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Okaryotik hiicrelerde sitoplazmaya dogru yayilan protein filamanlari
agindan olusan hiicre iskeleti prokaryotlardan farkli olarak ileri diizeyde bir
organizasyon saglamak amaciyla bulunur ve ii¢ temel protein filaman tipinden
meydana gelir. Bu Onemli temel hiicre iskeleti elemanlarindan biri
mikrotiibiillerdir. Mikrotiibiillerin yap1 tas1 olan tiibiilinler ise hiicre iginde
devamli yapilanip ayrisabilen ve bu sayede organellerin hiicre i¢inde tasinmasi,
mitoz sirasinda kromozomlarin ayrilmasi gibi pek ¢ok gorevde yer alan globiiler
proteinlerdir. Bu proteinlerin yapilanmast ve dinamik kararsizligi kanser gibi
hastaliklarda anti mitotik ajanlar yardimiyla tedavi amagli arastirilmaktadir.

Bu c¢alismada, tiibiilin blokasyonuna yonelik anti tiibiilin antikoru ile
konjuge edilmis kuvantum nokta nanopartikiilleri ve Rutenyum ile floresan
ozellige sahip biyobloklayici konjugatlar sentezlenmistir. Aym1 zamanda bu
polimere anti mitotik bir ajan olan Nokodazol ve Annexin baglanmig ve bu sayede
polimere goriintiileme, tasima, hedefleme ve tedavi edici 6zellikler kazandirilmasi
amacglanmistir. Sentezlenen biyokonjugatlarin in vitro ortamda anti kanser
aktiviteleri MTT ve Akis sitometri yontemi ile degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikrotiibiil, Kuvantum nokta, Anti Tiibiilin Antikoru,
Nokodazol, Anti Kanser
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Cytoskeleton formed by protein flaments network spreading through
cytoplasm in eucaryotic cells -unlike that of procaryotic cells- is organised in an
advanced form and consists of three essential protein flament types. Microtubules
are one of this important cytoskeleton components. Tubulins, constituents of
microtubules, are continuously polymerized and depolymerized elements inside
the cell, and are important globular proteins charged in many operations such as
moving organelles, separation of chromosomes during mytosis, etc...
Polymerization and dynamical instability of these proteins are now subjects to
researches for treatment of diseases like cancer by charging anti-mytotic agents.

In this study, quantum dot nanoparticules which are conjugated by anti
tubulin antibodies aimed to block tubulins, and ruthenium-fluorescended
bioblocker conjugates are syntesized. Concurrently, it is aimed to bring this
polymer abilities of conveying, targeting, and curing features by binding
Nocodazole and Annexin which are anti-mytotic agents. Activity of bioconjugates
are evaluated in vitro, using MTT and Flow cytometry assays.

Key Words: Microtubul, Quantum Dot, Anti Tubulin Antibody, Nocodazole,
Anti Cancer
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1. GIRIS

Kesin nedenleri bilinmeyen ve tedavisi heniiz miimkiin olmayan
giinimiiziin korkulu hastaliklarindan kanser, organizmadaki bazi hiicrelerin
kontrolsiiz ¢ogalmalari sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Giinlimiizde kanserlesen
hiicrelerin ¢ogalmalarin1 geciktirmek ya da durdurmak amaci ile uygulanan
kemoterapotik tedavilerde ise ¢esitli antimitotik kimyasallar kullanilmaktadir.
Heniiz, sadece kanserlesen hiicreler iizerine etkili olan antimitotik maddelerin
bulunmamasi yaninda, bu amagcla kullanilan kimyasallarin, hiicre iskeleti
elemanlarindan olan mikrotiibiiller {izerindeki etkileri de tam olarak
bilinmemektedir. Ayrica bu amagla kullanilan ilaglarin segici olmamasi ve tedavi
strasinda normal viicut hiicrelerine zarar vermeleri 6nemli bir dezavantajdir.

Arastirilmasinin - mutlaka gerekli oldugu disiiniilerek, antimitotik
kimyasallarin hiicrede mikrotiibiiller iizerine etkilerinin incelenmesi ile yapilan
diger ilgili ¢aligmalara katkida bulunmak amaciyla arastirmalar hala devam
etmektedir.

Glinlimiizde yapilan kanser arastirmalarinin ¢ogu, kanserlesen hiicrelerin
cogalmasini  Onleyen  kemoterapik  uygulamalara  yoneliktir. ~ Hiicre
arastirmalarindan elde edilen bilgiler, hiicre iskeleti elemanlarindan o6zellikle
mikrotiibiillerin  hiicre hareketleri, hiicre organelleri ve mitoz sirasinda
kromozomlarin yer degistirmesinde gorev aldiklarini gostermistir. Ayrica kolsisin
gibi bazi kimyasallarin, mikrotiibiil polimerizasyonunu onleyerek, hiicreler
tizerinde antimitotik etki yaptiklar1 da ¢aligmalarla ortaya konmustur. Bu nedenle,
kanserleserek kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelerdeki mikrotiibiillerin polimerizasyonunu
onleyen ya da depolimerize eden kimyasallar, kanser tedavisi ig¢in
kullanilmaktadir.

Kanser tedavisinde kullanilmalarina karsin, antimitotik kimyasallarin
normal hiicreler ilizerinde de etkili olmasi yani sira etkilerinin geri dontigiimlii
oldugu da bilinmektedir. Bazi antimitotik maddelerin hiicreler iizerindeki
etkilerinin kalict oldugu ve mikrotiibiiller tizerine etkilerinin de farklilik gdsterdigi
saptanmistir (Zeytinoglu M., 1995). Bu nedenle, farkli farmasotik dozaj sekilleri

(nanopartikiiller, lipozomlar, mikrokapsiiller, akilli ilaglar, ila¢ hedeflendirme
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gibi..) hazirlanarak, sadece kanserli dokularda ila¢ saliverilmektedir. Bu sayede
hasta tedavi sirasindaki yan etkilere daha az maruz kalmakta ve hedeflenen

bolgeye yonelik tedavi amaglanmaktadir.



2. HUCRE iSKELETi VE HUCRE HAREKETLERI

Prokaryotik hiicrelerden farkli olarak tiim Okaryotik hiicrelerde
sitoplazmaya dogru yayilan protein filamanlar1 agindan olusan hiicre iskeleti ile
daha ileri diizeyde bir organizasyon saglanir. Hiicre iskeleti hiicre i¢in yapisal bir
cergeve saplar, hiicre seklini ve sitoplazmanin organizasyonunu belirleyen bir yap1
iskelesi gorevi yapar. Bu yapisal gorevlerine ek olarak, hiicre iskeleti hiicre
hareketlerinin  gergeklesmesinden sorumludur. Hiicre hareketleri, yalnizca
hiicrelerin biitiinsel hareketlerini degil, ayn1 zamanda organellerin ve mitotik
kromozom gibi diger bazi yapilarin sitoplazma boyunca hiicre iginde taginmasini
da icerir. Hiicre iskeleti, adinin cagristirdigi kadar sert ve degismez bir yap1
degildir. Bunun yerine, 0rnegin hiicre boliinmesi sirasinda hiicrelerin hareket
etmesi ve sekil degistirmesi icin siirekli yeniden diizenlenen dinamik bir yapidir.

Hiicre iskeleti iic temel protein filaman tipinden olugmustur: aktin
filamanlari, ara filamanlar ve mikrotiibiiller. Bunlar bir arada bulunurlar ve ¢ok

sayida aksesuar protein araciliiyla hiicre i¢i organeller ve plazma zari ile

baglantilidirlar (Sakizli M. ve Atabey N., 2006).

2.1. Aktin Filamanlar

Aktin, ilk olarak 1942 yilinda, toplam hiicre proteinlerinin % 20’ sini
olusturdugu kas hiicrelerinden izole edilmistir. Baglangigta sadece kas kasilmasi
ile iligkili oldugu diisiiniilse de, artik tiim okaryot hiicrelerinde en fazla bulunan
protein (toplam proteinin % 5-10" u) oldugu bilinmektedir. Cogu hiicre i¢in ana
hiicre iskeleti proteini aktindir, aktin proteini “mikrofilamanlar” olarak
adlandirilan aktin filamanlarina polimerlesir. Bu ince, esnek lifler yaklasik 7 nm
capinda ve birka¢ mikrometre uzunlugunda, yar1 kati jel 6zelliginde paketler, ya
da li¢ boyutlu ag yapisi olusturacak, ¢ok iyi diizenlenmis bir yap: halinde organize
olurlar. Sekil 2.1.” de A ile gosterilen “Aktin monomer”, molekiiliin merkezindeki
derin yarik i¢inde bir niikleotid baga sahiptir. B ile gosterilen monomerin filaman
icinde diizenlenmesini gostermektedir. Filaman, ¢ogu zaman monomerin tek

heliksi olarak tanimlansa da, lateral temasla bir arada tutulan, her 37 nm’de bir
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devamli tekrarlanmasiyla, iki paralel heliks ¢izgisi gibi birbirlerini saran iki
protofilamandan olusabilir. Filaman i¢indeki tiim alt Giniteler ayn1 uyuma sahiptir.
C ile gosterilen bir aktin filamaninin elektron mikrograf goriintiistidiir (Sekil 2.1.)
(Alberts ve ark., 2002). Hem aktin molekiillerinin, hem de aktin filamanlarinin {i¢
boyutlu yapist 1990 da belirlenmistir. Aktin filamanlarinin bir araya gelmesi ve
ayrilmasi, paketler ve birbirleri ile ag olusturacak sekilde capraz baglantilar
yapmalar1 ve diger hiicresel yapilar (plazma zar1 gibi) ile etkilesimleri ¢ok sayida
aktin baglayan protein ile diizenlenir. Bu proteinler, aktin hiicre iskeletinin 6nemli
elemanlaridir; aktin filamanlariin hem yapilanmasini, hem de ayrigmasini
diizenlerler. Aktin filamanlar1 6zellikle plazma zarinin hemen altinda; mekanik
destek saglayacak, hiicre seklini belirleyecek ve hiicrelerin yilizey hareketlerinin
gerceklestirmesine boylece hiicrelerin go¢ etmesi, partikiil almasi ve boliinmesine

olanak saglayacak bir ag olusturur (Sakizli M. ve Atabey N., 2006).

plus end actin molecule

plus end

ATP —
{ADP when
in filament)

minus end

minus end

(A) (B)

Sekil 2.1. Bir aktin monomeri ve aktin filamani*

Aktin molekiiller1 375 amino asitlik (43 kd) globiiler proteinlerdir. Her

aktin monomerinin [globiiler (G) aktin] iki monomeri arasindaki bas-kuyruk

! Ozgiin kaynak:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=mboc4&part=A2957 &rendertype=figure&id
=A2969
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etkilesimlerini diizenleyen siki baglanti  bolgeleri vardir, boylece aktin
monomerleri filamanlar seklinde polimerize olurlar [filament6éz (F) aktin]. Her
monomer filaman i¢inde 166 ° doner, bu sekilde bir ¢ift iplikli sarmal goriiniimi
olusur. Biitiin aktin monomerleri ayn1 yonde eklendikleri i¢in, aktin filamanlarinin
iki ucunun ytikleri farklidir ve uglarin (art1 ve eksi uglar) birbirinden farki ayirt
edilebilir. Aktin filamanlarinin bu polaritesi; hem yapilanmalari, hem de miyozin
hareketine gore tek bir yonde gerceklesmesi dnemlidir. Molekiiler motorlarin 6n
modeli olan miyozin ATP formundaki kimyasal enerjiyi mekanik enerjiye
doniistiiren boylece giic ve hareket meydana getiren bir proteindir. Miyozin ile
aktin etkilesimleri, yalnizca kas kasilmasindan degil, kas disindaki hiicrelerin
hiicre boliinmesini de iceren ¢ok cesitli hiicre hareketlerinden de sorumludur.

