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Paraquat ile Olusturulmus Oksidatif Stresin HepG2
Hiicrelerinde Apoptozis Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

Bu c¢aligsmada, paraquat ile olusturuimus oksidatif stresin HepG2 hiicre hattinda kaspaz bagimli
apoptozis Uzerine etkilerini incelemek, sitokrom C diizeylerindeki degisimi ve DNA kiriklarinin
olusumunu ortaya koymaktir. 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
hiicre canlilik testi, farkli paraquat yogunluklarinda ve zaman periodlarinda uygulandi. HepG2
hicreleri igin 24 saat inkubasyon suresinde Paraquatin IC50 10mM olarak belirlendi. Lipid
peroksidasyonunun belirteci olarak malondialdehit diizeyleri analiz edildi. Kaspaz 3 ve kaspaz 9
dlzeyleri, paraquat inkubasyonunun 6., 12. ve 24. saatlerinde kolorimetrik olarak tesbit edildi. Ayni
zaman araliklarinda sitokrom C diizeyleri enzimimmunoassay ile belirlendi. DNA laddering testi,
DNA fragmentasyonunu gosterebilmek amaciyla gerceklestirildi. inkubasyonun 6. ve 12.
saatlerinde kaspaz 3 degerleri kontrol ve deneme gruplari arasinda istatistiksel olarak fark énemli
bulunmazken, 24. saatte fark 6nemli bulundu. Diger taraftan kaspaz 9 dlzeyinde inkubasyonun 12.
ve 24. saatlerinde kontrol ve deneme gruplari arasinda istatistik olarak 6nemli fark bulundu. Bitin
gruplarda ve inkubasyon surelerinde sitokrom C dlizeyleri arasinda fark bulunamadi. Ayrica DNA
fragmantasyon analizi sonucunda, kontrol ve deneme gruplarinda DNA kiriklari belirlenemedi.
HepG2 hiicre hattinda paraquat ile olusturulan oksidatif stres kaspaz aktivasyonuna neden
olmaktadir. Paraquat ile olusturulan oksidatif stresin HepG2 hucrelerinde kaspaz bagimli apoptosis
icin in vitro model olarak kullanilabilecegini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, HepG2, paraquat, kaspaz.

The Effect of Oxidative Stress Induced by Paraquat on Apoptosis in HepG2
Cells

The current study was undertaken to evaluate paraquat induced oxidative stress on caspase
dependent apoptosis, cytochrom C levels and DNA laddering pattern in hepatocellular carcinoma
cell line. 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) cell viability and
proliferation assay were performed different paraquat concentrations and time periods. 24h 10mM
paraquat treatment was settled as IC50 for HepG2 cell line. Malondialdehyde, a marker of lipid
peroxidation was estimated with TBA method. Caspase 3-9 were analyzed at 6., 12. and 24.h as
apoptosis indicator with colorimetric assay. Cytochrom C levels were also estimated within the
same time periods. DNA laddering assay performed to evaluate DNA fragmentation during
apoptosis. The results indicated that there was no statistically significant difference after 6.h and
12.h but significant increase in 24.h for caspase 3. On the other hand statistically significant
increase has been found after 12. and 24.h for caspase 9 compared to the control group. In all
groups and time periods cytocrom C leves has been found at the same level. DNA fragmentation
pattern has not been found in control and experiment groups. Paraquat induced oxidative stress
were caused caspase activation. These observations suggested that oxidative stress caused by
paraquat may be used as an in vitro model for caspase depended apoptosis pathways in HepG2
cell line.

Key Words: Apoptosis, HepG2, paraquat, caspase.

Girig

Malign hastaliklar kontrolstiz asiri hiicre ¢ogalmasinin ve farklilasmasinin oldugu
hastaliklar olarak tanimlanir. Ancak asiri gogalmanin yaninda azalmis apoptotik hiicre
6lum hizinin da malignite gelisiminde rol oynadidi gorulmustur. Fizyolojik émrinu

tamamladigi halde gesitli nedenlerle apoptozise gidemeyen hicreler malign hucrelere
doniisme potansiyeline sahiptir (1).

