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Soyut

Fenolik bir polimer olan hiimik asidin (HA) pro-oksidan ve sitotoksik etkiler gosterdigi gosterilmistir. Bu ¢cali smada,
kulturlenmis insan premyelositik I6semi HL-60 hucreleri kullani larak HA'ni n apoptoz induksiyonu incelenmistir.
Cesitli HA konsantrasyonlari nda (50 - 400 Ag/ml) tedavi, hiicre canli I @ kaybi , kromatin yogunlasmasi ve
interntkleozomal DNA fragmantasyonu gibi apoptotik 6zelliklerin gosterdigi gibi, apoptoz ile isaretlenen doza ve zamana
bagli olay dizileriyle sonuglandi .. HL-60 hicrelerinde HA kaynakli  bu apoptoz, esas olarak mitokondriden sitokrom
c'ninsali nmasi ileiliskilendirildi. Ayri ca, HL-60 hucrelerinde apoptoza, kaspaz-3'lin aktivasyonu ve apoptotik hiicre 6lim
mekanizmasi nda 6nemli bir bilesen olan poli (ADP-riboz) polimerazi n (PARP) spesifik proteolitik bolinmesi eslik etti. HA
kaynakli apoptoz, Bax protein seviyeleri ile iliskili olmasi na ragmen, ihmal edilebilir diizeyde Bcl-2 azalmasi  gozlendi.
Burada bildirilen verilerin analizi, HA'n1 n, yeni ilag Grlnlerinin gelistirilmesi icin potansiyel olarak faydali antikanser
Ozelliklerine sahip olabilecek apoptozun indiklenmesi yoluyla HL-60 hiicreleri Gzerinde antiproliferatif etki ve blytime
inhibisyonu uyguladi g1 ni1  ortaya koymaktadi r.
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Giris

HUmik asit (HA), karasal ve sucul ortamlarda her yerde bulunan koyu renkli ve heterojen bir
organik madde kart si mi di r.Yuksek molektleragi rli ki makromolekullere sahip bir
polimer grubu olan HA, organik maddenin, 6zellikle 61U bitkilerin ayri smasi ndan elde edilir.
Turba, toprak, kuyu suyu ve diger bircok kaynakta bol miktarda bulunur (Hartenstein, 1981). HA
I sI ve asit-baz kararli di rve genellikle arsenik, demir, manganez, kursun, kadmiyum, cinko ve
nikel gibi metal kari s1 mlari ile kompleks halindedir (Lu, 1990). Kimyasal ve ki ziI [otesi
spektroskopik analizler, himik asitte aromatik halkalar ile fenolik hidroksil, ketonil, kinon karbonil,
karboksil ve alkoksil gruplari ni nvarli g ni ortaya koymustur (Burges ve digerleri, 1964).
HA'ni n oksidasyon, indirgeme veya mikrobiyal reaksiyon yoluyla bozunmasi resorsinol, orto- ve
meta-ftalik asitler ve diger fenolik bilesikler Gretebilir (Burges ve digerleri, 1964; Keyser ve digerleri,
1976; Choudhry, 1981).

Lésemi, su anda var olan hastali klari n en tehditkarlari ndan biridir. Cogu yetiskin I6semi hastasi ni n
transplantasyon icin aday olmadi g1 ve daha rasyonel bir tedavinin yeterince tani mlanmadi g1 kabul
edildiginde, bu bireyler kemoterapiye odaklanan (veya en azi ndan iceren) rejimlerle tedavi edilir. Son
arasti rmalar, ¢ok cesitli kemoterapétik ajanlart n duyarli hucre hatlari nda apoptotik hiicre 6limune neden
oldugunu gostermektedir. Apoptoz, fizyolojik ve patolojik hticresel durumlarda karsi lasi lan aktif bir hicre
6limu modudur ve pasif varyant olan nekrozdan farkli di r. Bu islemin morfolojik 6zellikleri arasi nda hticre
hacmi kaybr , plazma zari ni n hiperaktivitesi ve periferik heterokromatinin yogunlagsmasi , ardi ndan
cekirdegin ve sitoplazmani n kromatin fragmanlari iceren ¢ok say1 da zarla cevrili gévdelere bélinmesi yer
al r. (Wyllie ve digerleri, 1980; Wyllie, 1987; Bortner ve digerleri, 1995; Earnshaw, 1995). Hayvanlarda yapi lan
deneyler ve |6semi hastalari nda dolasan patlamalarla ilgili cali smalar, apoptozun in vivo kemoterapiye yani t
olarak da meydana geldigine dair kani tlar saglami sti r. Iinsan akut I6semi hiicre dizilerinin (HL-60 hiicreleri),
kemoterapi ile iliskili apoptotik proteolitik olaylari ncali smasi nda 6zellikle bilgilendirici oldugu
kani tlanmi sti r.Buarasti rmalari nsonuglari , HL-60 hicrelerinin cesitli kemoterapdtik ajanlarla tedavisine
sitokrom c'nin artan sitosolik translokasyonu, CPP32 aktivasyonu (kaspaz 3) ve PARP'nin bozulmasi ni n eslik
ettigini gostermistir (Lazebnik ve digerleri, 1994; Tewari ve digerleri, 1995). Bcl-2 ailesinin, apoptozda aktivatér
(Bax) veya inhibitér (Bcl-2) olarak 6nemli bir diizenleyici rol oynadi g1 , Bcl-2 ve Bax proteinlerinin orani ni n
duzenlenmesinde anahtar bir faktor olarak kabul edildigi de gosterilmistir. apoptotik stire¢ veya hiicre 6lumu (Rao
ve White, 1997; Adams ve Cory, 1998; Green ve Reed, 1998).

