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OZET

Amag: Nitrik oksit (NO) ve reaktif oksijen tirleri (ROT) gibi organ mikrocevre faktorleri ve
onlarin apoptoz ile etkilesimleri, normal hiicrelerin ve kanser hiicrelerinin davranislarin
etkileyebilir. Bu olasilik sagaltim stratejileri icin yeni hedefler saglayabilir. NO'nin timor
hiicresinin yasamini siirdiirmesi, redoks homeostazi; tiimor hiicrelerinin genetik ve epigenetik
yapilanmasi gibi olaylarda rolii bulunmaktadir. Bu calismada NO'nin yonlendirdigi hiicre
olumiinde ROT'un [Hidrojen peroksit (H,0,) ile taklit edilmistir] etkileri arastirilmstir.

Yontem: insan servikal karsinoma hiicre dizisi (HeLa); Dulbecco's Minimum Essential Medium
(DMEM) ile uretilmistir. Hiicrenin yasami ve proliferasyonlari, niceleyici koloritmetrik bir 3 (4,5
dimetiltiyazol- 2 il)-2,5- difenil tetrazolyum bromid (MTT) deneyi ile taranmistir. DNA'ya
baglanan boya Hoechst 33342 (HOE 33342) ve propidyum iyodid (PI), niikleer morfoloji ve
membran bitlnliigiinin kantifikasyonu ve mikroskopik identifikasyonu icin ayirt edici boya
calismasi olarak kullanilmistir.

Bulgular: Hela hiicreleri yalmzca L-arjinin (NO uyaricis) ile uyarildiginda (NO grubu) % 66+
9.2 hiicre olmus ve olen bu hiicrelerin % 51+7.3'U “apoptotik yolak”tan gecerek olmustur. NO,
H,0, varliginda (peroksi nitrit grubu) uyanldiginda daha fazla hiicre 6lmiis (% 98.3+1.7) ve bu
olimler “nekrotik yolak”tan gecerek olmustur (% 69.3+5.7). Hicreler H,0, ile uyanldiginda
(peroksit grubu) butiin hiicreler 6lmds (% 99.3+4.1) ve hiicresel 6lim “nekrotik yolak” Gizerinden
olmustur (% 85+6.9).

Sonug: Hela hicrelerinde L-arjinin (L-arg) ve H,0,'nin hiicresel olimii belirgin olarak, fakat
farkli yolaklardan giderek arttirdiklari goriilmistur. Ancak birlikte kullanildiklarinda, H,0O,'nin, L-
arg'in yarattigi hiicresel olumi “apoptotik yolak”tan, “nekrotik yolak”a cevirdigi
gozlemlenmistir.

Anahtar sozciikler: Nitrik oksit, hidrojen peroksit, kanser mikrocevresi, apoptoz, nekroz,
servikal karsinoma hiicre dizisi.

ABSTRACT

Objective: Organ microenvironment factors such as nitric oxide (NO) and reactive oxygen
species (ROS), and their interactions with apoptosis may influence the behavior of normal and
cancer cells. This possibility may provide new targets for therapy strategies. The effect of NO on
tumor cell survival is influenced by multiple factors, including the levels of redox homeostasis,
and genetic and epigenetic make up of tumor cells. The effects of ROS [mimicked by hydrogen
peroxide(H,0,)] on NO-mediated cellular death were examined in this study.

Method: Human cervical carcinoma cell line (HeLa) was grown using Dulbecco's Minimum
Essential Medium (DMEM). Cell survival and proliferations were determined by a quantitative
colorimetric MTT assay. The DNA binding dye Hoechst 33342 and propidium iodide (HOE/PI) were

used together in a differential dye uptake assay for microscopic identification and quantification of membrane integrity and

nuclear morphology.

Results: When Hela cells were induced by L-arginine (NO inducer) alone (nitric oxide group), 66 + 9,2 % of cells died, and
of these cells 51 + 7,3 % died through an “apoptotic pathway”. We found that when NO was induced in the presence of H,0,
(peroxynitrite group), more cells died (98, 3 + 1, 7 %) through a “necrotic pathway” (69, 3 +5, 7 %). When cells were induced by
hydrogen peroxide (peroxide group) all cells died (99, 3 + 4, 1 %) and cellular death was through a “necrotic pathway” (85 +6, 9

%).

