apoptoz, dokularin hem gelisimi hem de korunmasi i¢in kritik 6neme sahiptir ve Bcl-
2 ailesi proteinleri apoptotik silirecin baslica diizenleyicileridir (Gross ve Katz, 2017).
Yapilan arastirmalardan elde edilen veriler 1s181nda Bcl-2 gen ekspresyon diizeyi arttiginda
hiicrelerin yasam siirelerinin uzadig saptanmis ve hiicrelerin yasam siirelerindeki bu artigin
kanseri indiikledigi bildirilmistir (Tsujimoto, 1998).

Bcl-2, mitokondri, endoplazmik retikulum ve niikleus membranlarinda bulunan 26
kDa biiyiikliigiinde apoptozun regiilasyonunda kilit rolii olan protein ailesidir (Tsujimoto,
1998; Petros ve ark, 2004). Bu ailenin iiyelerinin ¢ogu mitokondrinin dis membraninda
lokalizedir ve iyon degisimini diizenlemektedirler (Tsujimoto, 1998; Frenzel ve ark, 2009;
Nguyen ve Blaho, 2009). Bcl-2 aile proteinlerinin hiicre 6liimiinii diizenledigi mekanizmalar
bliyiik o6lclide bilinmemektedir, ancak bunlarin islevlerinin, cogunlukla, proteinlerin
mitokondrilerin intermembran alanindan salinmasini modiile etme yeteneklerine bagh
oldugu diistiniilmektedir (Gross ve Katz, 2017).

Bcl-2 protein ailesi apoptozun kontrol noktasi olarak rol oynamaktadir. Bcl-2 protein
ailesinin tiyeleri farkli gorevler iistlense de yliksek oranda yapisal homoloji gostermektedir
(Petros ve ark, 2004) (Sekil 10). Bcl-2 ailesi, hepsi Bcl-2 homoloji (BH) alanlar1 olarak
bilinen korunmus protein motiflerini paylasan pro-ve antiapoptotik proteinlerden olusur
(Nguyen ve Blaho, 2009)

Bcl-2, Bel-xl, Mcl-1, Bel-w, Al, NR13, Boo/Diva gibi Bcl-2 protein ailesi liyeleri
apoptozu inhibe eden, kanserojenez siirecini hizlandiran antiapoptotik  6zellik
gostermektedir. Antiapoptotik 6zelliklerini mitokondriden sitoplazmaya sitokrom c
salmimin1 baskilayarak sergilerler Antiapoptotik 6zellik gosteren Bcel-2 ve Bcel-XL sadece
mitokondrinin dig membraninda bulunur (Petros ve ark, 2004).

Bcl-2 protein ailesinin Bax, Bak, Bok, Bad, Bim, Bik, Noxa gibi iiyeleri iseapoptotik
slireci uyaran pro-apoptotik proteinler olarak rol oynamaktadir (Fennell ve ark, 2008;
Brunelle ve Leatai, 2009). Bunlar mitokondriden sitokrom c’nin sitoplazmaya salinimini
indiiklerler Proapoptotik iiyeler sitozolde ya da membranda bulunabilirler (Petros ve ark,

2004).
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Bu bolgedeki pro ve antiapoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinin orant ve aktiviteleri,
sitokrom c¢’nin mitokondriden salinimini ve daha sonra intrinsik apoptotik yolun
baslatilmasini belirler (Nguyen ve Blaho, 2009).

Protein ailesinin yapisi incelediginde farkli {iiyeleri arasinda Bcl-2 homoloji
domainleri igerdigi bulunmustur. Bu domainler BH1, BH2, BH3 ve BH4 tiir. Bcl-2 ailesinin
tiyelerinin bu domainlerden bir veya daha fazlasini icerdigi belirlenmistir. Antiapoptotik
tiyeler tim domainlere, proapoptotik tliyeler ise BHI, BH2 ve BH3 domainlerine sahiptir.
Proapoptotik iiyeler sahip olduklar1 domainlere gore iki grupta siniflandirilir. Proapoptoik
tiyelerden Bax, Bak, Bok gibi proteinler BH1, BH2 ve BH3 domainlere sahipken, Bid, Bad,
Bim, Bik, Bnk, Hrk gibi BH3-only olarak adlandirilan proapoptotikler ise sadece BH3
domainine sahiptir (Fennell ve ark, 2008; Brunelle ve Leatai, 2009). Bu nedenle Bcl-2
proteinleri yapilarina ve fonksiyonlarmma gore antiapoptotik proteinler, proapoptotik
proteinler ve sadece BH3 igeren proteinler olarak {i¢ grupta da siniflandirilabilir (Cory ve
Adams, 2002).

Bcl-2 ailesinin proapoptotik ve antiapoptotik iiyelerinin apoptotik siire¢ tizerindeki zit
etkilesimleri yapilarinda bulunan hidrofobik cep ve amfipatik a-heliks yapili iki bolgesine
baghdir. Hidrofobik cebi yapilarinda bulunan BH1, BH2 ve BH3 domainleri olusturur.
Amfipatik a-heliks yapis1 ise BH3 domaininde yer alir (Petros ve ark, 2004).

Epstein-Barr Virilistiniin Burkitt lenfoma ve mononiikleozis de Bcl-2’ye benzer bir
protein salgiladig1 ya da salgiladigi bir proteinin hiicrede Bcl-2 protein iiretimini arttirmasini
indiikledigi bildirilmistir. Boylece hiicrenin apoptoza karst daha direngli bir hale gelmesi bu
sekilde apoptozdan kagarak siirekli ¢ogalma 6zelligi kazanan kanser hiicresine doniismesi
ve kanser hiicrelerinin meydana gelmesinde Bcl-2 proteinlerinin rolii hakkinda bilgi
edinilmistir.

Bcl-2 proteininin farkli tiimor hiicrelerinde (B-hiicre 16semi, lenfomalarin baz tipleri,
prostat tiimdrleri ve noroblastomlar gibi) yiiksek diizeyde eksprese edildigi ve bdylece
iletilmesi gereken o6liim sinyallerini 6nleyerek apoptozu bloke ettigi bulunmustur (Lowe ve

Lin, 2000).
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Sekil 10. Bcl-2 ailesi iiyelerinin alternatif fonksiyonlar1 (Akl ve ark, 2014).

2.13. Survivin (BIRCS)

Survivin, kaspazlar1 inhibe eden ve hiicre 6liimiinii bloke eden IAP protein ailesinin
bir {iyesidir (Alleva ve ark, 2006; Jaiswal ve ark, 2015; Kavya ve ark, 2017). Survivin,
birgok kritik hiicresel mekanizmada yer alan ve ¢ok ¢esitli proteinleri baglayabilen karmasik
bir etkilesim ag1 olusturan bir proteini olup mitoz ve programlanmis hiicre 6liimiiniin kilit
bir diizenleyicisi olarak islev goriir (Mita ve ark, 2008, Pavlyuko ve ark, 2011).

Insanlarda survivini kodlayan gen bolgesi, 1997 yilinda Ambrosini ve arkadaslari
tarafindan klonlanmistir (Ambrosini ve ark, 1997). Kromozom 17’nin telomer ucunda 14,7
kb uzunlugundaki gen bolgesinin kodladig1 protein, 142 aminoasitten olusur ve 16,5 kDa
agirhgindadir (Jaiswal ve ark, 2015). Yapisinda BIR (Bakiiloviriis IAP tekrar1) domaininin
sadece bir tekrarini, karboksil ucunda ise a-helix yapisini icermektedir (Altieri, 2015).
Ayrica antiapoptotik proteinlerin kaspazlara baglanmasini saglayan RING domainine sahip
olmadigi i¢in digerlerinden farklidir (Jang ve ark, 2008).

Survivin hiicrede bulundugu yere gére farkli fonksiyonlara sahiptir. Inter
mitokondriyel membran boslugunda bulunan survivin, hiicreyi apoptozdan korurken (Dohi
ve ark, 2007); sitoplazmik survivin, hiicre dongiisii diizenlemesinde (Suzuki ve ark, 2000)
onemli bir rol oynar ve interfaz sirasinda mikrotiibiil stabilitesini etkiler. Survivinin strese
hiicresel yanit, anjiyogenezis ve metastaz siieclerinde de rol oynadigi bildirilmistir
(O’Connor ve ark, 2000; Mehrotra ve ark, 2010, Pavlyuko ve ark, 2011). Yapilan

caligmalarda survivinin telomeraz aktivitesi lizerine de etkilerinin oldugu, telomeraz
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aktivitesini arttirdig1 belirlenmistir (Mehrotra ve ark, 2010). Ayrica interlokin-3 (IL-3), Fas
(CD95), tiimor nekroz faktorii, Bax gibi apoptozu indiikleyen molekiiller ile antikanser
ilaglarinin etkisini azalttig1 belirlenmistir (Han ve ark, 2009).

Survivinin, antiapoptotik etkisine dair birka¢ hipotez vardir. En ¢ok ¢alisilan
antiapoptotik mekanizma, survivinin proapoptotik protein Smac/DIABLO’yu bloke etme
kabiliyetidir (Pavlyuko ve ark, 2011). Smac/DIABLO’ya baglanarak, diger IAP
molekiillerin baglanmasini engelleyerek apoptozu dolayli olarak inhibe edebilecegi ileri
stiriilmiistiir (Liu ve ark, 2004). Diger mekanizma ise XIAP ile etkilesime girme kabiliyetine
dayanir. XIAP’yi ubiquitinasyondan korur ve stabilitesini arttirarak kaspazlarin
inhibisyonunu tesvik eder (Pavlyuko ve ark, 2011). Ayrica baslatic1 kaspaz olan kaspaz 9 ve
efektdor kaspaz olan kaspaz 3 ve kaspaz 7’nin aktif formlarina baglanarak, apoptotik
yolaklar1 bloklar ve bdylece apoptozu inhibe eder (Sekil 11) (Nicholson ve Thornberry,
1997; LaCasse ve ark, 1998; Andric ve ark, 2012). Calismalar survivinin sadece kaspaz
bagimli apoptozu inhibe etmedigini ayn1 zamanda kaspazdan bagimsiz apoptotik yolaklarida

inhibe ettigini gostermistir (Shankar ve ark, 2001).

Ekstrinsik Yolak Intrinsik Yolak
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IAPs,
Survivin
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CAD/ICAD Hedef molekiil

Fas L, TNF
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AlF I— Survivin

DNA fragmentasyonu

Sekil 11. Apoptotik yolak iizerinde survivinin etkileri (Jaiswal ve ark, 2015).

Survivinin apoptoz ile iliskisini arastiran pek c¢ok c¢alismada apoptotik genleri

diizenleyerek apoptozu indiikledigi bilinen p53 proteininin kaybinin survivin ekspresyonunu

40



etkiledigi belirlenmistir (Mirza ve ark, 2002; Nakano ve ark, 2005). p53, survivinin
antiapoptotik aktivitesini antagonize ederek apoptozu baglatabilir (Mirza ve ark, 2002).

Survivin transkripsiyonu promotor bolgesindeki spesifik sekanslarla kontrol edilir,
hiicre dongiistiniin GI faz1 sirasinda artar ve G2-M’de zirveye ulagir (Olie ve ark, 2000; Mita
ve ark, 2008). Mitoz sirasinda metafaz ve anafazda kisa bir zaman aralifinda iglev goriir
(Mita ve ark, 2008).

Survivin, embriyonik dokularda bolca eksprese edilir, ancak ¢cogu farklilagsmis yetiskin
dokularinda saptanamaz (Johnson ve Howerth, 2004). Artan kanitlar, ayn1 zamanda birgok
insan organinda/hiicrelerinde karsinojenez de rol oynadigini ve c¢ogu kanserde yiiksek
oranda eksprese edildigini gostermektedir (Jaiswal ve ark, 2015). Survivin geninin
ekspresyon seviyesi, timoriin farklilasma derecesi, histolojik derece, mitotik indeks ve
tiimor tipi gibi cesitli degiskenlere baghdir (Altieri, 2008; Jaiswal ve ark, 2015). Hemen
hemen insanlarda goriilen tiim kanser tiirlerinde farkli oranlarda da olsa eksprese edildigi
bildirilmigtir (Altieri, 2003). Meme (Bongiovanni ve ark, 2014), 6zafagus (Upadhyay ve
ark, 2011), mide (Borges ve ark, 2011), kolon (Dimitrakopoulos ve ark, 2011), pankreas
(Theodoropoulos ve ark, 2010), mesane (Kawata ve ark, 2011), bobrek hiicresi (Qin ve ark,
2012), bas ve boyun (Kosti¢ ve ark, 2013), oral (Lauxen ve ark, 2014) ve 16semi (Brundage
ve ark, 2002) gibi ¢esitli insan neoplazmlarinda yiiksek diizeyde ifade edildigi belirlenmistir
(Kavya ve ark, 2017). Bu nedenle survivin insan genomunda bir¢ok tiimor spesifik genden
biridir (Pavlyuko ve ark, 2011). Survivinin tiimor hiicrelerinde eksprese edilmesinin tiimor
olusumu ve gelisiminde tiimdr hiicrelerinin hayatta kalmasi icin avantaj sagladig
belirlenmistir (Altieri, 2008). Bu nedenle kanser teshisinde marker olarak kullanimu ile ilgili
cesitli caligmalar mevcuttur (Altieri, 2003).

Survivinin yiiksek ekspresyon diizeyi zayif prognoz ile iliskilendirilmistir (Altieri,
2003). Ayrica kanser evresi, sagkalim siiresi, kanserin niiksetmesi ve tedavinin etkinligi
hakkinda da bilgi vermektedir (Curtin ve Cotter, 2003; Jaattela, 2004; Jaiswal ve ark, 2015).
Ciinkii yiiksek survivin ekspresyonu, agresif davranig, kemoterapdtik ajanlara azalmig yanit
ve survivin negatif olan kanserler ile karsilastirildiginda hayatta kalma siiresinin kisalmasi
ile korelasyon gosterir (Sarela ve ark, 2002; Li ve ark, 2003).

Son yapilan c¢aligmalarda endotel hiicreleri, hematopoietik progenitoér hiicreler,
timositler, kolon mukozasi, T hiicreleri ve uterin serviks epitel hiicrelerinde hiicre
proliferasyonu i¢in diisiik seviyelerde survivinin ifade edildigi bildirilmistir (Altieri, 2002;

Frost ve ark, 2002; Fukuda ve Pelus, 2002; Song ve ark, 2003; Okada ve ark, 2004).
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2.14. Kopek Osteosarkoma

Kanser, evcil kopeklerde biiyiik bir saglik sorunudur (Gustafson ve ark, 2018).
Kopeklerde goriilen kanser tiirleri arasinda melanom, Non-Hodgkin lenfoma, osteosarkoma,
yumusak doku sarkomlar1 ve prostat, meme, akciger, kolorektal karsinomlaridir (Fan ve ark,
2008; Baek ve ark, 2009). Yasami siiresince her 3 kopekten 1’irine kanser teshisi
konulmaktadir. Son yillarda 10 yasindan biiyiik tiim kdpek oliimlerinin yaklagik yarisinin
nedeni kanserdir (Baek ve ark, 2009).

Kuzey Amerika’da kanser iizerine yapilan ¢alismada 81 kdpek irkinin 70’inde ve
karma cins kopeklerin oliimiinden sorumlu patofizyolojik siirecin kanser oldugu rapor
edilmistir. Kanserin goriildiigii kopek 1rklar1 ve kansere yakalanma oranlari Bernese dag
kopegi (%55), Golden Retriever (%50), iskog Terrier (%48), Bouvier des Flandres (%47),
Boxer (%44), Bullmastiff (%44), Irlanda av kdpegi (%41) ve Airedale Terrier (%40) olacak
sekilde bildirilmistir. Kanser prevalans1 diisiik irklar ise Malta kopegi (%9), Dachsund av
kopegi (%9), Pekingese (%8), Pomeranian (%8), Chihuahua (%8), Miniature Dachsund
(%6) ve Miniature Pinscher (%4)’diir (Gustafson ve ark, 2018).

Osteosarkoma (OSA) mezenkimal bir tiimor olup en yaygin primer kemik tiimoriidiir
ve uzun kemiklerin metafiz bolgesinde agirlikli olarak meydana gelir. Yiiksek derecede
malignite gosterir, hizl1 biiylime oranina ve metastaz yapma egilimine sahiptir (Evdokiou ve
ark, 2003; Benassi ve ark, 2007; Fu ve ark, 2011). Genellikle akcigere yerlesme egiliminde
olan ve diger organlarda metastaz yapan koétii huylu bir tiimordiir (Sharili ve ark, 2011; Gill
ve ark, 2013). OSA, insanlarda agirlikli olarak ergenlerde ve genc yetiskinlerde goriiliirken
en sik insidans 15-19 yaslar1 arasindadir. insan OSA’nin aksine, kdpek OSA daha fazla yash
kopeklerde goriiliir (Spodnick ve ark, 1992).

Evcil kdpeklerde en sik goriilen malign kemik dokudan kaynaklanan birincil kemik
tiimorlerinden biridir (Priester ve Mc Kay, 1980; Quigley ve Leedale, 1983; Mantovani ve
ark, 2016; Hlavaty ve ark, 2017). Kopeklerde goriilen tiim malignitelerin %4’ ilini
olustururken, iskelet tiimorlerinin %85’ini olusturur (Curtis ve ark, 2011; Millanta ve ark,
2012; Mantovani ve ark, 2016). Primer kemik tiimorlerinin goriilme sikliginin kopeklerde
7.9/100.000, kedilerde 3.1-4.9/100.000 oldugu bildirilmektedir (Vanel ve ark, 2013).
Osteosarkoma gelisme riski yliksek oldugu bildirilen cinsler arasinda Doberman Pinscher,
German Shepherd, golden retriever, Great Dane, Irish setter, golden rottweiler ve Saint

Bernard bulunmaktadir (Gustafson ve ark, 2018).
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Osteosarkoma goriilmesinde temel etkenin cins ve ailesel insidans oldugu
distinilmektedir. Ana predispozan faktor ise kopegin agirhi§indan daha c¢ok boyudur
(Ehrhart ve ark, 2013; Gustafson ve ark, 2018). Kisirlastirilmis kdpekler daha fazla risk
altindadir. Disi veya erkek kopeklerin OSA’ya olan yatkinligi tiimoriin lokasyonuna ve
kopegin cinsine bagli olarak degismektedir (Vanel ve ark, 2013). En sik 7-9 yash
kopeklerde goriiliirken, nadirde olsa 1-2 yash kopeklerde de rastlanmaktadir (Krajarng ve
ark, 2012). Kaburga osteosarkomalar1 ise ortalama 5,4 yaslarinda goriiliir (Vanel ve ark,
2013).

Histopatolojik olarak OSA, tiimor hiicreleri tarafindan bir osteoid matrisin
iiretilmesiyle karakterize edilen malign hiicre tiimorii olarak tanimlanmaktadir (Thompson
ve Pool, 2002; Barger ve ark, 2005). Hem apendikiiler (~%75) hem de aksiyal (~%25)
iskelette meydana gelen ilkel kemik hiicrelerinden tiiremektedir (Brodey ve Riser, 1969;
Heyman ve ark, 1992; Gustafson ve ark, 2018). OSA hem aksiyal hem de apendikiiler
iskelette goriinse de, distal radius yada proksimal humerusdan kaynaklanan apendikiiler
OSA, aksiyal OSA’dan ~3-4 kat daha sik goriilmektedir (Wolke ve Nielsen, 1966; Dernell
ve ark, 2001; Barger ve ark, 2005). Apendikiiler OSA, uzun kemiklerin metafizyel kisminin
mediiler boslugunda ortaya c¢ikan malign osteoblastlarin bir tiimoriidiir (Misdorp ve Hart,

1979; Thompson ve Pool, 2008).

Sekil 12. Kopeklerde OSA nin gelistigi bolgeler (Weisbrode, 2006).

Osteosarkoma proksimal humerus, distal femur, proksimal ve distal tibiada goriilse de
Distal radius ve proksimal humerus, en sik etkilenen metafizer kemik bdlgeleridir.
Proksimal, distal femur ve tibialarda daha az rastlanir (Sekil 12). Ancak bu kanser tiirii
herhangi bir kemikte de gelisebilir (Dernell ve ark, 2001; Liptak ve ark, 2004; Biller ve ark,
2016). On bacaklar arka bacaklardan iki kat daha fazla etkilenir (Morello ve ark, 2011).
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Genel olarak biiyiik kopeklerde goriiliir (Mantovani ve ark, 2016) bu nedenle sadece %5’1
15 kg’dan kiiclik kopeklerde goriiliirken dev kopek irklart osteosarkoma gelisimi i¢in risk
altindadir (Baek ve ark, 2009; Morello ve ark, 2011). Bununla birlikte, kii¢iik cins kopekler
nadiren etkilenmis olsalar bile, bunlarda daha ¢ok aksiyal osteosarkoma goézlenir (Vanel ve
ark, 2013).

Kemiklerde meydana gelen lokal tiimorlerin biliylimesi lizize, siddetli agriya,
topalliklara, fonksiyon kaybina neden olur (Mueller ve ark, 2007; Mantovani ve ark, 2016).
OSA’l1 kopeklerde goriilen en yaygin belirti topalliktir. Topallik aniden (6rnegin, siddetli
faaliyetlerden sonra) veya daha yavas gelisebilir. Osteosarkoma kemik icinde derinlerde
gelisir, disa dogru biiylidiikkce ve kemik igten disa dogru yok edildik¢e giderek daha aci
verici hale gelir (Krajarng ve ark, 2012). Kemik agrisi, bu hastalarda tipik olarak hastaligin
ilk belirtisidir. Lokalize periost inflamasyonu nedeniyle alan dokunuldugunda sicaktir.
llerleyen evrelerde spontan kirilmalar ile sonuglanan énemli saglik problemleri meydana
gelmektedir (Mueller ve ark, 2007). OSA’da ikincil kiriklar osteoklastlarin aracilik ettigi
tiimor kaynakli osteolizin bir sonucu olarak gelisir (Brodey ve Riser 1969; Tomlin ve ark,
2000; Liptak ve ark, 2004).

Osteosarkoma, yliksek derecede metastatiktir (Spodnick ve ark, 1992; Porrello ve ark,
2006). Genellikle akcigerlere kadar yiiksek oranda metastaz gosteren, lokal agresif bir
tiimordir (Curtis ve ark, 2011; Zhang ve ark, 2015). Bir diger yaygin metastatik bolge ise
diger kemiklerdir. Vakalarin sadece %4,4-9’unda lenf nodlarina yayilir (Hillers ve ark,
2005; Morello ve ark, 2011). Vakalarda i¢ organlar, beyin, deri alt1 doku ve cilt gibi diger
lokasyonlara metastaz da meydana gelebilmektedir (Morello ve ark, 2011; Mantovani ve
ark, 2016). Kopeklerin sadece %10’unda, metastaz tan1 aninda tespit edilebilecek kadar
bliyliktiir. Metastaz evcil hayvanlardan kedilerde az sayida da olsa uzak metastaz gelisirken
bunun aksine kopeklerin ¢ogunun metastaz sonucu 6ldiigi gézlenmistir (Brodey ve Riser,
1969; Dimopoulou ve ark, 2008; Hlavaty ve ark, 2017).

Anamnez Oykiislinlin degerlendirilmesinin ardindan ve lezyonun radyografik
goriiniimiine gore klinik tan1 konulur. Bu kanser tipinin kesin teshisi tiimoriin cerrahi olarak
cikarilmasi sirasinda veya cerrahi amputasyondan 6nce doku biyopsisi ile konur. Alternatif
olarak ince igne aspirasyonu gerceklestirilebilir. Fakat bu yontemde mevcut olan az sayidaki
hiicre nedeniyle, bir kemik biyopsisi kadar bilgilendirici olmayabilir. OSA i¢in gilincel
tanisal “altin standart”, osteoid matriks, osteoblastik, fibroblastik, kondroblastik ve
telanjektik alt tiplerin olugsmasina dayanarak tiimor siniflandirmasi ile yapilan histopatolojik

incelemedir (Kirpensteijn ve ark, 2002; Loukopoulos ve Robinson, 2007). Kirpensteijn ve
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ark (2002) tarafindan kullanilan histopatolojik derecelendirme sistemi, olgularin %75’ini
olusturan grade III tiimorlerin, grade I ve II neoplazmalardan anlamli olarak daha koti
prognoza sahip oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, bu derecelendirme sistemi,
apandikiiler olmayan bolgelerdeki tiimorler i¢in Onemli Olgiide prognostik degildir.
Etkilenen bacaklarin radyografileri tani i¢in kullanilan ileri diizey tekniklerdir ve
radyografilerle uyumlu lezyonlar1 olan tiim kopekler icin biyopsi gerekli olmayabilir
(Kirpensteijn ve ark, 2002; Liptak ve ark, 2004; Loukopoulos ve Robinson, 2007). Tedavi
segcenekleri belirlenmeden Once, hastaligin derecesini anlamak i¢in onkolojik evreleme
gereklidir. OSA’ll kopeklerin  %95°1 pulmoner mikrometastazlara sahip oldugundan
hastaligin evrelenmesinde akciger grafilerinin goriintiilenmesi gereklidir. Bunun yaninda
OSA’nin evrelendirilmesinde imkanlara ve istege bagli olarak kemik sintigrafisi veya
radyografik kemik taramasi da yapilabilir (Biller ve ark, 2016).