Paraquat, kimyasal olarak bipiridil grubunda yer alan bir herbisiddir. Genellikle
“Gramoxone” olarak bilinir (2). Paraquat, yiuksek miktarda reaktif oksijen metabolitleri
(ROM) meydana getirmektedir (3). NADPHya bagiml indirgenme/yikseltgenme
tepkimesi ile her seferinde elektronlar dogurarak, hicrelerde slperoksid radikali ve

" 1st International Multidisciplinary Cancer Research Congress'de (21-24 Mayis 2009 Antalya-
Turkiye) galigmanin bir kismi s6zli olarak sunulmustur.

Ayni adli doktora tezinden 6zetlenmistir.

Ankara Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri fonu tarafindan desteklenmistir.
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hidrojen peroksid olusumuna yol agarak oksidatif stres
olusturmaktadir (4). Paraquatin bu mekanizma disinda
sitotoksik etkisi bulunmamaktadir (5). Uluslararasi
Kanser Arastima Ajansi (IARC)Ynin 1984 yilinda
yayinladigi rapora gére paraquat karsinojenik degildir

(2).

Reaktif oksijen metabolitleri (ROM), maruziyetin
suresine ve siddetine goére farkli sonuglar dogurur.
Genel olarak, disik seviyedeki ROM mitojendir ve
hiicre ¢ogalmasini hizlandirir, orta seviyedeki hicre
dongusini gegici ya da kalici olarak durdurur ve hiicre
farklilasmasini uyarir. Yiksek dizeyde ROM ise
oldukga zararlidir ve apoptozisi uyarir ya da nekroza
neden olur (6). Akut ROM maruziyeti apoptozisi
uyarabilir, bu uyarinin saglanmasi gunimizde kanser
tedavisinde kullanilan kemoterapétik ajanlarin  etki
mekanizmalarindan biridir (7). Oksidatif stres, sadece
zararl etkileri olan kimyasal bir olay degildir. Bunun
yaninda organizmanin savunma mekanizmasinin da bir
pargasidir (8).

Bu calismada, bir herbisid olan paraquat ile
oksidatif stres olusturulan HepG2 hiicrelerinde
apoptozis belirteglerinden olan kaspaz 3, kaspaz 9,
sitokrom C, DNA laddering tayini ve MTT hiicre canlilik
testleri paraquat ilave edilmeyen ve kontrol grubunu
olusturan Hep G2 hucreleri ile karsilastiriimigtir.

Gereg ve Yontem

Hepatoselliler karsinom hicre hatti olan HepG2
hicreleri, %10 Fetal Bovine Serum (FBS), 50 mg/L
Gentamisin silfat ve 300 mg/L L-glutamin iceren RPMI
1640 Medium besi ortami icerisinde, 37 °C’de %5 CO,
varhidinda hucre  kultiri  inkubatérinde  dretildi.
Hucrelerin besiyeri iki ginde bir degistirildi ve canliliklari,
¢ogalma hizlari ve morfolojik yapilari invert mikroskop ile
takip edildi.

MTT Hiicre Canlihk Testi: MTT (3- [4, 5-
dimethylthiazol- 2- yl]- 2, 5 diphenyltetrazolium bromide)
hiicre proliferasyon ve canlilik testi, hiicre gogalmasi ve
canliigini in vitro ortamda hassas bir sekilde belirleme
testidir. Hucreler diiz zeminli 96 kuyucuklu hiicre kultira
plakalarinda uretildikten sonra tetrazolium bilesigi olan
MTT hicreler Uzerine eklenip inkube edilir. Sari renkli
MTT, mor renkli ¢gdzinmeyen formazan’a indirgenir. Bu
indirgenme yanlizca mitokondrial redlktaz enzimi
varliginda gergeklestigi icin formazan’in olusum miktari
ile canli hicre sayisi dogru orantiidir. Daha sonra
detarjan solUsyonunun ortama eklenmesi ile formazan
kristalleri ¢ozinlir ve spektrofotometrik olarak okunur
(9,10).