HA, geleneksel Cin ti bbi nda kullani Imi1 sti r ve anti-enflamatuar, anti-hipertansif, anti-
neoplastik ve hemostatik aktiviteler dahil olmak Gzere cesitli farmakolojik 6zelliklere sahiptir (Guan
ve Yang, 1999). Bu ¢ali smada, monomerik protokatekuik asidin fenolik tirevlerinden polimerize
edilen sentetik HA'ni ninsan premiyelositik I6semi HL-60 hicrelerinin kulturleri Gzerindeki in vitro
etkilerini arasti rdi k. Verilerin analizi, HA'n1 n, apoptozu karakterize eden ultrastriktirel ve
biyokimyasal 6zellikler sergileyen 6élmekte olan hucrelerle birlikte, HL-60 hicrelerinin kitlesel

dlimune neden oldugunu ortaya koymaktadi r. Ek olarak, HA'y1 apoptotik siirece baglayan
biyokimyasal adi mlar incelenmistir.
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Malzemeler ve yontemler

Kimyasallar

Fetal si 1 r 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) sati nali nmi sti r. Bax tavsan poliklonal antikoru ve Bcl-2 fare monoklonal antikoru, Oncogene Reseach
Products'tan (Cambridge, MA) sati nali nmi sti r. PARP tavsan poliklonal antikoru, Upstate biotechnology'den
(Lake Placid, NY) sati nali ndi .Kaspaz 3'e karsi tavsan poliklonal antikoru, Santa Cruz Biotechnology, Inc.'den
(Heidelberg, Almanya) sati nal ndi . ApoAlert Kaspaz Kolormetrik Tahlil Kitleri, Clontech Laboratories, Inc.'den
(Palo Alto, CA)sati nali nmi st r.SuperSignal ULTRA chemilumines cence substrati , Pierce'den (Rockford, IL)
satt nali ndi . Diger tim kimyasallar ticari olarak temin edilebilen en yuksek kalitedeydi ve Merck (Darmstadt,
Almanya) veya Sigma Chemical Co. tarafi ndan tedarik edildi.

Sentetik HA'n1 n hazi rlanmasi

Sentetik HA, daha 6nce a¢i klandi g1 gibi (Haninen ve digerleri, 1987) kucuk degisikliklerle yayr nlanan
prosedure gore sentezlendi . Oksidatif polimerizasyon icin 100 ml distile suda 1 g protokatekuik asit sodyum periyodat
ile 24 saat 50 jC'de calkalanarak su banyosunda okside edildi. 3,000 g'de santriflijlemeden sonra stipernatan, 0.1 N
HCI ile pH 1.0'a asitlestirildi. Asitlestirilmis solUsyon tekrar santrifijlendi ve ¢okelti, HA'y1 ¢6zmek icin 0.1 N NaOH ile
islendi. HA, XAD-7 recinesi ile absorpsiyon kromatografisi kullani larak daha da saflasti ri Idi  ve daha dnce tarif
edildigi gibi (Yang ve dig., 1996) Sephadex G-25 kromatografisiyle daha da fraksiyonlandi . Nihai HA soltsyonu, bir
Molecular/Por membrani ndan (molekdl agr rli g1 <500 Da olan partikulleri harig tutan) ultra-filtrelendi. Bu genel
prosedur, HA'yi (500 Da MW ile birkag on binlerce Dalton arasi nda) ve disuk molekuler agr rli kli  HA'yi (MW <
500 Da ile) ay1 rabilir.

Hicre kilttrd ve hiicre buylmesinin ve hiicre canli It g ni n degerlendirilmesi

Bir insan akut promyeloblastik I6semik hticre dizisi olan HL-60 hiicreleri, Amerikan tipi Culture Collection'dan
(Rockville, MD) elde edildi. Bu hucreler, 37 jC'de %5 CO2 ile nemlendirilmis bir inkibatérde %101 s yla inaktive
edilmis FBS, 2 mM glutamin, %1 penisilin-streptomisin-neomisin ile desteklenmis RPMI-1640 icinde buytildd. Hicre,
HA ilavesinden 6nce 6 oyuklu plakalara ekildi. HL-60 huicreleri, 24, 48 ve 72 saat boyunca ¢esitli konsantrasyonlarda
(0, 50, 100, 200 ve 400 Ag/ml) HA ile inkiibe edildi. Kulturler toplandi  ve bir hemasitometre ile hiicre siispansiyonlari
sayl larak hucre sayr si izlendi. Hicre 106 hiicre/ml), tedavi blylimesinden dnce ve sonra kontrol edildi (2.0, tripan
mikroskobu kullantOfahdlcinteipveiyasayabilirlik (1.0 mavisi di slama kullani larak HA ile ve faz kontrast