Conclusion: In Hela cells L-arginine (L-arg) and H,0, significantly increased cellular death but in distinct pathways. But
when treated together the presence of H,0, shifted cellular death caused by L-arg from apoptotic pathway to necrotic

pathway.

Key words: Nitric oxide, hydrogen peroxide, cancer microenvironment, apoptosis, necrosis, cervical carcinoma cell line.
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GIRIS

Apopitoz, nekroz ile olen hiicrelerin yapti-
ginin tersine (sisip, daha sonra eriyip, icerik-
lerini huicreler aras1 ortama birakirlar) DNA par-
calanmasi, kaspazin etkin hale gelmesi, mito-
kondriyal zar bitinligiinin bozulmasi gibi 6z-
giin morfolojik ve biyokimyasal ozellikler ile
kendini gosterir (1). Fas ligant, staurosporin (SS)
(protein kinaz c inhibitori), radyasyon veya nit-
rik oksit (NO) gibi bircok uyar sekli apoptoza gi-
decek sekilde kaspaz zincirini uyarabilir (2).

NO, bircok hucre cesidinde nitrik oksit sen-
taz enzimi yardimiile (NOS), L-arg'in guanido a-
zotu ve molekiiler oksijenden uretilmektedir
(3). Mikrocevreye bagli olarak NO, nitrosonyum
katyonu, nitroksil anyonu veya peroksinitrit gi-
bi reaktif azot turlerine (RAT) cevrilebilir (3, 4).

Suiperoksit ile NO'nun tepkimesi, son dere-
cede reaktif oksidan bir tir olan, peroksinitrit
olusumu ile sonuclanir. Peroksinitritin in vivo
olusumunun hiicre olimiinii gosterdigi distiniil-
mustur (5). NO'nun kimyasinin superoksit ve
peroksinitrit ile etkilesimi sonucunda, NO'nun
DNA hasar1, protein tiyollerin degisimi veya so-
lunum zincirindeki ve Krebs Dongusu'ndeki
mitokondriyal enzimlerin inaktivasyonu gibi
toksik etkileri ortaya cikabilir. Butun bu tepki-
meler NO tarafindan uyarilan apoptoza bagla-
nabilir (6-8).

Apoptozun NO donorleri tarafindan uyanl-
masi, endojen NO'dan daha etkindir. Bircok
hucre NO donorlerine farkli yanitlar verir ve yi-
ne farkli donorler hiicre olumuni uyarirken
farkli kinetikler gosterirler (9). Diger taraftan
farkli RAT larin sinyal transdiksiyonunda ve gen
ekspresyonunda farkliliklara neden oldugu dii-
stiinulmektedir. Farkli RAT'lar ayn1 proteinin is-
levsel etkisini arttirabilir veya baska bir isleve
degistirebilir (6, 9).

Bu calismanin amaci, kanser tedavisine ben-
zer kosullar icin SS ile apoptoz uyarilmis servi-
kal karsinoma hucrelerinde, mikrocevre kosul-
lan uzerinde NO-H,0, etkilesiminin in vitro et-
kilerini gozlemektir.
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GEREC VE YONTEM

Hiicreler ve Deneysel Uygulamalar

Deneylerde insan servikal karsinoma (HelLa)
hiicre dizisi kullamlmistir (Ankara Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi'nden Aykut Ozkul'un arma-
ganidir). Hiicre dizisi Dulbecco'nun Modifiye
Eagle Medyumu'nda (DMEM, Sigma), % 5 fetal s1-
gir serumunda (FBS) (Biochrome KG) ve % 1 pe-
nisilin/streptomisin (PS) (Biochrome KG) ile
canlandinlmistir. Hiicreler 37 °C'de, % 5 CO, ve
%95 nem ortaminda canli tutulmustur.

Hela hiicreleri, asagidaki mikrocevre ajan-
larimin seri sulandinmlan ile farkli gruplarda
karsilastinlmislardir:
1.NO donori olarak L-arg (0.02 mM-2.00 mM)
2.Geri donuslu bir NO inhibitoru olarak
N(omega)-Nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME)
(0.004 mM-0.5 mM)
3.Protein kinaz inhibitoru staurosporin (SS),
apoptoz uyaricisiolarak (0.02 mM-3.0mM)
4.Reaktif oksijen turu Uureticisi olarak H,0O,
(0.004 mM-0.5 mM).

Tum kimyasallar Sigma'dan temin edilmistir.