Aktin filamanlar1 diisiik iyonik giicteki soliisyonlarda monomerlerine
ayrisir. Eger iyonik gii¢ fizyolojik olarak artirilirsa, aktin kendiliginden polimerize
olur. Aktin polimerlesmesi monomerlerin aktin filamanlarinin uglarina baglanip
ayristigl, geri doniisebilir bir olaydir. Alt birim ayrigmasi hizi monomer
yogunlugundan bagimsizdir. Alt birim baglanma hizi ise serbest monomerlerin
yogunlugu ile orantilidir. Monomerlerin kritik konsantrasyonlarinda dengeye
ulagilir (Sakizli M. ve Atabey N., 2006).

2.2. Ara Filamanlar

Ara filamanlar 10 nm c¢apindadir, bu boyut hiicre iskeletinin diger iki temel
elemant olan aktin filamanlar1 (~7 nm) ve mirotiibiiller (~25 nm) caplarinin
arasindadir. Aktin filamanlar1 ve mikrotiibiillerin tersine ara filamanlar hiicre
hareketlerine dogrudan katilmazlar. Bunun yerine hiicre ve dokulara mekanik gii¢
saglayarak yapisal rol oynarlar. Her ne kadar aktin filamanlar1 ve mikrotiibiiller
tek tip proteinlerin polimerleri ise de ara filamanlar farkli hiicre tiplerinde
eksprese edilen bir¢ok protein c¢esidinden olusmuslardir. Elliden fazla farkli ara
filaman tipi tanimlanmistir ve amino asit dizileri arasindaki benzerliklere gore alt1
grupta smiflandirilmiglardir. Ara filamanlar, ¢ogu hiicrenin sitoplazmasinda,
cekirdegi ¢evreleyen bir halkadan plazma zarina kadar yayilan 6zenli bir ag yapisi
olustururlar. Ek olarak sadece plazma zar1 ile degil, hiicre iskeletinin aktin

filamanlar1 ve mikrotiibiiller gibi diger elemanlar1 ile de baglanirlar. Bu yiizden
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hiicre iskeleti elemanlarini bir arada tutan kopriiler ve hiicrenin igyapisini

diizenleyen bir dayanak olusturur, hiicrenin mekanik kararliligin1 artirir.
2.3. Mikrotiibiiller

Uciincii temel hiicre iskeleti eleman1 olan mikrotiibiiller yaklasik 25 nm
capindaki sert, i¢i bos ¢ubuklardir. Aktin filamanlar1 gibi, mikrotiibiiller de hiicre
icinde devamli yapilanip ayrigabilen dinamik yapilardir. Hem hiicre seklinin
belirlenmesinde, hem de hiicrelerin yer degistirmesinin bazi tiplerini, organellerin
hiicre i¢indeki tasinmasini ve mitoz sirasinda kromozomlarin ayrilmasini da
iceren c¢ok cesitli hiicre hareketlerinde gorev alirlar (Sakizli M. ve Atabey N.,
2006).

2.3.1. Mikrotiibiillerin yapisi, yapilanmasi ve dinamik kararsizhg:

Birgok farkli fibroz proteinden olusan ara filamanlarin aksine,
mikrotiibiiller “tiibiilin” denilen globiiler bir proteinden olugmustur. Tiibiilin,
birbiri ile ¢ok benzer 55 kd’ luk iki polipeptitten, a- ve B-tiibiilin, olusan bir
dimerdir. a- ve [-tiiblilin birbiri ile ilintili kiigiik gen aileleri tarafindan
kodlanirlar. Ek olarak figiincii bir tiibiilin tipi olan y-tiibiilin (y -TURC) spesifik
olarak sentrozomda yer alir ve mikrotiibiil yapilanmasinda kritik rol oynar (Sekil
2.2). Uzun siire dkaryotlara 6zgii oldugu diisiiniilen biitiin bu tiibiilinlerin evrimsel

atasinin, prokaryot proteini FtsZ’ye benzeyen bir protein oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 2.2. a, B ve y-tiibiilin (y -TURC)?

Tiibiillin dimerlerinin polimerlesmesi ile, boru seklinde kor etrafinda
yapilanmig, genelde 13 dogrusal 6n filaman igeren mikrotiibiiller olusur (Sekil
2.2.). Tiibiilin dimerlerinin bag-kuyruk yoniinde dizilmesi ile olusan 6n filamanlar,
paralel sekilde bir araya gelmislerdir. Sonucta, mikrotiibiiller aktin filamanlar
gibi iki farkli ucu olan polar molekiillerdir, hizla biiyiiyen arti u¢ ve yavas
bliyliyen eksi u¢. Bu polarite, aktin filamanlarinin polaritesinin miyozin
hareketinin yoniinii belirlemesinde oldugu gibi, mikrotiibiil boyunca hareketin

yoniinii belirlemede 6nemlidir.

?OzgiinKaynak:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=mcbh&part=A5406 &rendertype=figure&id=
A5419



f-tubulin

B

tubulin heterodimer
(= microtubule subunit)

o

protofilament

{C) microtubule

a-tubulin
{A)

Sekil 2.3. Mikrotiibiil ve mikrotiibiil alt iinitesinin yapisi®

Tiibiilin dimerleri polimerlestikleri gibi ayrisabilirler ve mikrotiibiiller hizli
bir yapilanma ve ayrisma dongiisiine girebilirler. Hem a- hem de B-tiibiilin, ATP
bagli aktinin polimerlesmesinin kontroliindeki rolii ile ayni isleve sahip, GTP’ ye
baglanir. Genelde, p-tiibiiline bagli GTP (o-tiibiiline bagli olan degil)
polimerlesme sirasinda veya polimerlesmeden ¢ok kisa bir siire sonra GDP’ ye
hidrolize olur. Bu GTP hidrolizi tiibiilinin komsu molekiillere baglanma egilimini
zayiflatir, boylece ayrismaya yardimer olur ve mikrotiibiillerin dinamik
degiskenligini saglar. Mikrotiibiiller aktin filamanlarinin ki gibi bir yiiriime
hareketi yapar. Bu hareket GDP’ ye bagl tiibiilin molekiillerinin eksi ugtan siirekli
kaybedilmesi ve ayni mikrotiibiiliin art1 ucuna GTP bagl tiibiilin monomerlerinin
eklenmesi ile gergeklesen dinamik bir davranistir. Mikrotiibiillerde GTP hidrolizi
dinamik kararsizlik olarak bilinen, her bir mikrotiibiiliin uzama ve kisalma
dongiileri arasinda gidip gelmesi olarak tanimlanan olay ile sonuglanir. Bir
mikrotlibliliin uzayacagr ya da kisalacagi, kismen, tiibiilin eklenme oranina
karsilik GTP hidroliz orani ile belirlenir. Yeni GTP baglh tiibiilin molekiilleri,
GTP’ nin hidrolizinden daha hizla eklenmeleri siiresince, mikrotiibiiliin art1

ucunda GTP baslhig1 kalir ve mikrotiibiil uzamaya devam eder. Bununla birlikte,

% Ozgiin kaynak: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=mboc4&part=A2957
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polimerlesme orani yavagsa, mikrotiibiiliin art1 ucundaki GTP bagh tiibiilin GDP’
yi hidroliz edecektir. Bu durumda, GDP bagh tiibiilin ayrisacak, hizl
depolimerizasyon ve kisalma ile sonuglanacaktir. Sekil 2.3.” de A ile gosterilen
her bir protofilamanin alt iinitesi, ¢ok siki baglanmis a- ve p-tibiilin
monomerlerinden olusan bir tiibiilin heterodimeridir. Proteinin 6nemli bir pargasi
olarak diisiiniilen a-tiibiilin monomeri i¢indeki GTP molekiilii cok sik1 baghdir. -
tiibiilin monomeri i¢indeki GTP daha az sikilikta baglidir ve filaman dinamiginde
onemli bir role sahiptir. Her iki niikleotid de kirmizi ile gosterilmistir. Sekilde B
ile tlibiilin alt {initesi (o ve P heterodimeri) ve bir protofilaman alt iinitesi sematik
olarak gosterilmistir. Her bir protofilaman ayni yerlesmeye sahip bir¢ok komsu alt
tiniteden meydana gelir. Sekilde C ile bir mikrotiibiiliin kisa bir segmentinin
elektron mikrograf goriintiisii verilmistir. D’ de ise bir mikrotiibiiliin enine
kesitinin elektron mikrograf goriintiisii bulunmaktadir (Sekil 2.3.) (Alberts ve ark.,
2002).