Kopek kanserlerinde genellikle palyatif tedavi uygulanmaktadir (Baek ve ark, 2009).
Kemoterapi bu kanserin seyrini degistirmenin tek anlamli yoludur. Ama¢ mikrometastazlari
hedef almak ve lokal niiksii kontrol etmektir. Bu amagla Aktinomisin D (ActD),
doksorubisin (DXR), Nutlin-3 ve etoposit (Eto) da dahil olmak iizere cesitli kemoterapi
ilaclart OSA tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ilaglar arasinda, ActD, DXR ve
Eto, DNA {izerine dogrudan etkiler gosterir, transkripsiyonu inhibe eder ve apoptozu uyarir.
Bunlar, tekli ve ¢cok ajanlar seklinde ve degisen dozaj ve tedavi araliginda kullanilmaktadir
(Berg ve ark, 1995; Bacon ve ark, 2008; Bender ve ark, 2008).

Kopeklerde uygulanan kanser tedavi secgenekleri arasinda primer tiimoriin cerrahi
olarak ¢ikarilmasi, etkilenen uzuvun ampiitasyonu da vardir. Ayrica ekstremite koruyucu
cerrahi miidahaleyi takiben adjuvan kemoterapinin uygulanmasi da son zamanlarda tercih
edilen tedavi yontemidir (Bitetto ve ark, 1987; Baek ve ark, 2009; Mauchle ve ark, 2015;
Mantovani ve ark, 2016; Hlavaty ve ark, 2017). Ameliyat sonrasi osteosarkomanin
prognozu zayiftir, ek olarak, pahali kemoterapdtikler uzak metastazlarin biiylimesini kontrol
ederek hayatta kalma oranlarmi esas olarak uzatmaktadir. Bununla birlikte, kullanimlar
ciddi toksisite nedeniyle siirlidir. Bu nedenle, nihai amag, uygun ve minimal toksisiteye
sahip olan etkili kemoterapétiklerin kesfedilmesidir.

Son yillarda OSA teshisinde ve tedavisindeki gelismelere ragmen OSA’l1 kopeklerin
prognozu ve sagkalim oranlarinda degisme saglanamamistir (Mauchle ve ark, 2015).
Osteosarkomali kopeklerin %45’inin tam1 ve tedaviyi takiben 1 yil sagkalim oranina,
%54’ linde ise metastaz gelistigi i¢in ortalama 243 giinliik hayatta kalma siiresine sahip

oldugu bildirilmistir. Tan1 aninda metastaz bulgular1 olan kopeklerin ortalama sagkalim
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stireleri ise 76 giindiir (Simpson ve ark, 2017). OSA’l1 kdpeklerin ancak %20’sinden daha
az1 2 yildan daha fazla yasabilmektedir (Wilson ve ark, 2008). Hastalarin hala %20’sinden
fazlas1 timor metastazi ve rezeke edilemeyen tiimor nedeniyle 6lmektedir (Ryu ve ark,
2010; Zhang ve ark, 2015). Yasam siirelerinde kopeklerin agirliklart ve tiimoriin yerlesimi
de 6nemli bir faktordiir. Disiik viicut agirligina sahip kopekler daha uzun ve proksimal
humeral tiimorleri olan kopekler ise daha kisa yasam siirelerine sahiptir (Simpson ve ark,
2017).

Hem klinik hem de molekiiler kanitlar, insan ve kdépek OSA’nin, erken metastaz,
kemoterapi direnci, bazi proteinlerin (6rn., Ezrin, Met, PTEN) degistirilmis ekspresyonu ve
p53 mutasyonu gibi bazi temel Ozelliklerinin ortak oldugunu gostermektedir. Bu
benzerlikler goz oniine alindiginda, kopek OSA, bu hastalik i¢in yeni terapdtik hedeflerin
potansiyel klinik yararin1 degerlendirmek i¢in uygun bir model gorevi yapar (Poradowski ve
ark, 2016).

Kopeklerin biliylikligl, yetistirilme tarzlart ve bagisikliklarn yeterlilik model
potansiyellerini arttirir. Dahasi, spontan tiimorleri olan kopekler dogal olarak terapi direnci
ve metastaz gelistirirler. Buna ek olarak, kendiliginden ortaya ¢ikan kopek kanserlerindeki
timor yikleri, hipoksi ve klonal varyasyon gibi biyolojik faktorler acisindan, fare
modellerinde deneysel olarak indiiklenen tiimorlere kiyasla insanlara daha fazla
benzemektedir. Kopek tiimorlerinin boyutu da seri goriintileme ve zamanla doku

toplanmasina izin verir (Schmidt ve ark, 2016).

2.15. Bisfosfonatlar
2.15.1. Bisfosfonatlarin Tarihcesi

Bisfosfonatlar (BP), eczac1i Theodor Salzer tarafindan 1894’te kesfedilmis ve sadece
tekstil ve petrol endiistrilerinde korozyon inhibitorleri, kompleks olusturucu maddeler ve
deterjan endiistrisinde demineralize edici ajanlar olarak olarak kullanilmistir (Fan ve ark,
2007; Ebetino ve ark, 2011).

Fleisch ve arkadaslar1 1960’larda birkag¢ fizyolojik siirecte (6rnegin Aminoasil-tRNA
sentezi gibi) bir yan {iriin olan inorganik pirofosfatin, hidroksiapatite baglanip ¢dziinmesini
inhibe ederek kireclenmeyi 6nleyebildigini bulmuslardir. Ayn1 zaman araliginda Francis ve
arkadaslar1 Procter & Gamble’da bisfosfonatlarin Ozelliklerini Fleisch ile birlikte
arastirmaya baslamis ve myositis ossifikans tanis1 konulan bir g¢ocugun tedavisinde

bisfosfonat olan etidronati kullandiklarmi bildirmislerdir (Bassett ve ark, 1969; Francis ve
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Valent, 2007). Bu gelismenin ardindan 1970 ve 1980’lerde anormal kalsiyum
metabolizmasi ile karakterize edilen hastaliklarin tedavisi igin etidronat, klodronat ve
pamidronat kullanilmaya baslanmustir. Izleyen yillarda neridronat, risedronat, zoledronat,
minodronat, alendronat ve ibandronat gibi bisfosfonatlar gelistirilip, klinik potansiyelleri
arastirilmaya devam edilmistir (Ebetino ve ark, 2011).

Bisfosfonatlarin osteoklastlar iizerindeki etkisi molekiiler diizeyde 1989 yilinda
yapilan calismalar ile ortaya ¢cikmistir (Rogers ve ark, 2011). Bu gelismenin ardindan,
hidroksiapatite yiiksek affiniteye sahip olmasi nedeni ile kemik erimesini (Ebetino ve ark,
2011), ve kalsiyum metabolizmast bozukluklarini tedavi etmek amaciyla da kullanilmaya
baslanmiglardir (Graham ve Russell, 2011). Ayrica kemik hastaliklarinin tedavisinde,
kolloidler ve ilaglar i¢in hedefleyici ajan olarak ve kemik matriksine adsorbe olma
kabiliyetlerine dayanarak teshis amacli kemik taramasinda da bisfofonatlardan
yararlanilmaktadir (Fleisch, 2002; Fan ve ark, 2007; Petroianu, 2011; Giger ve ark, 2013).

Bisfosfonatlarin kansere 6zgli sagkalim {iizerine etkileri kanitlanmasa da, kemige
metastaz yapmis ileri evre kanser hastalarinin yasam kalitesi lizerinde olumlu etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Kemige metastaz yapan insan kanser tedavisinde ABD’de onaylanan
pamidronat (Aredia®) kullanirken, 2002 yilinda FDA tarafindan zoledronik asidin
(Zometa®) kullaninimi onaylanmistir (Berenson ve ark, 2002). Bisfosfonatlar uzun yillar
cesitli tedavilerde kullanilmalarina ragmen son yillarda molekiiler mekanizmalar1 hakkinda

bilgilerin ancak netlestigi sdylenebilir (Rogers ve ark, 2011).

2.15.2. Bisfosfonatlarin Yapisi

Bisfosfonatlar stabil inorganik pirofosfonat analoglaridir (Giger ve ark, 2013). BP’ler,
tek bir karbon yoluyla baglanmis iki P-C bagina ve P-C-P ¢ekirdek yapisina sahiptir
(Graham ve Russell, 2011). Endojen kemik mineralizasyonunda rol oynayan
pirofosfonatlarda iki fosfatt baglayan ajan oksijen atomu iken BP’de karbon atomudur.
Kimyasal yapilarindaki bu farktan dolay1 asidik ortamda pirofosfonatlara gore BP’ler daha
direngli yapiya sahiptir (Giger ve ark, 2013). P-C-P yapisindaki oksijen atomlar1 kalsiyum
iyonlarini selatlama yetenekleri sayesinde, hizli bir sekilde kemik mineralini hedef alirlar
(Rogers ve ark, 2011).

Bisfosfonatlarin yapis1i Sekil 13°de gosterildigi gibi, iki grup (R; ve R;) halinde,
bisfosfonatlarin merkezi karbon atomuna baglanir. BP’lerin hidroksiapatite olan afinitesi,

etidronat ve alendronatta oldugu gibi R;’in bir hidroksil grubu (-OH) icermesi ile
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arttirllabilir. R;’in kemik rezorpsiyon mekanizmasinda etkisi ¢ok az iken, asil rol oynayan

birimi igeren R,’dir (Giger ve ark, 2013).

R2Nigeren genelde 0
daha gisglisdir i _OH
R ~A-
“Fr. O Ru: OH le gistendictmis
HO //P% hidroksiapatite baglanan
0 O kisim
Genel Bisfosfonat

Sekil 13. Bisfosfonatlarin yapisi (Giger ve ark, 2013).

Tim BP’ler ayni1 fosfor-karbon-fosfor ¢ekirdegini paylasmasina ragmen, farkl
bifosfonatlarin hidroksiapatit baglanma affinitelerinde belirgin farkliliklar oldugu ve bunun
etki siirelerinin belirlenmesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir (Idris ve ark, 2008). BP’lerin
R; ve R, gruplarimin farkli olmasi farmakokinetik ve farmakolojik davranislarini etkiler.
Hedef enzimleri de hidroksiapatit yapilarina baglanma ve asidik ortamda hidroksiapatitden
ayrilma agisindan 6nemli Olgiide farklilik gosterir (Ebert ve ark, 2009).

Bisfosfonatlarin osteoklastlar ve diger hiicreler tarafindan hiicreye aliminin fagositoz
ile gerceklestirdigi disiiniilmektedir. Spesifik pompalar ve kanallar tarafindan hiicreye alimi
hakkinda arastirmalar yapilmis ancak kanitlanamamistir. Fagositoz ile BP alimi yapmayan
hiicrelerde ise hiicre igine girisinin pinositoz yoluyla da gerceklestigi tahmin edilmektedir
(Ebert ve ark, 2009).

Bisfosfonatlar, molekiiler mekanizmalaria dayanarak R, grubuna gore azot iceren ve
icermeyenler olarak iki ayr1 farmakolojik sinifa ayrilabilir. Klodronat ve etidronat gibi
nitrojen icermeyen BP’ler, ayn1 zamanda birinci jenerasyon BP olarak adlandirilmaktadir.
Bunlar osteoklast aktivitesini inhibe eden ATP’nin hidrolize olmayan sitotoksik
analoglarina intraseliiler olarak metabolize edilir (Evdokiou ve ark, 2003; Heyman ve ark,
2005; Ryu ve ark, 2010). Alendronat, risedronat, pamidronat ve zoledronat gibi nitrojen
iceren BP’ler (N-BP), ikinci ve {igiincii jenerasyon BP’ler olarak da adlandirilmaktadir
(Evdokiou ve ark, 2003; Ryu ve ark, 2010). N-BP’ler kolesterol ve izoprenoid lipitlerin,
ozellikle farnesil ve geranil-pirofosfatlarin {iretiminden sorumlu bir biyosentetik yol olan

mevalonat yoluna etki ederler (Evdokiou ve ark, 2003). Baslica hedefleri mevalonat
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yolunun bir parcasi olan farnesil ve geranilgeranil difosfat sentaz enzimleridir (Goldsby ve
ark, 2013). Bu enzimlerin inhibisyonu kemik resorpsiyonunu engeller (Heyman ve ark,
2005). Mevalonat biyosentetik yolunun bozulmasiyla antineoplastik 6zellikler gdstererek
(Goldsby ve ark, 2013), osteoklastlarda apoptozu indiiklerler (Evdokiou ve ark, 2003).
BP’ler, preosteoklastlarin alinmasini, ¢ogalmasini ve farklilasmasini inhibe ederek veya
matiir osteoklastlarin resorptif aktivitesini engelleyerek etki gosterirler (Heyman ve ark,
2005). Giiniimiizde azot icermeyen bisfosfonatlarin yerini kimyasal yapilarindan dolay1
daha gii¢lii yapiya sahip azot iceren bisfosfonatlar almistir (Epstein, 2006).

Azot iceren bisfosfonatlar osteoklastlarin onciisii olan makrofajlarin sayisini azaltir.
Ayrica osteoblastlar tarafindan osteoprotegerin tiretimini artirarak
monositlerin/makrofajlarin osteoklastlara farklilasmasini engelledigine dair kanitlar vardir.
Osteoprotegerin, osteoklastogenezisin O6nemli bir aracisi olan RANKL’a baglanir ve
osteoklastlar iizerine olan etkisini baskilar (Hirbe ve ark, 2009). N-BP’ler, osteosarkoma ve
tiimdrle iliskili endotel hiicreleri lizerinde pleiotropik inhibe edici etkilere sahiptir (Conry ve

ark, 2016).

2.15.3. Bisfosfonatlarin Metabolik EtKkileri

Bisfosfonatlarin oral yoldan kullaniminda gastrointestinal sistemde emilimi oldukga
diistiktiir (%1) ve biyoyararlanimi beraberinde alinan yiyecek ve igeceklerin etkileri ile de
diisebilmektedir. Emilen miktarin biiylik bir kismi kemikler tarafindan tutulurken diger bir
kismi ise bobrekler tarafindan atilir. Dolagimdaki yarilanma 6émrii 30-120 dk gibi kisa bir
siire olmasina karsin kemiklerde bu stire olduk¢a uzundur (Reszka ve Rodan, 2003; Tiras ve
Taskiran, 2005; Owens ve ark, 2007).

Bisfosfonatlar osteoklast aracili kemik rezorpsiyonunun en gii¢lii inhibitdr siifidir ve
kemik metabolizmas1 diizenleyicileri olarak rol oynarlar. Kemik dongiisiiniin arttig
bolgelerde mineral ylizeylere absorbe edilerek, osteoklast aktivitesini inhibe ederler ve
boylece kemik resorpsiyonunun azalmasina neden olurlar (Evdokiou ve ark, 2003; Basso ve
ark, 2013). Bu nedenle farkli kemik hastaliklarinin (Paget hastaligi, postmenopozal
osteoporoz ve tiimor kaynakli osteoliz gibi) tedavisinde diger ilaglar i¢in kemik hedefleyici
ajan olarak ve makrofajlar1 tiiketen nanopartikiillerin formiilasyonunda (kaplamak ve
stabilize etmek i¢in) kullanilir (Evdokiou ve ark, 2003; Fu ve ark, 2011; Basso ve ark, 2013;
Giger ve ark, 2013). Bisfosfonatlar kemik yiizeyini kapladigindan implantlarin etrafindaki
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kemik olusumunu destekler. Ayrica restenozun inhibisyonu iizerinde etkili olup, tiimor

hiicrelerinde apoptozu indiikler (Giger ve ark, 2013) (Sekil 14).
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Sekil 14. Bisfosfonatlarin biyomedikal alaninda uygulamalar1 (Giger ve ark, 2013).

Ayrica, monositlerin osteoklastlara donilislimiinii, ostaoklastlarin kemige yonelimini,
kemik iligi hiicrelerinden kemik rezorpsiyonuna neden olan sitokin iiretimini Onlerler
(Berenson, 2001). BP’ler osteoblastlar iizerindeki dolayli etkileriyle de rol oynayabilirler
(Evdokiou ve ark, 2003; Basso ve ark, 2013). BP’lerin in vivo kemik olusumunun
biyokimyasal belirteglerini inhibe ettigi bilinmektedir, ancak bunun osteoklastlarin
fonksiyonlarinin inhibisyonu veya osteoblast hiicreleri {izerinde dogrudan inhibitdr etkisinin
bir sonucu oldugu agik degildir (Idris ve ark, 2008).

Bisfosfonatlarin tiimoriin indiikledigi osteolizin neden oldugu kemik agrilar1 ve
maligniteye bagli hiperkalsemi tedavisinde kullanimi aragtirilmistir. Bunun yaninda fibréz
displazi, osteogenezis imperfekta, osteoartrit ve romatoid artrit tedavisi i¢in bisfosfonat
kullanim iizerine ¢aligmalar da yapilmaktadir (von Knoch ve ark, 2005). BP’lerin ayrica in
vitro mineralize kemik nodiil olusumunu uyardigi ve mezenkimal kok hiicrelerin
osteoblastlara farklilasmasini tesvik ettigi bildirilmistir (Idris ve ark, 2008).

Osteolitik metastazlarda timor hiicreleri tarafindan osteolitik mediyatorlerin salinimi,

kemik degredasyonu, degrede kemikten biiylime faktorlerinin salinimi, timor hiicrelerinin

50



gelisimi, osteolitik mediyatdrlerin daha fazla salimini iceren kisir dongliden bahsedilir.
Kemik rezorpsiyonu inhibitdrleri, bu nedenle iskelet metastazlarini yonetmek i¢in daha
umut verici araglardan biri olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu kisir dongiinlin primer kemik
tiimorleri durumunda da gecerli olabilecegi ve BP’ler gibi kemik rezorpsiyon
inhibitorlerinin bir iskelet bolgesinde primer tiimor gelisimini engelleyebilecegi tahmin
edilmektedir (Heymann ve ark, 2005). Ciinkii yiiksek BP konsantrasyonlari yumusak doku
tiimorlerine gore bu kemik tiimorlerinin ¢evresine daha kolay ulasilabildiginden, osteojenik
sarkomlar i¢cin BP tedavisi uygulanabilir (Conry ve ark, 2016).

Bisfosfonatlar ile yapilan in vitro ¢aligmalar insanlarda miyelom (Shipman ve ark,
1998; Tassone ve ark, 2000), meme (Fromigue ve ark, 2000; Senaratne ve ark, 2000) ve
prostat kanseri (Lee ve ark, 2001) hiicrelerinde apoptozun indiiklenmesinde proapoptotik
etkilere sahip oldugunu bildirilmistir. BP’lerin hem klinik dncesi hem de klinik ¢caligmalarda
malign kemik hastaliklarinda terapotik etkinliklerine katkida bulunabilecek dogrudan
antitimor 6zelliklere sahip oldugunu 6ne siiren kanitlar mevcuttur (Fu ve ark, 2011; Botter

ve ark, 2014; Cheng ve ark, 2016).

2.16. Zoledronik Asit

Zoledronik asit (ZA, CsH;(N,O7P;), iicilincli nesil azot igeren endojen pirofosfat
analogu bir aminobisfosfonattir (Conry ve ark, 2016). Kimyasal adi [1-Hidroksi-2(1 H-
imidazol-1-il) etiliden] bis [fosfonik asit]’tir. Imidazol halka iceren yan zincire sahiptir.
Diger bisfosfonatlar gibi osteoklast aracili kemik rezorpsiyonunun giiclii bir inhibitoriidiir
(Michele ve ark, 2010; Basso ve ark, 2013).

Halka yapisinda ikinci bir azot atomu bulundugu i¢in diger bisfosfonatlardan farklidir
ve klodronat, pamidronat, risedronat, alendronik asit ve etidronat gibi diger
bisfosfonatlardan yaklasik 100-1000 kat daha etkilidir (Kubista ve ark, 2006; Horie ve ark
2007; Zhao ve Hu, 2015). ZA’nin plazma yar1 Oomrii 24 saatten az olmasina ragmen,
bisfosfonatlar kemikte daha stabil oldugundan iskelet yar1 dmrii 300 giinden fazladir (Conry
ve ark, 2016).

Zoledronik asit, kalsiyum igeren hidroksiapatit kemik mineraline gii¢lii bir sekilde
baglanir (Conry ve ark, 2016) ve kemik rezorpsiyonunu inhibe eder. Boylece kemik kaybini
ve kemik doniistimiinii etkili bir sekilde azaltir (Rogers ve ark, 2000; Ebert ve ark, 2009).

Osteoporoz, Paget hastaligi, maligniteye bagli hiperkalsemi, multipl miyelom ve meme
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kanserinin kemik metastazi gibi kansere bagli osteolitik lezyonlarin tedavisinde antirezorptif
ozelliginden yararlanilir (Ebert ve ark, 2009; Patntirapong ve ark, 2012). Osteoporoz
tedavisi icin yilda bir kez verilen Zoledronik asit (Reclast®), Agustos 2007°de FDA
tarafindan  onaylanmustir. Intravendz olarak uygulanan ZA’nin  dolasimda upM
konsantrasyonlarinda bulundugu bunun sonucunda minerallerin eklenmesi ile kemik
kitlesinde artisa yol agtifi ve vertebral kirik riskini %70’e kadar azalttigi bildirilmistir
(Ebert ve ark, 2009).

Son yillarda ZA osteoklastlar {izerinde inhibe edici etkisinden dolayr kemik
metastazlarinin engellenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Michele ve ark, 2010;
Conry ve ark, 2016). Asirt veya diizensiz osteoklastik aktivite, malign osteolizin ve buna
bagli agrinin olusumunda merkezi bir 6neme sahiptir (Fan ve ark, 2007). ZA’nin kemige
metastaz yapan prostat kanseri, mesane kanseri, hepatoselliiler kanser, meme kanseri ve
akciger kanserli bircok yetigkin hastada timor ile iligkili agr1 ve iskelete bagl olaylar
azalttig1 bildirilirken ZA ile tedavinin ardindan kemik mineral yogunlugunun arttigi ve
kemik ile ilgili semptomlarin azaldig1 goriilmiistiir (Goldsby ve ark, 2013).

Kemik metastazli prostat kanserli hastalarda iskelet morbiditesinde istatistiksel olarak
anlamli azalma gosteren tek bisfosfonattir (Heymann ve ark, 2005; Steinman ve ark, 2012).
Kemige metastaz yapan kanserlerde tiimoriin kemige yapismasimni Onler ve gelisimini
sinirlandirir (van der Pluijm ve ark, 1996). Yapilan klinik ¢alismalar kemik metastazlari
veya multipl miyeloma hastalarinda ZA’nin test edilen tiim dozlarinin giivenle
uygulanabilecegini ve metabolizma tarafindan yan etkilerinin iyi tolere edilebildigini
gostermistir (Evdokiou ve ark, 2003). Sistemik tedavi ile birlikte ZA’nin uygulandig
calismalarin olumlu sonuglar1 Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Idaresi (United
States Food and Drug Administration) tarafindan solid timdr ve kemik metastazi olan
yetiskin hastalarda kullanilmak iizere onaylamasina neden olmustur (Goldsby ve ark, 2013).

Zoledronik asidin primer tiimdr biiyiimesini inhibe ettigi, akciger metastazlarini
azaltigt ve osteosarkoma hayvan modellerinde hayatta kalma siiresini arttirdig
bildirilmektedir (Goldsby ve ark, 2013; Conry ve ark, 2016). Yapilan preklinik ¢aligmalarda
antimetastatik potansiyeli disinda, ZA’nin dogrudan veya dolayli olarak antitiimor
aktivitesine sahip oldugunu, proliferasyonu 6nledigini ve timor hiicre hatlarinda apoptozu
indiikleyebildigini gdstermektedir (Kubista ve ark, 2006; Rack ve ark, 2010; Conry ve ark,
2016). ZA’nin osteosarkoma dahil olmak {izere c¢esitli tiimorlerde dogrudan intraseliiler
sinyal molekiilleri ile etkileserek antitiimor aktivitesini gosterdigi ve S ve G2/M fazlan

arasindaki hiicre dongiisiinii durdurdugu bildirilmistir (Green, 2005; Ory ve ark, 2008; Zekri
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ve ark, 2014). Ayrica apoptoz indiikleyici gaktér ve endoniikleaz-G’nin translokasyonu ile
karakterize kaspaz aktivasyonundan bagimsiz apoptozu indiiklemektedir (Ory ve ark, 2008).

Zoledronik asit, farnesil ve geranilgeranil difosfat sentazin aktif merkezine
baglanarak, enzimleri inhibe eder ve farnesil difosfat ve geranilgeranil difosfat olusumunu
baskilar. Her iki enzimde kolesteroliin biyosentezinin ger¢eklestigi mevalonat yolaginin kilit
enzimleridir (Steinman ve ark, 2012). Farnesil difosfat (FPP) ve geranilgeranil difosfat
(GGPP) olusumunun baskilanmast izoprenoid lipidlerin tiikenmesine neden olur

(Wellington ve Goa, 2003; Cheng ve ark, 2016; Conry ve ark, 2016) (Sekil 15).

