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Fenolik  bir  polimer  olan  hümik  asidin  (HA)  pro-oksidan  ve  sitotoksik  etkiler  gösterdiği  gösterilmiştir.  Bu  çalışmada,  
kültürlenmiş  insan  premyelositik  lösemi  HL-60  hücreleri  kullanılarak  HA'nın  apoptoz  indüksiyonu  incelenmiştir.

Soyut

Çeşitli  HA  konsantrasyonlarında  (50  –  400  Ag/ml)  tedavi,  hücre  canlılığı  kaybı,  kromatin  yoğunlaşması  ve  
internükleozomal  DNA  fragmantasyonu  gibi  apoptotik  özelliklerin  gösterdiği  gibi,  apoptoz  ile  işaretlenen  doza  ve  zamana  
bağlı  olay  dizileriyle  sonuçlandı. .  HL-60  hücrelerinde  HA  kaynaklı  bu  apoptoz,  esas  olarak  mitokondriden  sitokrom  
c'nin  salınması  ile  ilişkilendirildi.  Ayrıca,  HL-60  hücrelerinde  apoptoza,  kaspaz-3'ün  aktivasyonu  ve  apoptotik  hücre  ölüm  
mekanizmasında  önemli  bir  bileşen  olan  poli  (ADP-riboz)  polimerazın  (PARP)  spesifik  proteolitik  bölünmesi  eşlik  etti.  HA  
kaynaklı  apoptoz,  Bax  protein  seviyeleri  ile  ilişkili  olmasına  rağmen,  ihmal  edilebilir  düzeyde  Bcl-2  azalması  gözlendi.  
Burada  bildirilen  verilerin  analizi,  HA'nın,  yeni  ilaç  ürünlerinin  geliştirilmesi  için  potansiyel  olarak  faydalı  antikanser  
özelliklerine  sahip  olabilecek  apoptozun  indüklenmesi  yoluyla  HL-60  hücreleri  üzerinde  antiproliferatif  etki  ve  büyüme  
inhibisyonu  uyguladığını  ortaya  koymaktadır.

Humik  asit,  insan  premiyelositik  lösemi  HL-60  
hücrelerinde  apoptozu  indükler
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HA,  geleneksel  Çin  tıbbında  kullanılmıştır  ve  anti-enflamatuar,  anti-hipertansif,  anti-
neoplastik  ve  hemostatik  aktiviteler  dahil  olmak  üzere  çeşitli  farmakolojik  özelliklere  sahiptir  (Guan  
ve  Yang,  1999).  Bu  çalışmada,  monomerik  protokatekuik  asidin  fenolik  türevlerinden  polimerize  
edilen  sentetik  HA'nın  insan  premiyelositik  lösemi  HL-60  hücrelerinin  kültürleri  üzerindeki  in  vitro  
etkilerini  araştırdık.  Verilerin  analizi,  HA'nın,  apoptozu  karakterize  eden  ultrastrüktürel  ve  
biyokimyasal  özellikler  sergileyen  ölmekte  olan  hücrelerle  birlikte,  HL-60  hücrelerinin  kitlesel  
ölümüne  neden  olduğunu  ortaya  koymaktadır.  Ek  olarak,  HA'yı  apoptotik  sürece  bağlayan  
biyokimyasal  adımlar  incelenmiştir.

Hümik  asit  (HA),  karasal  ve  sucul  ortamlarda  her  yerde  bulunan  koyu  renkli  ve  heterojen  bir  
organik  madde  karışımıdır.  Yüksek  moleküler  ağırlıklı  makromoleküllere  sahip  bir  
polimer  grubu  olan  HA,  organik  maddenin,  özellikle  ölü  bitkilerin  ayrışmasından  elde  edilir.  
Turba,  toprak,  kuyu  suyu  ve  diğer  birçok  kaynakta  bol  miktarda  bulunur  (Hartenstein,  1981).  HA  
ısı  ve  asit-baz  kararlıdır  ve  genellikle  arsenik,  demir,  manganez,  kurşun,  kadmiyum,  çinko  ve  
nikel  gibi  metal  karışımları  ile  kompleks  halindedir  (Lu,  1990).  Kimyasal  ve  kızılötesi  
spektroskopik  analizler,  hümik  asitte  aromatik  halkalar  ile  fenolik  hidroksil,  ketonil,  kinon  karbonil,  
karboksil  ve  alkoksil  gruplarının  varlığını  ortaya  koymuştur  (Burges  ve  diğerleri,  1964).  
HA'nın  oksidasyon,  indirgeme  veya  mikrobiyal  reaksiyon  yoluyla  bozunması  resorsinol,  orto-  ve  
meta-ftalik  asitler  ve  diğer  fenolik  bileşikler  üretebilir  (Burges  ve  diğerleri,  1964;  Keyser  ve  diğerleri,  
1976;  Choudhry,  1981).