Ilk olarak 1984’ te tanimlanan dinamik kararsizlik, ¢ogu mikrotiibiiliin
devamli ve hizli doéniisiimii ile sonuglanir. Hiicre i¢indeki yarilanma siiresi
yalnizca birka¢ dakikadir. Mikrotiibiillerin hizli doniisiimii, 6zellikle mitoz
sirasinda  gerceklesen hiicre iskeleti degisiklikleri i¢in ¢ok Onemlidir.
Mikrotiibiillerin mitozdaki merkezi rolleri nedeniyle, mikrotiibiil yapilanmasini
etkileyen ilaglar, yalnizca hiicre biyolojisi ¢aligmalart i¢in deneysel bir arag olarak
degil, kanser tedavisinde de yararlidir. Sik kullanilan deneysel ilaclar, tiibiiline
baglanan ve mikrotiibiil polimerlesmesini engelleyerek mitozu durduran ilaglardir.
Bunlardan bazilar1 segici olarak hizla boliinen hiicrelerin bloklanmasi ile kanser
tedavisinde kullanilabilir, bazilar1 da mikrotiibiillerin yapilanmasin1 engellemek
yerine onlart stabilize eder. Bu kararlilik da hiicre bdliinmesini engeller ve anti

kanser ajan olarak kullanilir (Sakizli M. ve Atabey N., 2006).

2.3.2. Sentrozom, sentriyoller ve mikrotiibiil diizenlenmesi

Cogu hiicredeki mikrotiibiiller, eksi uclarindan tutunduklari bir mikrotiibiil
diizenleyici merkezden disar1 dogru yayilir. Hayvan hiicrelerinde, asil mikrotiibiil
diizenleyici merkez interfazdaki boliinmeyen hiicrelerde, niikleusa komsu olarak,

merkezde yerlesmis olan sentrozomdur. Mitoz sirasinda mikrotiibiiller,
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kromozomlarin ayrilmasindan ve yavru hiicrelere dagilimindan sorumlu mitotik
igi olusturmak tizere, kopyalanmis sentrozomlardan disaritya dogru uzanr.
Sentrozom bu nedenle mikrotiibiillerin  hiicre i¢indeki  diizenlerinin
belirlenmesinde anahtar rol oynar. Ancak bu fonksiyonun bir ¢ok noktasi heniiz
tam olarak anlagilmamistir (Sakizlit M. ve Atabey N., 2006).

Sentrozom, sentrozomdan hiicre kenarina dogru yayilan mikrotiibiillerin
yapilanmasi i¢in bir baslangi¢ noktasi olarak gorev yapar. Bu, mikrotiibiillerin
yapilanmas1 kolsemid, taksanlar, epothilonlar ve dikodermolidler vinka
alkaloidleri, kolsisin, ¢esitli anti mitotik ilaglar (nokodazol, doksorubisin) ile
engellenen hiicrelerde agikga gériilebilir (Schmidth M. ve Bastians H., 2007). ilag
uzaklastirildigi zaman genellikle hiicreler eski haline doner ve sentrozomdan
disartya dogru uzayan yeni mikrotiibiiller goriilebilir. Mikrotiibiil uzamasinin
sentrozomdan baglamasi, hiicre i¢cindeki mikrotiibiillerin polaritesi i¢in onemlidir.
Genelde, mikrotiibiiller art1 uclarina tiibiilin eklenmesiyle, sentrozomdan disariya,
hiicre kenarina dogru uzarlar. Sentrozomdaki mikrotiibiillerin yapilanmasindan
sorumlu anahtar protein ilk olarak mantarlarda tanimlanmis, az rastlanan tiibiilin
tirii olan y-tiiblilindir. Baz1 hiicre tipleri sentrozom olmadan mikrotiibiil
yapilanmasini baglatabilirler. Bunun, bu hiicrelerin sitozollerinde y-tiibiilin
bulunmasi nedeniyle gergeklesebildigi diisiniilmektedir. Ek olarak, interfazdaki
hiicreler ya da polarize epitelyum hiicreleri veya sinir hiicreleri gibi artik
boliinmeyecek hiicreler, mikrotiibiillerini hiicrenin baska bdlgelerinde islev
gormek iizere sentrozomdan ayrilirlar (Sakizli M. ve Atabey N., 2006).

Cogu hayvan hiicresinin sentrozomu, birbirine dik yerlesmis, amorf bir
sentriyol ¢evre maddesi ile ¢evrelenmis bir ¢ift sentriyol icerir. Sentriyoller, dokuz
adet tligerli mikrotiibiilden olusan, kirpik (sil) ve kamg1 bazal cisimlerine benzeyen
silindirik yapilardir. Sentriyoller, bazal cisimler, kirpik ve kamgilarin olusumu
icin gereklidirler ve hiicre dongiislinlin diizenlenmesinde heniiz tam olarak
anlagilmamig gorevleri vardir. Ancak sentrozomun mikrotiibiil goérevleri i¢in
gerekli degildirler ve bitki hiicrelerinde, tek hiicreli dkaryotlarin ve mayozdaki
hayvan hiicrelerinin ¢ogunda (fare yumurta hiicreleri gibi) bulunmazlar.

Sentriyoller degil, sentriyol cevre maddesi mikrotiibiil yapilanmasini baglatir.
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Bununla birlikte, hayvan hiicrelerinde sentriyollerin uzaklastirilmasi, sentrozom
iceriginin dagilmasi ve mikrotiibiil doniistimiinde gecikme ile sonuglanir.

Sentriyoller, net polaritesi olan kompleks yapilardir, bir ucunda araba
tekerlegi gibi protein yapisi ve sentrozom igerisinde bir ¢ok uzantisi bulunur. Bu
uzantilarin ~ sentrozom  matrisinin  diizenlenmesine  yardimc1  oldugu
diistiniilmektedir. Sentriyoller tigerli mikrotiibiillerin karakteristik bir pargasi olan
y-tiibiilin gibi bir¢ok 6zgiin protein igerir. Interfaz sirasinda iki sentriyol, sentrin
iceren (kalmodiline benzeyen bir Ca®" baglayan protein) bir ya da daha fazla lifle
baglantilidir (Sakizli M. ve Atabey N., 2006).

2.3.3. Mitoz sirasinda mikrotiibiillerin yeniden diizenlenmesi

Mikrotiibiiller mitoz sirasinda tam olarak yeniden diizenlenirler ve bu
mikrotiibiillerin dinamik kararsizliginin 6nemini gosteren carpict bir Ornektir.
Interfazdaki mikrotiibiil dizisi, ayrisir ve serbest tiibiilin alt birimleri, kardes
kromozomlarin ayirimindan sorumlu mitotik igi olusturmak {izere, yeniden
yapilanir. Mikrotiibiil hiicre iskeletinin yeniden yapilanmasi, sentrozomun mitotik
igin karsit kutuplarinda, iki ayri mikrotiibiil diizenleyici merkez olusturacak
sekilde iki katina ¢ikmasi ile yonlendirilir.

Sentriyoller ve sentrozomun diger elemanlar1 interfaz hiicrelerinde iki
katina ¢ikar, fakat mitoz boliinme baslayincaya kadar hiicrenin bir bélgesinde bir
arada kalir. O zaman, iki sentrozom ayrilir ve niikleusun iki karsit bolgesine dogru
hareket ederler ve mitotik igin iki kutbunu olustururlar. Hiicre mitoza girdigi
zaman, mikrotiibiillerin yapilanma ve ayrisma dinamikleri de ¢ok degisir. Ilk
olarak, mikrotiibiil ayrismasi yaklasik on kat artar, mikrotiibiillerin tam olarak
dagilmas1 ve kisalmasi ile sonuglanir. Aynm1 zamanda sentrozomdan c¢ikan
mikrotiibiil sayis1 da bes ila on kat artar. Bunlarin bir araya gelmesi, interfazdaki
mikrotiibiillerin ayrigsmas1 ve sentrozomdan ¢ok sayida kisa mikrotiibiiliin
uzamasiyla sonuclanir (Sakizli M. ve Atabey N., 2006).

Mitotik igin olusumu, sentrozomdan yayilan mikrotiibiillerden bazilarinin
gecici olarak stabilizasyonu ile gerceklesir. Bunu saglamak i¢in mitotik igcikte ti¢
tip mikrotiibiil bulunur: Polar mikrotiibiiller, kutuplardan ekvatora dogru uzanir.
Karsilikli kutuplardan uzanan ve ekvatoru biraz gecen polar fibriller, ekvator
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bolgesinde mikrotiibiil baglayici proteinler ile birbirlerine c¢apraz olarak
tutunurlar, kromozomlara tutunmazlar bunun yerine, iki sentrozomdan yayilarak
hiicre merkezinde birbirleri ile karsilastiklarinda stabilize olurlar. Kinetokor
mikrotiibiiller, kromozomlarin sentromerine tutunarak kromozomlar1 kutuplara
baglar. Yildizs1 mikrotiibiiller, kutuplarda sentromerin etrafinda, sentromerden
hiicrenin periferine dogru 1sinsal olarak uzanirlar ve serbest art1 uclart agiktadir.
Hem polar hem de yildizsi mikrotiibiiller, igi zit kutuplara iterek kromozom
hareketine katkida bulunurlar (Goodman B. ve Zheng Y.,2006; Sakizli M. ve
Atabey N., 2006).

Mitoz devam ederken, kalinlagmis kromozomlar metafaz plagi iizerinde
toplanirlar ve daha sonra, her kromozomun iki kromatidi igin iki karsit kutbuna
cekilerek ayrilirlar. Kromozom hareketleri, ig mikrotiibiilleri ile baglantili motor
proteinler ile gergeklestirilir. Mitozun son donemlerinde, niikleer zarf yeniden
olusur, kromozomlar gevser ve sitokinez baslar. Boylece, her yavru hiicrede, yeni
interfaz mikrotiibiil ag yapisinin olusumunu baslatacak bir sentrozom yer alir
(Sakizli M. ve Atabey N., 2006).

Bir hayvan hiicresinin mitoz boliinme sirasinda gecgirdigi Sekil 2.4.” de
gosterilen evreler su sekildedir: (a) Interfazz DNA sentez fazi sirasinda
kromozomal DNA replikasyonunu takiben mitozdan hemen 6nce gelen G2 faz.
Kromozomlarin her biri kardes kromatit igerir ve Kkromatitler yayilmis
durumdadir, belirgin goriiniir halde degildir. interfaz sirasinda, sentriyoller de
replike olur. (b) Erken profaz: Kromozomlar ince uzun iplikler seklinde belirir,
cekirdek¢ik kaybolmaya baslar ve sentriyoller birbirinden ayrilarak kutuplara
dogru hareket etmeye baslar. Kromozomlar ince uzun iplikler seklinde belirir ve
cekirdek zar kiigiik parcalara ayrilmaya baslar. (c) Orta ve ge¢ profaz: Kromozom
kondensasyonu tamamlanir, Her kromozom kendini esleyerek ikiz kromatitler
meydana getirilir, sentrioller birbirinden uzaklasarak ig ipliklerini olusturmaya baslar.