HMG-CoA
Zoledronik asit FPP sentazi inhibe eder.
Hiicrelerin fonksiyonlar1 ve yasamas: icin gerekli
Mevalonat kiigiik sinyal proteinlerinin prenilasyonunu bloke
eder.

Geranil difosfat

T FPP SENTAZ <.

Farnesil difosfat (FPP) —» SM

kolesterol~

Geranilgeranil difosfat —» SW

(GGPP)

Sekil 15. Zoledronik asit, farnesil difosfat (FPP) sentaz enzimini inhibe eder ve kiiciik
GTPazlar Ras ve Rho’nun prenilasyonunu engeller (HMGCoA = 3-hidroksi-3-
metilglutaril koenzim-A) (Clézardin, 2005).

Hiicre canliligi i¢in gerekli metabolik yolaklarda rol oynayan kiiciik GTPazlar,
hiicrelerin sabitlenmesi, hiicre iskelet diizenegi, intraseliiler sinyal ve apoptoz gibi ¢esitli
hiicre siireclerini diizenleyen onemli sinyal proteinleridir (Evdokiou ve ark, 2003; Zhao ve
Hu, 2015). Farnesil ve geranilgeranil difosfat sentaz enzimlerinin inhibisyonu Ras, Rho, Rac
ve Rab gibi GTP baglayic1 hedef proteinlerin prenilasyonunu bozar, prenile olmamis
proteinlerin birikimine yol agarak bu proteinlarin hiicre i¢i dagilimini etkiler boylece sinyal
yolaklarinin kesilmesine neden olurlar (Heyman ve ark, 2005; Roelofs ve ark, 2006). Sonug

olarak, GTPazlarin fonksiyonu ile iliskili aktin hiicre iskeletinin bozulmasina yol acar.
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Hiicre i¢i komponentlerin dagiliminda degiskenlik olur ve osteoklastlarda integrin
sinyallerinde zayiflama meydana gelir (Hirbe ve ark, 2009).

Zoledronik asit kemik hiicreleri {izerindeki etkileri disinda ayrica hiicre gogii
modiilasyonu, anjiyogenez ve bagisiklik sistemi {izerinde etkilere sahiptir (Steinman ve ark,
2012). Timor hiicrelerine yonelik immiin yanitlarin olusumunda diisiik molekiil agirlikli
fosfat kalintis1 i¢eren peptid olmayan bilesiklere yapisal benzerliginden dolay1 gama/delta T
hiicreleri tarafindan taninmaktadir. [n vitro olarak tiimér hiicre &liimiiniin neden oldugu
proinflamatuvar sitokinlerin yiiksek seviyede salgilanmasinin gama/delta T hiicreleri
tarafindan sitiimiile edilmesini saglar. Bagisiklik sistemini modiile ederek de dolayli anti-

tiimor etkisi gosterir (Labrinidis ve ark, 2010; Zhao ve Hu, 2015).

Tiimér hiicresi Anjiyogenezi inhibe Tiimér hiicresinin Sitotoksik ajanlarm
eder proliferasyonunu inhibitor etkisini
inhibe eder ve arttr
apoptozu indiikler

adhezyon
molekillerini
ekspresyonunu )
azaltsr

O
X0

#

C
kemige timor Tiimér hiicrelerinin gama/delta T hicrelerini
hiicrelerinin invazyonunu ve akitiflestirir
adhezyonunu azaltr migrasyonunu azaltr

Sekil 16. ZA’nin olas1 antitiimor etkileri (Zekri ve ark, 2014).

Zoledronik asit, timor hiicrelerinin, kemoterapinin sitotoksik etkilerine daha duyarli
hale gelmesini saglayan hiicrelerin adhezyonunu engellemektedir (Clézardin ve ark, 2005;
Gnant ve ark, 2009; Cheng ve ark, 2016). Buna ek olarak ZA’nin ekstraseliiler matrikse
tiimor hiicrelerinin invazyonunu ve migrasyonunu engelledigi belirlenmistir (Green, 2004;

Rack ve ark, 2010) (Sekil 16).
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Anjiyogenez, solid tiimorlerin biiylimesinin ilerlemesi ve metastaz1 i¢in 6nkosuldur
(Folkman, 1971). Anjiyogenez, tiimoriin cesitli bolgelere metastaz yapmasini saglar. ZA
mineralize olmayan dokuda meydana gelen anjiyogenezi inhibe etmektedir (Zekri ve ark,
2014). Vaskiiler endotel biiyiime faktorii-A (VEGF-A) ve vaskiiler endotel biliylime faktorii
reseptorii-1 (VEGFR-1), agresif osteosarkoma hiicreleri tarafindan yiiksek oranda ifade
edilir. Dolayisiyla plazma VEGF-A seviyeleri osteosarkoma hastalarinda yiikselir ve ZA bu
hastalarda dolagimdaki VEGF-A seviyelerini azaltir. ZA, tiimorle iliskili anjiyojenezi,
sadece endotel hiicrelerinin dogrudan inhibisyonu ile degil, ayn1 zamanda osteosarkomada
VEGF-A ekspresyonunu azaltarak da inhibe eder. Ayrica, kanitlar ZA’nin agresif
osteosarkoma hiicrelerinde kismen VEGF-A ve VEGFR sinyallemesinin otokrin yoluyla
stimiilasyonunu inhibe ederek apoptozu indiikledigini géstermektedir (Conry ve ark, 2016).
Zoledronik asit ayrica dolasimdaki VEGF, bFGF seviyelerinde gecici bir diisiis saglayarak,
antianjiojenik aktivite ve tiimor hiicrelerinin kemige invazyonunu inhibe etmektedir (Ferretti
ve ark, 2005).

Zoledronik asidin hiicrelere uygulamasi ile mitokondriyal ADP/ATP transkolazini
inhibe eden ve osteoklastlarda apoptoza neden olan yeni bir endojen ATP analogu
(trifosforik asit 1-adenosin-50-il ester 3-(3-metilbut-3- enil) ester) “APPPI”) direttigi
bildirilmistir (Ebert ve ark, 2009).

Zoledronik asidin etkilerinin selatlama mekanizmasina bagli olup olmadigina dair
hipotezler ortaya atilmis bununla ilgili ¢alismalar gerceklestirilmistir. Bunun i¢in iki degerli
katyonlarin ZA’nin etkisini engelleyebilecegi diisiiniilmiis ve yapilan ¢aligmalar sonucunda
ZA’nin antiproliferatif etkisinin iki degerlikli katyonlarin eklenmesiyle giiglendirildigi
bildirilmistir (Reinholz ve ark, 2000). Bu bulgular, ZA’nin selatlama etkileriyle bagimsiz
olarak osteosarkoma hiicrelerinin biiylimesini segici olarak inhibe ettigini gostermektedir
(Horie ve ark, 2007).

Osteoliziz ve timor gelisimi kisir dongiisiinde kemik matriksinden serbest kalan
tiimoriin gelisimini destekleyen biiylime faktorlerini engeller (Hirbe ve ark, 2009). ZA
osteoblast olgunlagsmasini ve osteolizin bir inhibitorii olan ligand antagonisti osteoprotegerin
tretimini de desteklemektedir. Ayrica, kemikte veya diger bolgelerde tiimor biiylimesini
indiikleyebilecek stromal IL-6 salgilanmasini ve matriks metalloproteinaz-1 iiretimini inhibe
etmektedir (Steinman ve ark, 2012). ZA’ ’nin matriks metalloproteinazlari inhibe ettigi ¢esitli
caligmalarda kanitlanmistir (Green, 2004; Rack ve ark, 2010).

Mezenkimal kok hiicreler (MSC) ve osteoblast Oncii hiicreleri de bisfosfonatlarin

hedefleridir. ZA’ nin osteoblast gelisimi iizerindeki inhibe edici etkisiyle osteogenezi inhibe
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etmesi ve boylece kemik olusumunu baskilamasi miimkiin oldugu diisiiniilmektedir ancak
bu etkilerin klinik 6nemi tartismalidir (Ebert ve ark, 2009; Patntirapong ve ark, 2012).
Zoledronik asidin hem neoadjuvan hemde kemoterapi sonrasi uygulamalarinda uzak
veya yakin metastaz yapan agresif timor hiicrelerinin sagkalim siirelerini etkiledigini
gosteren kanitlar da mevcuttur. Buda mikrometastazlardan tiimor hiicrelerinin yayilim

riskinin azalmasina neden olur (Bidard ve ark, 2008; Aft ve ark, 2010; Rack ve ark, 2010).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢
3.1.1. Hiicre Hatt1

Arastirmada Tiibitak tarafindan desteklenen 1160388 nolu proje kapsaminda
Amerikan Hayvan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonundan (American Type Culture Collection,
ATCC, USA, Manassaas, VA) satin alinan CCL-183 kodlu D-17 kdpek osteosarkoma hiicre
hattt kullanildi. Bu hiicre hatti, 11 yash disi kopekte akcigere metastaz yapan

osteosarkomadan tiiretilmistir.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Analizlerde Zoledronik asit (Novartis), minimum essential medium eagle (Sigma,
M4655), dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma D8418), fosfat tamponu tableti (PBS)
(Invitrogen, 003002), fetal sigir serum (FBS) (Sigma F0804), penisilin/streptomisin 10.000
U/ml (Gibco 15140122), %0,25 tripsin-etilendiamintetraasetik asit (Tripsin-EDTA) (Sigma
T4049), tripan mavisi (Sigma T8154), non-esansiyel aminoasit (Sigma M7145), sodyum
piriivat (Sigma P5280), glasiyel asetik asit (Merck, K41429056), agaroz (Sigma, A5093),
Tris baz (Sigma, T1503), etilendiamintetraasetik asit (EDTA, Merck, K43782018), absolut
etanol (Sigma, 32221), borik asit (Bioshop10043-35-3), benzalkonyum klorit (Sigma,
234427), DNA Ladder 100bp (Invitrogen, 15628-019), 6xjel yiikleme tamponu (Intron
Biotechnology, 21161), niikleik asit jel boyas1 (Biottum, Amerika), RNase-ZAP (Ambion,
AM9782), Ultra saf DNaz/RNaz icermeyen distile su, izopropil alkol ve diger biitiin
kimyasallar analitik saflikta kullanildi.

3.1.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

Sarf malzeme olarak 25 ve 75 cm?’lik hiicre kiiltiir kaplar1 (Orange Specific), 6, 12, 24
ve 96 kuyucuklu plakalar (Orange Specific), cam pipetler (1, 2, 5 ve 10 ml, Isolab), 25, 50,
100, 250, 500 ve 1000 ml’lik reaktif siseleri (Isolab), 15 ve 50 ml’lik steril santrifiij tiipleri
(Orange Specific), steril tek kullanimlik filtreler (0,22 pm) (chromofil), Neubauer lami
(Marienfeld), 10, 100 ve 1000 pul’lik pipet takimi ve 0-10 pl, 10-100 pl, 200-1000 pl pipet
uclan (Vertex), lamel 15x15, hiicre dondurma tiipleri (Orange Specific), 5, 10, 25 ml’lik

57



steril pipet (cell star), 5 ml ve 10 ml’lik enjektorler, 1.5 ve 2 ml’lik DNaz/RNaz icermeyen
ependorf tiipler(isolab) , 0,1 ve 0,2 mI’lik PCR tiipleri (Applied biosystems) kullanilds.

3.1.4. Kullanilan Cihazlar

Analizler sirasinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim dali laboratuvarlarinda bulunan steril laminar hava akimli c¢alisma kabini
(Niikleon), karbondioksit inkiibatorii (Niive), ELISA okuyucu (Ivymen), 151k mikroskop
(Olympus), inverted mikroskop (Euromax), su banyosu (Niive), PCR kabini, otoklav
(Hirayama), mikrodalga firin (Altes), elektroforez tanklar1 (Biorad) ve giic kaynagi
(Biorad), lightcycler nano Real Time PCR cihazi(Roche), analitik terazi (Denver
Instrument), distile su cihazi (Niive), mikroplaka okuyucu (Thermo scientific multiscan go
microdrop), etliv (Memmert), pH metre (Hanna Instrument), sogutmali santrifiij (Niive),
mini santrifiij (VWR mini star silverline), manyetik karistirict (Velp Scientifica), su banyosu
(Niive), laboratuar tipi derin dondurucu (-80°C) (Nuaire), buzdolab1 (+4°C) (Indesit), derin
dondurucu (-20°C) (Beko), sivi azot tanki, otomatik pipetler (eppendorf), karistirict (Velp
Scientifical), sarj edilebilir pipetleme cihazi (Capp), goriintileme sistemi (UVP EC3

Imaging System Chemi HR 410) ve ¢esitli cam malzemeler kullanildi.

3.1.5. Kullanilan Kitler

WST-1 hiicre canlilik analiz kiti (2-(4-lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-
2H-tetrazolyum, monosodyum tuzu) (Roche-11644807001), Apoptotik DNA-Ladder Kit
(Roche-11835246001), total RNA izolasyon kiti (Riboex Geneall), kopek spesifik kaspaz 3
ELISA kiti (Finetest), kdpek spesifik kaspaz 8 ELISA kiti (Finetest), kdpek spesifik kaspaz
9 ELISA Kkiti (Finetest), cDNA sentez kiti (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthese kit,
Roche), Sybr Green PCR master mix kiti (Fast Start Essential DNA Green Master Kkit,
Roche).

3.1.6. Primerler

Gen ekspresyon diizeylerini belirlemek i¢in qRT-PCR analizinde, hedef gen bolgesi
olan Bcl-2, Bax, survivin, Bid ve referans gen bolgesi olan kdpek gliseraldehit 3-fosfat
dehidrogenaza (dogGAPDH) spesifik  primerler kullanildi. Gen  bankasindan
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) kdpeklere ait Bcl-2, Bax, survivin, Bid ve gliseraldehit 3-
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fosfat dehidrogenaz (dogGAPDH) genine ait mRNA verileri 1s1¢inda baz dizilimleri
degerlendirmeye alindi ve olusturulan primerlerin ilgili bdlgeye spesifiklikleri

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) kontrol edilerek, amplikonlarin uzunlugu belirlendi.
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Tablo 2. qRT-PCR ig¢in kullanilan primer dizileri.

NCBI Referans Gen Bolgesi Forward Primer Revers Primer Amplikon
Sekans (5’239 (5239 uzunlugu
(RefSeq numarasi)
NM_001003142.2 Canis lupus familiaris glyceraldehyde-3- AGTCAAGGCTGAGAACGGGAAA TCCACAACATACTCAGCACCAGC 114 bp
phosphate dehydrogenase (GAPDH), Mrna
NM_001251938.1 Canis lupus familiaris BH3 interacting AATTTGCTAGTGTTTGGCTTCCTC ATCGTCGTAGTCCTCCTTCAG 117 bp
domain death agonist (BID), mRNA
NM_001003011.1 Canis lupus familiaris BCL2 associated X, TTCCGAGTGGCAGCTGAGATGTTT TGCTGGCAAAGTAGAAGAGGGCAA 79 bp
apoptosis regulator (BAX), mRNA
NM_001003348.1 Canis lupus familiaris baculoviral IAP repeat CCCAGTGTTTCTTCTGCTTCAA AGAAAGGAAAGCACAACCAGATG 101 bp
containing 5 (BIRC5), mRNA
NM_001002949.1 Canis lupus familiaris BCL2, apoptosis CATGCCAAGAGGGAAACACCAGAA GTGCTTTGCATTCTTGGATGAGGG 76 bp

regulator (BCL2), mRNA
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3.1.7. Kullanilan Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanisi

D-17 kopek Osteosarkoma hiicresinin {iretimi asamasinda, hiicre tipine o6zel
besiyerleri kullanildi. Besiyeri i¢in kullanilan tiim malzemeler, steril bir sisede ve por
bliytikligl 0,22 um olan filtreden gecirilerek hazirlandi.

a) MEM (Minimum Essential Medium Eagle) (Sigma M4655) sivi besiyeri: Son
kullanma tarihine kadar +4°C’de sakland.

b) Fetal sigir serumu (FBS) (Sigma F0804): 500 ml’lik siselerde ve 1styla inaktive
edilmemis halde temin edildi. FBS’nin 1s1 ile inaktivasyonu 56°C’de 30 dakika boyunca
10’ar dakikalik periyotlar ile calkalanarak inkiibatérde gerceklestirildi. Is1 ile inaktive edilen
FBS 50 mI’lik falkon tiiplere boliinerek, son kullanma tarihine kadar -20°C’de saklandi. FBS
besiyerine toplam hacmin %10’u olacak sekilde ilave edildi.

¢) Dimetil siilfoksit (DMSO): 250 ml’lik sisede temin edildi. Oda sicakliginda
saklandi. Hiicre dondurma islemi esnasinda diisiik 1silarda olusan buz kristallerini hiicre
meydana getirecegi hasar1 Onlemek i¢in dondurma soliisyonuna koruyucu madde olarak
ilave edildi.

d) Hiicre dondurma soliisyonu: %20 FBS ve %5 DMSO igeren MEM dondurma
isleminden hemen 6nce hazirlandi.

e) Sodyum piriivat ¢ozeltisi: 220 mg sodyum piriivat 20 ml steril MEM igerisinde
¢oziildii. Hazirlanacak besiyerinin igerisine 0,11 g/L olacak sekilde 0,22 um’lik enjeksiyon
filtresinden gegcirilerek steril hale getirilip eklendi.

f) Fosfat salin tamponu: 100 ml distile suda 1 adet PBS (Invitrogen) tablet ¢oziilerek,
10 mM fosfat, 150 mM sodyum kloriir i¢geren pH’s1 7,3-7,5 olan tampon elde edildi.

g) Protein liziz tamponu: RIPA (Santa Cruz) liziz tamponu kullanildi. Tampon
prosediirde belirtildigi gibi 1X 1 ml RIPA tamponuna 10 pl fenilmetilsulfonil floriir (PMSF)
soliisyonu, 10 pl sodyum ortovanadat soliisyonu ve 10 pl proteaz inhibitor kokteyl soluyonu
ilave edilerek hazirlandi.

h) Glisin-KOH (pH 10.5) tamponu: 1 mM MgCl,.6H,0, 0,1 mM ZnCl, ve 0,1 M
glisin 750 ml suda ¢o6ziildii. Hazirlanan soliisyonun pH’s1 1 N KOH ile 10,5’e ayarlanarak
1L’ye distile su ile tamamlandi.

1) TBE tamponu (Tris-Borik Asit-EDTA tamponu): DNA fragmentlerinin agaroz jelde
goriintiileme analizinde, jeli hazirlama ve yiiriitme tamponu olarak kullanildi. Steril 80 ml

DNaz/Rnaz igermeyen distile su igerisinde 18,6 g EDTA tartilarak ¢6ziindii. Cozeltinin

61



pH’st 8,0 + 0,1’e 5 M NaOH ile ayarlandiktan sonra steril distile su ile 100 ml’ye
tamamlanarak 0.5 M EDTA ¢dzeltisi hazirlandi.

TBE tamponunu hazirlamak i¢in 5,4 g Tris ve 2,8 g borik asit yaklagik 800 ml steril
distile su igerisinde ¢oziindii. Cozeltiye 2 ml pH’s1 8,0 = 0,1 olan 0,5 M EDTA’dan ilave
edilerek karistirildi ve pH’s1 (8,0) kontrol edildi.

1) PCR fiirlinleri yiiriitme tamponu (TAE tamponu, 10X): 24,2 g Tris baz, 1,85 g
EDTA ve 5,7 ml asetik asit (pH~8,0) distile su ile 1 litreye tamamlandh.

3.2. Yontem

Biitiin analizler Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya

Anabilim Dalinin laboratuvarlarinda gercgeklestirildi.

3.2.1. Sterilizasyon

Hiicre Kkiiltiirii caligmalarinda kullanilan tiim malzemeler steril edilerek kullanildi.
Radyasyona maruz birakilan hiicre kiiltiir kaplar1 ve kullanima hazir durumdaki steril
besiyerleri ticari firmalardan elde edildi. Cam pipetler, az miktarda deterjan ilave edilen
suda bekletildi ve belirli periyotlarda kromat ¢ozeltisi ile temizlendikten sonra sterilize
edildi. Cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara sarili olarak, cam pipetler ise
alimiinyum kutularda 180°C’de 3 saat sterilizatorde sterilize edildi. Baz1 cam ve plastik
malzemeler aliiminyum folyolara sarili bir sekilde, sivi soliisyonlar otoklava dayanikli
siselerde 121°C ve 1,2 atm/Hg basingta 30 dakika siire ile otoklavda steril edilerek
kullanildi. Kullanilan bazi sivi kimyasallar por biiyiikliigii 0,22 um aralikli selilloz asetat
ozelligindekisterilenjektor filtresinden gecirilerek kullanildi. Caligma ortaminin ve steril
laminar hava akimli ¢alisma kabininin temizligi zefiran ve %70’lik alkol ile yapildi. Steril
laminar hava akimli ¢aligma kabininin haftalik temizligi %1’lik benzalkonyum klorit
soliisyonu ile silindikten sonra %70 alkol, %80 izopropil alkol ve tekrar %70’lik alkol ile
silinerek yapildi. Hiicre kiiltiiri calismalarinda steril laminar hava akimli ¢alisma kabininin
icinde kullanilan tiim malzemeler, %70’lik alkol ile temizlendi. Tiim islemler eldiven

kullanilarak gerceklestirildi.

62



3.2.2. D-17 (CCL-183) Kopek Osteosarkoma Hiicre Hattinin Kiiltiire Edilmesi

Hiicre kiiltiirii ile yapilan tiim ¢alismalar steril laminar hava akimli ¢aligsma kabininde
gerceklestirildi. Bu ¢alismada ATCC’den saglanan D-17 (CCL-183) kopek osteosarkoma
hiicre hatti %10 1s1 1ile inaktive edilmis fetal sigir serumu (FBS), 9%0,1
Penisilin/Streptomisin 10.000 U/ml (Gibco), %1 nonesansiyal aminoasit, 0,11 g/L sodyum
piruvat igeren MEM (Minimum Essential Medium Eagle) besiyerinde 37°C’de, %95
nemlendirilmis hava igeren %5 CO, ortaminda ¢ogaltild1.

Hiicre kiiltiir kaplarinda yeterli sayiya ulagsarak %80-90 konfluent olan hiicreler
kiiltliriin devam etmesi i¢in 1:2 (1:3 ve 1:4 olabilir) oraninda yeni hiicre kiiltiir kaplarina
yada analizler i¢in taze medyum bulunan (6, 12, 24 ve 96 kuyucuklu) plakalara istenilen
yogunlukta olacak sekilde pasajlandi.

Hiicreleri agma ve pasajlama islemlerinde kullanilacak besiyeri, yikama amaciyla
kullanilan PBS ve %0,25 tripsin EDTA soliisyonu su banyosu yada inkiibatérde 37°C’ye
kadar 1sitilarak kullanildi.

Pasajlama isleminde, hiicreler tarafindan kullanilmig besiyeri pipet yardimiyla
bosaltildi. Kiiltiir kabinin hiicre bulunmayan yiizeyine dogru PBS ilave edilerek hiicrelerin
kiltiir ylizeyi iki kez yikandi. Besiyeri uzaklastirilmis hiicre kiiltiir kaplarma, hiicre
yogunlugu ve hiicre kiiltiir kaplarinin biyiikligiine gore 2-4 ml 37°C su banyosunda 1sitilan
%0,25°1ik tripsin-EDTA, por biiyiikligii 0,22 pm olan enjektdr filtresinden gecirilerek ilave
edildi. Tripsin-EDTA soliisyonu eklenen hiicre kiiltiir kaplari 37°C’de %5 CO, igeren
ortamda hiicrelerin yapistiklar1 hiicre kiiltiir kabindan ayrilana kadar (yaklasik 5 dakika)
inkiibatorde bekletildi. Hiicre kiiltiir kabinin tabanmma tutunmus hiicrelerin inkiibasyon
stiresince ayrilip ayrilmadigi inverted mikroskopta kontrol edildi. Hiicrelerin yapistiklari
hiicre kiiltiir kabindan ayrildiklar1 gozlenir gozlenmez tripsinin hiicrelere zarar vermesini
engellemek icin tripsin-EDTA miktarmin 2 kati hacminde taze besiyeri eklenerek pipetaj
yapildi. Her hiicre kiiltiir kabindaki hiicre siispansiyonu ayri steril santrifiij tliplerine
aktarilarak, 400xg’de 5 dk santrifiijlendi. Santrifiijden sonra siipernatant atild1 ve tiipiin
dibinde kalan hiicrelerin {izerine taze besiyeri eklenip, pipetaj yapilarak hiicre slispansiyonu
elde edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu, dnceden igerisine taze besiyeri konmus 2 ayri
hiicre kiiltiir kabina (hiicre yogunluguna gore 3-4 olabilir) yada analizler i¢in taze medyum
bulunan (6, 12, 24 ve 96 kuyucuklu) plakalara esit miktarda paylastirildi. Pasajlanan
hiicrelerin hiicre kiiltiir kab1 icindeki yogunluklari, canlilik takibi, ¢ogalma hizi ve

kontaminasyon olusumu agisindan her giin inverted mikroskopta giinliik olarak izlendi.