Lösemi,  şu  anda  var  olan  hastalıkların  en  tehditkarlarından  biridir.  Çoğu  yetişkin  lösemi  hastasının  
transplantasyon  için  aday  olmadığı  ve  daha  rasyonel  bir  tedavinin  yeterince  tanımlanmadığı  kabul  
edildiğinde,  bu  bireyler  kemoterapiye  odaklanan  (veya  en  azından  içeren)  rejimlerle  tedavi  edilir.  Son  
araştırmalar,  çok  çeşitli  kemoterapötik  ajanların  duyarlı  hücre  hatlarında  apoptotik  hücre  ölümüne  neden  
olduğunu  göstermektedir.  Apoptoz,  fizyolojik  ve  patolojik  hücresel  durumlarda  karşılaşılan  aktif  bir  hücre  
ölümü  modudur  ve  pasif  varyant  olan  nekrozdan  farklıdır.  Bu  işlemin  morfolojik  özellikleri  arasında  hücre  
hacmi  kaybı,  plazma  zarının  hiperaktivitesi  ve  periferik  heterokromatinin  yoğunlaşması,  ardından  
çekirdeğin  ve  sitoplazmanın  kromatin  fragmanları  içeren  çok  sayıda  zarla  çevrili  gövdelere  bölünmesi  yer  
alır.  (Wyllie  ve  diğerleri,  1980;  Wyllie,  1987;  Bortner  ve  diğerleri,  1995;  Earnshaw,  1995).  Hayvanlarda  yapılan  
deneyler  ve  lösemi  hastalarında  dolaşan  patlamalarla  ilgili  çalışmalar,  apoptozun  in  vivo  kemoterapiye  yanıt  
olarak  da  meydana  geldiğine  dair  kanıtlar  sağlamıştır.  İnsan  akut  lösemi  hücre  dizilerinin  (HL-60  hücreleri),  
kemoterapi  ile  ilişkili  apoptotik  proteolitik  olayların  çalışmasında  özellikle  bilgilendirici  olduğu  
kanıtlanmıştır.  Bu  araştırmaların  sonuçları,  HL-60  hücrelerinin  çeşitli  kemoterapötik  ajanlarla  tedavisine  
sitokrom  c'nin  artan  sitosolik  translokasyonu,  CPP32  aktivasyonu  (kaspaz  3)  ve  PARP'nin  bozulmasının  eşlik  
ettiğini  göstermiştir  (Lazebnik  ve  diğerleri,  1994;  Tewari  ve  diğerleri,  1995).  Bcl-2  ailesinin,  apoptozda  aktivatör  
(Bax)  veya  inhibitör  (Bcl-2)  olarak  önemli  bir  düzenleyici  rol  oynadığı,  Bcl-2  ve  Bax  proteinlerinin  oranının  
düzenlenmesinde  anahtar  bir  faktör  olarak  kabul  edildiği  de  gösterilmiştir.  apoptotik  süreç  veya  hücre  ölümü  (Rao  
ve  White,  1997;  Adams  ve  Cory,  1998;  Green  ve  Reed,  1998).
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Kimyasallar

Bir  insan  akut  promyeloblastik  lösemik  hücre  dizisi  olan  HL-60  hücreleri,  Amerikan  tipi  Culture  Collection'dan  
(Rockville,  MD)  elde  edildi.  Bu  hücreler ,  37  jC'de  %5  C02  ile  nemlendirilmiş  bir  inkübatörde  %10  ısıyla  inaktive  
edilmiş  FBS,  2  mM  glutamin,  %1  penisilin-streptomisin-neomisin  ile  desteklenmiş  RPMI-1640  içinde  büyütüldü.  Hücre,  
HA  ilavesinden  önce  6  oyuklu  plakalara  ekildi.  HL-60  hücreleri,  24,  48  ve  72  saat  boyunca  çeşitli  konsantrasyonlarda  
(0,  50,  100,  200  ve  400  Ag/ml)  HA  ile  inkübe  edildi.  Kültürler  toplandı  ve  bir  hemasitometre  ile  hücre  süspansiyonları  
sayılarak  hücre  sayısı  izlendi.  Hücre  106  hücre/ml),  tedavi  büyümesinden  önce  ve  sonra  kontrol  edildi  (2.0,  tripan  

mavisi  dışlama  kullanılarak  HA  ile  ve  faz  kontrast  mikroskobu  kullanılarak  incelendi.

Fetal  sığır  serumu  (FBS)-RPMI  1640,  penisilin-streptomisin  (PS)  ve  glutamin,  GIBCO  Laboratories'den  (GIBCO  
BRL,  Grand  Island,  NY)  elde  edildi.  Protokatekuik  asit,  sodyum  periyodat,  XAD-7  ve  taksol,  Sigma  Chemical  Co.'dan  (ST.  
Louis,  MO)  satın  alınmıştır.  Bax  tavşan  poliklonal  antikoru  ve  Bcl-2  fare  monoklonal  antikoru,  Oncogene  Reseach  
Products'tan  (Cambridge,  MA)  satın  alınmıştır.  PARP  tavşan  poliklonal  antikoru,  Upstate  biotechnology'den  
(Lake  Placid,  NY)  satın  alındı.  Kaspaz  3'e  karşı  tavşan  poliklonal  antikoru,  Santa  Cruz  Biotechnology,  Inc.'den  
(Heidelberg,  Almanya)  satın  alındı.  ApoAlert  Kaspaz  Kolormetrik  Tahlil  Kitleri,  Clontech  Laboratories,  Inc.'den  
(Palo  Alto,  CA)  satın  alınmıştır.  SuperSignal  ULTRA  chemilumines  cence  substratı,  Pierce'den  (Rockford,  IL)  
satın  alındı.  Diğer  tüm  kimyasallar  ticari  olarak  temin  edilebilen  en  yüksek  kalitedeydi  ve  Merck  (Darmstadt,  
Almanya)  veya  Sigma  Chemical  Co.  tarafından  tedarik  edildi.

105  hücre/ml)  ve  yaşayabilirlik  (1.0

Sentetik  HA'nın  hazırlanması

DNA  apoptotik  parçalanması  için  TÜNEL  testi

Sentetik  HA,  daha  önce  açıklandığı  gibi  (Haninen  ve  diğerleri,  1987)  küçük  değişikliklerle  yayınlanan  
prosedüre  göre  sentezlendi .  Oksidatif  polimerizasyon  için  100  ml  distile  suda  1  g  protokatekuik  asit  sodyum  periyodat  
ile  24  saat  50  jC'de  çalkalanarak  su  banyosunda  okside  edildi.  3,000  g'de  santrifüjlemeden  sonra  süpernatan,  0.1  N  
HCI  ile  pH  1.0'a  asitleştirildi.  Asitleştirilmiş  solüsyon  tekrar  santrifüjlendi  ve  çökelti,  HA'yı  çözmek  için  0.1  N  NaOH  ile  
işlendi.  HA,  XAD-7  reçinesi  ile  absorpsiyon  kromatografisi  kullanılarak  daha  da  saflaştırıldı  ve  daha  önce  tarif  
edildiği  gibi  (Yang  ve  diğ.,  1996)  Sephadex  G-25  kromatografisiyle  daha  da  fraksiyonlandı.  Nihai  HA  solüsyonu,  bir  
Molecular/Por  membranından  (molekül  ağırlığı  <  500  Da  olan  partikülleri  hariç  tutan)  ultra-filtrelendi.  Bu  genel  
prosedür,  HA'yı  (500  Da  MW  ile  birkaç  on  binlerce  Dalton  arasında)  ve  düşük  moleküler  ağırlıklı  HA'yı  (MW  <  
500  Da  ile)  ayırabilir.