Geg¢ Profaz: Sentrioller hiicrenin zit kutuplarina ulasir, ig ipliklerinin
olusmas1 tamamlanir ve kromozomlarin sentromerleri tarafindan meydana
getirilen kinetokor ig ipliklerine tutunur. Cekirdek zar1 ve g¢ekirdekg¢ik tiimiiyle
kaybolur. (d) Metafaz: Kromozomlar hiicrenin ekvatoruna dogru hareket eder,

ekvatoryal yiizeyde hizalanmaya baglarlar. Kardes kromatitler heniiz
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ayrilmamistir. (¢) Anafaz: kromatitleri birbirine baglayan sentromer ikiye ayrilir.
Boylece serbest kalan her bir kromotid kromozomu kutuplara dogru hareket eder.
Anafazin sonunda hiicre birbirinden tiimiiyle ayrilmis ve kutuplara ¢ekilmis iki
ayr1 kromozom takimi igerir. Bu safhanin sonunda sitokinez (sitoplazma
boliinmesi) baglar. (f) Telofaz: Yeni ¢ekirdek zarlari kardes cekirdekgiklerin
etrafinda olusur ig iplikleri kaybolur, mikrotiibiiller depolimerize olurlar,
¢ekirdek¢ik yeniden goriiniir hale gelir. Sitokinez tamamlanir. Sitokinezin
tamamlanmasindan sonra her kardes hiicre hiicre dongiistindeki G1 fazina girer ve

hiicre dongiisii devam eder (Sekil 2.4.) (Lodish H. ve ark, 2000).
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Sekil 2.4. Hayvan hiicrelerinde mitoz ve sitokinez evreleri’

* Ozgiin kaynak:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=mch&part=A5499&rendertype=figure&id=
A5500
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2.3.4. Mikrotiibiillerin kararlhihg ve hiicre polaritesi

Dogal dinamik kararsizliklar1 nedeniyle, ¢ogu mikrotiibiil hiicre iginde
ayrismis durumda bulunur. Bu dinamik davranig, ancak mikrotiibiiller bagka
proteinler ile etkilesime girerlerse degisebilir. Bazi hiicresel proteinler, ya
mikrotiibiilleri keserek ya da mikrotiibiillerin uglarindan tiibiilin ayrigmasini
artirarak mikrotiibiillerin yikiminda etkilidirler. Bu proteinlere bir 6rnek olarak,
ilk olarak losemilerde, proliferatift meme kanserlerinde ve malign over
kanserlerinde yiiksek diizeyde eksprese olan bir protein, stratimin verilebilir.
Diger proteinler (mikrotiibiil baglayici proteinler ya da MAP’ lar) mikrotiibiillere
baglanir ve onlarin kararlilik durumlarini belirler. Bir MAP grubu tiibiilin/GTP’
ye baglandiklar1 ve uzayan mikrotiibiilleri hiicredeki spesifik yerlesimlerine dogru
izledikleri igin, artt ug izleyici proteinler olarak adlandirilir. Diger MAP’ lar
mikrotiibiillerin ya artt ya da eksi uglarin1 kapatir. Bu gibi etkilesimler,
mikrotiibiillerin hiicrede belli yerlesimlerde kararli kalmasini saglar ve hiicre
seklinin ve polaritesinin belirlenmesinde 6nemli bir mekanizma olusturur.

Cok sayida MAP tanimlanmistir ve bunlar hiicre tipine bagli olarak ¢ok
farkli olabilirler. En iyi tanimlanmis olanlar ndronal hiicrelerden elde edilen
MAP-1, MAP-2 ve Tau ile néronal olmayan tiim omurgali hiicrelerinde bulunan
MAP-4’ tiir. Tau proteini, Alzheimer’ l1 hastalarin beyinlerindeki karakteristik
lezyonlarin ana elemani oldugu i¢in, genis Olgiide calisilmaktadir. MAP’ larin
aktiviteleri fosforillenme ile diizenlenir, bu da, hiicrenin mikrotiibiil kararliligin
kontrol etmesini saglar.

Kararli mikrotiibiillerin hiicre polaritesini diizenlemedeki roliinii gosteren
giizel bir ornek, sinir hiicrelerinde hiicre govdesinden disart dogru uzayan iki
farkli tipteki olusumdur (akson ve dendritler). Hem aksonlar, hem de dendritler
kararli mikrotiibiiller ve nérofilamanlar tarafindan desteklenir. Ancak, akson ve
dendritlerdeki mikrotiibiiller farkli sekilde diizenlenmistir ve farkli MAP’ lar ile
baglidir. Aksonlarda, mikrotiibiillerin hepsi diger hiicre tiplerindeki genel
yonlenimlerine benzer olarak, artt uglar1 ile hiicre govdesinden uzaga
yonelmislerdir. Ancak, Aksonlardaki mikrotiibiillerin c¢ogunda, eksi uclar
sentrozoma tutunmus degildir, bu mikrotiibiillerin art1 ve eksi uglari, aksonun

sitoplazmasinda sonlanir. Dendritlerde mikrotiibiiller her iki tarafa da
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yonlenmistir, bazi art1 uclar hiicre gévdesi, bazilar1 hiicre kenar1 dogrultusundadir.
Mikrotiibiil yapilanmasindaki bu fark ile MAP’ lardaki farkliliklar paraleldir:
Aksonlarda tau proteinleri bulunurken, MAP-2 bulunmaz, dendritlerde ise MAP-2
vardir, tau proteini bulunmaz, MAP-2 ve tau dagilimindaki bu farkliligin akson ve
dendritlerdeki kararli mikrotiibiillerin farkli diizenlenmelerinden sorumlu

olduklar1 diisiiniilmektedir (Sakizlit M. ve Atabey N., 2006).
2.3.5. Mikrotiibiil motorlar: ve hareket

Mikrotiibiiller hiicre i¢i hareket, zar vezikiillerinin ve organellerin yer
degistirmesi, mitozda kromozomlarin ayrilmasi, sil ve kamgilarin hareketini
iceren ¢ok ¢esitli hiicre hareketlerinden sorumludur. Mikrotiibiiller boyunca
hareket aktin filamanlarinda oldugu gibi ATP hidrolizinden elde ettigi enerjiyi
kullanarak gii¢ ve hareket olusturan, motor proteinlerin ¢aligmasi esasina dayanir.
Iki biiyiikk motor proteini ailesinin iiyeleri olan kinezinler ve dineinler,
mikrotiibiillerin katildig1 cok cesitli hareket i¢in gii¢ saglamakla yiikiimliidiir
(Sakizli M. ve Atabey N., 2006).

2.3.6. Mikrotiibiil motor proteinlerinin tanimlanmasi

Mikrotiibiil motor proteinlerinin prototipi olan kinezinler ve dineinler,
mikrotiibiil boyunca zit yonlerde ilerlerler, cogu kinezin art1 uca ve dinein ise eksi
uca dogru hareket eder. Mikrotiibiil motor proteinlerinden ilk tanimlanan, 1965’
de izole edilen dineindir. Kirpiklerde bu tip dineinin (aksonemal dinein) ¢ok
yiiksek miktarda bulunmasi, aynen kas hiicrelerinde miyozin baskin oldugu icin
elde edilmesinin kolaylagsmasi gibi saflagtirilmasini kolaylagtirmistir. Ancak, diger
mikrotiibiil temelli motorlarin tanimlanmasi, kromozom hareketi ve organel
taginmasi gibi olaylardan sorumlu proteinlerin izolasyonu, sitoplazmada goreli
olarak daha diisiik konsantrasyonlar bulundugu icin problemli olmustur. Bu
nedenle, bu proteinlerin elde edilmesi molekiiler motorlarin hareketlerini hiicresiz
sistemlerde saptayabilen yeni deneysel yontemlerin gelismesine baghdir (Sakizli
M. ve Atabey N., 2006).
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Sitoplazmadaki motor proteinler i¢in in Vvitro Olgiim yontemleri
gelistirilmesi, 1980’lerin baglarindan, zar vezikiilleri ve organellerin akson
kollarindaki mikrotiibiiller boyunca hareketini arastirmak icin gelistirilen video ile
giiclendirilmis mikroskobun kullanilmasi esasina dayanmaktadir. Bu yontemde
1s1tk mikroskobu ile elde edilen goriintiilerin kontrastini artirmak i¢in bir video
kamera kullanilmis, bdylece kiiciik cisimlerin saptanmasinda ve canli hiicrelerin
izlenmesi ile organel hareketlerinin belirlenmesinde bir gelisme saglanmistir. Bu
yontem kullanilarak, plazma zarmin uzaklastirildigi ve sitoplazma igeriginin bir
cam lam iizerine yayildigi, hiicresiz sistemlerde de, organel hareketlerinin
gerceklestigi  gosterilmistir. Bu gozlem, in vitro yeniden kurulan sistemlerin
gelistirilmesine Onciiliikk yapmistir ve organel hareketlerinden sorumlu hiicresel
proteinleri saptayabilecek bir kapasitede bir 6l¢iim gelistirilmesi saglanmistir.
1985’ te bu gelismelerden yararlanarak hem aksonlarin kollarinda hem de sigir
beyninde bulunan yen bir mikrotiibiill motor proteini olan kinezinleri
tamimlanmuslardir (geleneksel kinezinler veya kinezin-1).

Daha sonraki caligsmalar kinezin I’ in, mikrotiibiil boyunca yalnizca bir
yone (art1 uca) dogru yer degistirdigini gostermistir. Aksonlardaki mikrotiibiillerin
art1 uglari, hiicre govdesinden uzaga dogru yonlendikleri i¢in kinezin I’ in bu
dogrultudaki hareketleri ile vezikiiller ve organeller hiicre govdesinden uzaga,
aksonlarin uglarina dogru tasinir. Bununla birlikte saglam aksonlarda vezikiiller
ve organellerin geriye hiicre govdesine dogru hareket ettikleri gézlenmistir. Bu da
mikrotiibiiller boyunca karsit yone eksi uca dogru hareketten sorumlu, farkli bir
motor proteinin olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu 6ngoriiye uygun olarak daha
sonraki deneyler, daha Onceleri mikrotiibiil baglayan protein MAP-1C olarak
tanimlanmis bir proteinin aslinda mikrotiibiillerin eksi ucu yoniindeki hareketi
saglayan motor proteini oldugunu gdstermistir. Ileri incelemeler, MAP-1C’ nin
sillerden izole edilen aksonemal dinein ile ilintili oldugunu gostermistir, bu
nedenle glinlimiizde stoplazmik dinein olarak anilmaktadir (Sakizli M. ve Atabey
N., 2006).