DNA apoptotik parcalanmasi icin TUNEL testi

DNA fragmantasyonu, KLENOW FrgEL DNA fragmantasyonu ile terminal deoksinUkleotidil transferaz araci i
dUTP nick ug etiketleme (TUNEL) yontemi kullani larak tespit edildi.
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tespit kiti (Calbiochem, San Diego, CA) (Gavrieli ve digerleri, 1992). Ki saca, apoptotik HL 60 htcreleri (106 htucre/ml)
proteaz K il pkidyenkédtiolchatdendajers pleittdstiaz caetsiayidnae o lHROR il€li0ddahie leddd|eApidis oz noie 28l Agim| s
DNA'ni n 3V-OH uglart ni n, 37 jC'de klenow kullani larak biotin-dNTP ile etiketlenmesiyle saptandi . 1.5 saat Lamlar
daha sonra streptavidin yabanturpu peroksidaz konjugati ile inkibe edildi, ardi ndan 3,3V-diaminobenzidine ve H202 ile
inkibasyon yapi Idi .Apoptotik hicreler, 1 s1 k mikroskobu alti nda gorilen koyu kahverengi cekirdekleriile tani mlandi .

DNA jel elektroforezi (DNA Laddering)

hicrelerinde interntkleozomal DNA bélinmesinin varli g1 (1.0, DNA jel elektroforezi ile arasti r106igte/mIPNA60
saflasti rma kiti (Gentra Corp, Minneapolis, Minn, ABD) Ureticinin talimatlari na gore kullani Imi sti r. DNAsafli g1 ve
konsantrasyon, etidyum bromur iceren %1.5 agaroz jel yoluyla elektroforez yoluyla belirlendi, ardi ndan ultraviyole
aydi nlatma alti nda g6zlemyapi Idi .

Toplam hlicre 6zUtinin hazi rlanmasi  ve immunoblot analizi

TUm hucre ekstraktt ni hazi rlamak icin HL-60 hucreleri (5.0 105 hicre/ml) bir kez soguk fosfat tamponlu tuz
(PBS)ileyr kandi ve 100 Al lizis tamponu (10 mM Tris-HCI (pH 8), 0.32 M sukroz, %1 Triton X-100, 5 mM EDTA) icinde
stispanse edildi. 2 mM DTT ve 1 mM fenilmetil stlfonilflorur).

Suspansiyon 20 dakika buz Gizerine kondu ve daha sonra 5000 rpm'de 20 dakika 4 jC'de santrifujlendi. Toplam protein
icerigi, standart olarak si g1 r serum albumini kullani larak Bio-Rad protein tahlil reaktifi ile belirlendi ve protein 6zleri,
numune tamponunda (0,062 M Tris-HCl, %2 SDS, %10 gliserol ve %5 (hacim/hacim) sulandi i Idi ) h-merkaptoetanol) ve
kari si m 5 dakika kaynati Idi . Denatlre proteinlerin esit miktarlari (50 Ag) her seride yiklendi, %10 veya %12 SDS
poliakrilamid jeli Gzerinde ayr1 Idi , ardi ndan proteinler gece boyunca PVDF zarlari na aktari Idi . Membranlar, oda

st cakh @1 nda 20 dakika boyunca %5 yagsi z kuru sit iceren Tris tamponlu salin icinde %0.1 Tween-20 ile bloke edildi
ve membranlar, 2 saat boyunca birincil antikorlarla reaksiyona sokuldu. Daha sonra SuperSignal ULTRA kemiluminesans
substrati ile gelistirilmeden &nce yaban turpu peroksidaz konjuge keci anti tavsan veya anti fare antikoru ile 2 saat inktbe
edildiler.

Kaspaz-3 aktivite testi

Supernatandaki kaspaz-3 aktivitesi, ApoAlert Caspase Colormetric Assay Kits 105 cell/ml kullani larak belirlendi (Gottlob
Ki saca, HA ile 6n inkiibasyonun ardi ndan, HL-60 hiicreleri (5.0 toplandi  ve soguk PBS ile y1 kand ve Diader ko rad9sgre
topaklari , 10 dakika boyunca buz tzerinde liziz tamponu kullani larak parcalandi .
Eppendorf santrifij kullani larak 3 dakika 4 jC'de 13 000 rpm'de santriflijlemeden sonra stpernatanlar toplandi ve DEVD-
pNA (p-nitronilin) ile 50 AM'lik son konsantrasyona eklendi. Her numune bir su banyosunda 37 jC'de 1 saat inklbe edildi ve
405 nm'de optik yogunluk &lctldi. Cesitli pNA miktarlari ni n A405'i dlcllerek standart egriyapi Idi  ve A405 degeri
Uretilen pNA miktarlari na donusturalda.
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Nitrik oksit (NO) Tayini