Malzemeler  ve  yöntemler

DNA  fragmantasyonu,  KLENOW  FrgEL  DNA  fragmantasyonu  ile  terminal  deoksinükleotidil  transferaz  aracılı  
dUTP  nick  uç  etiketleme  (TUNEL)  yöntemi  kullanılarak  tespit  edildi.

Hücre  kültürü  ve  hücre  büyümesinin  ve  hücre  canlılığının  değerlendirilmesi
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DNA  jel  elektroforezi  (DNA  Laddering)

Tüm  hücre  ekstraktını  hazırlamak  için  HL-60  hücreleri  (5.0

106  hücre/ml)  HL-60  hücrelerinde  internükleozomal  DNA  bölünmesinin  varlığı  (1.0,  DNA  jel  elektroforezi  ile  araştırılmıştır.  DNA  
saflaştırma  kiti  (Gentra  Corp,  Minneapolis,  Minn,  ABD)  üreticinin  talimatlarına  göre  kullanılmıştır.  DNA  saflığı  ve  
konsantrasyon,  etidyum  bromür  içeren  %1.5  agaroz  jel  yoluyla  elektroforez  yoluyla  belirlendi,  ardından  ultraviyole  
aydınlatma  altında  gözlem  yapıldı.

Kaspaz-3  aktivite  testi

Toplam  hücre  özütünün  hazırlanması  ve  immünoblot  analizi

Süpernatandaki  kaspaz-3  aktivitesi,  ApoAlert  Caspase  Colormetric  Assay  Kits  105  cell/ml  kullanılarak  belirlendi  (Gottlob  
ve  diğerleri,  1998).  Kısaca,  HA  ile  ön  inkübasyonun  ardından,  HL-60  hücreleri  (5.0  toplandı  ve  soğuk  PBS  ile  yıkandı.  Daha  sonra  hücre  

topakları,  10  dakika  boyunca  buz  üzerinde  liziz  tamponu  kullanılarak  parçalandı.

105  hücre/ml)  bir  kez  soğuk  fosfat  tamponlu  tuz  
(PBS)  ile  yıkandı  ve  100  Al  lizis  tamponu  (10  mM  Tris-HCl  (pH  8),  0.32  M  sukroz,  %1  Triton  X-100,  5  mM  EDTA)  içinde  
süspanse  edildi.  2  mM  DTT  ve  1  mM  fenilmetil  sülfonilflorür).

tespit  kiti  (Calbiochem,  San  Diego,  CA)  (Gavrieli  ve  diğerleri,  1992).  Kısaca,  apoptotik  HL  60  hücreleri  (106  hücre/ml)  
toplandı,  %4  formaldehit  ile  sabitlendi  ve  cam  slaytlara  uygulandı.  (1.0  Sabit  hücreler,  TBS  içinde  20  Ag/ml  proteaz  K  ile  geçirgenleştirildi  ve  endojen  peroksidaz,  metanol  içinde  %3  H2O2  ile  inaktive  edildi .  Apoptoz,  parçalanmış  

DNA'nın  3V-OH  uçlarının,  37  jC'de  klenow  kullanılarak  biotin-dNTP  ile  etiketlenmesiyle  saptandı.  1.5  saat  Lamlar  
daha  sonra  streptavidin  yabanturpu  peroksidaz  konjugatı  ile  inkübe  edildi,  ardından  3,3V-diaminobenzidine  ve  H202  ile  
inkübasyon  yapıldı.Apoptotik  hücreler,  ışık  mikroskobu  altında  görülen  koyu  kahverengi  çekirdekleri  ile  tanımlandı.

Eppendorf  santrifüj  kullanılarak  3  dakika  4  jC'de  13  000  rpm'de  santrifüjlemeden  sonra  süpernatanlar  toplandı  ve  DEVD-
pNA  (p-nitronilin)  ile  50  AM'lik  son  konsantrasyona  eklendi.  Her  numune  bir  su  banyosunda  37  jC'de  1  saat  inkübe  edildi  ve  
405  nm'de  optik  yoğunluk  ölçüldü.  Çeşitli  pNA  miktarlarının  A405'i  ölçülerek  standart  eğri  yapıldı  ve  A405  değeri  
üretilen  pNA  miktarlarına  dönüştürüldü.

Süspansiyon  20  dakika  buz  üzerine  kondu  ve  daha  sonra  5000  rpm'de  20  dakika  4  jC'de  santrifüjlendi.  Toplam  protein  
içeriği,  standart  olarak  sığır  serum  albümini  kullanılarak  Bio-Rad  protein  tahlil  reaktifi  ile  belirlendi  ve  protein  özleri,  
numune  tamponunda  (0,062  M  Tris-HCl,  %2  SDS,  %10  gliserol  ve  %5  (hacim/hacim)  sulandırıldı)  h-merkaptoetanol)  ve  
karışım  5  dakika  kaynatıldı.  Denatüre  proteinlerin  eşit  miktarları  (50  Ag)  her  şeride  yüklendi,  %10  veya  %12  SDS  
poliakrilamid  jeli  üzerinde  ayrıldı,  ardından  proteinler  gece  boyunca  PVDF  zarlarına  aktarıldı.  Membranlar,  oda  
sıcaklığında  20  dakika  boyunca  %5  yağsız  kuru  süt  içeren  Tris  tamponlu  salin  içinde  %0.1  Tween-20  ile  bloke  edildi  
ve  membranlar,  2  saat  boyunca  birincil  antikorlarla  reaksiyona  sokuldu.  Daha  sonra  SuperSignal  ULTRA  kemilüminesans  
substratı  ile  geliştirilmeden  önce  yaban  turpu  peroksidaz  konjuge  keçi  anti  tavşan  veya  anti  fare  antikoru  ile  2  saat  inkübe  
edildiler.
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Şekil  1.  HA'nın  HL-60  hücre  büyümesi  (A)  ve  canlılığı  (B)  üzerindeki  etkileri.  HL-60  hücreleri  0,  50,  100,  200  ve  400  Ag/ml  (105  hücre/
ml)  ile  muamele  edildi  ve  canlılık  (1.0  106  hücre/ml)  HA'dan  önce  ve  sonra  24,  48  ve  72  saat  süreyle  kontrol  edildi.  Hücre  büyümesi  (tripan  mavisi  dışlama  kullanılarak  HA  ile  2.0  muamelesi  ve  faz  kontrast  mikroskobu  kullanılarak  incelendi.  Kontrol  