Kinezin I, yaklasik 380 kd’ luk iki agir zincir (her biri 120 kd) ve iki hafif
zincirli (her biri 64 kd) bir proteindir. Agir zincirlerde uzun o sarmal bdolgeleri,

birbirlerinin ilizerine dolanan sarmal yapidadir. Agir zincirlerdeki amino ucu
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globiiler bas boliimleri, molekiiliin motor bolgeleridir. Hem mikrotiibiillere hem
de ATP’ ye baglanir ve hidrolizi ile hareket i¢in gerekli enerjiyi saglar. Kinezinin
~340 amino asitlik motor boliimii miyozininkinden ~850 amino asit kadar ¢ok
daha kiictik olsa da, X-1511 kristalografisi kinezin ve miyozinin ayni ortak atadan
evrimlestigini ve yapisal olarak benzer oldugunu gostermektedir. Kinezin
molekiiliiniin kuyruk kismi, agir zincirin karboksi u¢ bolgesi ile baglanmig hafif
zincirler igerir. Kinezinin bu bélgesi kinezin motorunun etkisi ile mikrotiibiil
boyunca tasinacak zar vezikiilleri ve organeller gibi diger hiicresel elemanlara
baglanmadan sorumludur.

Stoplazmik dinein, her biri degisken sayidaki, boyutlar1 14-120 kd
arasinda degisen, hafif veya orta boyuttaki zincirler ile kompleks olusturan, iki ya
da ti¢ agir zincir (her biri ~500 kd) iceren, ¢ok biiyiik bir molekiildiir (~2000 kd).
Kinezinde oldugu gibi, agir zincir, mikrotiibiiller boyunca hareketten sorumlu
olan globiiler ATP baglayan motor bolgeleri olusturur. Molekiiliin hafif ve orta
boy zincirleri igeren ana boliimiiniin, organeller ve vezikiiller gibi diger hiicresel
yapilara baglandig: disiiniilmektedir (Sakizli M. ve Atabey N., 2006).

Miyozin gibi kinezin ve dinein de ilintili motor protein aileleri
olustururlar. Kinezinin 1985°deki ilk izolasyonu arasinda kinezin ile ilintili birgok
protein tanimlanmistir. C. elegans genomu on sekiz farkli kinezin kodlamaktadir.
Insandaki kinezin ailesinin ise, en az 100 farkli iiyesi oldugu diisiiniilmektedir.
Kinezin ailesinin Kinezin I gibi bazi iiyeleri, mikrotiibiillerde arti u¢ ydniinde
hareket eder. Buna karsin, kinezin ailesinin diger bazi iiyeleri ise karsit yonde,
eksi uca dogru ilerler. Kinezin ailesinin bu farkli iiyelerinin karboksi ucundaki
kuyruklarinin dizilimleri degiskendir ve vezikiiller, organeller ve kromozomlar
gibi farkl tipteki kargolarin mikrotiibiil boyunca hareketlerinden sorumludurlar.
Aksonemal dineinlerin de stoplazmik dineinler gibi bir¢ok tipi vardir. Dinein
ailesi iiyelerinin tamami1 mikrotiibiillerin eksi u¢larina dogru hareket ederler, fakat
farkli stoplazmik dineinler farkli kargolar1 tasiyabilir (Sakizli M. ve Atabey N.,
2006).
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2.3.7. Organel tasinmasi ve hiicre ici diizenlenme

Mikrotiibiillerin esas rollerinden birisi zar vezikiillerini ve organelleri
Okaryot hiicrelerin sitoplazmalari boyunca tagimaktir. Bu gibi stoplazmik organel
taginimlari, Ozellikle sinir hiicrelerinin bir metreden daha c¢ok uzayabilen
aksonlarinda kanitlanmistir. Ribozomlar ise, yalnizca hiicre govdesinde ve
dendritlerde bulunurlar, yani proteinler, zar vezikiilleri ve organeller (Orn.
mitokondri) mutlaka hiicre govdesinden aksonlara taginmalidir. Video ile
giiclendirilmis mikroskopi yoluyla, zar vezikiillerinin ve organellerin akson
mikrotiibiilleri boyunca her iki yonde de tasindigr goriintiilenebilir. Burada
kinezin ve dinein siras1 ile aksonlarin uglarina ve uglarindan kendi yiiklerini
tasirlar. Ornegin norotransmitterleri igeren salgi vezikiilleri, Golgi aygitinda
aksonlarin ug¢ dallarina kinezin ile tasinirlar. Ters ydnde stoplazmik dinein,
endositik vezikiilleri aksondan hiicre govdesine tasir (Sakizli M. ve Atabey N.,
2006).

Diger hiicre tiplerinde de mikrotiibiiller zar vezikiillerini ve organelleri
benzer sekilde tagir. Mikrotiibiiller sentrozomlara eksi uglari ile tutunarak, arti
uclart hiicre kenarina dogru yonlendiginden, kinezin ve dinein ailesinin farkli
liyelerinin vezikiil ve organelleri sitoplazma boyunca zit yonlere tasidiklari
diistiniilmektedir. Geleneksel kinezinler ve diger artt uca yonlendiren kinezin
ailesi liyeleri, kargolarini hiicre kenarina dogru tasirken, stoplazmik dinein ve eksi
uca yOnlendiren kinezin ailesi tiyeleri, maddeleri hiicrenin merkezine dogru tasir.
Endositik ve salgisal yolaklardaki zar vezikiillerinin tagmmmasma ek olarak,
mikrotiibiiller ve iligkili motor proteinler, zarla kapli organellerin (endoplazmik
retikulum, Golgi aygiti, lizozomlar, mitokondri gibi) hiicre i¢inde yerlesimini
diizenlerler. Ornegin endoplazmik retikulum, mikrotiibiillere baglanarak hiicre
kenarmna dogru uzanir. Mikrotiibiilleri depolimerize eden ilaglar, endoplazmik
retikulumun hiicre merkezine dogru gerilemesine neden olurlar. Bu durum,
endoplazmik retikulumun yaygin durumunun korunmasi i¢in mikrotiibiilleri ile
baglanmasinin gerekli oldugunu gostermektedir. Endoplazmik retikulumun
hiicredeki yerlesiminde onu mikrotiibiiller boyunca hiicre kenarina dogru art1 ug
yoniinde ¢eken kinezinin (ya da olasilikla kinezin ailesinin birg¢ok tiyesinin) etkili

oldugu diisiiniilmektedir. Benzer sekilde, kinezinin lizozomlarin hiicre
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merkezinden uzaklastirilmasinda O6nemli bir rol oynayabilecegi ve kinezin
ailesinin ti¢ degisik liyesinin, mitokondri hareketinde gorev aldig1 gosterilmistir.
Bunun aksine stoplazmik dineinin, Golgi aygitinin yerlesiminde rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Golgi aygiti, sentrozom yakininda hiicrenin ortasinda
yerlesiktir. Eger mikrotiibiiller, ilagla ya da hiicre mitoza girdiginde yikilirsa,
Golgi, sitoplazma geneline yayilan kiigiik vezikiillere ayrilir. Mikrotiibiiller
yeniden olustugunda Golgi vezikiilleri, stoplazmik dinein araciligiryla hiicrenin
merkezine (mikrotiibiillerin eksi ucuna dogru) tasinir ve Golgi aygit1 yeniden
yapilanir. Bu nedenle, Okaryot hiicrelerin sitoplazmalarinda go6zlenen
mikrotiibiiller boyunca hareket, sadece vezikiil transportundan degil zarla g¢evrili

organellerin yerlesiminden de sorumludur (Sakizli M. ve Atabey N., 2006).

2.3.8. Mitotik kromozomlarin ayrilmasi

Mitozun basinda mikrotiibiiller iki katina c¢ikan kromozomlar1 yavru
niikleuslara dagitarak, hiicre boliinmesinde Onemli rol oynayan mitotik igi
olusturmak {izere yeniden diizenlenirler. Genetik materyalin bu kritik dneme sahip
dagilimi, kardes kromatitlerin ayrildigi ve igin zit kutuplarma hareket ettigi,
mitozun anafaz asamasinda gerceklesir. Kromozom hareketi, farkli ig
mikrotiibiilleri ve iligkili motor proteinleri iceren, anafaz A ve anafaz B olarak
tanimlanan iki farkli mekanizmada olur.

Anafaz A, kromozomlarin kinetokor mikrotiibiilleri boyunca ig kutuplarina
dogru hareketinden sorumludur ve kromozom hareket ettikce kinetokor
mikrotiibiilleri kisalmaktadir. Bu tip kromozom hareketinin, kromozomlari
sentrozoma dogru ve 1§ mikrotiiblillerin eksi ucu yoniine ileten kinetokor
baglantili motor proteinler tarafindan gergeklestirildigi diistiniilmektedir.
Stoplazmik dinein, kinetokorlar ile baglantilidir ve kinezin ailesinin eksi uca
yonelen liyeleri gibi kutuplara yonelik kromozom hareketinde rol oynayabilir.
Kinetokor motor proteinlerin bu davranisi, kinetokor mikrotiibiillerin ayrigsmasi ve
kisalmasi ile eslesmistir. Bu olay mikrotiibiil kararsizlastiran enzim gibi davranan,
kinezin ailesinin baz iiyeleri tarafindan gergeklestirilmektedir.