Sitotoksisite Deneyi

Hela hiicreleri, % 2' lik FBS'li DMEM icinde,
1x10* yogunlukta olacak sekilde 96 gozlii mikro-
titre plagina dagititmistir. Tim deney gruplan
ucer kuyucukta gerceklestirilmis ve en az ucer
kez de yinelenmistir. Hiicrelere, cogalmaya
basladiktan sonraki ilk guinden itibaren, belir-
tilen uyancilar 24 saat uygulanmistir. Hucre-
lerin yasamasi ve proliferasyonlar1 kantitatif
kolorimetrik MTT deneyi ile (Chemicon
International) degerlendirilmistir. MTT (3 (4,5
dimetiltiyazol- 2 il)-2,5- difenil tetrazolyum
bromid), canli hiicrenin mitokondriyal siiksinat
dehidrogenaz ile koyu mavi bir formazan triin
verdigi, soluk sar1 renkte bir substrattir. MTT
stok solusyonu (5 mg/mL) 100uL olarak kuyu-
cuklara dagitilmis ve 37°C'de 4 saat bekletilmis-
tir. Surenin sonunda MTT alinmis ve 0.04 N HCl
100uL olarak kuyucuklara dagitilmistir.
Absorbanslar 540 nm test dalga boyu ve 620 nm
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ikincil dalga boyunda okutulmustur. Uyarl-
mamis hiicrelerden elde edilen degerler % 100
kabul edilmistir. Hiicre yasaminin ylizdesi asagi-
daki gibi hesaplanmistir:

P=[(A) uyarilmis hicrelerde/(A) kontrol
hiicrelerinde] x 100.

Apoptoz ve hiicre oliimiiniin morfolojik
olarak degerlendirilmesi

Hiicre 6limiiniin degerlendirilmesi ve kanti-
tasyonu klasik morfolojik kriterler ve aynm za-
manda islevsel vital boyalar kullanilarak yapil-
mistir. Hoechst 33342 (HOE 33342, bisbenzimid
H 33342, Sigma), cift sarmalli DNA'nin AT'den
zengin bolgelerine 6zgu bir boyadir. Bu yontem,
hiicre membranlarinin bu iki boyaya gecir-
genlikleri arasindaki farkliliklar esas alinarak
kurgulanmistir. Olii hiicreler her iki boyaya ge-
cirgendir. Canli hiicreler her iki boyay1 da disan
atar. Apoptotik hiicreler propidyum iyodidi (PI)
atar, ancak HOE'yi atamaz. Bu yontem zamana
baglidir.

Hucreler boyama baslamadan once fikse
edilmistir. Fiksasyondan sonra %100 soguk me-
tanol eklenmis ve 20 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Metanol cekildikten sonra hic-
reler fosfat tuzu solusyonu (Phosphate Buffer
Saline, PBS) ile 3 kez yikanmistir. Daha sonra 15
dakika 37 derecede HOE boyasi (5 pg/mL)
uygulanmistir. Boyamadan sonra hiicreler yine 3
kez PBS ile yikanmistir. Mikroskopiden hemen
once Pl (50 ug/mL) uygulanmistir. Hicreler bir
Olympus BHZ, RFCA mikroskop (Japonya)
altinda, 330 nm eksitasyon dalga boyu ve 420
nm bariyer filtrede incelenmistir (10). Bes
farkli alanda en az 200 hicre sayilarak
degerlendirmeler yapilmistir.

Degerlendirmeler soyle yapilmistir:

1.Canli hiicreler: Normal c¢ekirdek,
mavi/yesil soluk kromatin,

2.Apoptotik hiicreler:

(erken apoptoz): Cekirdek icinde kromatin
yogunlasmasi ve bozulmamis cekirdek sinirlan
ile hayli yogun parlak mavi/yesil kromatin;
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(gec apoptoz): Hicbiri Pl ile boyanmamis
oldugu icin bozulmamis bir sitoplazmik memb-
ran icinde cekirdegin daha kiiciik cisimlere
ayrilmasi,

3.Nekrotik hiicreler:

(erken nekrotik hiicreler): Dagilmamis bir
cekirdek, hasara ugramis bir sitoplazmik
membran ve blyimiis kirmiz1 bir cekirdek,

(gec nekrotik hiicreler): Sitoplazma kay-
bolmus ve hasara ugramis/bozulmus cekirdek
membran ve parlak kirmizi boyanmis, biraz
yogunlasmis cekirdek.