hücreleri  belirtilen  süreler  boyunca  araçta  tutuldu.  Kültürler  toplandı  ve  hücre  süspansiyonları  bir  hemasitometre  ile  sayılarak  
hücre  sayısı  açısından  izlendi.  Sonuçlar  ortalama  F'dir.  Üç  tahlilin  SEM'i.

1821

*  Kontrol  grubuyla  karşılaştırıldığında  anlamlı  farkı  
gösterir  (p  <  0.05).

Nitrik  oksit  (NO)  Tayini

HL-60  hücrelerinden  salınan  NO ,  Griess  testi  (Ungureanu-Longrois  ve  diğerleri,  1995)  
kullanılarak  105  hücre/kültür  ortamında  nitrit  (NO2)  konsantrasyonu  ölçülerek  belirlendi .  HL-60  
hücreleri  (5  mi),  %10  FBS  ile  RPMI-1640  içinde  6  oyuklu  kültür  plakalarında  kültürlendi  ve  daha  
sonra  4  saat  HA  ile  inkübe  edildi.  Ortam,  inkübasyondan  sonra  Dulbecco'nun  PBS'si  ile  değiştirildi,  
çünkü  HA  bir  floresans  bileşiğidir  ve  verileri  engelleyecektir.  4  saat  sonra  tampon  toplandı  ve  bir  
kez  1500  g'de  15  dakika  4  jC'de  santrifüjlendi  ve  bu  süpernatandan  150  Al,  1:1  (hacim/hacim)  Griess  
reaktifi  (%0.75  sülfanilamid)  karışımına  eklendi  0,5  N  HCI/%0,075  N-(1-naftil)  etilendiamin  
içinde  [nihai  konsantrasyon]  ve  absorbans  caydırıcıydı

Machine Translated by Google



Hücre  büyümesi  ( 105 )

Monomerik  PCA,  düşük  moleküler  ağırlıklı  HA,  HA  ve  taksolün  HL-60  hücre  büyümesi  üzerindeki  etkileri

5,14  K  0,15  
4,55  K  0,11*  3,72  
K  0,06*
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tablo  1

24  saat

*  Kontrol  grubundan  önemli  bir  farkı  gösterir  ( p  <  0.05).

Konsantrasyon

4,94  K  0,03  
4,17  K  0,13*  3,02  
K  0,17*  2,37  K  
0,15*  2,41  K  
0,12*  1,78  K  
0,45*

9,18  K  0,12  
4,52  K  0,06*  3,22  
K  0,11*  7,93  K  
0,63*  5,98  K  
0,32*  3,08  K  
0,02*  1,48  K  
0,11*  0,34  F  
0,06*  0,19  F  0,08*

Kontrol  

100  Ag/ml  PCA  
200  Ag/ml  PCA  100  
Ag/ml  HA  (MW  <  500)

48  saat

100  Ag/ml  HA  
200  Ag/ml  HA  0,1  
Ag/ml  Taxol  0,2  
Ag/ml  Taxol  105  

hücre/ml),  çeşitli  konsantrasyonlarda  monomerik  PCA  (100  ve  200  Ag/ml),  düşük  HL-60  hücreleri  (2,0  moleküler)  ile  işlenmiştir.  ağırlık  HA  (100  ve  200  Ag/ml),  HA  (100  ve  200  Ag/ml)  ve  taksol  (0.1  ve  0.2  Ag/ml)  24  ve  48  saat  Taksol  %0.1  DMSO  içinde  çözüldü  %0.1  mevcudiyeti  
DMSO'nun  izlenen  parametrelerin  hiçbiri  üzerinde  etkisi  olmamıştır.Kontrol  hücreleri,  belirtilen  süreler  boyunca  (24  ve  48  saat)  araçta  
tutulmuştur.Sonuçlar,  3  tahlilin  ortalama  F  SEM'si  olarak  sunulmuştur.

1822

200  Ag/ml  HA  (MW  <  500)

İstatistik

HA'nın  hücre  büyümesi  ve  HL-60  hücrelerinin  canlılığı  üzerindeki  etkisi

Verilerin  ortalama  değerleri  sapmalarıyla  birlikte  sunulur  (üç  tahlilin  ortalama  F  SEM'si).  Tüm  veriler  varyans  analizi  (ANOVA)  
ve  ardından  ikili  karşılaştırma  için  Dunnett  testi  ile  analiz  edildi.

HA'nın  HL-60  hücrelerinin  çoğalması  ve  hayatta  kalması  üzerindeki  potansiyel  etkilerini  araştırmak  için,  24,  48  ve  72  
saat  boyunca  farklı  konsantrasyonlarda  (0-400  Ag/ml)  HA'ya  maruz  bırakıldılar.  Şekil  1(A) ,  tripan  mavisi  dışlaması  
kullanılarak  belirlendiği  üzere,  doza  ve  zamana  bağlı  bir  şekilde  HA  kaynaklı  hücre  ölümünü  göstermektedir.  Ayrıca,  
HA'nın  hücre  canlılığı  üzerindeki  etkisinin  doza  ve  zamana  bağlı  olduğu  gösterildi  (Şekil  1B).

İstatistiksel  anlamlılık  p  <  0.05  olarak  tanımlandı.

Sonuç

540  nm'de  bir  spektrofotometre  ile  çıkarıldı.  Bilinen  sodyum  nitrit  konsantrasyonları  kullanılarak  standart  bir  eğri  
oluşturuldu.