Hucre kaltirt plaklart (96 kuyucuklu) 5 x 10°
hiicre/mL’den 0.0244 x 10° hiicre/mL ‘ve kadar 12 farkh
seri dilisyonda kaplandi. 24 saatlik inkubasyondan sonra
MTT testi ile degerlendirildi ve hiicrelerin logaritmik fazda
Uredigi en uygun kaplama konsantrasyonu elde edildi.
Sonug olarak 100.000 hicre/kuyucuk ve 24 saat
inkubasyon slresi HepG2 hiicreleri icin optimum reme
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sartlar olarak belirlendi ve diger analizler bu sartlarda
gerceklestirildi.

HepG2 hiicrelerinin MTT hiicre canhlik testi igin
uygun kaplama konsantrasyonu ve inkubasyon sireleri
belirlendikten sonra Paraquat toksisite testine (IC so)
gecildi. Bu amacla daha dénceden belirlenen kaplama
konsantrasyonu olan 1x10° hicre/kuyucuk ile hiicreler 96
kuyucuklu, diz tabanl, steril hicre kaltirt plaklarina
kaplandi. Hucrelerin ylizeye yapismasi igin 24 saat 37
°Cde %5 COli inkubatérde bekletildi. Paraquat
(Metylviologen hydrat), RPMI 1640 besiyeri icerisinde
200 pyM, 150 pM, 100 pM, 75 uM, 50 uM, 25 uM, 12.5
UM, 6.25 uM, 312 uM, 1.06 pM ve 0 uM
konsantrasyonlarda hazirland. MTT testi icin 96
kuyucuklu plakaya kaplanan hicrelerin  Uzerindeki
besiyeri bosaltildi ve hucreler bir kez steril PBS ile
yikandi. Hucrelerin Uzerine 100 uL  farkl
konsantrasyonlarda Paraquat iceren besiyeri ilave edildi
ve 37 °C'de %5 CO.li ortamda 24 saat inkubasyona
birakildi. Bu sirenin sonunda her kuyucuga MTT hiicre
canliik testi uygulandi. Paraquat'in HepG2 hiicre
hattinda ICso de@eri 10 uM olarak belirlendi. Bu analizler
“TACS MTT cell viability assay” ticari kiti (R and D
Systems, Inc Cat no.TA5355) kullanilarak
gerceklestirildi.

Kaspaz 3 Kolorimetrik Analizi: Kaspaz 3 analizleri
“‘R and D systems, Inc. Caspase-3 colorimetric assay” kiti
(Cat no: BF3100) ile gergeklestirildi. Hicre lizatindaki
proteaz aktivasyonu p-nitroanaline (pNA) ile konjuge
edilmis kaspaz 3 spesifik peptid ile belirlendi. Peptidin
kaspaz 3 tarafindan pargalanmasi sonucu kromofor
madde olan pNA sertbest kalir. pNA’nin ortaya ¢ikarttigi
renk siddeti 405 nm de spektrofotometrik olarak okunup
kantitatif sonug elde edildi.

Kaspaz 9 Kolorimetrik Analizi: Kaspaz 9 analizleri
“‘R and D systems,Inc. Caspase-9 colorimetric assay” kiti
(Cat no: BF10100) ile gergeklestirildi. Hiicre lizatindaki
proteaz aktivasyonu pNA ile konjuge edilmis kaspaz 9
spesifik peptid ile belirlendi. Peptidin kaspaz 9 tarafindan
parcalanmasi sonucu kromofor madde olan pNA sertbest
kalir. pNA nin ortaya cikarttigi renk siddeti 405 nm de
spektrofotometrik olarak okunup kantitatif sonug¢ elde
edildi.

DNA Laddering Testi: Hiucrelerden genomik
DNA'nin izole edilmesi ve izole edilen DNA’nin agaroz jel
elektroforezde yuritilip EtBr ile boyanmasi prensibine
dayanir (11). “TACS DNA Laddering” kiti (R and D
Systems, Inc Cat No: TA4630) ile analizler yapildi. DNA
izolasyonu igin 1 x 10° hiicreden DNA izolasyonu yapildi.
Elde edilen toplam DNA miktar1 spektrofotometrik olarak
Olguldl. Elde edilen toplam DNA miktari 1 pg/pL olacak
sekilde sulandirildi.