63



3.2.3. Hiicrelerin Dondurulmasi ve A¢ma Islemi

Daha sonraki g¢aligmalarda kullanilmak iizere yeterli hiicre sayis1 ve yogunluguna
ulasan hiicrelerin bir kism1 uygun sekilde donduruldu. Bu amagla hiicreler PBS ile 2 kez
yikandiktan sonra hiicre kiiltiir kabindan yeterli miktarda %0,25 tripsin-EDTA soliisyonu ile
kaldirildi. Stispanse olarak elde edilen hiicreler 400xg’de 5 dk santriflij edildi. Santrifiij
isleminden sonra siipernatant atild1 ve kalan pelletin iizerine yogunluguna goére %20 1s1 ile
inaktive edilmis FBS igeren besiyeri eklendi ve tekrar siispanse edildi. Siispanse hiicre
kiltlirlerinin canlilik oranlar1 ve hiicre yogunlugu belirlendi. Buz {izerinde hiicre
siispansiyonuna %10 DMSO iceren besiyeri (%20 1s1 ile inaktive edilmis FBS igeren)
eklendi.

Hiicre siispansiyonlar1 hiicre yogunluguna gore uygun sayidaki kriyo tiiplere 1’er ml
konuldu. Kademeli dondurma yapmak icin 24 saat -80°C’de tutuldu. Daha sonra kriyo tiipler
s1v1 azot (-196°C) tankina aktarildi.

Hiicre agma islemlerinde -196°C’de sivi azot tankinda depolanan hiicreler tanktan
cikarildi. Kapak kismindan tutarak 37°C su banyosunda hafifge sallayarak hizli bir sekilde
¢Oziildi. Steril laminar hava akimli c¢alisma kabini icerisine alinmadan Once hiicrelerin
bulundugu kriyo tiip %70’lik alkol ile iyice temizlendi. Hiicre icerigi 10 ml taze besiyeri
iceren steril santrifiij tiipiine yavasca transfer edildi ve 400xg’de 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrast DMSO igeren siipernatant kismi uzaklastirildi, hiicre pelleti uygun
miktarda taze besiyeri ile siispanse edildi. Hiicreler metabolik aktivitelerini tekrar
kazanabilmeleri i¢in 25 cm?’lik kiiltiir kabina alinip 37°C ve %5 CO,’de kiiltiire edildi.

Her asamada hiicreler tripan mavisi boyama yonteminden yararlanilarakhiicre
stispansiyonundaki 6lii ve canli hiicreler ayr1 ayr1 sayilabildigi i¢in canlilik diizeyi ve 1
ml’deki hiicre miktar1 belirlendi. Bu boyama yonteminde boya negatif yiikliidiir. Hiicreler
zardan gegen bilesenlere karsi ¢ok segici olduklarindan eger hiicre membrani zarar
gdrmemis ve canli bir hiicre ise, tripan mavisi hiicre i¢ine giremez. Boya canli hiicreler
tarafindan absorbe edilemeyip boyanmazken, 6lii hiicrelerde zar biitiinliigii bozuldugu igin
tripan mavisi ile boyanirlar. Dolayistyla 6lii hiicreler boyay1 absorbe eder ve mikroskop
altinda mavi goriiniirler. Boylelikle yapilacak analizler i¢in hiicre yogunlugu ve canlilik
diizeyinin yeterli olup olmadigina, pasajlama yapilip yapilmayacagma karar verildi. Bu

yonteme gore boyama islemi asagida belirtildigi sekilde yapildi.
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3.2.4. Hiicrelerin Kaplama Yogunlugunun Belirlenmesi

Bu c¢aligma hiicrelerin logaritmik fazda tiredigi, sitotoksik analizler i¢in en uygun
hiicre yogunlugunu elde etmek amaciyla yapildi. Azot tankindan ¢ikarilan D-17 (CCL-183)
kopek osteosarkoma hiicresinin ilk pasaji boliim 3.2.3’de anlatildigi gibi hizli bir sekilde
¢ozdiiriilerekhiicre kiiltiir kabina alindi. Ardindan 37°C’de, %95 nemlendirilmis hava, %5
CO; iceren ortamda %80 konfluent olana kadar inkiibe edildi. Inkﬁbasyonun ardindan hiicre
kiiltiir kaplarindan tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicreler santrifiij sonrasi resiispanse edilerek
Neubauer laminda dort karede bulunan hiicreler sayildi ve ortalamasi alinip dilusyon orani
dikkate alinarak 1 ml’deki hiicre sayisi (hiicre/ml) hesaplandi. Bu islem {i¢ kez tekrarlanip
ortalamast alinarak degerlendirildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu 1:2 oraninda
seyreltilerek 2x10° hiicre/m1’den 3750 hiicre/ml’ye kadar 8 farkl seri diliisyonda hazirlandu.
Her bir diliisyondan 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarina 200 pl eklendi ve 24 saat
inkiibasyonun ardindan besiyeri uzaklastirilarak, 100 pul %10 WST-1 iceren besiyeri ilave
edildi. Hiicreler 3 saat boyunca 37°C %5 CO;’de igeren ortamda inkubasyona birakildi.
Inkubasyon siiresi sonunda ELISA okuyucusunda 450 nm’de &l¢iim yapilarak, sonuglar
kaydedildi. Sonuglar ii¢ farkli zamanda yapilan tekrarlarin ortalamasi alinarak
degerlendirildi. Sonu¢ olarak D-17 (CCL-183) kopek osteosarkoma hiicresinin sitotoksik
analizler igin hiicre yogunlugu 5x10° hiicre/kuyucuk ve hiicrelerin tutunmasi igin gerekli
inkiibasyon siiresi 24 saat optimum iireme sartlar1 olarak belirlendi ve biitlin sitotoksik
analizler belirlenen kosullarda gergeklestirildi.

D-17 (CCL-183) kopek osteosarkoma hiicrelerinin WST-1 canlilik testi i¢in uygun
hiicre konsantrasyonu ve inkubasyon siireleri belirlendikten sonra zoledronik asidin D-17
(CCL-183) kopek osteosarkoma hiicrelerindeki etkisini belirlemek amaciyla canlilik testi

uygulamasina gecildi.

3.2.5. Zoledronik Asidin Doz ve Zamana Bagh Olarak Hiicre Canlilhig Uzerine Etkisi

llag firmasindan (Novartis) temin edilen zoledronik asidin ila¢ formu zoledronik asit
stok ¢ozeltisi olarak kullanildi. Bu stok ¢ozeltisinin 100 ml’si 5 mg zoledronik asit (susuz)
icermektedir. Zoledronik asit (ZA) ¢ozeltisi 1000 pl’lik kii¢iik hacimler halinde analizlerde
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi. Her deney icin yeni stok soliisyon kullanildi.

Stoktan ¢ikarilan D-17 kopek osteosarkoma hiicreleri gerekli sayiya ¢ogaldiktan sonra
zoledronik asidin sitotoksik etkisini ve doz araligim1 belirlemek i¢cin WST-1 yonteminden

yararlanildi. Zoledronik asidin stok soliisyonundan taze besiyeri ile seyreltmeler yapilarak 1
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uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM ve 100 uM konsantrasyonlart hazirlandi.
Hazirlanan bu konsantrasyonlarda D-17 kdpek osteosarkoma hiicreleri 24, 48, 72 ve 96. saat
37°C’de, %95 nemlendirilmis hava, %5 CO, iceren ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon
siirelerinin sonunda WST-1 ile sitotoksisite analizleri yapildi, her bir deney 3 kez
tekrarland1. Calisilan doz araliginda elde edilen veriler ile ICsy degeri hesaplandi. Sadece
hiicre ve besiyeri igeren, zoledronik asit konulmayan kuyucuklar pozitif kontrol olarak
kabul edildi. Hiicre ve ilag¢ icermeyen kuyucuklara ise sadece besiyeri eklenerek negatif

kontrol olarak kullanildi.

3.2.6. WST-1 (Water Soluble Tetrazolium tuzu) Canhlik Testi

Zoledronik asidin D-17 kopek osteosarkoma hiicreleri {izerine sitotoksik etkisinin olup
olmadig1 yada sitotoksik etkisinin ne diizeyde oldugu hiicre canlilik analizleri ile belirlendi.
Zoledronik asidin 24.-48.-72.-96. saatlerdeki sitotoksik etkilerini degerlendirmek i¢in WST-
1 (Roche) hiicre canlilik kiti kullanildi.

1. Hiicre kiiltiir kaplarindan tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicreler santrifiij sonrasi
resiispanse edilerek sayildi ve 2,5x10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre siispansiyonu
hazirlandi.

2. 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde toplam hacmi
200 pl olan hiicre siispansiyonu eklendi.

3. Hiicreler 37°C, %5 CO, igeren ortamda 24 saat inkiibe edildikten sonra besiyeri
uzaklagtirilarak, 1 uM, 5 uM, 10 puM, 25 uM, 50 puM, 75 uM ve 100
uMkonsantrasyonlarinda zoledronik asit igeren besiyeri eklendi. Her bir grup igin 4
kuyucuk hazirlandi.

4. 24, 48, 72 ve 96 saat inkiibasyon sonunda hiicrelere uygulanan zoledronik asit
iceren besiyeri uzaklastirilarak her bir kuyucuga 100 pl %10 WST-1 soliisyonu igeren
besiyeri eklendi.

5. Hiicre kiiltiir plaklar1 3 saat 37°C’de %5 CO; ve %95 nem igeren ortamda inkiibe
edildikten sonra ELISA okuyucusunda (ivymen) 450 nm’de dl¢iimii yapildi.

6. Yapilan WST-1 testi 3 kere tekrar edildi. Ortalamalar hesapland1 ve Microsoft
Excel programi yardimiyla ortalama absorbsiyon + standart sapma baz alinarak grafikler
cizildi.

7. Sitotoksisitenin yiizde canlilik iizerinden hesaplanmasinda asagidaki formiil

kullanildz;
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% Canlilik = (Zoledronik asit igeren kuyucuklarin absorbans ortalamasi/pozitif kontrol

kuyucuklariin absorbans ortalamasi) x 100

3.2.7. ICsp Degerinin Hesaplanmasi

Zoledronik asit ile muamele edilen hiicrelerin WST-1 canlilik testi sonucu elde edilen
canlilik absorbans degerleri kontrol degeri (zoledronik asit uygulanmayan) ile normalize
edildi. Normalizasyon sonucu elde edilen veriler grafik haline getirilip degerlendirildi.

Zoledronik asit uygulanan D-17 kopek osteosarkoma hiicresinin WST-1 canlilik
analizi ile doza bagimh olarak elde edilen canlilik sonuglar1 GraphPad Prism 5 programi
kullanilarak doz etki egrisi olusturuldu

Hesaplanan sitotoksisite degerleri ile her inkiibasyon siiresi (24 saat, 48 saat, 72 saat)
icin CompuSyn 1.0 (ComboSyn Inc., Paramus, NJ, USA) programi kullanilarak biiyiimenin
%50 azaldig1 ICso degeri hesaplandi. Zoledronik asidin apoptotik etkilerinin arastirilacagi

dozlar1 ve inkiibasyon siireleri belirlendi.

3.2.8. Koloni Olusturabilme Yeteneklerinin Incelenmesi

Klonojenik test, tiimor hiicrelerinin sitotoksik ilaglara ve radyasyona duyarliliginin
test edilmesi i¢in kullanilan bir yontemdir (Grenman ve ark, 1989). Bu nedenle D-17 kdpek
osteosarkoma hiicre hattinin zoledronik aside duyarliligini belirlemede bu yontemden
yararlanildi. Bu amagla D-17 kopek osteosarkoma hiicreleri, 24 kuyulu plakalarin her
kuyucugunda 1,25x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin plakaya tutunmalari igin
37°C’de %5 CO, ve %95 nem igeren ortamda 24 saat inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda
mikroskop altinda hiicrelerin tutunup tutunmadigi kontrol edilerek, hiicreler steril PBS ile
yikand1. Stok zoledronik asit soliisyonundan 1 uM, 5 uM, 7,5 uM, 10 uM, 15 uM, 25 uM,
50 uM, 75 uM ve 100 uM konsantrasyonlar1 besiyeri ile hazirlanarak hiicrelerin iizerine
uygulandi. Zoledronik asit uygulanan D-17 kopek osteosarkoma hiicreleri 48 ve 72 saat
37°C’de %5 CO; ve %95 nem igeren ortamda inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan
besiyeri steril pipet yardimiyla uzaklastirildi. Her bir kuyucuk bir kez PBS ile yikandi.
Hiicreler %10 formaldehit ile oda sicakliginda 15 dakika fikse edildi.

Metanol icinde 9%0,5 g olacak sekilde hazirlanan kristal viyole boyasinin stok
sollisyonundan 1/10 oraninda distile su ile diliie edilerek ¢alisma soliisyonu hazirlandi. Bu

soliisyondan fikse edilen hiicrelerin {izerine 250 pl eklendi ve 15 dakika bekletildi.

67



Inkiibasyonun ardindan hiicreler boyayr uzaklastirmak icin 3 kez distile su ile birer
dakikalik periyotlarla yikandi. Ardindan plakalar kapaklar1 acgik vaziyette kurumaya

birakildi. Isik mikroskobu altinda degerlendirme yapilarak, sonuglar fotogratlandi.

3.2.9. Zoledronik Asidin Mineralizasyona Etkisi

Zoledronik asidin mineralizasyona olan etkisini belirlemek i¢in Alizarin kirmizis1 S
boyamasi yapildi (Gregory ve ark, 2004). Bu amagla D-17 kopek osteosarkoma hiicreleri,
24 kuyulu plakalarin her kuyusunda 1,25x10° hiicre olacak sekilde ekildi ve 24 saat boyunca
inkiibe edildi. Stok zoledronik asit soliisyonundan besiyeri ile diliie edilerek hazirlanan 1
uM, 5 uM, 7,5 uM, 10 uM, 15 pM, 25 uM, 50 uM, 75 uM ve 100 uM zoledronik asit D-17
kopek osteosarkoma hiicreleri {izerine uygulanarak, 48 ve 72 saat 37°C’de %5 CO, ve %95
nem igeren ortamda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan zoledronik asit iceren
besiyeri steril pipet yardimiyla uzaklastirildi. Hiicrelerin bulundugu kuyucuklar steril PBS
ile bir kere yikand1 ve hiicreler %10 formaldehit ile 15 dakika oda sicakliginda fikse edildi.
Hiicrelerin fikse edildigi kuyular iki defa bolca distile su ile yikandi.

Alizarin kirmizist S boyama soliisyonu, 2 g alizarin kirmizist S 100 ml distile suda
coziiliip %0,1 NH4OH ile pH’s1 4,1-4,3 olacak sekilde hazirlandi (¢6ziinmemis boyay1
uzaklastirmak i¢in filtreden gecirildi). Her bir kuyucuga alizarin kirmizisi S boyama
soliisyonundan 250 pl ilave edilip ara ara ¢alkalayarak oda sicakliginda 45 dakika inkiibe
edildi. Baglanmayan boya aspire edildikten sonra 1 ml distile su ile 5’er dakika siireyle
calkalayarak 4 defa yikama islemi gerceklestirildi. Plakalar daha sonra fazla suyun
uzaklastirilmasini kolaylastirmak igin bir agiyla 2 dakika birakildi, yeniden su aspire edildi.
Mineralizasyon kapasitesi yliksek olan konsantrasyonlar parlak kirmizi-turuncu renk
olustururken, mineralizasyon kapasitesi diisiik olan konsantrasyonlar ise biraz kirmizimsi
renkte gozlendi. Boyanmis yapilarin 151k mikroskobu altinda goriintiileri incelendi ve

fotograflandi.

3.2.10. Zoledronik Asidin Alkalen Fosfataz (ALP) Aktivitesine Olan Etkisi

D-17 kopek osteosarkoma hiicreleri, her kuyusunda 5x10° hiicre olacak sekilde 6
kuyulu plakalara ekilerek, plakaya tutunmalari i¢in 37°C’de %5 CO, ve %95 nem igeren
ortamda 24 saat inkiibe edildi. Tutunmayan hiicreleri uzaklagtirmak i¢in kuyucuklar steril

PBS ile yikandi ve 1 puM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM ve 100 puM
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konsantrasyonlarinda ZA igeren besiyeri hazirlanarak hiicrelerin {izerine uygulandi.
Zoledronik asit uygulanan D-17 (CCL-183) kopek osteosarkoma hiicreleri 48 ve 72 saat
inkiibasyonun ardindan %0,25 tripsin-EDTA soliisyonu ile kaldirilip, sayildi. Siispanse
olarak elde edilen hiicreler 400xg’de 5 dk santrifiij edildi ve hiicreler pellet seklinde elde
edildi. Hiicreler 2 defa PBS ile resiispanse edilip tekrar santrifiijlenerek yikama islemi
gerceklestirildi. Toplanan hiicrelerin sayisina gore RIPA liziz tamponu eklendi ve 60 dakika
buz lizerinde inkiibe edildi. Hiicre lizatlar1 +4°C’de 10.000xg’de 10 dakika santrifiijlendi.
Santrifiijiin ardindan silipernatantlar ayr1 bir ependorfa alinarak, hemen ALP aktivite
diizeyleri ve protein miktarlart BCA protein kiti (Biovision, USA) ile prosediire uygun
olarak belirlendi. Orneklerin protein miktarlar1 standart grafi§inden yararlanarak pg
cinsinden hesaplandi. Protein analizinden sonra her bir 6rnek esit miktarda protein igerecek
sekilde PBS ile dilue edildi.

Alkalen fosfataz enzim aktivitesi tayininin prensibi; p-Nitrofenil fosfatin pH 10,4 te
ALP katalizorligiinde p-Nitrofenol ve fosfata hidrolizlenerek, p-Nitrofenol’iin olusma
hizinin kolorimetrik olarak 6l¢limiine dayanir. Bu nedenle alkalen fosfataz konsantrasyonu
p-nitrofenol’iin olusma hiziyla orantilidir. ALP enzim aktivitesi tayini Bisswanger (2004)
metoduna gore belirlenmistir. Her uygulanan ZA konsantrasyonu i¢in sonuglar U/L

cinsinden hesaplandi.

3.2.11. Zoledronik Asidin Hiicrelerin Migrasyonuna Olan Etkileri

Bu yontem in vivo yara iyilesmesi sirasinda hiicrelerin migrasyonunu taklit ettiginden
dolay1r yara iyilesmesi olarak da adlandirilmaktadir. Bu yontemde tek katli katman
olusturmus hiicrelerin yiizeyinde yara bdlgeleri olusturulur ve yara genisligi goriintiilenerek
baslangic zamani olarak kaydedilir. Belirlenen zaman araliklarinda yaranin kapanmasi
sirasinda hiicrelerin migrasyonuna iliskin goriintiiler alinarak yara genisligi dlciiliir. Diizenli
araliklar ile elde edilen bu goriintiiler karsilastirilarak hiicrelerin migrasyon orani belirlenir
(Rodriquez ve ark, 2005).

D-17 (CCL-183) kopek osteosarkoma hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara 5x10°
hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi ve tutunmalari ig¢in 24 saat 37°'C’de %5 CO, ve %95
ortamda inkiibe edildi. Hiicrelerin tutunup tutunmadig1 mikroskop altinda kontrol edildikten
sonra 100 ul’lik pipet ucuyla ¢izik atilarak yaralar olusturuldu. Yara olusturulan kuyulardaki
besiyeri steril pipet yardimiyla aspire edildi ve yara olusturma esnasinda plakalardan ayrilan

hiicre ve kalintilar1 PBS ile yikanip uzaklastirildi. PBS steril pipetle ¢ekildikten sonra 5 uM,
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7,5 uM, 10 uM ve 15 pM zoledronik asit igeren besiyerleri uygulandi. Uygulamadan hemen
sonra her kuyucuk i¢in ayni noktanin birden fazla goriintiisii alinarak 0. saat olarak
kaydedildi. ZA uygulamasindan 48 ve 72 saat sonra yaralardaki kapanma inverted
mikroskopta 200X objektif kullanilarak goriintiilendi. Elde goriintiiler ImageJ programindan
yararlanilarak mesafeler hesaplandi, grafige aktarilarak istatistikleri yapildi. Sonuglar

degerlendirilerek, ZA nin hiicre gogiine olan etkisi doz ve siireye bagli olarak yorumlandi.

3.2.12. Zoledronik Asidin D-17 (CCL-183) Kopek Osteosarkoma Hiicreleri Uzerinde
Apoptotik Etkileri

3.2.12.1. Apoptotik DNA fragmentlerinin ELISA yéntemi ile kantitatif analizi

Apoptotik DNA kiriklarinin kantitatif tayini, DNA fragmentasyonu esnasinda olusan
sitoplazmik DNA-histon kompleksini H1, H2A, H2B ve H4 histonlarina baglanan anti-
histon-biotin antikoru ve tek/¢cift DNA zinciri ile reaksiyon veren anti-DNA-Peroksidaz ile
belirlenmesini saglayan kantitatif sandivi¢ enzim immunoassay prensibine dayanir (Krishan
ve Frankfurt, 2001). Bu amagcla hazir ticari kit (Cell Death Detection ELISA Plus kit,
Roche, Mannheim, Germany) kullanildi.

Zoledronik asidin etkisi ile apoptoza ugrayan hiicrelerdeki DNA kiriklarini belirlemek
icin D-17 (CCL-183) kopek osteosarkoma hiicreleri, 6 kuyucuklu plakalara 5x10°
hiicre/kuyu olacak ekildi ve hiicrelerin plakalara tutunmalart i¢in 37°C’de %5 CO2 ve %95
nem igeren ortamda 24 saat inkiibasyonun edildi. Zoledronik asidin apoptoza olan etkisinin
belirlenmesinde 5 puM, 7,5 uM, 10 uM, 15 uM konsantrasyonlarinda ZA igeren besiyeri
hazirlanarak hiicrelerin iizerine uygulandi. Zoledronik asit uygulanan D-17 (CCL-183)
kopek osteosarkoma hiicreleri 48 ve 72 saat inkiibasyonun ardindan %0,25 tripsin-EDTA
soliisyonu ile kaldirilip, sayildi. Temiz bir 2 ml’lik ependorfa 10" hiicre iceren miktar
pipetajlanarak, +4-C’de 500xg’de 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatant uzaklastirildiktan
sonra hiicre pelletinin tizerine 200 pl liziz tamponu ilave edilerek hiicreler resiispanse edildi.
Elde edilen hiicre siispansiyonu oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan lizatlar +4°C’de 200xg’de 10 dakika santrifiijlendi. Hiicre kalintilar
uzaklastirilmis niikleer ekstraktdaki apoptotik DNA fragmentleri ile analize baslandi.

Kitin prosediiriine gore hazirlanan immunoreaktifin igerisinde bulunan Anti-histon
biotin niikleozomlari, histon komponentlerini baglar ve kapli mikroplakaya biotin

araciligtyla  immunokompleksin  tutunmasin1  saglar.  Anti-DNA-Peroksidaz  ise
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niikleozomlarm  DNA  komponentlerine  baglanir  ve ABTS (2,2'-azinobis-[3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik  asit]) substratt ile renk reaksiyonu verir. Boylece
immunokomplekslere tutunmus olan peroksidaz enziminin ABTS substrati ile verdigi renk
apoptotik DNA miktar1 ile dogru orantili olarak belirlendi. ZA uygulanmayan (kontrol
hiicreleri) 6rnek 1,00 kabul edilerek, diger orneklere ait zenginlesme faktorleri oransal

olarak hesaplandi.

3.2.12.2. Apoptotik DNA fragmentasyonun ekstraksiyonu ve agaroz jel

elektroforezinde goriintillenmesi

DNA merdiveni tekniginin temel kullanim prensibi, apoptoz endoniikleaz par¢alanma
tiriinlerini gorsellestirmesidir (Kasibhatla ve ark, 2006).

D-17 (CCL-183) kdpek osteosarkoma hiicreleri filtre kapakli 25 cm®’lik hiicre kiiltiirii
kabimna 1x 10° hiicre olacak sekilde pasajlandi ve 24 saat hiicre kiiltiir kabina tutunmast icin
inkiibe edildi. Logaritmik fazda bulunan hiicrelerin iizerine ZA’nin apoptotik etkisini
belirlemek i¢in 5 uM, 7,5 uM, 10 uM ve 15 uM ZA igeren besiyerleri uygulandi. Hiicreler
ZA ile 48 ve 72 saat muamele edildikten sonra DNA ekstraksiyonu DNA spesifik kolonlar
kullanilarak apoptotik DNA Ladder (Roche, Almanya) kiti ile yapildi.