Anafaz B, ig kutuplarinin kendiliginden ayrilmasini kapsar. Bu ayrilma, ig
mikrotiibiillerinin uzamas1 esliginde gerceklesir ve mitozun baslangicinda
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ikilenmis sentrozomlarin ig kutuplarini olusturmak {izere, ilk ayrigsmasina
benzerdir. Anafaz B sirasinda, {ist liste cakisan polar mikrotiibiiller, ig kutuplarini
iterek birbirlerinin iizerinde kayarlar. Bu tip hareketin, polar mikrotiibiilleri ¢capraz
baglayarak, onlar iist iiste cakistigr mikrotiibiiliin art1 ucuna dogru, kars1 kutuptan
uzaga hareket ettiren, ¢ok sayida art1 uca yonelen kinezin ailesi iiyelerinin etkisi
ile oldugu bulunmustur. Buna ek olarak, ig kutuplari, yildizs1 mikrotiibiiller
tarafindan birbirinden ayrilabilirler. Bu tip bir hareketten sorumlu olan
mekanizma heniiz tanimlanmamustir, ancak hiicre korteksine veya sitoplazmadaki
baska bir yapiya tutunan stoplazmik dineinin etkisi sonucunda gerceklesiyor
olabilir. Eksi u¢ yoniinde, bu gibi yildizs1 mikrotiibiillere tutunmus dinein
motorunun yer degistirmesi, ig kutuplarinin ileriye, hiicre kenarinda ¢ekilmesine
neden olabilir. Alternatif olarak, ig kutuplar ile iliskili bir motor protein, art1 ug
yoniine dogru yildizst mikrotiibiiller boyunca hareket ederek, ig kutuplarini hiicre

kenarina dogru ¢ekebilir (Sakizlt M. ve Atabey N., 2006).
2.3.9. Kirpikler ve kamgilar

Kirpikler ve kamgilar, gesitli 6karyot hiicrenin hareketinden sorumlu olan,
plazma zarmin mikrotiibiil temelli uzantilaridir. Bir¢ok bakteride de kamgi
bulunmaktadir. Fakat prokaryot kamgilar1 6karyotlardakilerden oldukca farklidir.
Bakteri kamcilar1 mikrotiibiil destekli plazma zar1 uzantilar1 degil, hiicre
yiizeyinden disar1 dogru uzanan protein filamanlaridir. Okaryotlardaki kirpik ve
kamgilar her biri ~0,25 pm c¢apa sahip, birbirine ¢ok benzer yapilardir. Birgok
hiicre uzunlugu ~10 pm olan ¢ok sayida kirpik (sil) ile kaplidir. Kirpikler diizenli
bir sekilde ileri geri hareket ederek, titreserek, hiicreyi sivi i¢inde ya da siviyi
hiicre yiizeyinde hareket ettirir. Ornegin Paramesyum gibi bazi protozoalarin
kirpikleri, hem hiicre hareketinden, hem de hiicre yiizeyi ve hiicre yiizeyinde
yiizen besinin agiz boslugu i¢ine almmasindan sorumludur. Hayvanlarda
kirpiklerin 6nemli bir fonksiyonu da, siviy1 ya da mukusu, epitelyum hiicre
tabakalarinin ylizeyinde hareket ettirmektir. Buna 1yi bir 6rnek, solunum yollarini
ddseyen ve solunum yollarindan mukus ve tozlar1 uzaklastiran kirpikli hiicrelerdir.

Kamgilar, 200 um’ ye varabilen uzunluklar1 ve dalga benzeri titresim hareketleri
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bakimindan kirpiklerden farklidir. Hiicreler genellikle ¢esitli protozoalarin ve
spermlerin hareketinden sorumlu olan sadece bir ya da iki kam¢1 icermektedir.

Hem kirpik hem de kamginin temel yapisi, mikrotiibiillerle iliskili
proteinlerden olusan aksonemdir. Mikrotiibiiller, dokuz ¢ift dis mikrotiibiil ile
gevrili ~bir ¢ift merkez mikrotiibiilinden olusan “9+2” formatinda
diizenlenmiglerdir. Dista bulunan birbirine kaynasmis her ikili farklidir:
Bunlardan biri (A tiibiilii) 13 6n filamana sahip olan tam bir mikrotiibiildiir; digeri
ise (B tiibiilii) tam bir mikrotiibiil yapisina sahip degildir ve A tiibiiliine kaynasmis
halde 10 ya da 11 6n filaman igerir. Dig mikrotiibiil ¢iftleri merkezdeki
mikrotiibiil ¢iftine 1s1ns1 ¢ikintilar ve birbirlerine de neksin adi verilen baglantilar
araciligr ile baglidir. Buna ek olarak, her bir A tiibiiliine, 2 dinein kolu
tutunmustur, bu aksonemal dineinlerin motor aktiviteleri, kirpik ve kamg¢inin
titresme hareketini saglar.

Kirpik ve kamgilarin yapisinda bulunan mikrotiibiillerin eksi uglari, dokuz
adet mikrotiibiil {li¢liisii iceren ve yapisi sentriyole benzeyen bazal cisim i¢inde
tutunmustur. Sentrozom elemanlar1 olarak 6nceden bahsedilmis olan sentriyoller,
bu yap1 igerisinde kompleks bir isleve sahiptirler. Bununla birlikte, bazal cisimler
aksonem mikrotiibiillerinin diizenlenmesinde agik bir role sahiptir. Aksonemin
disindaki mikrotiibiil ¢iftlerinin her biri, bazal cismin igindeki ii¢liilerde bulunan
iki mikrotiibiiliin uzamasi ile gelisir. Bu bakimdan bazal cisimler, kirpik ve
kamgciy1 hiicre ylizeyinde tutmanin yani sira aksonemal mikrotiibiillerin uzamasini
baslatmakla da gorevlidirler (Sakizli M. ve Atabey N., 2006).

Kirpik ve kamgilarin hareketleri, distaki mikrotiibiil ¢iftlerinin birbirine
goreli olarak kaynamasinin sonucudur ve bu aksonemal dineinin motor aktivitesi
ile desteklenir. Dineinin alt kism1 A tiibiiliine baglanirken, dinein bas gruplar
komsu mikrotiibiil ¢iftlerinin B tiibiillerine baglanir. Bdylece, dinein bas
gruplarinin eksi u¢ yoniindeki hareketi, bir ¢ift i¢cindeki A tiibiiliiniin, komsu B
tiibiiliiniin alt ucuna kaymasina yol agar. Aksonemdeki mikrotiibiil ¢iftleri neksin
kopriileri ile bagli oldugundan, bir ¢iftin digeri lizerinde kaymasi biikiilmelerine
neden olur. Bu da kirpik ve kamginin titresim hareketinin esasini olusturmaktadir.
Buna karsin, aksonemin farkli bolgelerindeki dinein molekiillerinin aktiviteleri,

kirpiklerin titresimlerinin ve kamg¢inin su ana kadar ¢ok az anlasilan dalga benzeri
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hareketlerinin, diizenli olarak gerceklestirilebilmesi i¢in ¢ok dikkatli bir sekilde
kontrol edilmelidir (Sakizli M. ve Atabey N., 2006).
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3. ANTIMITOTIK, KEMOTERAPOTIK iILACLAR iLE KANSER
TLISKiSI

Bugiin klinikte kullanilan ¢ogu kemoterapdtik anti kanser ilaglar timor
hiicrelerinin hiperproliferasyon durumunu inhibe etmek ve sonra da apoptozu
indiiklemek i¢in hiicre dongiisiinii hedefleyen ajanlar igerirler. Bununla
kemoterapinin sonuglanmasi istenmektedir.

Etki sekline dayanarak bu kemoterapétik ilaglar farkli gruplara ayrilabilmektedir:
1) DNA sentezini engelleyen ilaglar
2) DNA hasarini ortaya ¢ikaran ilaglar
3) Mitotik igciklerin (mitotic spindle) islevini inhibe eden ilaglar

En son bahsedilen ilaclarin klinikte son derece basarili oldugu
kanitlanmistir ve bunlar genel olarak siklikla ig zehirleri olarak bahsedilen
mikrotiibiil baglayici ilaglar ile temsil edilirler. Bu gruptaki ilaglar (kolsemid,
taksanlar, epotilonlar ve dikodermolidler Vinka alkaloidleri, kolsisin, nokodazol
ve doksorubisin gibi gesitli anti mitotik ilaglar) mitotik ig aygit1 mikrotiibiillerinin
islevini engeller ve inhibe eder. Bu da mitozda hiicre dongiisiiniin durmasina ve
sonra da tiimor hiicre Sliimiiniin baglamasina (indiiksiiyonuna) yol agar. Ancak
mikrotiibiiller istirahat halindeki ve bir araci yardimiyla farklilagtirilmis olan
hiicrelerin, 6rnegin hiicre i¢i gecis silireci gibi 6nemli islevlerini yerine getirdigi
icin anti mikrotiibiil ilaglar ciddi periferal noropatileri de igeren istenmeyen yan
etkiler gostermektedir. Bu nedenle mikrotiibiilleri 6ldiirmeyen ancak mitozun
devamini inhibe eden yeni ila¢ hedefleri istenmektedir ve yeni antimitotik
ilaglarin gelistirilmesi i¢in harekete gecilmistir. Boylece mevcut ilag gelisim
programlar1 sadece yeni anti mikrotiibiil ilaglar gelistirilmesi lizerine degil ayni
zamanda mitotik kinezinler ve mitotik kinazlar1 iceren yeni anti mitotik ilag
hedefleri iizerine de odaklanmis durumdadir. Ustelik mitoza programsiz bir girise
yol acarak DNA hasar1 olusturan ajanlara maruz kalmis olan hiicre dongiisiiniin
durmasini ortadan kaldiran ilaglarin kullanilmasi, tiimor hiicrelerinde mitozla
iligkili hiicre Oliimiinii uyarmak i¢in {imit verici bir stratejidir (Schmidt ve

Bastians, 2007; Cogulu ve ark., 2007).
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3.1. Mitotik I (Spindle): Antikanser Tlaglarimn Bashca Hedefi
Mikrotiibiiller

Mikrotiibiiller, aktin ve ara (intermediate) filamanlar ile birlikte dkaryotik
hiicrelerin hiicre iskeletinin baslica bilesenleridirler. Interfazda ve farklilasmis
hiicrelerde, mikrotiibiiller organellerin ve vezikiillerin hiicre i¢i gegisi i¢in gegit
olarak ig goren igcikleri olustururlar.