HL-60 hicrelerinden sali nan NO, Griess testi (Ungureanu-Longrois ve digerleri, 1995)
kullani larak 105 hucre/kultir ortami nda nitrit (NO2) konsantrasyonu élgulerek belirlendi . HL-60
hucreleri (5 mi), %10 FBS ile RPMI-1640 icinde 6 oyuklu kultlir plakalari nda kualtirlendi ve daha
sonra 4 saat HA ile inkube edildi. Ortam, inklbasyondan sonra Dulbecco'nun PBS'si ile degistirildi,
¢unkd HA bir floresans bilesigidir ve verileri engelleyecektir. 4 saat sonra tampon toplandi ve bir
kez 1500 g'de 15 dakika 4 jC'de santrifujlendi ve bu sipernatandan 150 Al, 1:1 (hacim/hacim) Griess
reaktifi (%0.75 sulfanilamid) kari s1 mi na eklendi 0,5 N HCI/%0,075 N-(1-naftil) etilendiamin
icinde [nihai konsantrasyon] ve absorbans caydi rn ¢ ydi
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Sekil 1. HA'ni n HL-60 hticre buylmesi (A) ve canli It g1 (B) Gzerindeki etkileri. HL-60 hiicreleri 0, 50, 100, 200 ve 400 Ag/ml (105 htcre/
blytumesi (tripan mavisi di slama kullani larak HArihd) 21 muamelie siditdfazkamiradt rkildnas Kabsadi i) kianobkoiti e stintre D4, 48
hicreleri belirtilen streler boyunca aracta tutuldu. Kdlttrler toplandi  ve hicre stispansiyonlari  bir hemasitometre ile sayr larak
hiicre sayl si a¢i s ndan izlendi. Sonuglar ortalama F'dir. Ug tahlilin SEM'i.

* Kontrol grubuyla karsi lasti 1 Idi g1 ndaanlamh farki
gOsterir (p < 0.05).
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540 nm'de bir spektrofotometre ile ¢ kari Idi . Bilinen sodyum nitrit konsantrasyonlari kullani larak standart bir egri
olusturuldu.

Istatistik

Verilerin ortalama degerleri sapmalari yla birlikte sunulur (Ug tahlilin ortalama F SEM'si). Tum veriler varyans analizi (ANOVA)
ve ardi ndan ikili karsi lasti rma i¢in Dunnett testi ile analiz edildi.
Istatistiksel anlamli I k p < 0.05 olarak tani mlandi

Sonug

Bu cali smada, HA ile iliskili apoptoz indiksiyonunu arasti rmak ve ilgili molekiler mekanizmayi /mekanizmalari ifade
etmek icin bir HL-60, insan promiyelositik |6semi hiicre dizisi kullandi k. Apoptoz, hiicre blzilmesi, kromatin yogunlasmasi
ve interniikleozomal DNA fragmantasyonu ile karakterize edilen karmasi k bir siirectir. Monomerik protokatekuik asidin (PCA)
fenolik tirevlerinden polimerize edilen HA'ni n sentetik formu kullani Idi  (Yang ve digerleri, 1994, 1996).

HA'ni n hicre biytumesi ve HL-60 hiicrelerinin canli T g1 Gzerindeki etkisi

HA'ni n HL-60 hicrelerinin gogalmasi  ve hayatta kalmasi  Gzerindeki potansiyel etkilerini arasti rmak igin, 24, 48 ve 72
saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (0-400 Ag/ml) HA'ya maruz bi raki Idi lar. Sekil 1(A), tripan mavisi di slamasi
kullani larak belirlendigi tizere, doza ve zamana bagl bir sekilde HA kaynakli hiicre 6limuni gostermektedir. Ayri ca,

HA'ni n hicrecanli I g Gzerindeki etkisinin doza ve zamana bagli  oldugu g6sterildi (Sekil 1B).

tablo 1

Monomerik PCA, diistik molekiler agi rli ki HA, HA ve taksoliin HL-60 hiicre blytmesi Gzerindeki etkileri

Konsantrasyon Hicre biytimesi (105)

24 saat 48 saat
Kontrol 514K0,15 9,18K0,12
100 Ag/ml PCA 4,55K0,11* 3,72 4,52 K0,06* 3,22
200 Ag/ml PCA 100 K 0,06* K0,11* 7,93 K
Ag/ml HA (MW < 500) 4,94K 0,03 0,63* 5,98 K
200 Ag/ml HA (MW < 500) 4,17 K0,13* 3,02 0,32*% 3,08 K
100 Ag/ml HA K0,17* 2,37 K 0,02* 1,48 K
200 Ag/ml HA 0,1 0,15% 2,41 K 0,11*0,34 F
Ag/ml Taxol 0,2 0,12* 1,78 K 0,06* 0,19 F 0,08*
Ag/ml Taxol 105 0,45%

agr rli k HA (1061uer2dthgresi})iHa (5660 tra 3y tdalinentafsedi OPTag 00D Ag/201) 24) ke 3kaaikraks60 %0 EfEQ, G imbdajddé ) il@dplémmeytndiyeti
DMSO'nun izlenen parametrelerin hicbiri Gzerinde etkisi olmami sti r.Kontrol hicreleri, belirtilen stireler boyunca (24 ve 48 saat) aragta
tutulmustur.Sonuglar, 3 tahlilin ortalama F SEM'si olarak sunulmustur.