Bu  çalışmada,  HA  ile  ilişkili  apoptoz  indüksiyonunu  araştırmak  ve  ilgili  moleküler  mekanizmayı/mekanizmaları  ifade  
etmek  için  bir  HL-60,  insan  promiyelositik  lösemi  hücre  dizisi  kullandık.  Apoptoz,  hücre  büzülmesi,  kromatin  yoğunlaşması  
ve  internükleozomal  DNA  fragmantasyonu  ile  karakterize  edilen  karmaşık  bir  süreçtir.  Monomerik  protokatekuik  asidin  (PCA)  
fenolik  türevlerinden  polimerize  edilen  HA'nın  sentetik  formu  kullanıldı  (Yang  ve  diğerleri,  1994,  1996).
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Şekil  2.  HA'ya  maruz  kalan  HL-60  hücrelerinin  TUNEL  testi.  HL-60  hücreleri,  (A)  olmadan  veya  100  Ag/ml  HA  (B)  ile  24  saat  muamele  edildi  
ve  mikroskop  altında  incelendi.  Üç  bağımsız  deneyden  elde  edilen  tipik  bir  sonuç  gösterilmektedir.  Çubuk,  sabah  10'u  temsil  eder.
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Çalışmalar,  monomerik  bir  fenolik  bileşik  olan  PCA'nın  antioksidan  ve  antitümör  destekleyici  aktiviteler  gösterdiğini  
göstermiştir  (Tseng  ve  diğerleri,  1996,  1998).  Taksol,  lösemiler  gibi  çeşitli  habis  hücrelere  karşı  antitümör  aktivite  sergileyen  
bir  diterpenoid  bitki  ürünüdür  (Wani  ve  diğerleri,  1971;  Rowinsky  ve  diğerleri,  1989).  Bu  çalışmada  monomerik  PCA,  düşük  
moleküler  ağırlıklı  HA  (MW  <  500  ile),  HA  ve  taksolün  HL-60  hücrelerinin  büyümesi  üzerindeki  etkileri  de  incelenmiştir.  
HL-60  hücreleri  105  hücre/ml),  çeşitli  konsantrasyonlarda  monomerik  PCA  (100  ve  200  Ag/  (2.0  mi),  düşük  molekül  ağırlıklı  

HA  (100  ve  200  Ag/ml),  HA  (100  ve  200  Ag/ml)  ile  işlendi.  ve  taksol  (0.1  ve  0.2  Ag/ml)  24  ve  48  saat  Tablo  1 ,  bu  bileşiklerin  (PCA,  düşük  molekül  ağırlıklı  HA,  HA  ve  taksol)  HL-60  hücre  büyümesi  üzerinde  doz  ve  süre  bakımından  
inhibitör  etkiler  sergilediğini  göstermektedir.  PCA  ve  HA,  düşük  moleküler  ağırlıklı  HA'ya  kıyasla  HL-60  hücre  büyümesi  
üzerinde  daha  yüksek  inhibitör  etkiler  gösterdi.

Ayrıca  24  saatlik  inkübasyondan  sonra  100  Ag/ml  HA  ile  tedavi  edilen  HL-60  hücrelerinin  çoğunun  yoğunlaştırılmış  
çekirdekler  içerdiğini  de  bulduk.  Şekil  2 ,  TUNEL  tahlili  kullanılarak  HA  ile  işlenmiş  HL-60  hücrelerinin  karakteristik  bir  
popülasyonunun  bir  fotoğrafıdır.  Apoptotik  hücreler,  ışık  mikroskobu  altında  görüldüğü  gibi  koyu  çekirdeklerle  tanımlanır.

HA  ile  Apoptoz  İndüksiyonu

HA  ile  muamele  edilmiş  kromozomal  DNA'nın  agaroz  jel  elektroforezi,  merdiven  benzeri  bir  DNA  modeli  ortaya  çıkardı
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Şekil  3.  HA'ya  maruz  kalan  HL-60  hücrelerinin  DNA  fragmantasyonu.  (A)  HL-60  hücreleri,  24  saat  boyunca  0,  50,  100  ve  200  Ag/ml  HA  ile  
inkübe  edildi.  (B)  HL-60  hücreleri,  0,  4,  8,  12  ve  24.  saatlerde  100  Ag/ml  HA  ile  inkübe  edildi.  DNA  fragmanlarının  varlığı,  DNA  
merdivenlerini  yansıtır,  etidyum  bromürle  boyanmış  jel  üzerinde  görüntülendi.  Üç  bağımsız  deneyden  elde  edilen  tipik  bir  sonuç  
gösterilmektedir.  M:  moleküler  ağırlık  belirteçleri.

1824

biçim.

HA'nın  Sitokrom  c  üzerindeki  Etkisi

Apoptozu  tetikleyen  kaspazların  aktivasyonunda  sitokrom  c'nin  yer  aldığı  bildirildiğinden,  kaspaz  3'ün  HA'ya  
hücre  yanıtındaki  rolünü  araştırdık.  HA  ile  muamele  edilmiş  hücrelerdeki  kaspaz  aktivitesi,  kolormetrik  analiz  
kullanılarak  ölçüldü.  Şekil  5'te  gösterildiği  gibi ,  HA  (100  Ag/ml),  işlenmiş  HL-60  hücrelerinde  kaspaz-3  aktivitesinde  4  
saatten  24  saate  bir  artışa  neden  oldu.  PARP,  DNA  onarım  sürecinde  yer  alan  bir  nükleer  enzimdir  ve  116  kDa  PARP  
proteininin,  son  zamanlarda  kaspaz-3  olarak  adlandırılan  bir  proteaz  olan  CPP32'nin  etkisiyle  89  ve  24  kDa'lık  
parçalara  bölündüğü  belirlenmiştir  (Nicholson  ve  ark. ,  1995).  PARP'ın  bu  spesifik  proteolitik  bölünmesinin  bir

Sitokrom  c'nin  sitozol  seviyeleri,  western  blot  analizi  kullanılarak  incelenmiştir.  Bu  analizin  sonuçları,  sitosolik  
sitokrom  c  miktarının  kademeli  olarak  4  saatten  24  saate  yükseldiğini  gösterdi  (Şekil  4B).  HA'nın  (0,  50,  100,  200  ve  
400  Ag/ml'de)  24  saatlik  tedaviden  sonra  sitokrom  c  translokasyonu  üzerindeki  konsantrasyon-yanıt  etkisi  de  belirlendi  
(Şekil  4A),  HA'nın  mitokondriden  sitokrom  c  translokasyonunu  arttırdığını  ortaya  koydu  doza  ve  zamana  bağlı  
olarak  sitozole

yaklaşık  180–200  baz  çiftinin  katlarından  oluşan  fragmanlar  (Şekil  3).  HA'nın  apoptozu  indükleyen  aktivitesi  doza  ve  
zamana  bağlıydı  (Şekil  3A  ve  B).