Agaroz Jel Elektroforez ve EtBr ile Boyama: Tris-
Borik asit-EDTA tamponunda agar jel hazirlandi. Jele,
EtBr solisyonundan eklendi ve izole edilen DNA
ornekleri, 1 pg/kuyucuk olacak sekilde yiikleme tamponu
ile jelde daha 6nceden aciimis kuyucuklara uygulandi.
Yaklasik olarak 45-50 dk, 100 Voltta elektroforez devam
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ettirildi (11,12). Elektroforez sonunda jel gorintileme
sistemi kullanilarak U.V. 1sik altinda fotograflandi.

Sitokrom C Tayin Yontemi: Sitokrom C, kantitatif
sonug¢ veren sandvig enzim immunoassay formatinda
hazirlanmis ve western blot teknigine alternatif olarak
gelistiriimis  ELISA ydntemi ile g¢alisan kit (R and D
Systems, Human cytochrom C Immunoassay,
Quantikine) kullanilarak  gergeklestirildi.  Sonuglarin
hesaplanmasi igin standartlarin sonuglari kullanilarak 4-
parameters logistic (4-PL) grafik ¢izildi ve O6rneklerin
ng/mL cinsinden i¢erdikleri sitokrom C miktari belirlendi.

Malondialdehid Tayin Yontemi: Poliansatire yag
asitlerinin oksidasyonu ile olusan bir trtin olan MDA, kisa
zincirli  bir aldehidtir ve poliansatire yag asitlerinin
oksidatif pargalanmasini  belirlemek i¢in  kullanilir.
Yoshioka ve ark. (13)'nin gelistirdigi yontem kullanilarak
MDA miktar tayini gerceklestirildi.
1.1.3.3.tetraetoksipropan kullanilarak hazirlanmis
standartlar ile cizilen grafikten yararlanilarak okunan
absorbanslara karsilik gelen MDA degerleri nmol/mL
olarak verildi.

Tablo 1. Kaspaz 9 kaspaz 3 ve sitokrom C sonuglari.
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istatistiksel Yontem: Iistatistiksel analizler non-
parametrik independed Mann-Withney testi kullanilarak
gerceklestirildi (14).

Bulgular

Hepatoselller karsinoma hucrelerinden HepG2
hiicrelerinin paraquat ile 24 saat inkubasyonu sonunda
% 50 oraninda 6ldigu yani IC50 yogunlugunu, hicre
¢ogalmasi ve canliliginin in vitro ortamda belirlemesinde
bir kriter olan MTT testi ile 10 uM olarak belirlenmistir.

Baslatici kaspazlar grubu igerisinde bulunan ve
mitokondri aracili apoptoziste rol alan aspartik asit
spesifik proteazlardan Kaspaz 9'un HepG2 hicrelerinin
10 uM paraquat ile inkubasyon silresinin 12. ve 24.
saatlerinde kaspaz 9 aktivasyonunun arttigi goézlenmistir
(P<0.05, Sekil 1). Efektor kaspaz olan kaspaz 3
aktivasyonunun zamana bagli olarak degisimine
bakildiginda, inkubasyon silresinin 24. saatinde
aktivasyonunun arttigi (P<0.05) tesbit edilmistir (Tablo1,
Sekil 2).

inkubasyon Siiresi

6.Saat 12.Saat 24.Saat
X*SD X+ SD X*SD
Test Grubu 0.404 + 0.080 0.414 £ 0.028 0.875+0.179
Kaspaz 9 Kontrol Grubu 0.359 + 0.005 0.385 + 0.004 0.442 + 0.034
P B « «
Test Grubu 0.366 + 0.007 0.408 + 0.032 0.734 £ 0.142
Kaspaz 3 Kontrol Grubu 0.367 + 0.002 0.398 + 0.015 0,396 + 0.026
p B B «
Sitokrom C ng/mL Test Grubu 125.83 + 2.64 123.83+7.18 117.50 £ 5.19
Kontrol Grubu 121.00 + 5.19 125.16 + 6.65 124.00 + 3.60
P —_ —_ —_
—: P>0.05, *: P<0.05
Kaspaz 9 Kaspaz 3
0,8
0,7
0,6
0,5
@ Kontrol 0.D.0,4 O Kontrol
| Test 0,3 W Test
0,2
0,1
0

6.Saat 12.Saat 24 Saat

Paraquat Uygulama Siiresi

6.Saat 12.Saat 24 .Saat

Paraquat Uygulama Siiresi

Sekil 1. Inkubasyon siiresina bagh olarak Kaspaz 9
dizeyindeki degisim.