Nitrit Olciimii

Griess Ayraci ile nitrit olarak olculmustur.
Nitrit, nitrik oksidin hizl1 oksidasyonu sonucun-
da olusmaktadir. 96 gozlu bir mikrotitre pla-
ginda, alinan her 100uL ornek (her kuyucukta
baslangic hiicre sayist 1x10"tiir) 100uL Griess
Ayraci (esit volumde %0.2 naftilendiamin dihid-
roklorid ve %2 sulfanilamid, %5 fosforik asit i-
cinde hazirlanir) ile karistirilarak 10 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra, mikroplak o-
kuyucuda (540 nm) okutulmustur. Standart o-
larak sodyum nitrit kullamlmistir (0128 pM)

(11).

istatistik Analiz

Nitrit degerlendirmeleri ve apoptotik
deneyler en az 3 bagimsiz deney ile degerlen-
dirilmistir. Her deney grubunda 8 kuyucuk cali-
silmistir (minimum n=24). iki deney grubu ara-
sindaki karsilastirma iki-yonlu t-test ile p<0,05
olarak anlamli kabul edilmistir. Sonuclar deney
ortalamasi + standart sapma olarak verilmistir.

BULGULAR

HeLa Hiicrelerinin Doza Bagli Degisen
Yasayabilirligi

L-arg'in hiicre olimu Uzerine anlamli etkisi
0.5 mM konsantrasyondan sonra baslar ve doza
bagli olarak artar. H,0,, yalmz kullanildiginda
hiicre olumu Uzerine anlamli etkisi 0.004 mM
konsantrasyonda baslar, doza bagimli olarak
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artar. L-arg, sabit konsantrasyonu 0.01mM olan
H,0, ile birlikte kullanildiginda hiicre olimi
uzerine sinerjik etki gosterirler ve anlamli etki
0.01 mM konsantrasyonda baslar. NO yanitlarn
L-NAME ile inhibe edilen grupta hiicresel olim,
yalmzca temel besleyici ortamda yasatilan
kontrol hiicreleri ile ayn1 oranlardadir. Stauros-
porine (SS) ile olusturulan sagaltim grubunda
hiicresel olimiin anlamli olarak etkilendigi
konsantrasyon, 0.04 pM olarak saptanmistir
(Sekil 1).

Hela hiicrelerinde SS, L-arg, H,0, ve L-NAME
icin hucresel proliferasyonu yaklasik olarak
%100 durduran konsantrasyonlarn (IC,,) iceren
bir sitotoksisite testi ile (MTT testi), doz-yanit
egrileri cizilmistir. HeLa hiicrelerinin yaklasik
IC,, dozlan SS, L-arg, H,0, ve L-NAME icin sira-
siyla, 1.050 pM, 875 pM, 31 uM ve >500 pM ola-
rak bulunmustur. Buna gore, servikal karsinoma
hiicrelerinde, mikrocevrede ROT bulunuyorsa,
28 kez daha disik konsantrasyonda L-arg
kullanimi ile aym sitotoksik etki elde edilebil-
mektedir (Tablo 1).

NO Donorii L-arg Aracihig ile Olusan Hiicre
Oliimiiniin Ozellikleri

Canli hiicreler, Hoechst 33342 ve Propidium
lodide (HOE/PI) ile boyandiklarinda, cekir-
dekleri olagan, mavi/yesil soluk boya almis dii-
zenli kromatin yapilari olan bir morfoloji sergi-
lerler (Sekil 2A). iki mM konsantrasyonda L-arg
ile 24 saat suresince bekletilen Hela hiic-
relerinde, morfolojik degisimler gozlenir (Sekil
2C). Apoptotik surecin erken evresindeki hiic-
relerin ¢ekirdek ve sitoplazma zarlar saglam-
dir. Ancak cekirdek icinde kromatin yogunlas-
masi gozlenir. Hucreler 1 mM L-arg ile birlikte a-
poptoz uyarici etkisi bilinen SS (1uM) ile bekle-
tildiginde morfolojik gostergeler apoptozun
gec evrelerini tamimlar (Sekil 2B). Apoptozun
gec evresinde bulunan bu hucreler, sitoplazmik
bir zar ile cevrilmis kiicuk cekirdeksel yapilar
olarak tammlanan cekirdeksel parcalanmalar
gosterirler. Buna karsin hicreler H,0, var-
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liginda, cok sayida bosluk iceren, soluk, canli
hicrelere karsin daha kiicuk bir sitoplazma;
tamamen saglam bir cekirdek ile hasarli bir
sitoplazma zan olarak belirgin nekrotik hicre
morfolojisi sergilerler (Sekil 2D).