HA'nın  Kaspaz  3  Aktivitesi  ve  PARP  bölünmesi  üzerindeki  etkileri
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Şekil  5.  HL-60  hücrelerinde  HA  kaynaklı  kaspaz-3  aktivasyonu  için  zaman  akışı.  (A)  HA  maruziyetinden  sonra  kaspaz-3  protein  
seviyelerinin  Western  blot  analizi.  HL-60  hücreleri,  0,  4,  8,  12  ve  24.  saatlerde  100  Ag/ml  HA  ile  işlendi.  Her  numuneden  alınan  protein  (50  
Ag),  %12  SDS-PAGE'de  çözüldü  ve  western  blot  yapıldı.  (B)  HL-60  hücreleri,  100  Ag/ml  HA  ile  işlendi  ve  numuneler  0,  4,  8,  12  ve  24  saatte  
toplandı.  Kaspaz  proteazların  enzim  aktivitesi,  Malzemeler  ve  Yöntemler'de  açıklandığı  gibi  belirlendi.  Kaspaz-3  aktivasyonu,  Kaspaz  
3'ün  spesifik  bir  kolorimetrisi  olan  Ac-DEVD-pNA  kullanılarak  ölçüldü.  pNA'nın  salımı,  bir  spektrofotometre  kullanılarak  405  nm'de  
ölçüldü.  Kaspaz  aktivitesi,  pNA  değişimi  (nmol)  olarak  ifade  edildi.  Sonuçlar,  üç  tahlilin  ortalama  F  SEM'si  olarak  sunulur.
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*  Kontrol  grubuyla  karşılaştırıldığında  anlamlı  farkı  gösterir  (p  <  0.05).

Şekil  4.  HA  maruziyetinden  sonra  sitokrom  c  protein  seviyelerinin  Western  blot  analizi.  (A)  HL-60  hücreleri,  24  saat  boyunca  0,  50,  100,  200  
ve  400  Ag/ml  HA  ile  işlendi.  (B)  HL-60  hücreleri,  0,  4,  8,  12  ve  24.  saatlerde  100  Ag/ml  HA  ile  işlendi.  Her  numuneden  alınan  protein  (50  
Ag),  %12  SDS-PAGE'de  çözüldü  ve  western  blot  yapıldı.  Sitokrom  c  protein  bantlarındaki  nispi  değişiklikler  dansitometrik  analiz  
kullanılarak  ölçüldü.  Üç  bağımsız  deneyden  elde  edilen  tipik  bir  sonuç  gösterilmektedir.

1825
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Şekil  7.  HA'ya  maruz  kaldıktan  sonra  Bcl-2  ve  Bax  protein  seviyelerinin  Western  blot  analizi.  (A)  HL-60  hücreleri,  24  saat  boyunca  0,  50,  
100,  200  ve  400  Ag/ml  HA  ile  işlendi.  (B)  HL-60  hücreleri,  0,  4,  8,  12  ve  24.  saatlerde  100  Ag/ml  HA  ile  işlendi.  Her  numuneden  alınan  
protein  (50  Ag),  %12  SDS-PAGE'de  çözüldü  ve  western  blot  gerçekleştirildi.  Üç  bağımsız  deneyden  elde  edilen  tipik  bir  sonuç  
gösterilmektedir.  Bcl-2  ve  Bax  protein  bantlarındaki  nispi  değişiklikler,  dansitometrik  analiz  kullanılarak  ölçüldü.  *  Kontrol  grubuyla  
karşılaştırıldığında  anlamlı  farkı  gösterir  (p  <  0.05).

Şekil  6.  HA'ya  maruz  kaldıktan  sonra  PARP  protein  seviyelerinin  Western  blot  analizi.  HL-60  hücreleri,  0,  4,  8,  12  ve  24.  saatlerde  100  Ag/
ml  HA  ile  işlendi.  Her  numuneden  alınan  protein  (50  Ag),  %10  SDS-PAGE'de  çözüldü  ve  western  blot  gerçekleştirildi.  Üç  bağımsız  
deneyden  elde  edilen  tipik  bir  sonuç  gösterilmektedir.
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apoptozun  biyokimyasal  belirteci  (Nicholson  ve  diğerleri,  1995),  PARP  antikoru  kullanılarak  Western-blot  deneyi  
yapıldı.  Şekil  6 ,  HA'nın  (100  Ag/ml)  eklenmesinden  8  saat  sonra  89  kDa'lık  parçalara  bölünen  PARP'yi  
göstermektedir.

Kültürlenmiş  HL-60  hücrelerinde  Bcl-2  ve  Bax  protein  seviyelerinin  katılımı,  HA  aracılı  apoptozda  incelenmiştir.  
Bcl-2  ve  Bax'ın  Western  blot  analizi,  %12  SDS-PAGE'de  çözüldü.  Şekil  7'de  gösterildiği  gibi ,  HL-60  hücrelerinin  HA  ile  
inkübasyonu,  doza  ve  zamana  bağlı  bir  şekilde  Bax  protein  seviyelerini  önemli  ölçüde  arttırdı.  Bununla  birlikte,  
Bcl-2  proteini  üzerinde  herhangi  bir  etki  olmamıştır.  HA  kaynaklı  apoptozdaki  artış,  Bax'taki  artışla  ilişkilendirildi.  
Bu  sonuçlar,  HA'nın  Bcl-2  ve  Bax  oranını  bozabileceğini  ve  dolayısıyla  HL-60  hücrelerinin  apoptozisine  yol  
açabileceğini  göstermektedir.