Hiicreler mitoza girdigi zaman bu interfaz ag1 dagilir ve kromozomlarin bir
araya gelmesi i¢in gerekli olan bir mitotik ig halinde yeniden diizenlenir ve bunu
kardes kromatitlerin ayrilmasi izler. Mikrotiibiiller, mikrotiibiil duvarini olusturan
a ve P tiibiilin heterodimerlerinin 13 protofilament haline polimerizasyonu ile
olusmus, yaklasik 25 nm capinda, uzun, koyu (stiff) ve silindirik tiiplerdir.
Mikrotiibiiller olduk¢a dinamik olan siirekli olarak biiyliyen ve kiigiilen yapilardir.
Bu siire¢ dinamik kararsizlik olarak adlandirilir. Bu dinamik polimerizasyon
davranigi, tlibiilin alt {nitelerine baglanan GTP’ nin hidrolizi ile siirdiiriiliir:
Mikrotiibiillerin iki ucu farklidir: + u¢ daha dinamik olup net bir biiylime
gosterebilirken, - ug, sentrozom ya da mikrotiibiil diizenleyici merkezde (MTOC,
Microtubul Organising Center ) sikica baglanmistir ve daha az dinamik olup net
bir kiiciilme gdosterebilir. Bu ylizden, belli bir zamanda, mikrotiibiiller polimer
miktarlarinda degisiklik gostermeyebilirler. Ancak biiyiik Ol¢iide dinamizm
sergilerler. Mikrotiibiillerin ikinci 6nemli dinamik davranisi “treadmilling” olarak
adlandirilir. + ucta kesintisiz bir biiylime ve eksi dengeli bir kisalma olmaktadir.
Bu nedenle, tredmilling mikrotiibiillerin + ucundan — ucuna tiibiilin alt {initelerinin
akiginda meydana gelir. Dinamik kararsizlik ve tredmilling, mikrotiibiillerin islevi
icin, oOzellikle mitoz sirasinda Onemli Ozelliklerdir. Bir¢ok farkli protein
mikrotiibiillere baglanabilir. Bunlardan bazilar1 mikrotiibiil baglayic1 proteinler
(MAPs) olarak adlandirilan yapisal proteinlerdir ve mikrotiibiillerin dinamik
davranigin1 ve stabilitesini diizenlerler. Mikrotiibiil baglayic1 proteinlerin diger
biiylik grubu motor proteinlerle temsil edilmektedirler. Bu gruptaki proteinler
Kinezinler ve dineinler olarak gruplandirilabilir. Bu proteinlerden bazilar1 hiicre
i¢i protein tagsinmasina Onciiliik ederek mikrotiibiiller boyunca hareket edeler.
Digerleri ise mitozda sentrozom konumlandirilmasinda, kromozom toplanmasi ve

ayrilmasinda 6zel islevlere sahiptir (Schmidt ve Bastians, 2007; Cogulu ve ark., 2007).
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3.2. Mitoz

Mitozda kromozomlar yogunlasirlar (kondense olurlar). Cekirdek zarfi
bozulur, hiicre iskeleti mitotik igsi cisimcik olusturmak iizere organize olur ve
kromozomlar zit kutuplara goc¢ ederler. Kromozomlarin ayrilmasini hiicre
boliinmesi yani sitokinez izler.

Mitozda temel olarak kromozomlar kondense olur mitotik igsi iplikgikler
olusur ve bu iplik¢iklerin mikrotiibiillerine kromozomlar tutunurlar. Kardes
kromatitler daha sonra birbirlerinden ayrilirlar ve zit kutuplara gocerler. Bunu da
yavru hiicrelerde ¢ekirdek olusumu izler. (Schmidt ve Bastians, 2007; Cogulu ve
ark., 2007).

Mitozun 4 dénemi vardir:

1) Profaz
2) Metafaz
3) Anafaz
4) Telofaz

Profaz, niikleer zarin dagilimi ile baslar. Cok kii¢iik vezikiiller halini almis
zar vezikiilleri pargalanip dagilirlar. Biitlin mitoz boyunca igcik cevresinde
yer aldig1 bolgeye uzanirlar. Profazda kondensasyon (yogunlasma) meydana gelir.
Kromozomlarin her biri iki kardes kormatitten ibarettir. Bu doénemdeki DNa
molekiilleri S doneminde olusmustur. Replike olmus bu DNA molekiilleri
birbirine sarili olarak S ve G2 donemlerini gegtikten sonra kromozom
kondensasyonu boyunca birbirinden ayrilirlar. Kondense olmus kardes kromatitler
sentromerde birlesirler. Sentromer proteinlerin igsi iplik¢ik mikrotiibiiliiniin temas
ettigi yer olan kinetokoru olusturmak iizere baglandig1 proteinlerin bulundugu
DNA dizisidir. Sentrozomlar mikrotiibiil biiylime merkezleridir. Mikrotiibiiller
buralardan hiicrenin g¢evresine dogru uzanirlar. Mitotik igcik 3 tip mikrotiibiil
igerir:

1) Polar Mikrotiibiil: Kutuplardan ekvatora dogru uzanir. Karsilikli

kutuplardan uzanan ve ekvatoru biraz gecen polar fibriller, ekvator
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bolgesinde mikrotiibiil baglayici proteinler ile birbirlerine ¢apraz olarak
tutunurlar.

2) Kinetokor  mikrotiibiil:  Kromozomlarin  sentromerine  tutunarak
kromozomlar1 kutuplara baglar.

3) Yildizs1 mikrotiibiil: Kutuplarda sentromerin etrafinda, sentromerden
hiicrenin periferine dogru 1sinsal olarak uzanirlar (Goodman B. ve Zheng
Y.,2006)

Kromozomlar igcige kinetokor adi verilen yapilarla tutunurlar. Kardes
kromatitler ise sentromerleri ile birbirlerine kaynasmislardir. Sentromer,
kromozom ayrigmasi i¢in gereken 6zel bir DNA bolgesidir. Profazda her bir
sentromer tizerinde her bir kromatidin sentromer bolgesine bir tane denk gelecek
sekilde birbirine zit yonde iki kinetokor gelisir. Kinetokorlar metafazda
kutuplardan kromozomlara dogru uzanan kinetokor fibrillerinin kromozomlara
tutunduklar1 yerdir. Kinetokor, mitozda kromozom hareketini saglayan esas
elemandir. Ug tabakali bir yap:1 gosterir. Plaka gibi olup, bir multiprotein
kompleksidir. Kinetokora baglanan mikrotiiblil sayis1 tlirlere gore degisir.
Insanlarda yaklasik olarak 20-40 mikrotiibiil baglanir. Profazda, cekirdek zarfin
yikilmasi, kromozomlarin mitotik igcik ile iliski kurmalarin1 saglar. Bunun
sonucu olarak da bir kromozomun iki kromatidi birbirinden ayrilir. Kinetokor
ikiye bolen ekvator diizlemine yerlestirir. Boylece prometafazin karakteristigi olan
kromozom hareketlenmesini baslatir. Kinetokorda toplanan proteinler, mikrotiibiil
motorlarint igerir ve bunlar igsi iplik¢ik mikrotiibiillerinin uglarma dogru
sentrozomdan tutunmus olan kromozom hareketini saglar. Ayrica sentrozomda
bulunan motor proteinler de bu harekete katkida bulunur. Bu harekete kars1 polar
uclardan kars1 yone dogru polar esinti denilen karsi bir giic de kromozomlari
ortaya dogru iter. Sonu¢ olarak; prometafaz kromozomlari sentrozom ve igsi
iplik¢igin merkezi arasinda ileri geri hareket eder durur. Biitiin bu islemler
prometafazda tamamlanir. Mikrotiibiiller kinetokora tutundugu zaman diger
yandaki kinetokor da farkli kutuptan biiyliyen diger mikrotiibiilii yakalar. Ortaya
cikan bu prometafaz hareketleri yeni olusan hiicrelere kromatitlerin dagilmasini

saglar. Boylece anne ve babadan gelen genlerin karigmasi saglanir.
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Kondensasyonu takiben mitotik igsi iplik¢ik gelisimine yol agan sitoplazmik
degisiklikler profazda meydana gelir. Kopyalanmis olan sentromer ayrilir ve
cekirdekte zit yonlere gider.

Igsi iplik¢igin zit kutuplarindan gelen mikrotiibiiller kardes kromatitlerin
iki kinetokoruna temas eder ve kromozomlar fiizerindeki giiclerin dengesi
metafazda igsi iplik iizerinde dizilmelerini saglar. Igsi iplikgik kromozomlarla
temas eden kinetokor mikrotiibiilleri ve hiicrenin merkezinde iist iiste gelen polar
mikrotiibiillerden olusur. Ayrica kisa yildizs1 mikrotiibiiller sentrozomlardan
hiicre periferine dogru yayilim gosterir.

Profazi takiben hiicre prometafaza girer. Profaz ve metafaz arasi bir gegis
donemidir. Bu donemde igsi iplik¢igin mikrotiibiilleri kinetokorlara temas eder.
Kardes kromatit kinetokorlart kromozomun zit kutuplarina yonlendirilirler,
boylece igsi iplik¢igin zit kutuplarindan ¢ikacak sekilde mikrotiibiille temas
ederler.

Metafaz doneminde kromozomlar iki kutba da esit mesafede olacak
sekilde igsi iplikgikte dizilirler. Bu durum kromozomlari iten ve ¢eken gii¢lerin
varligr sayesinde gergeklesir. Bu giiclerin nereden kaynaklandigr heniiz
bilinmemektedir. Bir kromozomu metafaz plaginda tutan kinetokor fibrillerden
birisi kesilirse, kromozom tam olarak, yani kromatitler ayrilmadan, Kinetokor
fibriliyle o yondeki kutba dogru ¢ekilir. Eger iki kromatit arasindaki birlesme
noktas: koparilirsa, her iki kromatit birbirinden ayrilir. Ayni anafazda oldugu gibi
bagli bulunduklar1 kutuplara dogru hareket ederler. Eger bir kromozom bir kutba
dogru itilirse, karsit gii¢ aniden artar ve kromozomu metafaz plagina ¢eker ve
orada kalmasini saglar. Kardes kromatitler arasindaki bagin kopmasi ile
metafazdan anafaza gegis olur. Anafazda iki olay meydana gelir. Anafaz A’ da
kinetokor mikrotiibiilleri kisalir, kromozomlar kutuplara yaklasir. Anafaz B’ de
uzaklagir. Kromozomlarin mikrotiibiiller tizerindeki hareketi hakkinda da degisik
modeller one siiriilmekle birlikte, en ¢cok kabul géren bir modele gore dinein ya da
kinezin adi verilen bir protein ATP hidrolizi ile elde ettigi enerji yardimiyla

mikrotiibiil iizerinde bir ¢esit yiirime hareketi ile ilerlerken kromozomu da
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kendisiyle birlikte siiriikler. Kinetokor tarafindan agiga ¢ikan mikrotiibiiliin
kromozom tutan ucu da devamli yikima ugrar.

Kromozomlar zit kutuplara go¢ ederler ve mitoz telofazla sonlanir.
Telofazda kromatitler kutuplara ulasir ve kinetokor mikrotiibiilleri gériinmez olur.
Polar mikrotiibiiller uzamaya devam eder, yeni ¢ekirdek zarfi olusur. Cekirdek
tekrar sekil alir ve kromozomlar yeniden yogunlasirlar. Yogunlagmis kromatinler
yayginlasir ve mitoz sonlanir.