Sekil 2. inkubasyon siiresina bagh olarak Kaspaz 3
dizeyindeki degisim.
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MDA Konsantrasyonu

(nmol/ml)

O =2 NWDHOO NO®C®©

100 5 1,25

Paraquat Konsantrasyonu (microM)

0,31 0,08 0

Sekil 3. MDA diizeyinin paraquat dozuna bagh degisimi.

Tablo 2. MDA dizeyinin paraquat dozuna bagl degisimi.

PQ (uM) 100 10 5 2.5

MDA (nmol/mL) 8.10 4.59 1.56 0.51

1.25 0.625 0.312 0.156 0.078 0.039

0.54 0.56 0.50 0.50 0.51 0.50

HepG2 hiicrelerinde 10 uM dozunda paraquat ile 24
saat inkubasyonu sonunda DNA (zerinde kiriklar
olusturup olusturmadigi, izole edilen ¢ekirdek DNA’sinin
agaroz jel elektroforez uygulamasi ile gergeklestirilmistir,
6., 12. ve 24. saatlerde belirgin bir DNA kiriimasi
g6zlenmemisgtir.

Mitokondri dis membraninda gecirgenlik artigi
sonucu meydana gelen sitozolik sitokrom C artisi, 10
MM dozunda paraquat ile 24 saat inkubasyona tutulan
HepG2 hdicrelerinde 6., 12. ve 24. saatlerde tesbit
edilememigtir (P>0.05).

Paraquat igceren besiyeri ortaminda Uretilen
hicrelerin MDA duzeyleri doza bagimh olarak
paraquatin olusturdugu oksidatif stresteki artisa paralel
bir artis gosterdi (Tablo 2 ve Sekil 3).

Tartisma

Farklh doku ve organlardan kdéken alan hucrelerin
metabolizma  hizlari, detoksifikasyon  yetenekleri,
oksidatif strese dayanikliliklari ve yasam sdireleri
birbirinden farkhidir. Bu nedenle farkli hicre hatlarinda
ayni kimyasal maddenin lethal dozlari farkhlik
gOstermektedir. Nakamura ve Liptan (15)'In
néroblastoma (SK-N-SH) hiicreleri kullanarak paraquatin
apoptotik etkilerinin arastirdiklari c¢alismada, 200 uM
konsantrasyonda paraquat, bu hicre hattinda 18 saat
inkubasyon i¢in ICso degeri olarak belirlenmistir. 32D/Neo
fare miyeloid hicre hattinda paraquatin apoptotik
etkilerinin incelendigi bir ¢calismada ise 400 yM dozunda
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uygulanan paraquatin, 24 saatlik inkubasyon sonunda
hucrelerin yaklagik % 30’unu 6ldurdugi bildiriimistir (16).
Cappelletti ve ark. (17)nin insan akciger epitel hicre
hattt olan A549 kullanarak paraquat toksisitesi ve
antioksidanlarin bu toksisite Uzerine koruyucu etkilerini
inceledikleri galismada, 160 uyM paraquat ile 24 saat
inkubasyona biraktiklari hicrelerde 24. saat sonunda
apoptozisin indlklendigini belirtmislerdir. Paraquat’in
HepG2 hiicre hattinda ICso degerini belirlemek amaciyla
hicre c¢ogalmasi ve canlihdinin in vitro ortamda
belirlemesinde bir kriter olan MTT testi uygulanmigtir.
Hucrelerin 24 saat inkubasyon sonunda % 50 oraninda
6ldigid yani ICsp konsantrasyonu olarak 10 uM
belirlenmistir. Calismada belirlenen 10 MM
konsantrasyondaki paraquatin 1Csp dozu yukarida
belirtilen g¢alismalarda bildirilen konsantrasyonlardan
daha dislk dozda oldugu goérulmektedir. Niso-Santano
ve ark. (18)’'nin rat beyin ndroblast hiicre hattinda ( E18 )
yaptiklar ¢alismada ise, dislk doz paraquatin (2.5 pM
konsantrasyonda) 24 saat inkubasyon sonunda
hicrelerin % 50’sini dldurdiglinu bildirmektedir (18).