NO'nun Neden Oldugu Apoptotik Hiicre
Oliimii ve H,0, Varlig

Yirmi dort saat siresince 0.1 mM H,0Q, ile
olusturulan oksijen radikallerinden zengin mik-
rocevre ortaminda tutulan Hela hiicrelerinin
%99.3+4.1'i olmektedir. Bu hucrelerin %
85+6.9'u nekrotik yolla; % 14+2.51 apoptotik
yolla olmektedir. NO donoru L-arg ile olus-
turulan mikrocevrede ayni surede daha az hiic-
re olmektedir; %66+9.2. Ancak bu hicrelerin,
%51+7.3'i apoptotik yolla, %15+0.8'i nekrotik
yolla 6lmektedir. iki mM NO donérii L-arg ile
olusturulan NO'dan zengin ortamda gozlenen bu
olum yuzdesi, ortama 0.01mM H,0, eklenerek
peroksinitritten zengin bir mikrocevre olustu-
ruldugunda, % 98.3+1.7'ye artar. Ustelik bu
hiicrelerin % 69.3+5.7'si nekrotik yolla 6lmek-
tedir (Sekil 3A).

NO ile Yonlendirilen SS ile Uyarilmis
Apoptoz

Hela hiicrelerinde kimyasal bir ajan olan SS,
apoptotik temelli bir sagaltim yaklasimina
model olusturmak lizere kullamlmistir. Sagal-
tim modeli grubunda hicrelerin %69.7+0.5'
olmus, bu olumlerin %59.7+3.9'i apoptotik

Tablo 1: Sagaltim ve mikrogevre bilesenlerinin
Hela hicrelerinindeki IC,, dozlar*

Etken Sitotik IC50 dozlar (uM)
L-Arg 875
L-Arg +H,0, (10uM) 30
+H,0, 31
Staurosporine 1.05
LNAME >500

*Etkenlerin yogunluguna karsi yasayan hiicrelerin yiizdesi (% yasayan hiicre)
olarak grafiklenen her bir deger en az ¢ 6l¢im sonucunda turetilmistir.
Kontrol hiicrelerine karsi, hiicresel proliferasyonu % 50 durduran etken
konsantrasyonu (puM) sitotoksik (IC,,) dozu olarak kaydedilmistir.
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yolla, %10+4.0'U nekrotik yolla olmustur. Buna
karsin NO zengin ortamda SS etkisi ile
hiicrelerin %90.3+4.5'i olmus, bunlarin
%80.0+7.7'si apoptotik yolla olmustur. Stauros-
porinin neden oldugu apoptotik hiicre 6limii
endojen kaynakli NO liretimi uyanldiginda, %34
artmistir. SS ile uyanlan apoptotik hiicre olu-
mu, NOS inhibitort L-NAME kullanilarak NO ure-
timi durduruldugunda ancak %32 oraninda en-
gellenebilmektedir.

L-NAME ile gozlenen hiicre olumunde,
kontrol hiicrelerinden anlamli bir farklilik
gozlenmemistir (Sekil 3A).

Hiicre Dis1 Bolgede NO Yanitlarinda
Goriilen Degisim ve Hiicrelerin Nekrotik Oliim
Yiizdeleri

H,O, ile mikrocevre ortami, reaktif oksijen
tirleri (ROT) acisindan zenginlestirildiginde,
hiicre oliimleri agirlikli olarak (%85+6.9) nekro-
tik yolla olmaktadir. Bu grubun huicre dis1 nitrit
icerigi 106+0.4 puM olarak saptanmis ve tim
gruplar icerisinde nitrit icerigi yaninda nekrotik
olum yuizdesi en yiiksek grup olarak yer almistir.
L-arg ile endojen NO sentezi uyarilmis ve es
zamanli olarak H,0, uygulanan Hela hiicrele-
rinde, hiicre disi nitrit icerigi 103+0.4 pM olarak
saptanmistir. Nekrotik hicre olumu H,0, uygu-
lanan gruptan daha dusuk (%69.3+5.7), ancak
belirgin olarak baskin olan olum seklidir. L-arg
ile uyanlmis hucrelerde (5.5+0.08 pM), L-NAME
(5.45+0.1 pyM) ve kontrol grubuna (5.8+0.08 uM)
yakin nitrit degerleri 6lclilmistiir. Her lic grup-
ta da apoptotik oliim baskindir. SS ile es zamanli
olarak L-arg ile uyarilan hucrelerde hicre disi
nitrit miktarn 7.2+0.57 pM olarak artmis ancak
kontrol grubundan anlamli farkliik saptan-
mamistir. Bu grupta da apoptotik olum bas-
kindir (Sekil 3B).