DNA fragmentleri 1X TBE tamponunda hazirlanan %1’lik agaroz jelde 75 V elektrik
akimi uygulanarak ~90 dakika siiresince yiiriitiilerek, ayristirildi. DNA fragmentlerinin
goriintlilenmesini saglayan GelRed (Biottum) (10.000X DMSO) niikleik asit jel boyasi
kullanildi. Yiiriitme isleminin ardindan jel iiniteden alinip, UV goriintiileme sisteminden
yararlanarak (UVP EC3 Imaging System Chemi HR 410) goriintiilendi ve fotograflar
cekildi.

3.2.13. Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve Kaspaz 9°min ELISA ile Belirlenerek Apoptozun

Degerlendirilmesi

D-17 (CCL-183) képek osteosarkoma hiicreleri filtre kapakli 75 cm?®’lik hiicre kiiltiir
kabma 3x10° olacak sekilde pasajlandi ve 24 saat tutunmasi igin inkiibe edildi ve 3’er
flaskta hiicreler {iretildi. Hiicrelerin inverted mikroskop altinda konfluent miktar1 kontrol
edildikten sonra besiyeri aspire edilerek, hiicreler PBS ile yikandi. Yikama isleminin
ardindan hiicrelerin lizerine 5 pM, 7,5 puM, 10 uM ve 15 uM ZA igeren besiyerleri

uygulanarak, hiicreler 48 ve 72 saat boyunca muamele edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda
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besiyeri i¢erisinde slispanse halde bulunan hiicreler 1500xg’de 10 dakika santrifiij edilerek,
toplandi. Monolayer halde bulunan hiicreler ise %0,25 tripsin-EDTA soliisyonu ile siispanse
hale getirildi.

Siispanse olarak elde edilen hiicreler 500xg’de 5 dk santrifiij edilerek, pellet seklinde
elde edildi. Hiicreler 2 defa PBS ile resiispanse edilip tekrar santrifiijlenerek yikama islemi
gerceklestirildi. Toplanan hiicrelerin sayisina gore RIPA liziz tamponu eklendi ve 60 dakika
buz lizerinde inkiibe edildi. Hiicre lizatlar1 +4°C’de 10.000xg’de 10 dakika santrifiijlendi.
Santrifiijiin ardindan siipernatantlar ayr1 bir ependorfa alinarak, hemen kaspaz 3, 8, 9
miktarlar1 belirlendi. Hiicre lizatlarindaki kaspaz 3, 8, 9 diizeyleri hiicre kiiltiirleri igin
uygun kopek spesifik ticari ELISA (FineTest, Canine CASP3, CASP8,CASP9, Cin) kitleri
kullanildi.

Kaspazlarin (3, 8, 9) ELISA yontemi ile analizi, kantitatif sandvig-enzim
immiinoassay prensibine dayanir. Hazirlanan hiicre lizatlar1 kitin (FineTest, Canine CAPS
Cin) icerdigi anti-kaspaz antikorlar1 ile kapli plakalara uygun seyreltmeler yapilarak eklendi.
Biyotinle konjiige edilmis anti-kaspaz antikorlar hiicre lizatlarinda bulunan antikorlar
saptamak i¢in kullanildi. Standartlar, hiicre lizatlar1 ve biyotin ile konjiige antikorlar
kuyucuklara eklendi. inkiibasyon siiresi sonunda yikama tamponu ile manuel yikama islemi
yapilarak baglanmamis konjugatlar uzaklastirildi. Yikama isleminin ardindan HRP-
Streptavidin soliisyonu ilave edildi. HRP’nin enzimatik reaksiyonunu gézlemleyebilmek
icin TMB (tetrametilbenzidin) substrat soliisyonu eklendi. TMB substrati, HRP tarafindan
katalize edilerek mavi renkli {irlinlere doniistiirdii. Olusan renkli {riinler asidik
durdurmasoliisyonunun ilavesinden sonra sari renk meydana getirdi. Mikroplaka
okuyucusunda 450 nm’de 6rneklerin optik dansite degerleri okunup, standart grafiklerinden
yararlanarak kaspaz (3, 8, 9) konsantrasyonlari hesaplandi. Elde edilen optik dansite
degerleri hiicre lizatlarinda bulunan kaspaz (3, 8, 9) miktariyla orantilidir.

Hesaplanmasi:

Biitiin 6rneklerin, kontrol ve standartlarindin absorbansi belirlendikten sonra her bir
ornek ve standart i¢in rélatif optik dansitesi asagidaki sekilde hesaplandi.

(rolatif 0.D.450) = (0.D.450 6rnek / standart) — (0.D.450 Kor)

Standartlarin rélatif O.D. ile curve expert 1.4 programi kullanilarak kalibrasyon egrisi
hazirland1 ve orneklerin konsantrasyonu elde edilen egriden yararlanilarak belirlendi.
Standart grafiginden elde edilen sonuglar sulandirma faktorii dikkate alinarak kaspaz 3, 8, 9

diizeyleri degisimleri % ng/ml cinsinden hesaplanda.

72



3.2.14. RT-PCR ile Gen ifadelerinin Belirlenmesi
3.2.14.1. Total RNA izolasyonu

Zoledronik asidin etkisi ile apoptoza ugrayan hiicrelerde ekstrinsik ve intrinsik
yolaklar iizerinde bulunan genlerin ekspresyon diizeyini belirlemek i¢in ZA ile muamele
edilen hiicrelerden ilk olarak total RNA izolasyonu yapildi.

D-17 kopek osteosarkoma hiicreleri 5 uM, 7,5 uM, 10 uM, 15 uM
konsatrasyonlarinda ZAuygulamasmin ardindan belirlenen inkiibasyon siiresi sonunda
siispanse halde bulunan ve yapismis tiim hiicreler pellet seklinde elde edildi. Bir sonraki
asamada hiicrelerden ticari RNA izolasyon kiti (RiboEX (GeneAll), Kore) kullanilarak
RNA izolasyonu yapildi.

izole edilerek, saflastirilan RNA 6rneklerinin mikroplaka okuyucusunda (Multiskan™
FC Microplate Photometer, Thermo Fisher) 260 ve 280 nm dalga boyunda o6l¢iimii
yapilarak, absorbanslar1 kaydedildi. RNA’nin yapisindaki niikleotidlerde bulunan
heterosiklik halkalarin 260 nm dalga boyunda maksimum absorbsiyon o6zelligi
gostermesinden yararlanilarak RNA’nin konsantrasyonu 260 nm’de Olgiilen absorbsiyon
degerleri kullanilarak pg/ml diizeyinde belirlendi. RNA molekiillerinin 260 nm’deki 1 optik
dansitesi 40 pg/ml’yi ifade ettigi icin RNA’nin miktariin belirlenmesinde asagidaki formiil
kullanildi.

Total RNA (ng/ul)=260 nm’deki absorbans x 40 x Diliisyon faktorii

Proteinlerin Warburg-Christian yontemine gore triptofan ve tirozin rezidiilerinin 280
nm dalga boyunda absorbsiyon 6zelliginden yararlanarak, izole edilen 6rneklerdeki protein
girisimi belilendi. RNA 6rneklerinin 260 ve 280 nm dalga boylarinda elde edilen absorbans
degerleri arasndaki oran RNA’nm safligimi gostermektedir. Izole edilen total RNA
orneklerinin saflig1 Ajg0/Asgo oraninin 1,8-2,0 arasinda olmalidir.

Calismamizda qRT-PCR asamasinda sonuclarin daha gilivenilir olmasi i¢cin RNA
kalitesini gostergesi olarak kabul edilen Aygo280 oran1 belirlenerek uygun 6rnekler ile cDNA
sentezi gergeklestirildi. cDNA sentezi i¢in her ornekten 1pg total RNA olacak sekilde

ornekler dilue edildi.
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3.2.14.2. cDNA sentezi

RNA’nin stabil bir yapiya sahip olmamasindan dolayr mRNA’lar ile analizlerin
yapilmasi oldukga giictiir, bu nedenle revers transkriptaz enzimi ile komplementer DNA’ya
(cDNA) doniistiiriilerek analizlere devam edilmektedir. Bu amagla RNA orneklerimiz
cDNA sentez kiti (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthese kit, Roche) kullanilarak
prosediiriine uygun bir sekilde Light Cycler Nano Real Time PCR cihazinda ¢cDNA’ya
donitistiirildii.

RNA ornekleri 100 pg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde DNaz/RNaz igermeyen
su ile uygun seyreltmeleri yapildi. Hazirlanan bu 100 pg/ml konsantrasyonundaki
RNAOorneklerinden 0,2 pl’lik per tiiplerine 9,4 ul eklendi. RNA 6rneklerinin ardindan 1 pl
random hekzamer ve 1 pl Oligo dT’den eklendikten sonra karigim 65°C’de 10 dakika
RNA’nin sekonder yapilarinin denaturasyonu i¢in qRT-PCR cihazinda inkiibe edildi.
Reaksiyon karisimi; her bir 6rnek icin 4 pl Reaksiyon tamponu (8 mM), 0,5 ul
RNazinhibitor soliisyonu (20 U), 2 ul ANTP (1 mM), 1 pul DTT (5§ mM), 1,1 ul Revers
Transkriptaz enzim solusyonu (10 U) kullanilarak hazirlandi. Karigim kisa araliklarla 2-3
kez vortekslendikten sonra her 6rnege 8,6 ul pipetlenerek 10 dakika oda sicaklifinda
bekletildi. Hazirlanan 6rnekler qRT-PCR’da; 60 dakika 55°C’de, 5 dakika 85°C tutuldu.
Elde edilen cDNA’lar 100 pl’ye tamamlanarak aliquatlara ayrilip hemen kullanilacaksa
4°C’de ya da daha sonraki qRT-PCR ¢alismasi i¢in -20°C’de saklandi.

3.2.14.3. Primerlerin hazirlamsi

Primerler, qRT-PCR analizi i¢in Atlas Biyoteknoloji firmasindan liyofilize olarak
temin edildi. Liyofilize primerler santrifiijlenerek firmanin génderdigi primer orneklerinin
nM miktan dikkate alinarak 10 kati kadar DEPC’li H,O ile sulandirilip, 2-3 defa kisa siireli
vortekslendi. Primerlerin ¢oziinilirliiglinii arttirmak icin 37°C’de termal blokta 5 dakika
bekletildi. Boylece 100 uM’lik konsantrasyona sahip primer stogu elde edildi. Elde edilen
bu stoktan PCR reaksiyonunda kullanmak i¢in 10 uM’lik konsantrasyona sahip ara stok

hazirlandi.
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3.2.14.4. mRNA ekspresyon diizeylerinin qRT-PCR yontemi ile analizi

Es zamanli polimeraz zincir tepkimesi (qQRT-PCR), reaksiyon ortaminda bulunan
floresan Ozellikteki molekiillerin yardimiyla her amplifikasyon dongiisiiyle olusan
amplikonlarin miktarinda artis meydana geldik¢e es zamanli olarak gézlenmesini saglayan
yontemdir. Amplifikasyon sirasinda floresan emisyon yogunlugunun asildigi; yani tirtindeki
ilk anlamli artisin oldugu dongili sayist esik dongii degeri (cycle threshold, Ct) olarak
adlandirilmaktadir. qRT-PCR sonucu elde edilen Ct degerleri sonuglarin hesaplanmasinda
kullanilmaktadir (Wong ve Medrano, 2005). Ct degerleri hedeflenen gen bdlgesinin
ekspresyon seviyesi ile ters orantilidir. Hedef genin ekspresyon seviyesi ne kadar fazla ise
qRT-PCR sonucu elde edilen Ct degeri o kadar kii¢tiktiir.

qRT-PCR’da ilk olarak Reverse-Transkriptaz (RT) kullanilarak ¢cDNA sentezlendi,
sonraki asamada ise hedeflenen gene spesifik primerler ile sentezlenen cDNA kullanilarak
ilgili gen bolgesinin amplifikasyonu gergeklestirildi.

Apoptotik yolaklarda gorev alan Bcl-2, Bax ve Bid genleri ve hiicre sagkalimi ile
iligkili gen olarak kabul edilen survivin geninin ekspresyon diizeyleri 6zel primer setleri ve
referans gen olarak da gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geni kullanilarak
LigthCycler®480 cihazinda (Roche) qRT-PCR ydntemi ile belirlendi. Bu primerler internet
ortamindaki gen bankasindan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) kopekler icin Bcel-2, Bax,
Survivin, Bid, NF-xB ve gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (dogGAPDH) genine ait
mRNA verileri 1s18inda baz dizilimleri degerlendirmeye alindi ve olusturulan primerlerin
ilgili bolgeye spesifiklikleri (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) kullanilarak kontrol
edildi. Her bir cDNA 6rnegi ii¢ kez test edildi ve esik dongii degeri (Ct) belirlendi. Her bir
replikasyonda, cDNA ve reverz transkriptaz igermeyen PCR uygulamalar1 negatif kontrol
olarak kullanildi. Ct degeri, referans gen olarak kullanilacak olan GAPDH igin de tespit
edildi ve test edilen genlerin ekspresyonu GAPDH ile normalize edildi. Ct degeri 40 ve
tizerinde olan orneklerde amplifikasyon olmadigi kabul edildi ve hesaplamalara dahil
edilmedi. Reaksiyon kosullar1 Tablo 3 ve 4’te belirtilirken her iki kosulda da ayni referans
gen kullanild.
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Tablo 3. Bid ve Survivin genleri i¢in RT-PCR reaksiyon kosullari.

Sicaklik (°C) Ramp Oram (°C/s) Siire (s)

ilk Denatiirasyon Asamasi

95 4 600
Amplifikasyon Asamasi

95 5 20

55 4 20

72 4 15
Erime (Melting) Asamasi

40 4 60

99 0,1 1

Tablo 4. Bax ve Bcl-2 genleri i¢in RT-PCR reaksiyon kosullari.

Sicaklik (°C) Ramp Orani (°C/s) Siire (s)

i1k Denatiirasyon Asamasi

95 4 600
Amplifikasyon Asamasi

95 5 20

60 4 20

72 4 15
Erime (Melting) Asamasi

40 4 60

99 0,1 1

3.2.14.5. Ekspresyonun degerlendirilmesi

qRT-PCR sonucu her deney seti i¢in elde edilen Ct degerlerinin ortalamasi alindi. Gen
ekspresyonunun rolatif kantitasyonunun hesaplanmasinda AACt metodundan (Livak ve
Schmittgen, 2001) yararlanildi. Bu metoda gore (izole edilen RNA miktar1 ve sentezlenen
cDNA miktarindan dolay1 Ornekler arasi baslangi¢ miktarlarinin farkliliklarini, olusan
deneysel hatalarin getirdigi farkliliklar1 en aza indirmek i¢in) normalize etmek amaciyla
ilgilenilen genin ifade diizeyi, ¢esitli kosullarda ifade diizeyi degismedigi bilinen (en az
etkilenen) referans gen olarak kullanilan housekeeping genin ifade diizeyine oranlanir.

Hiicrelerdeki ekspresyon diizeylerinin karsilagtirilmasi i¢in zoledronik asit uygulanan
orneklerin normalize Ct degerleri ile zoledronik asit uygulanmayan (kontrol grubu)
orneklerin normalize Ct degerlerine oranlandi. Elde edilen oran zoledronik asit
uygulanmayan deney grubunun (kontrol) “n” kati seklinde verildi. Asagida gosterilen

hesaplamalar kullamlarak komperatif Ct metodu, 2*“" formiilii ile ifade edildi.

ACt (ZA uygulanan veya uygulanmayan hiicreler) = Ct (hedef gen) — Ct (GAPDH)
2AACt _ 2ACt (ZA uygulanan hiicreler) — ACt (ZA uygulanmayan hiicreler)
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3.2.14.6. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmesi

qRT-PCR sonucu elde edilen amplifikasyon {iriinleri; hedef bdlgenin ¢ogaltildigini
kontrol etmek, non-spesifik amplikonlarin meydana gelmedigini ve primer dimerlerinin
olugsmadigin1 gostermek icin agaroz jelde yiriitildi. Bunun i¢in %?2’lik agaroz jel
hazirlandi. Agaroz jelin hazirlanmasi i¢in, 2 g agaroz tartilip erlen icerisinde 100 ml TBE
tamponu ilave edildikten sonra, mikrodalga firma yerlestirildi ve maksimum seviyede ara
ara karistirilarak 1sitildi. Isitma islemine agaroz tamamen ¢oziinene kadar mikrodalga firinda
devam edildi. Kaynatma isleminden sonra agaroz solusyonu 60°C’ye kadar sogutuldu ve 5
ul GelRed (Biotrum) (10.000X DMSO) niikleik asit jel boyasindan eklendikten sonra iyice
karistirtp, homojen hale getirildi. Agaroz solusyonu taragi takili yatay elektroforez tankina
dokiildii 30 dakika agaroz jelinin donmasi beklenildi. Jelin {izerine 1X TAE yiirlitme
tamponu ilave edilerek taraklar dikkatlice c¢ikarildi. Ornek kuyucuklarinda hava
kalmamasima dikkat edildi. qRT-PCR sonucu elde edilen iiriinlerden 10 pl, 3 pl 6X jel
yiikleme tamponu ve 5 pl steril DNaz/RNaz igermeyen distile H,O pipetlenerek hazirlanan
ornekler kuyucuklara ytiklendi. Amplikonlarin baz uzunlugunu belirleyebilmek icin 3 pl 1
ng/ul DNA markerindan, 3 pl 6X jel yiikleme tamponundan aliarak ilk kuyucuga yiiklendi.
Jele yiiklenen amplikonlar 1X TAE yiiriitme tamponunda 100 V elektrik akimi uygulanarak
~60 dakika siiresince ylriitiildii. Yiriitme isleminin ardindan jel {initeden alinarak UV
goriintiileme sistemin (UVP EC3 Imaging System Chemi HR 410) goriintilendi ve
fotograflar ¢ekildi.

3.2.15. istatistiksel Analiz

Tlm istatistiksel analiz ve hesaplamalar i¢in MS-Excel 2010 ve “SPSS for Windows
Ver. 22.0” (SPSS Inc., Chicago, IL., USA) paket programlar1 kullanildi. Istatistiksel
kararlarda p<0,05 diizeyi anlamli farkliligin gostergesi olarak kabul edildi. Degiskenlerin
normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Tanimlayict analizler tiim
parametreler i¢in ortalama ve standart sapma seklinde yapildi.

Normal dagilima uygun oldugu belirlenen parametlerde gruplar arasindaki fark tek
yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ile belirlendi. Bu farkin hangi gruptan
kaynaklandiginin belirlenmesi i¢in Tukey testi yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicrelerin Kaplama Yogunlugunun Belirlenmesi

Her hiicre hattinin ikileme zamani ve hiz1 ¢alisildig1 kosullardafarklilik gosterir. Bu
nedenle ¢alismanin baslangicinda sitotoksik analizler i¢in en uygun hiicre yogunlugunu elde
etmek amaciyla hiicrelerin logaritmik fazda iiredigi en uygun zaman ve kaplama yogunlugu
icin uygun hiicre sayis1 belirlendi. Bu amagla farkli yogunluktaki hiicrelerin 24 saat
inkiibasyonunun ardindan canlilik analizi gergeklestirildi. Analizler ii¢ kez tekrarlanarak,

sonuglar1 hesaplandi.

Resim 1. D-17 kdpek osteosarkoma hiicrelerinin morfolojik goriintiisii (20x biiyiitme).

WST-1 canlilik testine baglamadan 6nce daha giivenilir sonuclar elde edebilmek i¢in
hiicremize gore standardizasyon caligmasi sonucunda D-17 kopek osteosarkoma hiicreleri
(Resim 1) i¢in optimum {iireme sartlar1 5.000 hiicre/kuyucuk ve inkiibasyon siiresi olarak 24

saat belirlendi (Sekil 17).
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A
-] Nonlin fit

A .Y. T

1 ‘Iog(mhlbltor) vs. normalized response -- Va
2 |Best-fit values
150- 73| LogiC50 |4.668 |
4 HillSlope 2184
5 IC50 46547
6 |Std. Ermor
100- 7 LogIC50 0.02263
8 HillSlope 0.2601
0.D. (450 nm) 9 |95% Confidence Intervals
10 LogIC50 4613t04.723
1 HillSlope 1.548 to 2.821
50+ 12| Ic50 40975 to 52877

13 |Goodness of Fit
14 Degrees of Freedom 6
15 R square 0.9875

0 16 Absolute Sum of Squares 125.5

T T T T T 1
30 35 40 45 50 55 6.0 |7 S e
18 |Number of points
Log [hiicre sayisyml] 19 | Analyzed 8

Sekil 17. D-17 kopek osteosarkoma hiicrelerinde kaplama yogunlugunun belirlenmesi.

4.2. Zoledronik Asidin Hiicre Canlihgi Uzerine Etkisi

Zoledronik asidin D-17 kopek osteosarkoma hiicrelerinin ¢ogalmasina olan etkisi
degisen dozlara (1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM ve 100 puM) maruz
birakildiktan sonra 24, 48, 72 ve 96 saat siire ile en az dort tekrar olacak sekilde WST-1
hiicre canlilik kiti kullanilarak belirlendi.

Zoledronik asidin hiicre iizerine sitotoksik etkisinin belirlenebilmesi igin
gerceklestirilen WST-1 hiicre canlilik yontemi sonucu elde edilen verilerile kontrol grubuna
gore hiicre canliligi ylizdeleri hesaplandi. Zoledronik asit uygulanmayan (kontrol; 0 uM
ZA) 6rnegin canliligl tim zaman dilimleri i¢in %100 kabul edilerek, diger zoledronik asit
konsantrasyonlarina ait canlilik degerleri oransal olarak ortalama absorbans degerlerinden
hesaplandi. ZA ile belirtilen dozlarda 24, 48, 72 ve 96 saatlik inkiibasyon siirelerinin
sonunda WST-1 canlilik analizi ile elde edilen verilerden yararlanilarak hesaplanan hiicre
canlilik yiizdelerini gosteren grafik Sekil 18’de, bu degerlerin istatistiksel analiz sonuglari

1se Tablo 5’de verildi.

79



120 1

100

80 -

60 -

Canhiik Oram (%)

40 -

20 A

0 25 50 75 100
Zoledronik Asit Konsantrasyonu (uM)
—&—24 saat —##— 48 saat A— 72 saat —— 96 saat

Sekil 18. D-17 kopek osteosarkoma hiicrelerinin ZA ile belirtilen dozlarda 24, 48, 72 ve 96
saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicre canlilik yilizdeleri. (* 0,01 <p< 0,05;
**0,001<p<0,01; *** p<0,001 ) (Yiizde Canlilik = [ABSortalama (her bir 6rnek) /
ABSortalama (kontrol)] x 100).

Istatistiksel analizler sonucu D-17 kdpek osteosarkoma hiicresi iizerine zoledronik
asidin fakli dozlarinin 24 saat inkiibasyon siiresince kontrole gére anlamli bir sitotoksik etki
gostermedigi belirlendi (p>0,05).

48 saatlik inkiibasyonun ardindan istatistiksel analizler sonucunda 1 uM ve 5 uM
ZA’nm elde edilen sitotoksik etkisinin kontrole gére anlamli olmadigt (p>0,05) ve 25 uM
ve daha yiiksek ZA konsantrasyonlarinda ise istatistiksel olarak anlamli bir sitotoksik
etkinin meydana geldigi belirlendi(p<0,001). ZA’nin 5 uM ve 10 uM konsantrasyonlarinda
48. saatte sirastyla %10 ve %20 gibi diisiik sitotoksik etki, 25 pM konsantrasyonunda ise
%30’un tlizerinde sitotoksik etki gozlendi.

Zoledronik asitD-17 kdpek osteosarkoma hiicresine uygulandiktan 72 saat sonra 48.
saate gore yaklasik iki kat oraninda sitotoksik etkide artis gézlendi. 1 uM ZA uygulanmasi
sonucu hiicrede meydana gelen sitotoksik etki ise istatistiksel olarak anlamli bulunmazken
(p>0,05), ZA’nin 5 pM ve 10 uM konsantrasyonlarinda sirastyla %15 ve %33 diizeyinde;
25,50 ve 75 uM ZA’da ise sirasiyla %58, %68, %73 diizeyinde sitotoksik etki saptandi ve

sonuglar kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). Ayrica
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hiicreye 50 uM, 75 uM ve 100 uM ZA uygulanmasi ise doza bagl olarak benzer sitotoksik
etki olusurken bu etki kontrole gore istatistiksel olarak anlamliydi.

Hiicreye farkli dozlarda ZA uygulamasinin 96 saat inkiibasyon siiresi sonunda elde
edilen veriler incelendiginde sitotoksik etkinin biiyiik Ol¢lide arttigi belirlendi. Sonuglar
kontrole gore degerlendirildiginde ZA’nin 1 pM uygulamasinin istatistiksel olarak anlamsiz
oldugu fakat uygulanan diger tiim konsantrasyonlarin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptand1  (p<0,001). ZA’nin 96 saat uygulamasinin ardindan 5 puM ve 10 uM
konsantrasyonlarinda sirasiyla %26 ve %48 sitotoksik etki saptanirken, 25, 50, 75 ve 100
uM konsantrasyonlarinda ise sirasiyla %75, %81, %81,5 ve %80,5 olarak hesaplandi.
Veriler incelendiginde 10 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarda hiicre ¢ogalmasint %50 nin

lizerinde azalttig1 gozlendi.
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Tablo 5. Zoledronik asidin doz ve siireye bagli olarak D-17 kdpek osteosarkoma hiicresinin canlilifina etkisi.