* Kontrol grubundan énemli bir farki  gésterir ( p < 0.05).
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Cali smalar, monomerik bir fenolik bilesik olan PCA'ni n antioksidan ve antitimar destekleyici aktiviteler gdsterdigini
gOstermistir (Tseng ve digerleri, 1996, 1998). Taksol, I6semiler gibi ¢esitli habis hiicrelere karsi antitimor aktivite sergileyen
bir diterpenoid bitki Granudir (Wani ve digerleri, 1971; Rowinsky ve digerleri, 1989). Bu cali smada monomerik PCA, dusuk
molekdler agr rli kli  HA (MW <500 ile), HA ve taksolin HL-60 hicrelerinin blytumesi Gzerindeki etkileri de incelenmistir.
HL-60 hucreleri 105 hucre/ml), gesitli konsantrasyonlarda monomerik PCA (100 ve 200 Ag/ (2.0 mi), distuk molekdl agr rli ki
bilesiklerinHRAADA ¥glROD Algkul )aGiA (i0&ive RI3) Wg/veltdksioleidio0eakse byl neediZiAeyimi)e2dor\@dssaatiablomi, Indan
inhibitor etkiler sergiledigini gdstermektedir. PCA ve HA, disik molekuler agr rli ki HA'ya ki yasla HL-60 hiicre blytimesi
Uzerinde daha yuksek inhibitor etkiler gosterdi.

HA ile Apoptoz indiiksiyonu

Ayri ca 24 saatlik inkuibasyondan sonra 100 Ag/ml HA ile tedavi edilen HL-60 hiicrelerinin ¢ogunun yogunlasti r Imi s
cekirdekler icerdigini de bulduk. Sekil 2, TUNEL tahlili kullani larak HA ile islenmis HL-60 hticrelerinin karakteristik bir
populasyonunun bir fotografi di r. Apoptotik hiicreler, 1 s1 k mikroskobu alti nda goérildtugu gibi koyu cekirdeklerle tani mlani r.
HA ile muamele edilmis kromozomal DNA'nI n agaroz jel elektroforezi, merdiven benzeri bir DNA modeli ortaya ¢ kardi

(A) Control
-
(B) HA
s
*
. - -, ‘ -
'
”

Sekil 2. HA'ya maruz kalan HL-60 hiicrelerinin TUNEL testi. HL-60 hucreleri, (A) olmadan veya 100 Ag/ml HA (B) ile 24 saat muamele edildi
ve mikroskop alti nda incelendi. U¢ bagi msi z deneyden elde edilen tipik bir sonug gésterilmektedir. Cubuk, sabah 10'u temsil eder.
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yaklasi k 180-200 baz ciftinin katlari ndan olusan fragmanlar (Sekil 3). HA'ni n apoptozu indikleyen aktivitesi doza ve
zamana bagh ydi (Sekil 3A ve B).

HA'ni n Sitokrom c Uzerindeki Etkisi

Sitokrom c'nin sitozol seviyeleri, western blot analizi kullani larak incelenmistir. Bu analizin sonuglari , sitosolik
sitokrom c miktari ni n kademeli olarak 4 saatten 24 saate yukseldigini gosterdi (Sekil 4B). HA'ni n (0, 50, 100, 200 ve
400 Ag/ml'de) 24 saatlik tedaviden sonra sitokrom c translokasyonu Uzerindeki konsantrasyon-yani t etkisi de belirlendi
(Sekil 4A), HA'ni n mitokondriden sitokrom c translokasyonunu artti rdi g1 ni  ortaya koydu doza ve zamana bagh

olarak sitozole
bigim.

HA'n1 n Kaspaz 3 Aktivitesi ve PARP bolinmesi Uzerindeki etkileri

Apoptozu tetikleyen kaspazlari n aktivasyonunda sitokrom c'nin yer aldi g1 bildirildiginden, kaspaz 3'n HA'ya
hicre yani t1 ndaki rolint arasti rdi k. HA ile muamele edilmis hlicrelerdeki kaspaz aktivitesi, kolormetrik analiz
kullani larak olculdu. Sekil 5'te gosterildigi gibi, HA (100 Ag/ml), islenmis HL-60 hicrelerinde kaspaz-3 aktivitesinde 4
saatten 24 saate bir arti sa neden oldu. PARP, DNA onari m stirecinde yer alan bir ntkleer enzimdir ve 116 kDa PARP
proteininin, son zamanlarda kaspaz-3 olarak adlandi ri lan bir proteaz olan CPP32'nin etkisiyle 89 ve 24 kDa'li k
parcalara bolindugu belirlenmistir (Nicholson ve ark., 1995). PARP'I n bu spesifik proteolitik bélinmesinin bir

(A) (B)

M 0 50 100 200 (ugml) O 4 8 12 24 M (h)