TARTISMA

Bu calismada, servikal karsinoma hucre
dizisinde mikrocevresel degisiklige vyanit
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degerlendirilmistir; L-arg, doz bagimli olarak,
apoptotik yolaktan hiicre olimiind uyarmistir.
ROT'tan zengin ve endojen NO'nun uyarildigi bir
cevrede, hucre olumu yuksek olmustur. NO'nun
neden oldugu 6liim apoptotik yolaktan olurken,
ROT+NO uyarilan ortamda nekrotik 6liim baskin
bulunmustur.

Bu sonuclar, ortamdaki ROT varliginin hiicre
oliminin yonund degistirdigini goster-
mektedir. insan meme hiicre dizilerinde, redoks
homeostazi degistiginde nekrotik olimiin ve
ayni zamanda NO sinyallesme kapasitesinin art-
t181, bunun yaninda ROT olusumu ve siiperoksid
anyon olusumu ya da glutatyon azalmasinin da
hiicreleri NO ile yonlendirilen apoptoz uyari-
mina duyarli hale getirdigi bildirilmistir (12-
14). Buna ek olarak, lenfoma hucrelerinde a-
poptozu indukleyen kemoterapi sonrasinda da-
ha direncli kanser hiicreleri olusmustur (15).

Bu calismada SS'nin onceden uygulanmasi,
daha sonra olusturulacak NO ile uyarilmis
apoptozun etkisini arttirmistir. Roche ve ark.
NOS inhibitorlerinin in vitro ortamda melanoma
hiicrelerinde apoptozu baskiladigin bildirmis-
lerdir (15). Sade ve Sarin iNOS'dan yoksun T-
hiicrelerinin apoptozdan korundugunu goster-
mislerdir (16). Bunun yaninda iyonize radyas-
yon ve nitrik oksit donoru insan servikal kanse-
rinde apoptoza karsi duyarliliga neden olmustur
(17).

Yine bu calismada artan SS'nin endojen NO
ile birlikte apoptotik hiicre oliimiind arttirdig
ve NOS inhibitoru kullanilarak NO etkisinin
azaltilmasinin SS'nin etkisini de azalttiginin
gosterilmesi, NO'nun, bu siirecte rol aldigini an-
cak tek neden olmadigini diistindiirmektedir.

Kultur ortaminda biriken nitrit olasilikla
nekrotik hiicre olimiine baglidir, ciinki
nekrotik olimde biitiin hiicre ici bilesenler hiic-
re dis1 ortama dokulurler. Ayrica ROT da iNOS
ekspresyonunu arttirir (16). Bu durumda daha
ileri calismalar gereklidir. NO'nun biyoregulator
rolu daha onceki calismalarda vurgulanmistir
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Sekil 1: Sagaltim ve mikrocevre etmenlerinin doz-yanitlari. Sagaltim ve mikrocevre etmenlerinin HeLa hiicrelerinde
gosterdikleri in vitro sitotoksik etkinin 6lclilmesinde, 96 gozlu kiltiir tabaklarinda bir konsantrasyon egim
semasi olusturulmustur. HeLa hiicreleri temel besleyici ortam ile 1x10° hiicre ml” olarak hazirlanmis ve her géze
1x10* hiicre g6z " olarak ekilmistir. Hiicreler etkenleri iceren besleyici ortamda 24 saat tutulmustur. A) L-arg doz
yanitlart icin 0.02-2.00 mM konsantrasyon araligi kullanilmis ve es zamanli olarak H,0, (0.01mM) ile birlikte
kullaninimi karsilastiritmistir. B) H,0, doz yamitlan icin 0.004-0.50 mM konsantrasyon araligi kullanilmistir. C)
Staurosporine doz yanitlari icin 0.02-3.00 pM konsantrasyon araligi kullanilmistir. D) L-NAME doz yamitlan icin
0.004-0.50 mM konsantrasyon araligi kullanilmistir ve kontrol hiicreleri % 5 temel besleyici ortamda tutulmustur.
Hicrelerin yasayabilirligi yontemlerde tanimlanan MTT test ile 6lglilmiistiir. MTT testi icin kullanilan her deger
bagimsiz ii¢ farkli deneyde ve en az ii¢ gozde yinelenerek elde edilmistir. Tlim veriler, ortalama + standart sapma
olarak verilmis, kontrol hiicreleri ile karsilastirma icin gliven araligi * p < .05 olarak secilmistir.