Zoledronik Asit 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat
Konsantrasyonu % Caniik  x  Onemlilik % Canlihk x  Onemlilik % Canilk  x  Onemlilik % Canilk  x  Onemlilik
(uM) XS XS XS X+S
Kontrol 100.00+0.016 a 100.00+0.029 a 100.00+0.019 a 100.00+0.030 a
1 100.88+0.019 a p>0.05 98.08+0.007 ab p>0.05 96.04+0.008 a p>0.05 103.84+0.026 a p>0.05
5 101.80+0.013 a p>0.05 89.90+0.008 be * 84.61+0.026 b Hkk 73.89+0.031 b *kk
10 102.33+£0.009 a p>0.05 81.01£0.027 c o 67.04+0.016 c Rt 51.73+0.021 @ Rt
25 96.33+0.008 a p>0.05 71.01+0.019 d Hkk 42.18+0.019 d HHk 24.99+0.016 d Hkk
50 95.46+0.012 a p>0.05 61.68+0.015 de gy 31.02+0.020 e Rt 18.95+0.023 d Rt
75 95.64+0.013 a p>0.05 57.54+0.018 e Hkk 28.70+0.022 e Hkk 18.43+0.019 d Hkk
100 96.81+0.007 a p>0.05 54.53+£0.019 e gy 30.45+0.003 e Rt 19.65+0.024 d Rt

Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak dnemlidir.

(Kontrol grubuna gore; * 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001 )
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Zoledronik asit uygulanan D-17 kopek osteosarkoma hiicresinin WST-1 canlilik
analizi ile doza bagimli olarak elde edilen canlilik sonuglari ile GraphPad Prism 5 programi
kullanilarak doz etki egrisi (Sekil 19 A-C) olusturuldu.

Ardindan canlilik analizi sonucu hesaplanan sitotoksisite ylizdeleri ile her inkiibasyon
stiresi (48 saat, 72 saat, 96 saat) icin CompuSyn 1.0 (ComboSyn Inc., Paramus, NJ, USA)
programi kullanilarak biiylimenin %50 azaldig1 ICsy degeri hesaplandi.

D-17 kopek osteosarkoma hiicre hatti1 tizerine uygulanan ZA’nin 1Csy degeri 48., 72.

ve 96. saat i¢in sirasi ile 82,50 uM, 26,06 uM ve 17,60 uM olarak hesaplandi.
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Sekil 19. Zoledronik asit dozlarma bagli D-17 kdpek osteosarkoma hiicresinin canlilik

grafikleri (A: 48 saat, B: 72 saat, C: 96 saat).

4.3. Zoledronik Asidin D-17 Képek Osteosarkoma Hiicre Hatti Uzerine Koloni

Olusturabilme Yeteneklerine Etkisi

D-17 Kopek Osteosarkomahiicre hattinauygulanan ZA’nin farkli doz ve inkiibasyon
stirelerinin (48, 72 saat) koloni olusturabilme yetenegi ilizerine olanetkileri kristal violet

boyamasinin ardindan goriintiiliinerek, sonuglar Sekil 20 ve Sekil 21°de verildi.
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| uM ZA S UM ZA 7,5 UM ZA 10 uM ZA

15 uM ZA 25 uM ZA 50 uM ZA 75 uM ZA 100 pM ZA

Sekil 20. Zoledronik asidin D-17 kopek osteosarkoma hiicre hattinda 48 saat inkiibasyon

stiresinde hiicrelerin koloni olugturabilme yetenegi tizerine etkisi.

KONTROL 1 uM ZA SuMZA

15 uM ZA 25 uM ZA 50 uM ZA 75 uM ZA 100 uM ZA

Sekil 21. Zoledronik asidin D-17 kopek osteosarkoma hiicre hattinda 72 saat inkiibasyon

stiresinde hiicrelerin koloni olusturabilme yetenegi lizerine etkisi.

D-17 kopek osteosarkoma hiicrelerine uygulanan zoledronik asidin doza bagl olarak
hiicre iizerinde sitotoksik etki artisiyla hiicrelerin koloni olugturma yeteneklerinin azaldigi
gbzlendi. Diisiik dozlarda (1 uM, 5 uM, 7,5 ve 10 uM) kontrol grubuna kiyasla sitotoksik
etkinin diistiik oldugu, 15 uM konsantrasyonunda ise gozle goriliir bir sitotoksik etkinin
meydana geldigi goriildii. Zoledronik asidin yiiksek dozlar1 (25 uM, 50 uM, 75 uM ve 100
uM) kontrol ile karsilagtirildiginda hiicre canliliginin ve koloni olusumunun anlamli dl¢iide

azaldig1 saptandi.
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4.4. Zoledronik Asidin Mineralizasyona EtKkisi

Zoledronik asidin D-17 kopek osteosarkoma hiicre hattina farkli konsantrasyon ve
siirelerde hiicrelerin mineralizasyonuna olan etkisiAlizarin kirmizis1 S boyamasi yapildiktan

sonra goriintiilenerek, sonuglar Sekil 22 ve Sekil 23’de verildi.

Nl
N7

s %

KONTROL | 1 pumZA SumZA | 7,5umZA | 10umZA | 15umZA | 25umZA | 50 pm ZA | 75 um ZA

100 um
ZA

Sekil 22. D-17 kopek osteosarkoma hiicre hattinda 48 saat inkiibasyon siiresince zoledronik

asidin hiicrelerin mineralizasyona etkisi.

100 pm
ZA

KONTROL | 1pumZA | 5pmZA | 75umZA | 10pumZA | 15pmZA | 25umZA | 50 pm ZA | 75 pm ZA

Sekil 23. D-17 kopek osteosarkoma hiicre hattinda 72 saat inkiibasyon siiresince zoledronik

asidin hiicrelerin mineralizasyona etkisi.

D-17 kopek osteosarkoma hiicrelerine farkli dozlarda uygulanan zoledronik asidin 48
ve 72 saat inkiibasyon sonrasi sonuglar1 incelendiginde diisiik dozlarda (1 uM, 5 uM ve 7,5
uM) kontrol grubuna kiyasla mineral igeriginin daha yiiksek oldugu 10 ve 15 uM
konsantrasyonlarinin ise kontrole kiyasla mineral igeriginin daha az oldugu ve doza baglh
olarak azaldig1 belirlendi. Zoledronik asidin yiiksek dozlarinda (25 pM, 50 uM, 75 uM ve

100 uM) kontrol ile karsilastirildiginda mineral igeriginin anlamli 6lgiide azaldig1 saptandi.

4.5. Zoledronik Asidin Alkalen Fosfataz (ALP) Aktivitesine Olan Etkisi

Farkli  konsantrasyonlarda  zoledronik  asit  uygulanan  D-17  kdpek
osteosarkomahiicrebesiyerinde ekstraseliiler, hiicrelerin liziz edilmesi sonucu elde edilen
hiicre lizatlarinda ise intraseliiler ALP aktiviteleri belirlendi. Her uygulanan ZA
konsantrasyonui¢in 3 tekrarli olacak sekilde elde edilen sonuglar U/L cinsinden
hesaplanarak, ortalamalar1 ve standart hatalar1 bulundu. Ekstraseliiler ALP aktivite tayini
sonucu elde edilen veriler Tablo 6 ve Sekil 24’de intraseliiler ALP aktivitesine ait veriler ise

Tablo 7 ve Sekil 25°de verildi.
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Farkli dozlarda ZA uygulanan D-17 kopek osteosarkoma hiicresinin 48 saat ve 72 saat
inkiibasyonun ardindan kontrole gore doz artisina bagli olarak ekstraseliiler ALP

aktivitesinin azalis1 istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001).

Tablo 6. D-17 kopek osteosarkoma hiicresine uygulanan ZA’nin konsantrasyona bagli 48.

ve 72. saatte ekstraseliiler ALP aktivitesine olan etkisi.

Zoledronik Asit 48. saat 72. saat
Konsantrasyonu Hacimsel X Onemlilik Hacimsel X Onemlilik
(nM) Aktivite Aktivite
(U/mL) (U/mL)
XS XS
Kontrol 102.2+1.00 a 82.44+2.00 a
1 84.17+1.45 b s 78.68+1.20 b S
5 80.62+213 c *okx 73.56£3.00 c *ok*
7.5 72.84+3.12 d s 72.92+1.00 c s
10 71.82+1.25 d Hkk 70.01+1.23 d *kk
15 69.67+2.56 de s 67.79+1.45 de s
25 68.13+1.17 e *okx 66.79+2.12 e Hkk
50 58.78+1.12 f s 65.52+1.35 e s
75 56.85+£3.79 g Hkk 62.44+2 .47 f *kk
100 47.13+5.48 h S 58.78+3.78 g S

Ayni stitunda farkli harfleri tasryan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir.

(Kontrol grubuna gore; * 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001 )

120 ~

100

ALP Aktivitesi (U/L)
N [e2e]
S [w]

N
(e}

H 48 saat

i 72 saat
20

Kontrol 1uyM 5uM 7,5uM 10 uM 15 uM 25 uM 50 uM 75 uM 100 uM
Zoledronik Asit Konsantrasyonu (uM)

Sekil 24. D-17 kopek osteosarkoma hiicresine uygulanan ZA’nin konsantrasyonuna bagh

48. ve 72. saatte ekstraseliller ALP aktivitesine olan etkisi.
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Kontrol grubuna gore yiiksek dozda (25, 50, 75 ve 100 uM) ZA uygulanan D-17

kopek osteosarkoma hiicrelerinde intraseliller ALP aktivitesinde doza bagli olarak

istatistiksel olarak anlamli ciddi bir azalis gozlendi (p<<0,001).

Tablo 7. D-17 kopek osteosarkoma hiicresine uygulanan ZA’nin konsantrasyona bagli 48.

ve 72. saatte intraseliiler ALP aktivitesine olan etkisi.

Zoledronik Asit
Konsantrasyonu

(M)

Kontrol
1
5
7.5
10
15
25
50
75
100

Ayni stitunda farkli harfleri tasryan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir.

Hacimsel
AKktivite
(U/mL)

XS
56.18+2.46
59.15+2.16
55.93+2.16
48.37+4.23
53.63+1.23
54.58+1.94
30.83+1.59
22.97+2.49
22.744+2.79
22.714+0.12

48. saat
X

o 00 ®» 0 oo

Onemlilik

p>0.05
kkk

p>0.05

p>0.05

sksksk
skskosk
skskosk
skskosk

Hacimsel
Aktivite
(U/mL)

X+S
59.44+1.23
61.23+1.56
60.46+1.95
52.42+1.48
54.72+1.56
55.82+2.48
29.18+2.64
22.50+2.49
17.73+0.64
13.76+£2.98

(Kontrol grubuna gore; * 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001 )

W B
o o

ALP Aktivitesi (U/L)
)
S

10

Zoledronik Asit Konsantrasyonu (uM)

72. saat
X

o a8 o os e e

Onemlilik

p>0.05
p>0.05

skskosk
kkk
kk
sksksk
skskosk
kkk
skskosk

H 48 saat

4 72 saat

Sekil 25. D-17 kopek osteosarkoma hiicresine uygulanan ZA’nin konsantrasyonuna bagli

48. ve 72. saatte intraseluler ALP aktivitesine olan etkisi.
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4.6. Zoledronik Asidin Hiicrelerin Migrasyonuna Olan Etkisi

D-17 kdpek osteosarkoma hiicre hatti {izerine uygulanan zoledronik asidin (5; 7,5; 10;
15 uM) farkli dozlarinin hiicre migrasyonuna (hiicrelerin go¢ etme potansiyeline) olan
etkileri yara iyilesmesi yontemi kullanilarak degerlendirildi. ZA uygulanmasindan 48 ve 72
saat sonra D-17 kopek osteosarkoma hiicre hattinda hiicrelerin yara iyilesmesi sonuglari
Sekil 26 ve 27 ile Tablo 8’de verildi.

Hiicreye uygulanan 5 uM ZA’nin hiicrenin go¢ etme potansiyeli {izerine etkisi kontrol
grubuna gore kiyaslandiginda, kontrol grubunda olusturulan yaralar 48 ve 72. saatlerde
stirastyla %65 ve 85’1 kapanirken, 5 pM ZA’nin uygulandigi hiicrelerde %55 ve 74’1
kapandi. Veriler degerlendirildiginde kontrol grubuna gére 5 uM ZA’nin hiicrenin
migrasyonu iizerine belirgin bir etkisinin olmadig1 belirlendi.

7,5 uM ZA uygulanan hiicredeolusturulan yaranin ilk 48 saatte %33 iiniin kapandigi,
48. ve 72. saatler arasinda ise hiicreler tarafindan kapanan mesafenin istatistiksel olarak
anlamli olmadig: belirlendi (p>0,05).

Zoledronik asidin 10 ve 15 uM konsantrasyonlar1 uygulanan hiicrelerde ilk 48 saatte
0. dakikaya gore hiicrelerin goc¢ ederek kapladigi mesafe istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05). Boylece 10 ve 15 uM zoledronik asidin hiicrenin go¢ etme potansiyelini 6nleyerek
olusturulan yaranin kapanmasini inhibe ettigi belirlendi. Kontrol grubuna gore 72. saatte
kapanma mesafesinden yararlanarak 7,5 pM ZA’nin 48. saatten sonra hiicre gogiinii
etkiledigi, 10 ve 15 uM ZA’nin ise hiicrelerin go¢iinii biiylik 6l¢iide inhibe ettigi saptandi.

Sonug olarak, zoledronik asidin 10 ve 15 uM konsantrasyonlarinda 48. ve 72. saat
inkiibasyon siirelerinde hiicrenin migrasyonunu inhibe edici etkisi belirgin bir sekilde
gozlendi. D-17 kopek osteosarkoma hiicrelerinin migrasyonunu inhibe eden en etkin dozun

10 ve 15 uM ZA oldugu belirlendi.
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Zoledronik Asit Konsantrasyonu 0. saat 48. saat 72. saat
Yara olusturmadan ve ZA
uygulanmadan

Kontrol

5 uM Zoledronik Asit

7,5 pM Zoledronik Asit

10 uM Zoledronik Asit

15 uM Zoledronik Asit

Sekil 26. Zoledronik asidin D-17 kdpek osteosarkoma hiicre hattina doz ve zamana bagh

olarak hiicrelerin gé¢ etme potansiyeline etkisi.
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Tablo 8. Zoledronik asidin D-17 kopek osteosarkoma hiicre hattina doz ve zamana bagli olarak hiicrelerin go¢ etme potansiyeline etkisi.

Zoledronik Asit
Konsantrasyonu

(nM)

Kontrol
5
7.5
10
15

0. saat 48. saat 72. saat
Yara Mesafesi X Yara Mesafesi X Onemlilik Yaranin Yara Mesafesi X Onemlilik Yaranin
(pm) (pm) Kapanma (nm) Kapanma
X5 X+£§- Orani (%) X+ Orani (%)
584.07+13.30 a 206.22+8.95 b 64.69 88.78+5.32 c 84.80
753.91£6.43 a 339.51+18.06 b otk 54.97 196.53+£14.25 c otk 73.93
595.44+12.01 a 396.794+9.31 b ok 33.36 365.63+23.00 b HEE 38.59
735.42422.09 a 680.80+23.45 a p>0.05 7.43 462.56+27.62 b K 37.10
625.86+11.14 a 615.45+15.68 a p>0.05 1.66 447.00+£18.06 b oAk 28.58

Ayni satirda farkl harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak dnemlidir.

(Zoledronik asit uygulanan gruplarin 0. saat verilerine gore; * 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001 )

Yaranin kapanma orant hesaplanirken 0. saatte olusturulan yarinin mesafesi %100 kabul edilerek, 48. ve 72. saatlerde hiicrelerin go¢ ettigi mesafeler iizerinden hesaplanmistir

((0. saat yara mesafesi um-48. veya 72. saat yara mesafesi um)/0. saat yara mesafesi pwm)
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800 -

700 -

600 -

500 -

M 0 saat

400 - M 48 saat

Yara Mesafesi (um)

300 - 1472 saat

200 - I I

100 - T

Kontrol SuM ZA 7,5 pnm ZA 10 ym ZA 15 uM ZA

Sekil 27. Zoledronik asidin D-17 kdpek osteosarkoma hiicre hattina doz ve zamana bagh

olarak hiicrelerde olusturulan yaralarin mesafeleri.

4.7. Zoledronik Asidin D-17 (CCL-183) Kopek Osteosarkoma Hiicreleri Uzerinde
Apoptotik Etkileri

4.7.1. Apoptotik DNA Fragmentlerinin ELISA Yéntemi ile Kantitatif Analizi

Zoledronik asit uygulamasi ile D-17 kdpek osteosarkoma hiicresinde meydana gelen
hiicre 6limiiniin apoptoza bagl olarak gergeklestip gerceklesmedigi DNA fragmentasyon
analizi ile belirlendi.

Pozitif kontrol olarak kabul edilen zoledronik asit uygulanmayan hiicreler ile 5; 7,5;
10; 15 uM zoledronik asit uygulanan hiicrelerinin 48 ve 72 saat inkiibasyonun ardindan
apoptotik DNA kiriklarinin ELISA sonuglari elde edildi. (DNA kiriklarini ifade eden mono
ve oligo-niikleozom zenginlesmesi ZA uygulanmayan (kontrol hiicreleri) 6rnek i¢in 1,00
kabul edilerek, diger orneklere ait zenginlesme faktorleri oransal olarak hesaplandi.) Elde
edilen veriler Sekil 28’de 6zetlendi. Grafikte X ekseni zoledronik asit konsantrasyonlarini,
Y ekseni ise her bir zoledronik asit konsantrasyonunun uygulandigi 6érneklerden elde edilen
ortalama absorbans degerlerinin zoledronik asit uygulanmayan pozitif kontroliin ortalama
absorbans degerine orani ile hesaplanmis zenginlesme faktoriinii gostermektedir.

Zoledronik asit uygulamasi yapilmayan kontrol hiicrelerine gore ZA uygulamasi

yapilan hiicrelerde DNA kiriklarinin miktar istatistiksel olarak anlamli bulundu. Sekil 28°de

91



goriildiigi gibi D-17 kopek osteosarkoma hiicresine uygulanan 5 pM zoledronik asit
uygulamasinda DNA kiriklarmin miktar1 zoledronik asit uygulanmayan kontrol hiicrelerine
kiyasla sirastyla 1,34 kat artarken, 7,5 pM ZA uygulamasinda ise 1,57 kat arttig1 belirlendi
(p<0,05). D-17 kopek osteosarkoma hiicresine 10uM ve 15 puM zoledronik asit
uygulamasinda ise DNA fragmentasyonun da zoledronik asit uygulanmayan kontrol
grubuna gore sirastyla 2,13 ve 2,32 kat artis meydana geldi (p<0,01). D-17 kopek
osteosarkoma hiicresine uygulanan tiim ZA konsantrasyonlari arasindaki farklarda
istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Sonug olarak zoledronik asidin etkisiyle hiicrede apoptoz kaynakli DNA kiriklarinda
doza ve siireye baglh olarak istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi. WST-1 hiicre
canlilifi verileri ile birlikte degerlendirildiginde zoledronik asidin diisiik dozlarinda

sitotoksik etki olusturmadan apoptoza neden oldugu belirlendi.

kk

*k
*k o A
2,5
* * I
g
£ 2 .
he
S *
2 I
E1s-
>
D
= I
0
21
N
0,5 H 48 saat
472 saat
0 T T T
5uM ZA 7,5 UM ZA 10 uM ZA 15 uM ZA

Sekil 28. D-17 kopek osteosarkoma hiicrelerinde zoledronik asidin apoptotik etkisinin DNA
fragmentasyonu analizi (Zenginlesme Faktorii = ABS ortalama (her bir 6rnek) / ABS
ortalama (kontrol)); (Kontrol grubuna gore; * 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; ***
p<0,001).
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4.7.2. Apoptotik DNA Fragmentasyonun Ekstraksiyonu ve Agaroz Jel

Elektroforezinde Goriintiilenmesi

Apoptotik hiicrelerde DNA kiriklarinin meydana gelmesi ile sitoplazmalarinda mono-
ve oligoniikleozomlarin artis1 plazma membran biitiinliigiiniin bozulmasindan birkac saat
once meydana gelir. ZA uygulanmasi ile apoptozun indiiklenmesi sonucu meydana gelen
DNA kiriklart agaroz jelde ayrilip, ekstrakte edildikten sonra merdiven seklinde (DNA
ladder) bant goriintiisii alinarak belirlendi.

Zoledronik asit uygulanmayan kontrol grubu ile birlikte hiicreye 5 uM, 7,5 uM, 10
uM ve 15 uM konsantrasyonlarinda ZA uygulamasinin 48 ve 72 saat inkiibasyon siiresinin
ardindan izole edilen DNA kiriklar1 agaroz jel elektroforezi ile ayrilip, sonuglar ultaviyole

151k altinda degerlendirildi (Sekil 29).

g @9 = 8 g £ 3}
S5 M o = =2 £ = > M oan = =2 2 =

Sekil 29. D-17 kopek osteosarkoma hiicrelerinin zoledronik asit ile doza ve zamana bagh
inkiibasyonu sonrasinda goriilen DNA fragmentasyonunun %1.5’1lik agaroz jeldeki
gorlintlisii. marker: 100 bg¢’lik DNA molekiiler agirlik belirteci. A: 48 saat

inkiibasyon sonrasi jel goriintiisii B: 72 saat inkiibasyon sonrasi jel goriintiisii.
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Apoptoza bagli hiicre 6liimiiniin meydana geldigini belirleyen ELISA yontemi ile elde
edilen verilerin, DNA kiriklarinin agaroz jel elektroforezinde elde edilen goriintiilerle
uyumlu oldugu belirlendi. Boylece deney sonucunda ZA’nin kontrole gore doz ve slireye
bagli olarak DNA kiriklarinda meydana gelen artis dogrulandi.

Zoledronik asit uygulanan (48 ve 72 saat) D-17 kopek osteosarkoma hiicrelerinden
elde edilen DNA kiriklarinin %1,5°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi sonucu elde
edilen gorintiiler incelendiginde, 48. saatte DNA’larin pargali band goriintlisii meydana
gelen apoptozun baslagic evresinde oldugunu diisiindiirmektedir. Uygulamadan 72 saat
sonra elde edilen DNA kiriklarmin goriintiisii incelendiginde ise doza bagli olarak DNA

kiriklarinin arttig1 goézlendi.

4.7.3. D-17 (CCL-183) Kopek Osteosarkoma Hiicre Hattinda Zoledronik Asidin
Kaspaz 3, 8, 9 Aktivitesine Olan Etkileri

Zoledronik asidin D-17 kopek osteosarkoma hiicresine olan apoptotik etkileri kaspaz
3, 8, 9 diizeyleri iizerinden belirlendi. D-17 kdpek osteosarkoma hiicre hattina 5; 7,5; 10; 15
uM konsantrsyonlarinda ZA uygulandiktan 48 ve 72 saat sonra hiicre kiiltiirleri i¢in uygun
kopek spesifik ticari ELISA kiti ile kaspaz 3, 8 ve 9 miktarlari, olusturulan standart
grafiklerinden yararlanilarak ng/ml cinsinden hesaplandi. Tekrarlanan sonuglarin ortalamasi
alinarak elde edilen sonuglar kaspaz 3 i¢in Sekil 30 ve 31°de, kaspaz 8 i¢in Sekil 32’de,
kaspaz 9 i¢in Sekil 33 ve 34°de verildi.

D-17 kopek osteosarkoma hiicrelerinde 48 saat inkiibasyonun ardindan 5 pM ZA
uygulamasinda kaspaz 3 miktarinda kontrole gore %17 civarinda diisiik bir artis
gozlenirken, 7,5 ve 10 uM ZA konsantrasyonlarinda sirastyla %84 ve %170 artis saptanda.
Ancak 15 pM ZA uygulamasinda kaspaz 3 diizeyindeki artisin, kontrol grubuna goére %40
civarinda oldugu belirlendi.

Zoledronik asit uygulamasindan 72 saat sonra D-17 kopek osteosarkoma hiicrelerinde
kaspaz 3 miktar1 5 ve 7,5 uM ZA konsantrasyonlarinda 48. saate gore azalirken kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Hem 10 uM ZA
uygulamasinda hem de 15 uM ZA uygulamasinda kontrol grubuna gore artis gozlenirken,

48. saate gore bir azalma belirlendi.
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Sekil 30. Zoledronik asidin farkli doz ve inkiibasyon siiresine bagli D-17 kopek
osteosarkoma hiicrelerinde kaspaz 3 diizeyleri iizerine etkisi (Kontrol grubuna gore;

* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001).
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Sekil 31. Zoledronik asit dozlarina bagl kaspaz 3 diizeylerinin degisim grafikleri (A: 48
saat, B: 72 saat). Farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak

onemlidir.