Sekil 3. HA'ya maruz kalan HL-60 hicrelerinin DNA fragmantasyonu. (A) HL-60 hiicreleri, 24 saat boyunca 0, 50, 100 ve 200 Ag/ml HA ile
inklibe edildi. (B) HL-60 huicreleri, 0, 4, 8, 12 ve 24. saatlerde 100 Ag/ml HA ile inktbe edildi. DNA fragmanlari ni nvarli g , DNA
merdivenleriniyansi ti r, etidyum bromirle boyanmi s jel Gizerinde gérintilendi. U¢ bagi msi z deneyden elde edilen tipik bir sonug
gosterilmektedir. M: molekiler agr rli k belirtecleri.
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Sekil 4. HA maruziyetinden sonra sitokrom c protein seviyelerinin Western blot analizi. (A) HL-60 hucreleri, 24 saat boyunca 0, 50, 100, 200
ve 400 Ag/ml HA ile islendi. (B) HL-60 huicreleri, 0, 4, 8, 12 ve 24. saatlerde 100 Ag/ml HA ile islendi. Her numuneden ali nan protein (50
Ag), %12 SDS-PAGE'de ¢6zuldi ve western blot yapr Idi . Sitokrom c protein bantlari ndaki nispi degisiklikler dansitometrik analiz
kullani larak &lctildi. Ug bagi msi z deneyden elde edilen tipik bir sonuc gdsterilmektedir.
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Sekil 5. HL-60 huicrelerinde HA kaynakli  kaspaz-3 aktivasyonu igin zaman aki si . (A) HA maruziyetinden sonra kaspaz-3 protein
seviyelerinin Western blot analizi. HL-60 hucreleri, 0, 4, 8, 12 ve 24. saatlerde 100 Ag/ml HA ile islendi. Her numuneden ali nan protein (50
Ag), %12 SDS-PAGE'de ¢dzlldu ve western blot yapi Idi . (B) HL-60 hicreleri, 100 Ag/ml HA ile islendi ve numuneler 0, 4, 8, 12 ve 24 saatte
toplandi . Kaspaz proteazlari n enzim aktivitesi, Malzemeler ve Yontemler'de a¢i klandi §i gibi belirlendi. Kaspaz-3 aktivasyonu, Kaspaz
3'lin spesifik bir kolorimetrisi olan Ac-DEVD-pNA kullani larak 6l¢uldi. pNA'ni nsali mi , bir spektrofotometre kullani larak 405 nm'de
6lculdu. Kaspaz aktivitesi, pNA degisimi (nmol) olarak ifade edildi. Sonuglar, (¢ tahlilin ortalama F SEM'si olarak sunulur.

* Kontrol grubuyla karsi lasti rn Idi g ndaanlamli farki gosterir (p < 0.05).
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Sekil 6. HA'ya maruz kaldi ktan sonra PARP protein seviyelerinin Western blot analizi. HL-60 hiicreleri, 0, 4, 8, 12 ve 24. saatlerde 100 Ag/
ml HA ile islendi. Her numuneden ali nan protein (50 Ag), %10 SDS-PAGE'de ¢6ziild(i ve western blot gerceklestirildi. U¢ bagi msi z
deneyden elde edilen tipik bir sonug gosterilmektedir.

apoptozun biyokimyasal belirteci (Nicholson ve digerleri, 1995), PARP antikoru kullani larak Western-blot deneyi
yap! Idi .Sekil 6, HA'n1 n (100 Ag/ml) eklenmesinden 8 saat sonra 89 kDa'li k parcalara bélinen PARP'yi

go6stermektedir.
HA'nI n Bcl-2 ve Bax Protein Uzerindeki Etkisi

Kilturlenmis HL-60 hiicrelerinde Bcl-2 ve Bax protein seviyelerinin katt I mi , HA araci I apoptozda incelenmistir.
Bcl-2 ve Bax'i n Western blot analizi, %12 SDS-PAGE'de ¢ozuldu. Sekil 7'de gosterildigi gibi, HL-60 hicrelerinin HA ile
inkiibasyonu, doza ve zamana bagli  bir sekilde Bax protein seviyelerini Snemli dl¢tide artti rdi . Bununla birlikte,

Bcl-2 proteini Uzerinde herhangi bir etki olmami st r. HA kaynakli apoptozdaki arti s, Bax'taki arti sla iliskilendirildi.
Bu sonuglar, HA'ni n Bcl-2 ve Bax orani ni bozabilecedini ve dolayl si yla HL-60 hicrelerinin apoptozisine yol

acabilecegini gostermektedir.
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Sekil 7. HA'ya maruz kaldi ktan sonra Bcl-2 ve Bax protein seviyelerinin Western blot analizi. (A) HL-60 hicreleri, 24 saat boyunca 0, 50,
100, 200 ve 400 Ag/ml HA ile islendi. (B) HL-60 hicreleri, 0, 4, 8, 12 ve 24. saatlerde 100 Ag/ml HA ile islendi. Her numuneden ali nan
protein (50 Ag), %12 SDS-PAGE'de ¢6ziildii ve western blot gerceklestirildi. U¢ bagi msi z deneyden elde edilen tipik bir sonug
gOsterilmektedir. Bcl-2 ve Bax protein bantlari ndaki nispi degisiklikler, dansitometrik analiz kullani larak 6lgtldd. * Kontrol grubuyla
karsi lasti ri Idi g1 ndaanlamli farki gosterir (p <0.05).
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Sekil 8. HA'ya maruz kalan HL-60 hiicrelerinden NO olusumu icin zaman aki s1 . HL-60 huicreleri, cesitli HA konsantrasyonlari ni n
(0, 50, 100, 200 ve 400 Ag/ml) yoklugunda ve varli g1 nda 4 ve 12 saat slireyle inklibe edildi ve ardi ndan NO olusumu 6lguld.
Sonuglar, Ug tahlilin ortalama F SEM'si olarak sunulur. * Kontrol grubuyla karsi lasti ri Idi g1 nda anlamli

bir farki  gésterir (p < 0.05).