Calismada, paraquatin HepG2 hicreleri Uzerine
etkisini hangi metabolik yol Uzerinden gd&sterdigini
anlayabilmek amaciyla, intrinsik apoptozis yolunda
o6nemli rol oynayan kaspaz 9 enziminin aktivasyonu,
paraquat inkubasyon siiresine bagli olarak incelenmistir.
Kaspaz 9, baslatici kaspazlar grubu igerisinde bulunan
ve mitokondri aracili apoptoziste rol alan aspartik asit
spesifik proteazdir (19). Prokaspaz 9 un aktive
olabilmesi ve kaspaz kaskadini baslatabilmesi (¢
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asamada olur. ilk olarak dATP/ATP, APAF-1'e baglanir
ve hidroliz olarak ADP’ye déniisir. Ikinci asamada
sitokrom C APAF-1‘e baglanir ve multimerize olur, son
asamada ise prokaspaz 9 bu multimerik yapiya baglanir
ve otokatalizasyonla aktive olur. Aktive olan kaspaz 9,
APAF kompleksinden serbest hale gecer ve diger
kaspazlari uyararak apoptozisin devamini saglar (20).
Lopez ve Ferrer (21), noroblastoma hicrelerinde diger
apoptozis belirtegleri pozitif olmasina ragmen kaspaz
9'un aktive olmadidini, intrinsik olarak apoptozisin
uyariimasi durumunda kaspaz 9’un aktivasyonunun sart
olmadigi,  sitokrom C’nin kaspaz kaskadinin
baslatiimasinda kilit rol oynadigini bildirmiglerdir. Xu ve
ark. (22), alisom B asetat kullanarak gastrik
adenokarsinom hicre hattinda yaptiklar ¢alismada,
doza bagimh olarak apoptozis ylzdesinin yikseldigini,
kaspaz 9 ve kaspaz 3 ifadesinin arttigini ve buna paralel
olarak pro-apoptotik protein olan Bax miktarindaki artis
ile  Bax/Bcl-2 oraninin yukseldigini  bildirmiglerdir.
Sonlandirici kaspaz olan kaspaz 3 aktivasyonu igin
kaspaz 9'un mutlaka aktive olmasi gerektigi ve sitokrom
C’nin mitokondri dis membran potansiyelindeki azalma
ile sitoplazmaya saliveriimesinin gerektigi sonucuna
varmiglardir (22). HepG2 hicrelerinin paraquat ile
inkubasyon suresinin 6. saatinde kontrol ve deneme
gruplari arasinda kaspaz 9 dizeylerinde istatistik olarak
fark bulunmazken, 12. ve 24. saatlerde deneme
gruplarinda kaspaz 9 aktivasyonunun arttigi gézlenmistir.

Efektor kaspazlar kendilerine spesifik proteinleri
parcalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin  meydana
gelmesine neden olurlar (23). Pro-kaspaz 9'un aktive
olmasi sonucu kaspaz vyolu aktive olur ve bunun
sonucunda da efektor kaspaz olan kaspaz 3 aktivasyonu
gergeklesir (24). Calismada, efektdr kaspaz olan kaspaz
3 aktivasyonunun zamana bagh olarak degisimine
bakildiginda, inkubasyon siresinin 6. ve 12. saatlerinde
kontrol ve deneme gruplari arasinda istatistiksel bir fark
bulunmazken, 24. saatte kaspaz 3 aktivasyonunun
arttigi ve gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak
onemli oldugu gorilmdstdir.