HA'nın  Bcl-2  ve  Bax  Protein  Üzerindeki  Etkisi
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*  Kontrol  grubuyla  karşılaştırıldığında  anlamlı  
bir  farkı  gösterir  (p  <  0.05).
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Şekil  8.  HA'ya  maruz  kalan  HL-60  hücrelerinden  NO  oluşumu  için  zaman  akışı.  HL-60  hücreleri,  çeşitli  HA  konsantrasyonlarının  
(0,  50,  100,  200  ve  400  Ag/ml)  yokluğunda  ve  varlığında  4  ve  12  saat  süreyle  inkübe  edildi  ve  ardından  NO  oluşumu  ölçüldü.  
Sonuçlar,  üç  tahlilin  ortalama  F  SEM'si  olarak  sunulur.

HA'nın  NO  üretimi  üzerindeki  etkileri,  NO'nun  kararlı  son  metaboliti  olan  nitrit  (NO2 )  oluşumu  ölçülerek  belirlendi .  
Şekil  8 ,  farklı  HA  konsantrasyonlarında  (0,  50,  100,  200  ve  400  Ag/mL)  çeşitli  ön  işlem  süreleri  (4  ve  12  saat)  için  HA'nın  
nitrit  oluşumu  üzerindeki  etkilerini  göstermektedir.  Muamele  edilmemiş  hücrelerde  nitrit  oluşumu  deney  periyodu  boyunca  
değişmedi,  ancak  HA  ön  muamelesi,  konsantrasyona  bağlı  bir  şekilde  12  saatte  NO  oluşumunu  arttırdı.

Ayrıca,  bu  çalışmada,  ölmekte  olan  hücreler,  kromatin  yoğunlaşması  ve  internükleozomal  DNA  fragmantasyonu  ile  
ilişkili  hücre  canlılığı  kaybı  ile  gösterildiği  gibi,  apoptozun  karakteristiği  olan  ultrayapısal  ve  biyokimyasal  özellikler  
sergiledi.

Bu  çalışma  ayrıca,  çoğu  apoptozun  biyobelirteçleri  olarak  kullanılan  ve  HA  kaynaklı  HL-60  insan  lösemi  apoptotik  
hücre  ölümü  ile  ilişkili  olayları  da  tanımlamaktadır.  Apoptoz,  hücre  ölümüne  yol  açan  bir  dizi  moleküler  olayın  
aktivasyonunu  içeren  oldukça  düzenlenmiş  bir  süreçtir.  Erken  çalışmalar,  HL-60  hücrelerinin  çeşitli  kemoterapötik  ajanlarla  
tedavisine,  PARP  dahil  olmak  üzere  bir  dizi  nükleer  polipeptitin  proteolitik  bozunmasının  eşlik  ettiğini  göstermiştir.

Son  çalışmalar,  apoptoz  ve  kanser  arasındaki  ilişkiyi  vurgulamış,  neoplastik  transformasyon,  ilerleme  ve  metastaz  
süreçlerinin  normal  apoptotik  yolakların  değişimini  içerdiğini  öne  süren  kanıtlar  artmaktadır  (Bold  ve  diğerleri,  1997).  
Apoptoz,  kanser  hücrelerinde  apoptozu  indükleyerek  antitümör  etkilerini  uyguladığı  bildirilen  birçok  kemoterapötik  
ajanla  etkili  antikanser  tedavisi  için  bazı  ipuçları  verir  (Kamesaki,  1998).  Burada  bildirilen  veriler,  HA'nın  kültürlenmiş  
insan  premiyelositik  lösemi  HL-60  hücrelerinde  çoğalmayı  önleyici  etki  ve  büyüme  inhibisyonu  uyguladığını  ortaya  
koymaktadır.

HA  işleminin  NO  üretimi  üzerindeki  etkileri

Tartışma
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HA'da  serbest  radikallerin  varlığı,  ESR  spektroskopisi  kullanılarak  ortaya  çıkarılmıştır  (Lu  ve  diğerleri,  1988).

Bcl-2  ve  Bax  gen  ürünlerinin  apoptotik  hücre  ölümünde  önemli  rol  oynadığı  gösterilmiştir  (Oltvai  ve  diğerleri,  1993;  
Jacobson  ve  diğerleri,  1994;  Jacobson  ve  Raff,  1995).  Bcl-2  ailesinde,  Bcl-2  ve  Bax  proteinlerinin  oranı,  apoptotik  sürecin  
düzenlenmesinde  anahtar  bir  faktör  olarak  kabul  edilmiştir  (Rao  ve  White,  1997;  Adams  ve  Cory,  1998;  Green  ve  Reed,  
1998).  Bu  çalışmada,  HA  kaynaklı  apoptozdaki  artış,  hetero  dimerize  olan  ve  böylece  Bcl-2'yi  inhibe  eden  Bax  proteini  
seviyelerindeki  artışla  ilişkilendirildi.  Bununla  birlikte,  ihmal  edilebilir  düzeyde  Bcl-2  azalması  gözlendi.  Çalışmamız,  
HA'nın  Bcl-2  ve  Bax  oranını  değiştirebileceğini  ve  dolayısıyla  HL-60  hücrelerinin  apoptozisine  yol  açabileceğini  
göstermiştir.