HA isleminin NO Uretimi Gzerindeki etkileri

HA'ni n NO Uretimi Uzerindeki etkileri, NO'nun kararli  son metaboliti olan nitrit (NO2 ) olusumu 6lctlerek belirlendi .
Sekil 8, farkli HA konsantrasyonlari nda (0, 50, 100, 200 ve 400 Ag/mL) gesitli 6n islem sureleri (4 ve 12 saat) icin HA'ni n
nitrit olusumu Gzerindeki etkilerini géstermektedir. Muamele edilmemis hticrelerde nitrit olusumu deney periyodu boyunca
degismedi, ancak HA 6n muamelesi, konsantrasyona bagh bir sekilde 12 saatte NO olusumunu artti rdi .

Tartt sma

Son ¢ali smalar, apoptoz ve kanser arasi ndaki iligskiyi vurgulami s, neoplastik transformasyon, ilerleme ve metastaz
sureclerinin normal apoptotik yolaklari n degisimini icerdigini 6ne stren kani tlar artmaktadi r (Bold ve digerleri, 1997).
Apoptoz, kanser hiicrelerinde apoptozu indlkleyerek antitimaor etkilerini uyguladi g bildirilen bircok kemoterapétik
ajanla etkili antikanser tedavisi i¢in bazi ipuglari verir (Kamesaki, 1998). Burada bildirilen veriler, HA'ni n kultarlenmis
insan premiyelositik I6semi HL-60 hiicrelerinde cogalmay!  6nleyici etki ve blytime inhibisyonu uyguladi g1 ni ortaya
koymaktadi r.

Ayri ca, bu ¢ali smada, 6lmekte olan hicreler, kromatin yogunlasmasi ve interniikleozomal DNA fragmantasyonu ile
iliskili hiicre canli I @1 kaybi ile gosterildigi gibi, apoptozun karakteristigi olan ultrayapi sal ve biyokimyasal 6zellikler
sergiledi.

Bu cali smaayri ca, cogu apoptozun biyobelirtecleri olarak kullani lan ve HA kaynakli HL-60 insan I6semi apoptotik
hicre 6lima ile iligkili olaylari  da tani mlamaktadi r. Apoptoz, hiicre 6limtine yol agan bir dizi molekdiler olayr n
aktivasyonunu iceren oldukga dizenlenmis bir stirectir. Erken cali smalar, HL-60 hiicrelerinin cesitli kemoterapotik ajanlarla
tedavisine, PARP dahil olmak Uzere bir dizi ntkleer polipeptitin proteolitik bozunmasi ni n eglik ettigini gdstermistir.
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(Lazebnik ve digerleri, 1994; Tewari ve digerleri, 1995). Ayri ca immunoblot ve aktivite deneyleri, PARP'yi parcalayabilen
enzimlerden biri olan kaspaz 3'Un, bir dizi farkli ajanla tedavi edilen insan I6semi hatlari nda aktive edildigini gésterir.
Kaspaz 3 aktivasyonunun ve ardi ndan poli (ADP riboz) polimerazi n (PARP) bélinmesinin apoptoza yol acan ardi s1 k
seri olaylarda anahtar rol oynadi g1 dustnulmektedir (Lazebnik ve digerleri, 1994; Tewari ve digerleri, 1995). Apoptoz
geciren HL-60 hucrelerinin, mitokondride buna karsi Ii k gelen bir azalma ile birlikte, sitozolde bir sitokrom c
ylkselmesine sahip oldugu bulundu (Yang ve digerleri, 1997). Kaspaz 3'Un bu aktivasyonu, sitokrom c'nin mitokondriden
sitozole sali nmasi yla baslami s gibi gérinmektedir (Nicholson ve digerleri, 1995). Mevcut ¢cali smada, HL-60
hicrelerinin HA ile induklenen apoptozunun sitokrom c'nin artan sitozolik translokasyonu, kaspaz 3 aktivasyonu ve
PARP'nin bozulmasi ni naraci Ii kettigini gdsteren kani tlar sunuyoruz. Son zamanlarda, bircok makale, apoptotik
hicre 6lumunde interntikleozomal DNA fragmantasyonunun gerekli olmadi g1 ni ve bazi nekrotik hiicre 6lumlerine
interniikleozomal DNA fragmantasyonunun eslik ettigini bildirerek, bu fragmantasyonun apoptotik hticre 6limuandn bir
gostergesi olarak yeterli olmayabilecegini dusindurmektedir (Cohen ve ark . ., 1992; Schulze-Osthoff ve arkadaslari ,
1994). Bununla birlikte, apoptozun merkezi mekanizmasi ni n evrimsel olarak korundugu ve kaspaz aktivasyonunun bu
karmasi k apoptotik yollarda énemli bir adi m oldudu aci kti r (Thornberry ve Lazebnik, 1998). Bu nedenle verilerimiz,
HA kaynakli hucre 6lumunin apoptoz ile iliskili olduguna dair ek 6nemli kani tlar saglar.