Noéroblastoma hucrelerinde staurosporinin uyardigi
apoptozis sirasinda inkubasyonun 12. saatinde kaspaz 3
seviyesinin en Ust dizeye c¢iktidi bildirilmistir (21).
Median ve ark. (25)nin flavanon tlrevi olan
(3aRS,4SR)-2- (2 — chloro — 4 — methylsulfonylphenyl) —
4 — chloro - 3, 4-diethoxy-flavane[4,3- d]-D1,9b-1,2,3-
thiadiazoline) MAFTZ'nin  hepatoselliler  karsinom
hicreleri  lzerinde apoptotik etkilerini  arastirdiklari
calismada, apoptotik etkinin doz ve zamana bagli olarak
kaspaz 3 aktivasyonu ve poly (ADP-riboz) polimeraz
aktivasyonunun meydana geldigini bildirmislerdir. Buna
ek olarak ROS miktarinda artis ve mitokondrial
membran potansiyelinde kayip oldugu ve bunun
sonucunda da Olim sinyalinin mitokondrial oksijen
stres yolagindan kaynaklandigi gdsterilmistir.

Son yillarda yapilan galismalarda bazi kanser hiicre
hatlarinda kaspaz 3’Un belirlenebilir limitlerin ¢ok altinda
sentezlendigi ortaya konulmustur. MCF-7 hiicre hattinda
yapilan bir g¢alismada bunun nedeninin kaspaz 3
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genindeki (CASP-3) parsiyal delesyondan kaynaklandigi
ortaya konulmustur (26). Kanserin olusum nedenlerinden
biri apoptozisi kontrol eden genlerin mutasyonu ve
sonucunda da kaspazlarin sentezinde azalma ya da hig
sentezlenememesidir. OlasI kanser terapdétik ajanlarinin
geligtiriimesi, bu enzimlerin sentezlerinin
uyarilabilmesinin saglanmasi esasina dayanir.

Primer hepatoselliiler karsinom hicreleri ile Sun ve
ark. (27) tarafindan vyapilan c¢alismada, in-situ
hibridizasyon yontemi ile kaspaz 3 gen ifadesi olgilmis
ve kanserli dokularda normal karaciger dokusuna
oranla kaspaz 3 ifadesinin dlsiUk oldugu ve ayrica
diferansiyasyon ve kaspaz 3 arasinda iligki oldugu
bildirilmigtir. Kaspaz 3 ifadesindeki azalmanin HCC
olugsumunda etkili oldugu sonucuna varilmistir.

Calismada dikkat geken bir nokta da kaspaz 9 ve
kaspaz 3 aktivasyonlarinin inkubasyon suresine gére
farklilk gostermesidir. Inkubasyonun 12. saatinde ilk
olarak baslatici kaspazlardan olan kaspaz 9 aktive
olmus bunu takiben kaspaz 3 inkubasyonun 24.
saatinde aktive olarak apoptotik slireci devam ettirmistir.
Bu ard arda devam eden sire¢ bugine kadar
tanimlanmis kaspaz kaskadi fenomeni ile uyumludur.

Kaspaz 3’Un aktive olmasi ile sitoplazma ve niikleus
icerisinde hedef proteinler yikilir. Nikleus igerisindeki
hedef proteinlerden biri de DNA endonlkleaz ile ¢capraz
baglanma yapan bir proteindir (PARP). Kaspazlar bu
proteini yikarak endonukleazi aktiflestirir,
endonukleazin aktiflesmesi ile 180 baz ¢ifti ve katlari
seklinde kiriklar olusur ve DNA laddering paterni
meydana gelir (23). HepG2 hiicrelerinde 10 pM
dozunda paraquat inkubasyonunun 6., 12. ve 24.
saatlerinde DNA Uzerinde kiriklar olusturup
olusturmadigini incelemek amaciyla c¢ekirdek DNA’sini
izole ettikten sonra agaroz jel elektroforez uygulamasi
gerceklestiriimistir. Kontrol ve deneme gruplarinda 6.,
12. ve 24. saatlerde belirgin bir DNA kirilmasi
g6zlenememistir. DNA laddering testi, kitlesel hcre
olimlerini ve c¢ok miktarda DNA'nin yikimlanmasini
gOsterebilen bir testtir. 32D/Neo fare miyeloid hiicre
hattinda paraquatin apoptotik etkilerinin incelendigi bir
calismada (16), 400 pM dozunda uygulama sonucunda
DNA laddering gorinimulnun ortaya ciktidi bildirilmistir.
MCF-7 hicre hattinda, cesitli apoptozis uyaricilari ile
(TNF/sikloheksimid, staurosporin) yapilan calismalarda,
hicre oliminin DNA fragmentasyonu olmadan
gerceklestigi  bildirilmigtir. Diger yandan HelLa D98
hiicrelerinde ayni uyaricilar kullanildiginda, apoptozisin
meydana geldigi fakat MCF-7 hattindan farkli olarak
bunlarda DNA fragmentasyonunun da olustugu
gorilmustir (26). Daha hassas ve tek hiicre bazinda
sonu¢ verebilen TUNEL testinin ileride yapilacak
calismalarda DNA laddering testi yerine kullaniimasi
tavsiye edilmektedir (28).