Sekil 2: HeLa hiicrelerinde goriilen morfolojik degisimler. (A)

Hela hucreleri % 5 temel besleyici ortamda; (B) 1TmM L-
arg ve 1uyM SS; (C)2ZmM L-arg ve (D) 1mM H,O,
ortamlarinda 24 saat tutulan hiicreler sabitlenip Hoechst
33342 ve Pl ile boyanmistir (yontemlerde ayrintili olarak
tammlanmistir). Hicre morfolojilerindeki ozellikler;
koseli ok (A): normal yasayan hiicre; uzun ok (B): gec
evre apoptotik hucre; yuvarlak ok (C): erken evre
apoptotik hiicre; ok basi (D): gec evre nekrotik hiicre
olarak tanimlanmistir (x400 biyiitme).
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Sekil 3. Mikrocevrede yer alan serbest radikallerin staurosporine'in neden oldugu apoptotik hiicre oliimii ve hiicre
dis1 NO salimimu iizerine etkileri. (A) Hucreler, 2mM L-arginine (L-arg); 0.5mM L-NAME (LNM); 1pM staurosporine
(SS); 0.1mM hidrojen peroksit (H,0,); 2mM L-arg ile es zamanli olarak 0.01mM H,0,; 1uM SS ile es zamanli olarak
0.5mM L-NAME; 1pM SS ile es zamanli olarak 2mM L-arg iceren besleyici ortamlarda, 37°C, 5% CO, kosullarinda,
24 saat tutulmus ve hiicre olimi Hoechst 33342/propidium iodide ¢ekirdek boyamasi ile degerlendirilmistir.
HeLa kontrol hiicreleri yalnizca %5 DMEM besleyici ortaminda tutulmustur. (B) Hiicre dis1 Nitrit birikimini 6lcmek
icin, siuire sonunda ilgili guruplarin 100 pL besleyici ortamlan esit miktar Griess ayiraci ile kanstirilarak olcim
yapilmistir. Test, lic bagimsiz deney ortaminda, her biri dort ya da sekiz kez yinelenerek gerceklestirilmistir.
Veriler ortalamat+standart sapma olarak verilmis ve karsilastirmalar kontrole karsi *p<.05 olarak

degerlendirilmistir.

Hiicre Dis1 NO Yanitlan |

(18,19). Daha onceki bir calismamizda NO'nun
cevredeki redoks potansiyeline bagli olarak
benzer bir sureci farkli yolaklara yonlendire-
bildigi gosterilmistir (20).

NO ile yonlendirilen hiicre olimu, bircok
timor-cevre etkilesimini de icine alacak sekil-
de, karmasik bir surectir. Reaktif oksijen ve a-
zot metabolitlerinin etkilesimleri hucresel
mikrocevrede sofistike bir sisteme dayanmak-
tadir(21). Bundan baska bu molekillerin etki-
lesimi, iki temel sinyal yolagi ile sonuclanir.
Bunlar HOCL/hidroksil radikalleri ve NO/
peroksinitrit yolaklaridir. Ek olarak nitril
kloritin etkilenmesi de alternatif bir yolak ola-
rak ele alinabilir (22,23). Serbest radikallerin a-
sirt miktarlari peroksinitrite ve diger giiclii oksi-
dan metabolitlere neden olsa da metabolitler
aras1 farkliligi aciklayan bir molekiiler model
heniuz tanimlanmamistir. Bununla birlikte,
oksijen ve azot metabolitlerinin etkilesiminin
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bircok dogal anti tiimor sistemi tarafindan
kullamldig gosterilmistir (23, 24).

Kanser sagaltiminda, organ mikrocevresinin
yonetimi gelecekteki calismalara yon verebilir.
Tumor mikrocevresi icinde NO'yu hedef alan
calismalar, kanser sagaltiminda daha uygun,
daha az zararli ve etkili sagaltimlar kurgula-
yabilir ve yeni sagaltim stratejilerinin gelisme-
sine olanak taniyabilir.
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