Bcl-2 ve Bax gen urunlerinin apoptotik hiicre limunde 6nemli rol oynadi g1 gosterilmistir (Oltvai ve digerleri, 1993;
Jacobson ve digerleri, 1994; Jacobson ve Raff, 1995). Bcl-2 ailesinde, Bcl-2 ve Bax proteinlerinin orani , apoptotik stirecin
dizenlenmesinde anahtar bir faktor olarak kabul edilmistir (Rao ve White, 1997; Adams ve Cory, 1998; Green ve Reed,
1998). Bu ¢ali smada, HA kaynakli apoptozdaki arti s, hetero dimerize olan ve bdylece Bcl-2'yi inhibe eden Bax proteini
seviyelerindeki arti sla iligskilendirildi. Bununla birlikte, ihmal edilebilir diizeyde Bcl-2 azalmasi g6zlendi. Cali smami z,
HA'ni n Bcl-2 ve Bax orani ni degistirebilecegini ve dolayr si yla HL-60 hiicrelerinin apoptozisine yol agabilecegini
gOstermistir.

Hucresel stireclerden, biytk miktarda birikmis kani t, Ca2 + ve oksidatif stresin apoptozun ortak bir araci si olarak
anahtar bir rol oynadi g1 ni  gostermektedir (Cohen ve Duke, 1984; McConkey ve digerleri, 1988; Ueda ve Shah, 1992;
Forrest ve digerleri. digerleri, 1994; Nosseri ve digerleri, 1994). Son ¢ali smalar, HA'ni ncanli i § azaltabilecegini ve
kaltarlenmis endotel hiicrelerinin iglevini degistirebilecegini gostermektedir. Daha énce HA'ni n endotelyal hiicrelerle
etkilesiminin Ca2+ gecirgenligini dogrudan arti rabilecegini, dolayir si yla protein kinaz vedveyatiijarakaiaspagu mli
yoluyla Ca2+ ikinci haber¢iAistemiendsin ikl eayaraibitesyediin @dstefmadstikiiasypne ¢ apepidAbd sbeeR)aBanguileeklirir z,
sitosolik Ca2+ konsantrasyonunun ylkselmesi yoluyla HL-60 hiicre 6limunu indikleyebilecegini ima eder (Hseu ve
digerleri, 2002a).

HA'da serbest radikallerin varli g1 , ESR spektroskopisi kullani larak ortaya ¢i kart Imi sti r(Lu ve digerleri, 1988).
Son arasti rmalar, radikallerin HA'ni n kati  (makromolekuler) matrisinde immobilize edildigini géstermistir (Jezierski
ve digerleri, 2000). S1 can karaciger mitokondrisinde podzol ile uyari lan solunumdan ekstrakte edilen humik ve fulvik
asit, huicre ici reaktif oksijen turlerinin olusmasi na neden oldu (Visser, 1987). Bir dizi cali sma, kilttrlenmis tavsan
eklem kondrositlerinde HA kaynakli  oksidatif hasara stperoksit anyon tretiminin araci I k edebileceg@ini gdstermistir
(Liang ve digerleri, 1998; Liang ve digerleri, 1999). Onceki arasti rmami z, HA kaynakli ekinosit déniisiminin insan
eritrositlerinde oksidatif Uretim yoluyla gerceklestigini gostermistir (Hseu ve digerleri, 2000). Bu nedenle, bu cali smada
HA'ni n neden oldugu HL-60 hiicrelerinde oksidatif stresin apoptozun bir araci si  olabilecegini tahmin ettik. Onceki
arasti rmalari mi z, endotel hiicrelerinin HA tedavisinin NO Uretimini ve bunun sonucunda hicreyi uyardi g1 ni
goOstermistir.
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yaralanma (Hseu ve digerleri, 2002b). Bu nedenle, kulturlenmis HL-60 hucrelerinde 6limcul hicre hasari
strecinde HA'n1 n nitrik oksit (NO) olusumu Gzerindeki etkilerini inceledik. SUperoksit anyonu ile reaksiyona
giren NO'nun, peroksinitrit anyonu gibi oksidanlari n (ROS) olusumunu artti rdi g1 ve bunun ytksek
sitotoksisite ile sonuglandi g1 gosterilmistir (Beckman ve digerleri, 1990; Huie ve Padmaja, 1993; Noronha-
Dutra ve digerleri. ., 1993). HL-60 hticrelerinin HA tedavisinin, HL-60 hiicre hasari na neden olabilecek NO
Uretimini uyardi g1 ni Gneriyoruz.

Sonug olarak HA, HL-60 hiicrelerinde sitokrom c translokasyonu, kaspaz 3 aktivasyonu, PARP'nin bozulmasi
ve Bcl-2 ve Bax'l n duzensizligiile iliskili apoptozu indikleyerek antiproliferatif bir etki sergiler. Apoptoz, kanser
arasti rmasi ni n yeni bir terapotik hedefi haline geldi ve bu sonuglar, HA'ni  n yeni ilag Grtnlerinin
gelistiriimesinde uygulanmak tzere antikanser 6zelliklere sahip olabilecegdini ima ediyor. Bununla birlikte, bu
umut verici bulgulari  dogrulamak igin aktivitesinin daha fazla in vivo arasti ri Imasi garanti edilir.

tesekkurler

Bu cali sma NSC 91-2320-B-242-009, DMR 90-131 ve CMU 91-NT-01 hibeleri ile desteklenmistir.
Ulusal Bilim Konseyi ve Gin Cumhuriyeti Cin T p Universitesi'nden.
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