Paraquat dozuna bagh olarak sitozolde sitokrom C
miktarinin arttigi ve bu artisin kaspaz aktivasyonundan
badimsiz olarak meydana geldigi ortaya konulmustur
(15). Sitokromlar elektron tasiyan proteinler olup,
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hemoglobinin  hem halkasina benzer bir porfirin
halkasina bagh demir icerir. Sitokrom C, apoptozis
sirasinda kolayca sitoplazmaya gegebilen kliglik bir
molekuldir. Diger sitokromlar ise mitokondri ig
membraninda yer alan proteinlerdir. HepG2 hucrelerinde,
paraquatin sitokrom C diizeyi Uzerine etkisini incelemek
amaciyla inkubasyonun 6., 12. ve 24. saatlerinde hucre
ici toplam sitokrom C miktari ELISA ydntemi ile dlglldi.
Belirtilen saatlerde kontrol ve deneme gruplari arasinda
sitokrom C diizeylerinde fark bulunamadi. intrinsik hiicre
6lim yolunda Kkilit roli sitokrom C oynar. Noroblastoma
hicrelerinde paraquatin apoptozisi baslatmasi intrinsik
hicre 6lim yolu Gzerinden oldugu bildirilmistir. Sitokrom
C’nin sitozole salinimi ve kaspaz 3 aktivasyonu sonucu
apoptotik  hucre dlimleri  sekillenmesine ragmen
mitokondri membran gecirgenliginde herhangi bir
fonksiyon bozuklugu gdézlenmemistir (29).

Sonug olarak, HepG2 hiicrelerinin 10 uM paraquat ile
inkubasyonu sonucu Kaspaz 9 ve kaspaz 3
aktivasyonlari  inkubasyon silresine gore farklilik
géstermektedir. inkubasyonun 12. saatinde ilk olarak
baslatici kaspazlardan olan kaspaz 9 aktive olmakta
bunu takiben inkubasyonun 24. saatinde kaspaz 3 aktive
olmaktadir. Bu ard arda devam eden aktivasyon ile
bugtine kadar tanimlanmis kaspaz kaskadi fenomeniyle
uyumlu olarak apoptotik suire¢ baslamistir.
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Son vyillarda Uzerinde durulan konulardan birisi de
kanser kemoterapisi sirasinda antioksidanlarin verilmesi,
antineoplastik etkinligi engeller mi yada kemoterapi
sirasinda olusan yan etkilerin geligsimini onler mi
olmaktadir. In vitro sistemlerde ve bazi hayvan
deneylerinde elde edilen sonuglar, kemoterapi sirasinda
antioksidatif dozda vitaminlerin kullaniimasinin yararli
oldugunu gosterse de halen klinik calismalar devam
etmektedir. Burada en o6nemli nokta kullanilan
kemoterapétik ajanin oksidatif stres yaratarak apoptozis
yoluyla oldirmeye calistigi kanser hiicrelerini, digaridan
verilen antioksidanlarla apoptozise gitmesini
engellememelidir. Bununla beraber, eger kemoterapotik
uygulamasi ile olusan radikaller ilacin sadece yan
etkilerinden  sorumlu  yani ilacin  antineoplastik
aktivitesinden sorumlu degilse, antioksidanlarin kullanimi
ilacin yan etkilerinin en aza indirilmesi icin yararl olabilir.
Bu nedenle oksidatif stres olusturulan hiicrelerde
antioksidanlarin etkilerinin incelendidi c¢alismalara yer
verilmelidir.
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