D-17 kopek osteosarkoma hiicre hattina farkli dozlarda zoledronik asit uygulamasi
ile kaspaz 8 diizeylerindeki degisim incelendiginde hem 48 hemde 72 saatlik inkiibasyon
sonunda biitiin ZA doz gruplariile kontrol grubu aralarindaki fark istatistiksel olarak

anlamsiz bulundu (p>0,05).
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Sekil 32. Zoledronik asidin farkli doz ve inkiibasyon siiresine bagli D-17 kopek

osteosarkoma hiicrelerinde kaspaz 8 diizeyleri ilizerine etkisi.

D-17 kopek osteosarkoma hiicrelerinde 48 saat inkiibasyonun ardindan 5 ve 7,5 uM
ZA konsantrasyonlarinin kaspaz 9 miktarlarinda kontrole gore sirasiyla %12,5 ve %23’k
diisiik bir artis gozlenirken, 10 uM ZA uygulamasinda %81°lik artis belirlendi. Ancak 15
uM ZA uygulamasinda kaspaz 9 diizeyindeki artis kontrol grubuna gore %18 civarinda
kaldu.

5 uM ZA uygulamasindan 72 saat sonra D-17 kopek osteosarkoma hiicrelerinde
kaspaz 9 miktarindaki degisim kontrole gore istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p>0,05).
Fakat 7,5 ve 10 uM ZA uygulamasinda kaspaz 9 diizeyinde 48. saate goére azalma

gozlenirken, en belirgin azalis 15 uM ZA uygulamasinda belirlendi.
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Sekil 33. Zoledronik asidin farkli doz ve inkiibasyon siiresine bagli d-17 kopek
osteosarkoma hiicrelerinde kaspaz 9 diizeyleri iizerine etkisi (Kontrol grubuna gore;

*0,01 <p < 0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001).
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Sekil 34. Zoledronik asit dozlarina bagh kaspaz 9 diizeylerinin degisim grafikleri (A: 48
saat, B: 72 saat). Farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak

onemlidir.

4.7.4. Genlerin Kantitatif Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Farkli dozlarda zoledronik asit uygulamasmmin D-17 kopek osteosarkoma hiicre
hattinda apoptoz ile iliskili Bax/Bcl-2 orani, Bid ve hiicrede sagkalimi ifade eden survivin
geninin ifadelerinde meydana getirdigi degisimler qRT-PCR ile belirlendi. Bu nedenle
zoledronik asit uygulanan ve kontrol olarak kullanilan zoledronik asit uygulanmayan

hiicrelerden total RNA izolasyonu gerceklestirildi. Bu RNA’lardan elde edilen cDNA
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orneklerinde gen spesifik primeler yardimi ile syber green metodundan yararlanarak Light
Cycler cihazinda genlerin ifade diizeyinin kantitatif degerlendirilmesi gergeklestirildi(Sekil
36). qRT-PCR c¢alismasinda amplifikasyon egrilerinden elde edilen Ct’ler ile Pfaffl
metoduna gore 2" degerleri hesaplanarak grafikler olusturuldu. Zoledronik asit
uygulamasina bagl olarak apoptoz ile iliskili Bax/Bcl-2 oran1 ve bid genlerindeki ifadelerin
degisimi sirasiyla Sekil 36 ve 37°de verildi. Survivin genindeki degisimler ise Sekil 38’de

verildi.

Inensity (RFU)

Sekil 35. Genlerin kantitatif RT-PCR analizi sonucu elde edilen amplifikasyon egrileri
(yatay eksende genlerin Real Time PCR tepkimesine ait Ct degerleri, dikey eksende

floresan sinyal yer almaktadir).

Zoledronik asit uygulanan hiicrelerde Bax/Bcl-2 oranindaki degisim incelendiginde
24. saatte 5 ve 7,5 uM konsantrasyonlarinda sirasiyla 1,36 ve 1,69 kat, 10 ve 15 uM ZA
konsantrasyonunda ise kontrol grubuna gore sirasiyla 2,95 ve 2,14 kat artis elde edildi.
Inkiibasyon siiresine bagli olarak 48.saatte Bax/Bcl-2 oraninin 24. saate gore tiim dozlarda

azaldig1 goriildii.
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M 24 saat
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Bax/Bcl-2 oram

0,5 -
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Sekil 36. RT-PCR sonuglarina gore zoledronik asit uygulamasinin doz ve siiresiye bagh

olarak Bax/Bcl-2 oranindaki degisimi.

Kontrol grubu ile zoledronik asit uygulamalar1 karsilastirildiginda doza ve siireye
bagl olarak Bid geninin ifadelenme diizeyinde anlamli bir fark olmadigi belirlendi. Boylece

zoledronik asit uygulamasi ile Bid geninin aktif olmadig: saptand.

1,6 -
1,4
12 1

1 .

Bid Geni Eksprasyon Diizeyi

0,8 - M 24 saat
M 48 saat
0,6 -
0,4 -
0,2 -
O .

5uM ZA 7,5 uM ZA 10 uM ZA 15 um ZA

Sekil 37. RT-PCR sonuglarina gore zoledronik asit uygulamasimnin doz ve siiresiye bagh

olarak Bid geninin ifadesindeki degisim.
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D-17 kopek osteosarkoma hiicre hattinda survivin geninin kantitatif degisiminde ilk
24. saatte 5 ve 7,5 uM ZA konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore sirasiyla 1,34 ve 1,59
kat, 10 ve 15 uM ZA konsantrasyonunda ise sirasiyla 2,49 ve 3,02 kat azalis belirlendi.
Inkiibasyon siiresine bagl olarak 48. saatte survivin geninin ifadelenmesinde azalmanin
devam ettigi gorildii. Kontrol grubuna gore 48. saatte 5 pM ZA’nmn survivin geninin
ifadelenmesi tizerine bir etkisini olmadigi, 7,5, 10 ve 15 uM ZA’nin etkisi ile sirasiyla 2,57,

4,93 ve 5,03 kat azaldig1 bulundu.

5 uM ZA 7,5 uM ZA 10 uM ZA 15 um ZA
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&

1
(9]
1

Sekil 38. RT-PCR sonuglarina gore zoledronik asit uygulamasinin doz ve siiresiye bagh

olarak survivin geninin ifadesindeki degisim.

4.7.4.1. Melting point analizi

qRT-PCR analizi sonucunda hedeflenen bolgenin ve her dérnekte ayni gen bolgesinin
cogaltildigi, elde edilen Ct degerlerinin hedeflenen bolgeye ait olup herhangi bir girisimin
olmadigi, primer dimerinin meydana gelip gelmedigi melting point analizi ile belirlendi. Bu
nedenle QRT-PCR analizlerinin sonunda her 6rnek ve gen bdlgesi icin melting point analizi
gercgeklestirildi, bunlardan bazilar1 Sekil 39 (A-E)’de verildi.

Melting point analizlerinde elde edilen goriintiilerde piklerin ayni yerde olusmasi
orneklerde hedeflenen bolgelerin spesifik bir sekilde c¢ogaltildigimi ve egrilerin aym
sicakliklarda elde edilmesi primer drimerinin olusmadigini gostermektedir. Piklerin

boyutlarindaki degisimler ise Orneklerde hedeflenen genin ekspresyon diizeyine gore
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degismektedir. Sekil 39°da goriildiigli gibi tiim ornekler spesifik primerlerle herhangi bir
girisim olmadan ¢ogaltilmis ve elde edilen Ct degerleri glivenilir bir sekilde hesaplamaya

dahil edilebilmistir.

-

Sekil 39. gqRT-PCR analizi sonrasi mRNA ekspresyonlarinin safliginin belirlenmesinde
melting point (Tm) grafikleri. (A: Bax geni, B: Bcl-2 geni, C: Bid geni, D: Survivin
geni, E: GAPDH geni (Referans gen)).
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4.7.4.2. PCR iiriiniiniin agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmesi

qRT-PCR c¢aligmalarinda hedef spesifik PCR f{iriinlerinin elde edildigini, primer
dimerinin olusmadigin1 kanitlamak ic¢in agaroz jel elektroforezinde goriintiilleme islemi
gergeklestirilir. Calismamizda elde edilen PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde

yiiriitiildi, elde edilen goriintiiler Sekil 40°de verildi.

Sekil 40. PCR iiriiniliniin agaroz jel elektroforezinde goriintiisii. Bantlar soldan saga sirasiyla

Bax, Bcl-2, Survivin, Bid ve Gapdh genlerine aittir.
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5. TARTISMA

Son yillarda insanlar kadar ortak yasam alanimizi paylastigimiz evcil hayvanlarda da
kanserin goriilme oraninin artmasi kopeklerde en onemli 6liim nedenleri siralamasinda
degerlendirilmesine neden olmustur (Baek ve ark, 2009).

Timorler insanlarda 182/100.000, képeklerde 381/100.000 ve kedilerde 156/100.000
yillik insidans orani ile hem insan hem evcil hayvanlarda 6énemli hastaliklardan biridir. Evcil
hayvanlarda bir¢ok vakanin kayit dis1 oldugu goz oniinde bulunduruldugunda bu insidans
orani daha da ciddi rakamlar1 ifade etmektedir (Meyer ve Walter, 2016).

Kanser evcil hayvanlarda genelde yasla birlikte daha sik goriildiigiinden, evcil
hayvan-sahibi iligkisinin en gii¢lii oldugu zamanlarda karsilagilan bir siirectir. Bu nedenle
hasta sahibi evcil hayvaninin saglig i¢in gerekli olan tiim miidahaleleri yaptirmakta ve bu
zaman zarfinda yaptig1 tim masraflardan tatmin edici bir sonu¢ beklemektedir (Biller ve
ark, 2016).

Osteosarkoma agresif ve metastatik bir kanser tiirlidiir ve genelde akcigere metastaz
yapma egilimine sahiptir (Szewczyk ve ark, 2015). Tedavi segenekleri arasinda genellikle
etkilenen ekstremitenin ampiitasyonu tercih edilse ve bu tedavi yontemi etkin olsa da hasta
sahipleri tarafindan uygun bulunmamaktadir. Kemoterapi ve kemoterapinin cerrahi
yontemler ile kombine edilerek uygulanmasi osteosarkomada sagkalim siiresini 6nemli
Olgiide arttirmis olsa da kemoterapinin yan etkilerine bagli oliimler gerceklesmektedir.
Kemoterapinin normal dokular iizerindeki sitotoksik etkileri, OSA’I1 képeklerin tedavisinde
bliylik bir dezavantajdir. Ayrica antikanser ilaglarin kullanimi ilaca direngli fenotiplerin
meydana gelmesi ve ikinci malignitelerin ortaya c¢ikmasi gibi ciddi problemlere neden
olmaktadir. Bu nedenle mevcut kemoterapiye alternatif yaklagimlar: belirlemek i¢in biiyiik
caba sarf edilmektedir. Ayrica, standart bir kemoterapi yaklasimi konusunda hala diinya
capinda bir fikir birligi yoktur (Alleva ve ark, 2006; Anninga ve ark, 2011).

Veteriner hekimlikte tedavi yontemi olarak insan hekimliginde kullanilan ila¢ ve
kombinleri uyarlanmaktadir. Képek osteosarkomunun doksorubisin veya platin bazli bir
ilagla tek basina veya kombinasyon halinde adjuvan tedavisi genellikle veteriner onkologlar
tarafindan kullanilmaktadir ancak, ayni hastalik i¢in insan onkologlar1 tarafindan uygulanan
protokoller daha karmasiktir (Straw ve ark, 1991; Berg ve ark, 1992; Bacon ve ark, 2008;
Phillips ve ark, 2009). Yapilan ¢alismalarda her iki tiir arasinda histolojik ve baz1 genlerin
ekspresyonu agisindan benzerlik oldugu ifade edilse de bunun aksini bildiren ¢caligmalar da

mevcuttur. Insan hekimliginde oldugu gibi veteriner hekimlik alaninda da evcil hayvanlar
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icin bireye 6zgii spesifik tedaviler gereklidir. Kemoterapdtik ajanlarin farkl tiirlerde hatta
ayni tlirde farkli kanser tiirlerinde bile farmakokinetik parametrelerinin, etkin doz ve
siirelerinin farkli olmas1 kopeklerde osteosarkoma tedavisi ile ilgili spesifik ¢aligsmalarin
gerceklestirilmesi  gerekliligini  ortaya koymustur. Evcil hayvanlar icinde tiimor
progresyonu, metastaz davranisi, tiimor kaynakli Oliimlerin baslica nedeni ve timor
hiicrelerinin ilaca verdigi yanit1 belirlemek klinik 6neme sahiptir (Meyer ve Walter, 2016).
Bu amag dogrultusunda etik nedenlerden dolayi, in vitro yontemler canli hayvanlar {izerinde
yapilan deneylerden daha fazla tercih edilmektedir.

Kanser arastirmalarinda o6zellikle ilag testlerinde deneysel yaklagimlar i¢in en uygun
metod tlimor hiicrelerinin dogal dliimsiizligii nedeniyle hiicre kiiltiirlerinin kullanilmasidir.
Bu amagla ¢ok sayida insan osteosarkoma (HOS, U2 OS, Saos-2 ve MG-63) ve kdopek
osteosarkoma (D-17 (CCL-183), Abrams, OSCA-8, OSCA-78) hiicre hatt1 basarili bir
sekilde kiiltiire ve karakterize edilmistir (Meyer ve Walter, 2016). Calismamizda ZA’in
sitotoksik ve apoptotik etkileri ve kopek OSA tedavisinde yeni bir uygulamaya uygun olup
olmadigini arastirmak iizere D-17 kdpek osteosarkoma hiicre hatt1 kullanildi.

Zoledronik asit gibi {i¢iincii jenerasyon bisfosfonatlarin antitiimor etkileri ve ZA’nin
insan osteosarkoma hiicrelerine karsi tek basina yada diger antikanser ajanlarla kombine
etkileri ile ilgili yaymlar mevcuttur (Ryu ve ark, 2010). Veteriner klinik uygulamalara
bakildiginda Fan ve ark (2008) hem saglikli hem de malign osteoliziz goriilen kopeklere ZA
uygulandiginda osteolizin azaldigini bildirmislerdir. Spugnini ve ark (2009) ise topallik ve
sag On ayag1 etkileyecek kadar biiyiik bir timor ile klinige getirilen ve apendikiiler OSA
tanist1 konulan bir kopege antirezorptif tedavi olarak ZA enjeksiyonu uygulamislar.
Sonrasinda tiimor biliyiikliigiiniin sabit kaldigini, topalligin azaldigin1 ve bu tedavi yontemi
ile primer kemik tiimoriiniin yavas ilerlemesine ragmen hastadaki agrinin tamamen kontrol
altina alindi§i rapor etmislerdir. Ancak yapilan literatiir taramalarinda kopek
osteosarkomasina in vivo ve in vitro zoledronik asit uygulamasi ile ilgili ¢ok az calismaya
rastlanmistir. Ayrica ZA, en giiclii N-BP’lerden biri olmasi ve su anda insanlarda kemik
metastazinin adjuvan tedavisinde kullanilir hale gelmesi nedeniyle bu calismada tercih
edilmistir (Senaratne ve ark, 2000; Lee ve ark, 2001; Poirier ve ark, 2003).

Zoledronik asidin meme, prostat, miyeloma, osteosarkom gibi ¢esitli insan kanser
tiirlerine kars1 sitotoksik etkileri ile ilgili cesitli calismalar vardir (Derenne ve ark, 1999;
Fromigue ve ark, 2000; Tassone ve ark, 2000; Jagdev ve ark, 2001; Lee ve ark, 2001; Corey
ve ark, 2003; Witters ve ark, 2003).

104



Evdokiou ve ark (2003), zoledronik asidin insan osteojenik sarkoma hiicre hatlarina
(HOS, BTK-143, MG-63, SISA-1, G-292, ve Saos-2) tek basina uygulandiginda sitotoksik
etkinin her hiicrede farkli oldugunu bildirmislerdir. BTK-143, HOS ve G-292 hiicre
hatlarinda zoledronik asidin oldukga etkili oldugunu ve 72 saat inkiibasyonun ardindan
hiicrelerin yarisini etkileyen maksimum dozu sirasiyla 2, 3 ve 3 uM olarak bulmusglardir.
Buna karsin MG-63, SISA-1 ve Saos-2 hiicre hatlarinda zoledronik asidin hiicre canlilig1
tizerinde etkisinin oldukca zayif oldugu hiicre canlilifinda anlamli azalmanin 48 ve 72
saatlik periyotlarda meydana geldigini ve hiicrelerin yarisini etkileyen maksimum dozun
sirasiyla 10, 10 ve 50 uM oldugunu rapor etmiglerdir.

Patntirapong ve ark (2012), MC3T3 (fare osteoblastik hiicre hatt1) ve MSC
(mezenkimal kok hiicre) hiicrelerinin diisiik ZA konsantrasyonlarindan etkilenmedigini 5-10
uM ZA ilavesi altinda ise hiicrelerin olagan morfolojisinin degiserek uzantilarini
kaybettigini ve kiiresel goriinimde oldugunu bazi hiicrelerin ise plaka ylizeyinden
ayrildigin1 goézlemlemislerdir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda (50 ve 100 puM), hem
MC3T3 hem de MSC hiicrelerinin tamamen normal formlarimi kaybettigi ve hiicrelerin
sayisinin siddetli bir sekilde azaldig1 goriilmiistiir.

Fu ve arkadaglar1 (2011) LMS8 (murin osteosarkoma hiicre hatt1) osteosarkoma
hiicreleri ile gerceklestirdikleri ¢alismada, ZA uygulamasinin 24 saat ardindan 1 ve 5
umol/L ZA’nin CCK-8 testi ile hiicre proliferasyonu iizerinde inhibitor etkisi olmadigini
gostermislerdir. Kontrol grubuna goére 10 pmol/L ZA’nin ise hiicre proliferasyonu iizerine
anlaml bir azalma meydana getirdigini bildirmislerdir. Canlilik oranlarinda belirgin azalig
48 ve 72. saatte meydana gelmistir.

Benassi ve ark (2007) ZA’in artan konsantrasyonlarina maruz kalan U2-OS, U2-
0OS/175 ve SAOS insan osteosarkoma hiicre hatlarinin, 96 saatte biiylimelerinin inhibisyonu
sonucu canlilik kayiplarinin meydana geldigini gostermislerdir. U2-OS, U2-OS/175 ve
Saos-2 hiicrelerinin ZA’ya olan duyarlilign degerlendirildiginde ICsy degerleri sirasiyla
1,6+£0,4 uM; 2,1+£0,7 uM ve 2,2+1,2 uM olarak belirlemislerdir.

Calismamizda kopek OSA hiicre hatlari {izerine uygulanan 1uM, 5uM, 10uM, 25uM,
50uM, 75uM, 100uM konsantrasyonlarinda ZA ilk 24 saatte istatistiksel olarak anlamli
sitotoksik etki gostermemistir (p>0,05). Benzer sekilde Patntirapong ve ark (2012)
calismalarinda MC3T3 (fare osteoblastik hiicre hatt1)) ve MSC (mezenkimal kok hiicre)
hiicrelerine ilk 24 saat uyguladiklari ZA konsantrasyonlarinda sitotoksik etki
gozlemleyememistir. Cheng ve ark (2016) ZA’ nin etkisini Saos2, MG-63, HOS ve U20S

olan 4 farkli insan osteosarkoma hiicre hatt1 tizerinde incelemisler ve ZA’nin 25, 50, 75 ve
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100 uM konsantrasyonlarina 24 saat maruz kalan hiicrelerde kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadigimi bildirmislerdir. Bu ¢alismada ZA’nin 100 pM
konsantrasyonuna kadar 4 farkli osteosarkoma hiicre hattinda sitotoksik etkinin
gozlenmemesi ¢alismamizdaki sonuglar ile paralellik gostermektedir.

Insan ostesarkoma HOS, MG-63, Saos-2 ve U20S hiicre hatlarina ZA’nin etkisini
inceleyen bir ¢aligmada 72 saat siiresince doza bagli olarak hiicre sayisinda azalma meydana
geldigini fakat hiicrelerin ZA’ya verdikleri yanitin birbirinden farkli oldugu bildirilmistir.
Elde edilen sonuglarda her ne kadar birbirinden farkli degerler elde edilse de ilk 72 saat g6z
Oniine alindiginda tiim hiicrelerde ICsy degerinin 50 uM altinda kalmistir (Kubista ve ark,
2006). Ryu ve ark (2010) ise LMS8 (murin osteosarkoma hiicre hatt1), MOS (murin
osteosarkoma hiicre hatt1), MG-63 (insan osteosarkoma hiicre hatt1) hiicre hatlarina ZA
uyguladiklar1 ¢alismalarinda 72. saatte elde edilen ICsy degerlerini sirasiyla 8,5; 2,4 ve 27
uM olarak bulmuslardir.

Calismamizda inkiibasyon siiresine bagli olarak 48, 72 ve 96 saat sonunda ICsg
degerleri sirastyla 82,50 uM, 26,06 uM ve 17,60 uM olarak bulunmustur. ZA’ nin apoptotik
etkilerinin arastirildigi deneylere ise ICso’nin altinda sitotoksik etkinin meydana gelmedigi
zoledronik asit konsantrasyonlari (5, 7,5, 10 ve 15uM) ile devam edilmistir.

Poirier ve ark (2003), MG-63 ve Saos-2 insan osteosarkoma hiicre hatlar1 ile D-17 ve
Abrams kopek osteosarkoma hiicre hatlarmma ZA’nin etkisini inceledikleri ¢alismalarinda
hiicreler 72 saat boyunca 0, 5, 10, 20, 30 ve 50 uM ZA konsantrasyonlarina maruz
birakilmistir. Bu siirenin sonunda ICsy degeri igin D-17 ve Abrams kopek osteosarkoma
hiicre hatlarinda sirastyla 7,9 ve 36,3 olarak belirlenmistir. Calismamizda D-17 hiicre hatti
ile 72 saat inkiibasyon sonucu elde edilen ICsy degeri ise 26,06°dir. Ayni hiicre ile
calisilmasina ragmen ICsy degerleri arasindaki farkin 6zellikle hiicrenin gelisimi iizerine
etkili olan fetal sigir serumu ve cogaltim kosullar1 farkli olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Ayrica canlilik analizinde kullanilan hiicre sayis1 ve canlilik testinin
duyarlilig1 elde edilen verileri etkilediginden dolayr ayni hiicre hattinin bile farkh
ortamlarda farkli yanitlar verdigi ongoriilmektedir.

Hiicre hatlar1 {izerinde uygulanan ilaglara verilen yanitlar, bu ilaglarin etki
mekanizmasi, uygulama dozlar1 oldugu kadar kullanilan hiicrelerin kdken aldigir dokuya,
kanser hiicresinin 6zelliklerine ve onlarin genetik degisikliklerine baghdir (Morse ve ark,
2005). ZA’nin farkli hiicre hatlarinda aktivitesinin ve etkisinin degismesi agiklanabilmis
degildir. Ancak farkli hiicre tiplerinde ZA’ ’nin intraseliiler etkisi, biyoyararlanimi, hiicreye

alimi gibi faktorler farklilik gostermektedir (Evdokiou ve ark, 2003). ZA’nin ICso degerleri

106



her kanser hiicresinde farkli olsa da bir¢ok kanser tiirli lizerinde antiproliferatif etkisi
kanitlanmistir.

Zoledronik asidin D-17 kopek osteosarkoma hiicre hatti iizerine koloni olusturabilme
yeteneklerine etkisiincelendiginde hiicrelere ZA uygulamasi ile 48 saat inkiibasyondan
sonra 25 pM’dan, 72 saat inkiibasyon sonunda ise 10 pM’dan yiiksek dozlarda gozle
goriilebilir bir azalma meydana gelmistir. Bunun ZA’nin yliksek dozlarinda antiproliferatif
0zellik gostererek hiicrelerin bir araya gelmesini engellemesinden kaynaklandigi ve boylece
hiicrelerin koloni formlarmin olusumunun inhibe edildigi sonucuna varilmaktadir. Koloni
olusumlarinin azalmasi hiicreler arasindaki iletisimin giderek azalmasina ve boylece
cogalmay indiikleyen faktorlerin ortadan kalkmasina neden olur. ZA’ nin diisiik dozlarinda
ise dustk sitotoksik etki gostermesi nedeniyle kolonilesme {izerine etkisinin az oldugu
diistiniilmektedir. Elde edilen bu sonuclar hiicre canlilik testi olan WST-1 analizinin
sonuglari ile paralellik gostererek, sonuglarimizi dogrular niteliktedir.