-

Hücresel  süreçlerden,  büyük  miktarda  birikmiş  kanıt,  Ca2  +  ve  oksidatif  stresin  apoptozun  ortak  bir  aracısı  olarak  
anahtar  bir  rol  oynadığını  göstermektedir  (Cohen  ve  Duke,  1984;  McConkey  ve  diğerleri,  1988;  Ueda  ve  Shah,  1992;  
Forrest  ve  diğerleri.  diğerleri,  1994;  Nosseri  ve  diğerleri,  1994).  Son  çalışmalar,  HA'nın  canlılığı  azaltabileceğini  ve  
kültürlenmiş  endotel  hücrelerinin  işlevini  değiştirebileceğini  göstermektedir.  Daha  önce  HA'nın  endotelyal  hücrelerle  
etkileşiminin  Ca2+  geçirgenliğini  doğrudan  artırabileceğini ,  dolayısıyla  protein  kinaz  ve/veya  diğer  Ca2  +  bağımlı  enzimlerin  aktivasyonu  
yoluyla  Ca2+  ikinci  haberci  sistemini  aşırı  uyarabileceğini  göstermiştik  (Yang  ve  diğerleri,  1994,  1998) .  Bulgularımız,  HA'nın  endonükleaz  aktivasyonu,  DNA  fragmantasyonu  ve  apoptoz  ile  sonuçlanan  sürekli  bir  
sitosolik  Ca2+  konsantrasyonunun  yükselmesi  yoluyla  HL-60  hücre  ölümünü  indükleyebileceğini  ima  eder  (Hseu  ve  
diğerleri,  2002a).

(Lazebnik  ve  diğerleri,  1994;  Tewari  ve  diğerleri,  1995).  Ayrıca  immünoblot  ve  aktivite  deneyleri,  PARP'yi  parçalayabilen  
enzimlerden  biri  olan  kaspaz  3'ün,  bir  dizi  farklı  ajanla  tedavi  edilen  insan  lösemi  hatlarında  aktive  edildiğini  gösterir.  
Kaspaz  3  aktivasyonunun  ve  ardından  poli  (ADP  riboz)  polimerazın  (PARP)  bölünmesinin  apoptoza  yol  açan  ardışık  
seri  olaylarda  anahtar  rol  oynadığı  düşünülmektedir  (Lazebnik  ve  diğerleri,  1994;  Tewari  ve  diğerleri,  1995).  Apoptoz  
geçiren  HL-60  hücrelerinin,  mitokondride  buna  karşılık  gelen  bir  azalma  ile  birlikte,  sitozolde  bir  sitokrom  c  
yükselmesine  sahip  olduğu  bulundu  (Yang  ve  diğerleri,  1997).  Kaspaz  3'ün  bu  aktivasyonu,  sitokrom  c'nin  mitokondriden  
sitozole  salınmasıyla  başlamış  gibi  görünmektedir  (Nicholson  ve  diğerleri,  1995).  Mevcut  çalışmada,  HL-60  
hücrelerinin  HA  ile  indüklenen  apoptozunun  sitokrom  c'nin  artan  sitozolik  translokasyonu,  kaspaz  3  aktivasyonu  ve  
PARP'nin  bozulmasının  aracılık  ettiğini  gösteren  kanıtlar  sunuyoruz.  Son  zamanlarda,  birçok  makale,  apoptotik  
hücre  ölümünde  internükleozomal  DNA  fragmantasyonunun  gerekli  olmadığını  ve  bazı  nekrotik  hücre  ölümlerine  
internükleozomal  DNA  fragmantasyonunun  eşlik  ettiğini  bildirerek,  bu  fragmantasyonun  apoptotik  hücre  ölümünün  bir  
göstergesi  olarak  yeterli  olmayabileceğini  düşündürmektedir  (Cohen  ve  ark . .,  1992;  Schulze-Osthoff  ve  arkadaşları,  
1994).  Bununla  birlikte,  apoptozun  merkezi  mekanizmasının  evrimsel  olarak  korunduğu  ve  kaspaz  aktivasyonunun  bu  
karmaşık  apoptotik  yollarda  önemli  bir  adım  olduğu  açıktır  (Thornberry  ve  Lazebnik,  1998).  Bu  nedenle  verilerimiz,  
HA  kaynaklı  hücre  ölümünün  apoptoz  ile  ilişkili  olduğuna  dair  ek  önemli  kanıtlar  sağlar.

Son  araştırmalar,  radikallerin  HA'nın  katı  (makromoleküler)  matrisinde  immobilize  edildiğini  göstermiştir  (Jezierski  
ve  diğerleri,  2000).  Sıçan  karaciğer  mitokondrisinde  podzol  ile  uyarılan  solunumdan  ekstrakte  edilen  hümik  ve  fulvik  
asit,  hücre  içi  reaktif  oksijen  türlerinin  oluşmasına  neden  oldu  (Visser,  1987).  Bir  dizi  çalışma,  kültürlenmiş  tavşan  
eklem  kondrositlerinde  HA  kaynaklı  oksidatif  hasara  süperoksit  anyon  üretiminin  aracılık  edebileceğini  göstermiştir  
(Liang  ve  diğerleri,  1998;  Liang  ve  diğerleri,  1999).  Önceki  araştırmamız,  HA  kaynaklı  ekinosit  dönüşümünün  insan  
eritrositlerinde  oksidatif  üretim  yoluyla  gerçekleştiğini  göstermiştir  (Hseu  ve  diğerleri,  2000).  Bu  nedenle,  bu  çalışmada  
HA'nın  neden  olduğu  HL-60  hücrelerinde  oksidatif  stresin  apoptozun  bir  aracısı  olabileceğini  tahmin  ettik.  Önceki  
araştırmalarımız,  endotel  hücrelerinin  HA  tedavisinin  NO  üretimini  ve  bunun  sonucunda  hücreyi  uyardığını  
göstermiştir.
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Sonuç  olarak  HA,  HL-60  hücrelerinde  sitokrom  c  translokasyonu,  kaspaz  3  aktivasyonu,  PARP'nin  bozulması  
ve  Bcl-2  ve  Bax'ın  düzensizliği  ile  ilişkili  apoptozu  indükleyerek  antiproliferatif  bir  etki  sergiler.  Apoptoz,  kanser  
araştırmasının  yeni  bir  terapötik  hedefi  haline  geldi  ve  bu  sonuçlar,  HA'nın  yeni  ilaç  ürünlerinin  
geliştirilmesinde  uygulanmak  üzere  antikanser  özelliklere  sahip  olabileceğini  ima  ediyor.  Bununla  birlikte,  bu  
umut  verici  bulguları  doğrulamak  için  aktivitesinin  daha  fazla  in  vivo  araştırılması  garanti  edilir.
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