Bisfosfonatlar, osteoklast aktivitesinin artmasiyla iligkili kemik hastaliklarinin tedavisi
icin oldukca etkili ajanlardir ancak elde edilen bazi veriler kemik olusumunu da
engellediklerini gdstermektedir. Mikromolar konsantrasyonlarda aminobisfosfonatlarin, in
vitro kosullarda osteoblastlarda apoptoza yol ag¢tig1 ve mineralizasyon iizerinde inhibe edici
etkisinden dolay1 osteoblastlarda farklilasmay1 6nledigi one siiriilmektedir (Tobias ve ark,
1993). Pamidronat ve aledronatin antiproliferatif etki gdosterdigi konsantrasyonlardan
yaklasik on kat daha diistik 500 nM, 750 nM ve 1 uM konsantrasyonlarinda kemik nodiilii
olusumunu kuvvetle inhibe ettigi bildirilmistir (Idris ve ark, 2008).

Basso ve ark (2013) ZA uygulanan insan osteoblast MG63 (insan osteosarkoma hiicre
hatt1) hiicrelerinin mineralizasyon kapasitesine olan etkisini alizarin kirmizisi testinden
yararlanarak mineral nodiil olusumu (MNF) ile degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada ZA’ya
maruz kalan hiicrelerde, MNF’nin, konsantrasyon ve zamana bagli olarak degistigini,
kontrol gruplarinda zamanla belirgin bir MNF artis1 meydana geldigini ve kontrol gruplarina
kiyasla ZA uygulanan 6rneklerde MNF’de istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugunu
bu nedenle ZA’nin kemik matriks sentezini ve mineralizasyon prosesini etkileyebilecegini
rapor etmislerdir.

Orris ve ark (2009), Fare osteoblast hiicrelerinde ZA’nin (1 ve 10 uM) etkisini
inceleyen caligmalarinda 10-14 giinliik inkiibasyonun ardindan alizarin kirmizisi ile yapilan
analizlerin sonucunda sirastyla %85 ve %95 oraninda mineralizasyon kapasitesinin

azaldigini bildirmislerdir.
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Zoledronik asit kaynakli mineralizasyon inhibisyonunun dogrudan sitotoksisiteye
bagli olup olmadigini test etmek icin Patntirapong ve ark (2012) MC3T3 (fare osteoblastik
hiicre hatt1) ve MSC (mezenkimal kok hiicre) hiicrelerinde mineralizasyon kapasitesi analizi
(alizarin kirmizist S boyamasi) ile es zamanli olarak morfolojik analizlerini de
gerceklestirmislerdir. Diisiik ZA konsantrasyonlarinda hiicre sayisinin istatistiksel olarak
anlamli diizeyde degismedigini fakat mineralizasyon kapasitesinde meydana gelen
inhibisyonun istatistiksel olarak anlamli oldugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da
elde edilen veriler degerlendirildiginde diisiik ZA konsantrasyonlarinda (0-7,5 uM) hiicre
canliliginda anlamli bir azalma olmazken mineralizasyon kapasitesinde azalmanin
gerceklestigi, yiiksek konsantrasyonlarda ise hiicre canliligt %50’nin altindaki oranlarda
korunurken, mineralizasyon kapasitesinin kuvvetli bir sekilde inhibe edildigi gézlenmistir.
Kemik matriks minerallesmesinin diisiik konsantrasyonlarda zoledronat ile inhibe
edilmesinin nedeninin bisfosfonatlar ve mineralizasyon inhibitorii pirofosfatlar arasindaki
belirgin yapisal benzerlikten ve hidroksiapatit kristal yayilimi iizerindeki dogrudan
fizyokimyasal etkilerinden kaynaklandig: diisiintilebilir (Orriss ve ark, 2009).

Alkalen fosfataz, bir¢ok dokuda hiicreler tarafindan sentezlenen, zara bagli bir
enzimdir (Barger ve ark, 2005). ALP’ler, alkali ortamda diislik substrat spesifikligine sahip
organik fosfat esterlerin hidrolizini katalizleyen metalloenzim ailesidir (Ren ve ark, 2015).
Kopeklerde ALP bagirsaklarda ve dokuya 6zgii olmayan iki gen tarafindan kodlanir.
Dokuya 0zgii olmayan gen karaciger ve kemik izoformlarini iiretir. ALP oncelikle, epitel
dokusunda, karacigerde, bobreklerde ve plasentada bulunur. Kopeklerde ise ALP {iretimi
kanitlanan tek bag doku kemikdir (Barger ve ark, 2005). Tiim osteobalastlarin membraninda
bulunur ve matriks mineralizasyonu ile iliskilidir (Barger ve ark, 2005; Basso ve ark, 2013).
Bu nedenle, reaktif kemikde pozitif ivmeye sahiptir (Barger ve ark, 2005).

Insanlarda osteosarkom hastalarinda serum alkalen fosfataz diizeyi genelde yiiksek
oldugu bildirilmistir. insan osteosarkom hiicre hatlar1 (Farley ve ark, 1989; Pautke ve ark,
2004) ve hayvan osteosarkom hiicre hattinin (Ali ve ark, 1993) biiyiik miktarda ALP tirettigi
gosterilmistir (Ren ve ark, 2015). ALP iiretimindeki bu artisin osteoblastik timor
hiicrelerinden mi yoksa tiimoriin neden oldugu osteolizize yanit olarak olusan reaktif
kemikten mi kaynaklandigi net bir sekilde tanimlanmasa da ALP’nin osteosarkomada
prognostik bir faktér oldugu kanitlanmistir (Kim ve ark, 2017). Osteosarkomun
ilerlemesinin, yayilmasinin veya metastazinin osteolizi ve ALP’yi arttiracagi
diisiiniilmektedir. Yiiksek ALP diizeyi, osteosarkomun malignitesi ve zayif tedavi yontemi

ile iliskilendirilmistir. Insanlarda artan ALP diizeyi cogu hastada, preoperatif kemoterapiden
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sonra normal degerlere diismektedir (Ren ve ark, 2015). Kopeklerde de benzer sekilde artan
serum ALP aktivitesi hayatta kalma siiresi ile iliskilendirilmistir (Simpson ve ark, 2017).

Calismamizda ekstraseliiller ALP diizeyinde 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri
sonunda kontrole oranla biitiin ZA doz gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalis
gozlenirken ve intraseliiler ALP diizeyinde bu azalis ilk 48 saatin sonunda 25 uM ve lizeri
konsantrasyonlarda, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise 7,5 uM ve fizeri
konsantrasyonlardaydi. Sonuglarimiz degerlendirildiginde ZA’nin hiicre farklilagmasini
inhibe ederek ALP diizeyinde azalmaya neden oldugu goriilmiistir. Bu azalis tedavi
stirecinde degerlendirildiginde ZA’nin kdpek osteosarkoma tedavisi i¢in uygun bir ajan
olabilecegi ve prognozun serum ALP diizeyleri ile takip edilebilecegi ileri siiriilebilir.
Ayrica hayatta kalma siiresi ile iligkilendirildiginde ¢alismamizdaki survivin diizeyleri de
dikkate alinarak hayatta kalma siiresini arttirabilecegi diistiniilmektedir. Yapilan ¢alismalar
ALP aktivitesindeki bu azalmanin ZA konsantrasyonlarina bagli olarak mineralizasyon
kapasitesini de Onleyebilecegini gdstermektedir (Basso ve ark, 2013). Bizim sonug¢larimizda
incelendiginde ALP aktivitesinde doz ve zamana bagli azalma alizarin kirmizisi ile tespit
edilen mineralizasyon kapasitenin azalmasi ile de paralellik gostermektedir.

Kanser hiicrelerindeki go¢ davranisi malignitenin tipik 6zelligidir (Zhang ve ark,
2015). Calismamizda ZA’ nin hiicrelerin gé¢ etme potansiyeline olan etkisi basit ve ucuz bir
yontem olan yara olusturma teknigi kullanilarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gore
uygulanan ZA konsantrasyonlar1 incelendiginde 5 puM ZA’nin hiicrenin migrasyonu iizerine
belirgin bir etkisinin olmadig1 gézlenmistir. Hiicreye en etkin migrasyon inhibisyonunun
gbzlendigi konsantrasyonlar ise 48 ve 72 inkiibasyon siireleri i¢in 10 ve 15 uM ZA olarak
belirlenmistir. Ory ve ark (2008) da ¢calismamiza benzer sekilde yara olusturulan ve 10 uM
ZA uygulanan OSRGA (rat osteosarkoma) hiicrelerinde 48 saatin sonundaZA’nin OSRGA
hiicrelerinin go¢iinii tamamiyle bloke ettigini gézlemlemislerdir. ZA’nin artan dozlara baglh
olarak osteosarkom hiicre iskeleti organizasyonunu bozdugu ve bu yolla hiicre gociinii
inhibe ettigi ve anti-metastatik etkiye sahip oldugu diisiiniilebilir.

Kanser tedavisi i¢in yeni ilaglarin gelistirilmesi, bilesiklerin hiicre proliferasyonunu
bloke etme ve/veya apoptozu indiikleme potansiyeline dayanmaktadir. Son yillarda malign
hiicrelerin apoptotik yollarin1 hedef alarak yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi cazip bir
kavram haline gelmistir (Winter ve ark, 2014). ZA’nin in vitro ve in vivo uygulamalarinda
doz ve siireye bagl olarak bir¢ok kanser tiiriinde apoptozu indiikledigine dair ¢alismalar
mevcuttur (Koizumi ve ark, 2007; Ullen ve ark, 2009; Koto ve ark, 2010; Zwolak ve ark,
2010; Almubarak ve ark, 2011; Di Salvatore ve ark, 2011; Tamura ve ark, 2011). Ancak
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hem osteosarkom {izerine yapilan hem de kopek ostesarkomasinda apoptozu indiikledigini
gosteren yada hangi yolaklar iizerinden uyarimi gergeklestirdigine dair ¢alismalar sinirlidir
(Poirier ve ark, 2003; Fu ve ark, 2011).

DNA fragmentasyonunun varliginin arastirilmasi amaciyla farkli dozlarda ZA
uygulanan D-17 kopek osteosarkoma hiicrelerinde olusan DNA fragmentasyonunun varligi
hem hiicre 6liimii belirleyici ELISA yontemi ile kantitatif olarak hem de hiicrelerden elde
edilen genomik DNA’nin agaroz jelde yiiritilmesi ile kalitatif olarak arastirildi.
Calismamizda hicrelere 5, 7.5, 10, 15 uM ZA uygulamasinin 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonunun ardindan agaroz jel elektroforezi ile yapilan analizleri incelendiginde,
DNA kiriklarinda ilk 48 saatte doza bagl bir degisim olmadig1 ancak 72 saat inkiibasyon
sonrasi elde edilen sonuglar incelendiginde ZA’nin endojen endoniikleazlar1 aktive ederek
apoptozun temel bir 6zelligi olan intraniikleozomal genomik DNA fragmantasyonunda bir
artisa yol actig1 belirlenmistir. Kantitatif olarak ELISA sonuglarimiz incelendiginde ise jel
goriintlilerini destekler nitelikte doza ve zamana bagli olarak artis gézlendi. Benzer sekilde
Evdokiou ve ark (2003), zoledronik asidin insan osteojenik sarkom hiicre hatlarina (HOS,
BTK-143, G-292) tek basina uygulandiginda olusan apoptotik hiicre dliimiinde gbzlenen
karakteristik genomik DNA fragmentlerini agaroz jel elektroforezinde gozlemlemislerdir.

Kaspaz proteinleri normalde hiicrede inaktif durumdadir ve aktif hale geldiklerinde
hiicreyi oliime stiriiklemektedir. Kaspaz 3 proteini apoptoz yolaginda en son aktif olan en
onemli kaspaz proteinlerinden birisidir. Kaspaz 3’{in aktif formunun ekspresyon seviyesi
genellikle apoptozu ortaya cikarmakta kullanildigindan (Forest ve ark, 2005) kaspaz 3
miktarina bagl olarak apoptozun diizeyi hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Sonuglarimiza
gore ZA’ nin kaspaz 3’1 aktiflestirerek apoptoza neden oldugu goriilmektedir.

HOS, BTK-143, MG-63, SISA-1, G-292, MSK-8G ve Saos-2 gibi insan osteojenik
sarkom hiicre hatlar1 ilizerine ZA’ nin apoptotik etkilerinin arastirildigi bir ¢ok ¢alisma ile
apoptozun indiiklenmesinin kaspaz aktivasyonu ile iliskili oldugu gdsterilmistir (Croucher
ve ark, 2003; Tassone ve ark, 2000; Corso ve ark, 2005;). Ancak ZA uygulanan OSA hiicre
hatlar1 ortamina ilave edilen kaspaz inhibitérii zZVAD-fmk varliginda kaspaz kaskadi inhibe
edildigi halde de apoptozun gerceklestigini gdsteren ¢alismalarin da olmasi ZA tarafindan
indiiklenen hiicre 6liimiiniin uyariminin kaspaz bagimsiz olan baska bir yolaktan da
gerceklesebilecegini diisiindiirmektedir (Evdokiou ve ark, 2003; Labrinidis ve ark, 2010).
Bizim calismamizda da kaspaz 3 ve 9 diizeyinin 6zellikle ZA uygulamasinin ardindan 48.
saatte artig gdstermesi zamana bagli olarak baslatici kaspaz olarak kaspaz 9’u efektor kaspaz

olarak kaspaz 3’iin aktif formunda artis meydana geldigini gostermektedir.
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Apoptotik sinyal iletimi ekstrinsik yolak ve intrinsik yolak olarak bagimsiz
caligabilmesine ragmen, biriken kanitlar iki yolak arasinda baglanti oldugunu
gostermektedir. Ekstrinsik sinyal yolaginda aktive edilen kaspaz 8, sadece bir BH3 bolgesini
iceren Bcl-2 ailesi iiyesi Bid proteinini keser ve aktiflestirir. Kesilen Bid (tBid)
mitokondriye translokeze olur ve mitokondriyal sitokrom c saliniminda pozitif regiilator
olarak rol oynar. Bu salinan sitokrom c, intrinsik apoptotik yolag: baslatir ve dis kaynakli
Oliim reseptor aracili apoptotik 6liim sinyalini giiclendirir (Deng ve ark, 2003; Nguyen ve
Blaho, 2009). Calismamizda 6liim reseptorlerinin uyarilmasi sonucu aktiflesen baslatici
kaspazlardan kaspaz 8 sonuglari incelendiginde ZA konsantrasyonuna bagli olarak kaspaz 8
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. Uygulanan ZA
dozlarinin kaspaz 8’den bagimsiz apoptoza neden oldugu diisiiniilmektedir. Bid gen
ekspresyon diizeylerinde de buna paralel olarak anlamli bir degisimin olmamasi bu
sonuglar1 destekler niteliktedir.

Bcl-2 ailesi, apoptozun karakterizasyonu i¢in en dnemli diizenleyiciler olan Bcl-2 gibi
antiapoptotik liyelerden ve Bax gibi proapoptotik liyelerden olusur (Deveraux ve Reed,
1999). Proapoptotik ve antiapoptotik proteinler arasindaki denge apoptozunortaya ¢ikisini
belirleyebilir. Bcl-2 ekspresyonunun downregiilasyonu Bax/Bcl-2 oraninda bir artig ve
serbest Bax’ta bir artis ile yansitilabilir. Daha sonra Bax, mitokondriye translokasyona ugrar
ve apoptotik kaskadlar1 aktive eder (Adams ve Cory, 1998). Calismamizin sonuglari
incelendiginde ZA uygulanan hiicrelerde Bax ile Bcl-2’nin oraninin apoptoz lehine degistigi
bulundu. Bu oran mitokondriyal apoptoz yolaginin aktivasyonun gosterilmesinde énemli bir
belirtectir ve c¢alismalarda bu amagla kullanilmaktadir (Huang ve ark, 2008; Kim ve ark,
2012; Yu ve ark, 2013). Sonu¢ olarak ZA’nin kdpek osteosarkom hiicrelerinde Bax’in
yukar1 regiilasyonu ve Bcl-2’nin down regiilasyonu ile mitokondriyal apoptozu indiikledigi
ve bunun i¢in en etkin dozun 10 uM oldugu belirlendi.

Insanlarda survivinin, akciger, kolon, meme, prostat, pankreas ve mide kanserleri,
ndroblastomlar ve lenfomalar dahil olmak iizere en yaygin tiimorlerde normal hiicrelere
gore siirekli olarak asir1 ifade edildigi gosterilmistir (Ambrosini ve ark, 1997; Adida ve ark,
1998; Kawasaki ve ark, 1998; Lu ve ark, 1998). Malign tiimdrlerde survivin asiri
ekspresyonu, kotii prognoz, sagkalim siiresinin kisalmasi, daha agresif davranis ve tedaviye
daha yiiksek direng ile iligkilidir. Glinlimiizde tiimdr malignitesinin, apoptoz inhibisyonu ve
asir1 survivin ekspresyonunun neden oldugu anormal hiicre boliinmesi ile iliskili olduguna

inanilmaktadir (Jaiswal ve ark, 2015; Chen, 2017).
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Bir¢ok insan neoplazminda prognostik faktor olarak kullanildigindan, insanlarda
goriilen kanserlerde survivin ile ilgili arastirmalar yogun bir sekilde devam etmektedir
(Kavya ve ark, 2017). Literatiirde insan osteosarkomalar1 ve survivin ekspresyonuna dair
yayinlar (Osaka ve ark, 2006; Trieb ve ark, 2003; Wang ve ark, 2006) bulunmasina karsin
kopek osteosarkomalarinda bu genin ekspresyonu ile ilgili az sayida c¢aligma vardir
(Bongiovanni ve ark, 2012; Buracco ve ark, 2012; Davles ve ark, 2012).

Uchide ve ark (2005), survivin ekspresyonunun veterinerlik hekimlik alaninda da
benzer bir marker olarak hareket edip edemeyecegini belirlemek icin, gercek zamanli PCR
ile ¢esitli kopek timorlerinde survivin mRNA ekspresyonunu nicel olarak analiz etmislerdir.
Histopatolojik olarak tani konulan 9 benign ve 18 malign tiimorden elde edilen veriler 18
malign tiimoriin 3’linde asir1 survivin ekspresyonu gozlenmistir. Aksine, incelenen tiim
benign tip tiimdrlerde bulunan survivin ekspresyon seviyesi diisiik kalmistir. Kavya ve ark,
(2017) kopeklerin deri ve deri alti doku tiimdrlerinde survivinin prognostik Gnemini
belirlemeyi amagcladiklar1 calismalarinda benign tiimorlerde ortalama survivin gen
ekspresyon degerinde 0.94+0.63 kat, malign tiimorlerde ise 18.87+5.30 diizeyinde bir artig
ve bu degerlerle sag kalim oranlar1 arasinda iligki oldugunu bildirmislerdir. Kopek
timorlerinin daha kapsamli bir sekilde incelenmesi gerekli olsa da, bu 6n sonuglar,
kopeklerde hayatta kalma ve tiimor malignitesi ile asir1 survivin ekspresyonu arasinda
anlamli bir korelasyon oldugunu gostermektedir. Shoeneman ve ark (2012), Abrams ve D17
kopek osteosarkom hiicre hatlarinda survivin inhibisyonunun apoptozu, mitotik arresti ve
karboplatin ve doksorubisin varliginda artmis kaspaz aktivitesini indiikledigini rapor
etmislerdir. Benzer sekilde calismamizda da D-17 kopek osteosarkom hiicre hattinda
survivin geninin kantitatif de8isimi 24 saatte uygulanan biitiin ZA dozlarinda kontrole
oranla azalirken 48. saatte azalis daha da belirgindi. Sonuglar insan osteosarkomu igin
preklinik bir model olan kopek osteosarkomasinda survivinin degerlendirilmesinin
uygulanabilir bir tedavi hedefi olabilecegini gostermektedir. Her iki tiirtin de etkili

tedavilerine yonelik terapotiklerin arastirilmasinda survivin 6nemini korumaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Zoledronik asidin antitiimoral, antimetastatik etkileri ile ilgili mekanizmalarinin
aydinlatilabilmesi i¢in yapilan sinirli ¢aligmalarin sonucunda hala net bir mekanizmanin
tanimlanamamas1 kanser hiicresi {izerine etkilerini agiklayabilecek calismalarin yapilmasi
gerekliligini dogurmaktadir. Koépek osteosarkomasina iligkin zoledronik asit uygulamasi ile
ilgili in vivo ve in vitro olarak yapilmis cok az sayida caligmaya rastlanmistir. Bu
calismanin amacit D-17 kopek osteosarkoma hiicre hattt kullanilarak kemige spesifik
antirezorptif  Ozellik gosteren ZA’nin terapotik  yaklasimlarda uygulanabilirligini
arastirmakti.

Verilerimiz ve gézlemlerimiz degerlendirildiginde ZA’ nin D-17 kopek osteosarkoma
hiicre hattinda doz ve zamana bagh olarak canlilig1 inhibe ettigi gosterilmistir. ZA’ nin I1Csg
degerleri 48.saat, 72.saat ve 96.saat i¢in sirasi ile 82,5 uM, 26,0 uM ve 17,6 uM olarak
hesaplandi. Hesaplanan 1Csy degeri diger kanser hiicre hatlarina uygulandiginda elde edilen
ICso degerlerinden daha diisiik bulundu. Bu nedenle kopek OSA’nin diisik ZA
konsantrasyonu ile toksisiteyi arttirmadan iyilestirme potansiyeline sahip oldugu
diistiniilmektedir.

Zoledronik asidin 24 ve 48 saat boyunca D-17 kopek osteosarkoma hiicresine
uygulanmasi sonucunda kristal violet boyamasi ile hiicrelerin koloni olusumunu azalttigi,
alizarin kirmizis1 koyamasi ile mineralizasyon olusumunu inhibe ettigi belirlenmis boylece
ZA’nin kopek OSA hiicrelerinin hiicrelerinde biraraya gelmesini ve mineral formlarinin
meydana engelledigi sonucuna varildi.

OSA’da yiikksek ALP diizeyleri hastaligin agresifligi ve sagkalimi ile
iligkilendirilmistir. Ayrica ¢alismamizda ZA’nin intraseliiler ve ekstraseliiler ALP
aktivitesine olan etkileri incelenmistir. ALP aktivitesindedoz ve zamana bagli olarak
azalmaya neden oldugu ve dolayisiyla ZA ile tedavide ALP’nin tedavi siirecini tanimlayan
bir marker olarak kullanilabilecegini 6n gérmekteyiz.

Kopek osteosarkomasinin proliferasyonu ve sagkalimi {izerinde dogrudan etkisi olan
ZA’nin, apoptozun indiiksiyonunun gercgeklestigi 5; 7,5, 10 ve 15 uM konsantrasyonlarinda
hiicre canliligim1 ve koloni olusumunu azaltma nedeninin nekroza degil apoptoza baglh
oldugu saptandi. Apoptozun gerceklestigi, olusan apoptotik DNA kiriklarinin kantitatif
analizi ve jelde gosterimi ile dogrulanmaya calisildi. ZA’ nin kaspaz kaskat sistemine olan

etkisi ise kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 diizeyleri ile belirlendi. Kaspaz 3 ve kaspaz 9
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diizeylerinin anlamli 6l¢lide artmasi, kaspaz 8 diizeyinde ise degisim meydana gelmemesi
ZA’nin intrinsik yolaktan apoptozu indiiklediginigdstermektedir.

Yara iyilesmesi ile hiicre gogiiniin de incelendigi 5; 7,5, 10 ve 15 uM ZA dozlarinda
hiicrenin migrasyonunu engelledigi belirlendi. Ayn1 zamanda ZA apoptozu da indiikledigi
icin hem kemoterapik hem de antimetastatik ajan olarak kullanim potansiyeline sahiptir.
Sonug olarak ZA’nin D-17 kdpek osteosarkoma hiicre hattinda sitotoksik etki olusturmadan
hiicrenin apoptoza egilimini arttirdi.

Kopek osteosarkomasinda ZA, metastatik tiirlinde de osteosarkomanin kalici
kontroliinii saglayabilen, metabolizma tarafindan iyi tolere edilebilen potansiyel bir ajandir
Ancak bu verilerin osteosarkomada tek ajan olarak ZA kullaniminin in vivo caligmalarla
desteklenmesi gerekmektedir. Ayrica ZA’nin OSA tedavisinde kullanimindan Oonce,
biyolojik olarak aktif dozaj rejimlerinin olusturulmalidir. Elde edilen verilerimiz
degerlendirildiginde potansiyel kemoterapétik ajan olarak kullanilabilecek olan ZA’nin bu
bilgiler 1s1¢inda ila¢ kombinasyonlar1 seklinde de uygulanabilecegi ile ilgili ¢aligmalar
yapilarak sinerjistik yada antigonistik 6zellikleri arastirilmalidir.

Veteriner onkoloji alaninda kdpek osteosarkoma tedavisi ile ilgili ¢alismalarin az
olmasi ayn1 zamanda kopek osteosarkoma hiicre hatt1 lizerinde ZA’nin etkilerini ve etki
mekanizmalarini inceleyen kapsamli bir ¢calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle ¢alismamiz
literatiire katki saglamasi bakimindan 6zgiin ve elde edilen sonuglarimiz ise ZA’ ’nin kdpek
osteosarkoma lizerindeki etkilerini belirlemek i¢in diger calismalara kaynak

olusturmaktadir.
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