Sitoplazmanin iki bdliime ayrilmasi olan sitokinez, ge¢ anafazda baglar ve
telofaz sonuna dogru sonlanir, iki yavru hiicre olusur. Bu dénemde sitoplazma

yarilma ile ikiye ayrilir, hiicre zar1 biiziiliir ve bir oluk olusur. Bu oluk olusumu

.....

Bastians, 2007; Cogulu ve ark., 2007).
3.3. ig Kontrol Noktasi

Mitotik bir hiicrede anafaz baglamadan 6nce kromozomlarin yeni olusan
hiicrelere esit dagilimini saglamak icin metafaz boyunca kromozomlarin ilk olarak
uygun bir sekilde siralanmasi gereklidir. Bu kuralin bozulmasi, siralanmamis
kromozomlarin varliginda kromozom ayrilmasina izin verir ve bu ylizden,
anaploidi ile iligkili kromozomal degiskenlik (instabilite) meydana gelir.
Kromozomlarin yanlis ayrilmasini 6nlemek icin “ig kontrol noktasi” olarak
bilinen bir sinyal transdiiksiyon yolagi tiim kinetokorlar uygun bir bi¢imde ig
mikrotiibiillerine baglanana kadar anafazin baslamasii inhibe eder ve metafaz
boyunca diizenler. 1§ kontrol noktasi sinyali gesitli ¢ok iyi korunmus olan
proteinlerin islevini yerine getirir. Niikleer zarfin dagilmasindan hemen sonra ig
kontrol noktasinin aktivasyonu, bu mikrotiibiil baglantis1 ya da kinetokor gerilimi
olmayan kinetokorlara toplanmasiyla iligkilidir ve 26S proteozom araciligi ile
degredasyonu i¢in anafaz-diizenleyici-kompleks/siklozomun (APC/C), ana
mitotik proteinleri isaretleyen bir E3 ubikuitin-ligaz, inhibisyonu ile sonlanir.
APC/C’ nin temel substratlar1 sekurin ve siklin B’ dir. Bunlarin degredasyonlari
siras1 ile anafazin baglangici ve mitozdan c¢ikis i¢in gereklidir. Sekurinin
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degredasyonu metafazdan anafaza geciste kardes kromatitleri bir arada tutan
kohezyon kompleksinin bir alt {initesine bagli bir proteaz olan separazin, aktif
seklini serbest birakmak i¢in gereklidir. Bdylece aktive olmus bir i kontrol
noktasi, protein proteolizinin inhibisyonu ve kromatit kohezyonunun siirdiiriilmesi
boyunca anafazin baglamasini onler.

Ig kontrol noktasi aktivasyonunun molekiiler mekanizmas1 hakkinda
bilinenler ¢ok azdir. APC/C’ye dogrudan baglanan ve ubikuitin ligaz aktivitesini
inhibe eden terminal efektor proteini Mad2’ yi aktive etmek i¢in Bubl, BubR1,
Mpsl1 kinazlarin akitivtesi kadar kontrol noktasi proteinlerinin kinetokorlara
toplanmast da gereklidir. Yine de, mikrotiibil baglanmasi olmadan ya da
kinetokor gerilimi olmadan aktif bir kontrol noktasi sinyaline nasil
doniistiiriildiigli hala bilinmemektedir. Kinetokor bulunan kinezin proteini CENP-
E, mikrotiibiillerin kinetokorlara baglanma egiliminde bir isleve sahip olmali ve
kontrol noktas1 sinyalinin BubR1 kinazi aktive ederek baslamasina yol agmalidir.
Buna ek olarak, aurora-B kinaz, INCENP, borealin ve survivinden olusmus sézde
kromozomal yolcu kompleksi secici kinetokor gerilimi yoklugunda ig noktasinin
aktive edilmesinde bir role sahip olmalidir.

Ig kontrol noktasinin bozulmasi, yanlis siralanmis olan kromozomlarin
varliginda bile kardes kromatitlerin erken ayrilmasiyla  sonuglanir.
Kromozomlarin ya da biiyiik boliimiiniin siirekli artist ya da azalisi dogrudan
kromozomal instabiliteye (CIN) yol agar. Bu durum kanserin baslica ayirt edici
0zelligi olan anaploidi ile ilgilidir. Gergekten, bir¢ok tiimor hiicresinde i1g kontrol
noktasi iglevi zayiflamistir ve kontrol noktasi sinyali devam ettirilmemektedir. Bu
nedenle bozulan bir ig kontrol noktasi kromozomal bir instabiliteye ve kanserde
tiimdr olusumuna dogrudan katkida bulunur (Schmidt ve Bastians, 2007; Cogulu

ve ark., 2007).
3.4. Mikrotiibiil Baglayic1 Antikanser ilaglar

Mikrotiibiillerin islevini inhibe eden anti-kanser ilaglarin kullanilmasinin
gerekcesi mitotik igin normal islevini yapmasina engel olarak normal mitotik
stireci inhibe etmektir. Aslinda, mikrotiibiilleri hedefleyen bir¢ok kimyasal
bilesik, ¢ogunlukla dogal kaynaklardan elde edilir ve bu ilaclar timdr hiicrelerinin
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hizla ¢ogalmasi iizerinde mitozun blokajiyla ilk etki seklini gosterir, bu da hiicre
Olimiiniin indiiklenmesine yol acar. Geleneksel olarak, mikrotiibiil baglayici
ilaglar iki grupta siiflandirilirlar:

Mikrotiibiilleri  dengeleyen (stabilize eden) ¢esitli taksanlar ve
epothilonlar1 kapsayan ajanlar ile mikrotiibiillerin dengesini bozan (destabilize
eden) cesitli Vinca alkaloidleri ve kolsisini kapsayan ajanlar.

Yine de, tim bu ilaglar diisiik dozlarda, klinik olarak uygun
konsantrasyonlarda nanomolar aralikta, mikrotiibiillerin net polimer miktarini
degistirmekten ¢ok mikrotiibiillerin dinamigini baskilarlar. Bu nedenle, bu ajanlar
mikrotiibiillerin instabilitesini baskilayan ilaglar olarak adlandirmak daha
uygundur. Ancak bu ilaclar etki seklinden ¢ok mikrotiibiiller iizerindeki baglanma
bolgelerine dayanarak gruplandirilirlar. Iyi  bilinen baglanma bélgeleri,
mikrotiibiillerin liimenindeki B-tubulin istiindeki taksan bdlgesi, Vinca etki alani
(domain), B-tubulin {izerindeki GTP baglanma bolgesine yakin ve a- ve B-tubulin
dimerleri arasindaki arayiizde kolsisin baglanma bdlgesinden olusmaktadir

(Schmidt ve Bastians, 2007; Cogulu ve ark., 2007).
3.5. Mikrotiibiil Baglayic1 Anti Kanser fla¢ Olarak Kullanilan Nokodazol

Mikrotiibiil depolimerlesmesine bagli olarak antikanser terapisinde tiimor
hiicrelerinin gelisimini baskilamak i¢in mitoz bloklayici ajanlar uzun zamandir
kullanilmaktadir

Nokodazol, mikrotiibiillerin polimerizasyonuna engel olarak hiicrelerde

etkisini gosteren antimitotik bir ilagtir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Nokodazoliin kimyasal yapisi

Nokodazol hiicre iskeletini etkilerken, kontrol olarak ¢ogunlukla hiicre
boliinme dongiisiinlii senkronize etmek icin hiicre biyolojisi laboratuvarlarinda
kullanilir. Flow sitometre ile analiz edildiginde, Nokodazol ile tedavi edilen
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hiicreler G2 de veya M fazinda aksamaya ugrar. Nokodazol ile tedavi edilen
hiicrelerin mikroskopisinde, onlarin mitoza girdigi fakat mikrotiibiillerin
polimerlesememesi  sebebiyle metafaza gecemedigi goriilir.  Kinetokora
mikrotiibiillerin baglanamamasi1 nedeniyle, prometafaz safhasinda hiicrenin
sabitlenmesine sebep olan igsi cisimleri birlestiren kontrol noktasini harekete
gecirir. Hiicre senkronizasyon deneyleri igin sik kullanilan Nokodazoliin hiicre es
zamanlamasina basarili oldugu gézlenmistir. Eger uzun siire ilaca tabi tutulursa
hiicrelerin geri doniisiimsiiz olarak apoptoza ugramasi nedeniyle hiicre olimi
gerceklesir (Cinar ve ark., 2008).

Nokodazoliin bir diger standart hiicresel biyoloji uygulamasi, okaryotik
hiicreler igindeki Golgi ministacklarn olusumuna sebep olmasidir. Okaryotlarm
icindeki Golgi aygitinin ¢ekirdegi ¢evreleyen yapisal organizasyonu, mikrotiibiil
trafigine baghdir, fakat Nokodazol ile tedavi edilen E.R. den Golgi elementinin
trafiginin aksatmasi, E.R. c¢ikis kisimlarina yakin birkag Golgi elementinin
olusumuna sebep olur. Bu, islevsel Golgi ministacklar, hiicrelerin yakinina
dagitilmis bulunur, Nokodazole mikrotiibiilleri depolimerize ettiginden beri,
¢ekirdek cevresindeki Golgiyi olusturmak i¢in ileri harekette bulunamaz.

Dinamik bir bakis agisiyla, Okaryot hiicrelerin mikrotiibiilleri net bir
sekilde iki alt populasyonda kategorize edilebilir. Hareketli mikrotiibiiller, ekleme
uclarinda biliylime ve depolimerizasyon evreleri arasinda degisen dinamik bir
kararsizliga baglhdirlar. Evreler arasindaki alisilmis degisimler sebebiyle,
mikrotiibiiller hizlica Nokodazol gibi anti-polimerlesen ilaglar tarafindan
istikrarsizlastirilir. Daha az siklikla degisime maruz kalan duragan mikrotiibiiller
uzun silire boyunca uzunluguna degisime maruz kalmazlar. Mikrotiibiiller, tubulin
alt birimlerinde mRNA’ lardan degisime ugramis proteinlerin degisikliklerinin
birikimini saglar ve anti-polimerize olan ilaglara daha fazla direncglidir. Ekleme
uclarinin kaplanmasi1 duragan mikrotiibiillerin ekleme uglarini tikamaya neden
olan 6nemli bir yontemdir. Onlari, birlesen veya kopan tiibiilin alt birimlerinden
korur, her ikisinin de dinamik Onlemesini ve anti polimerize ilaglara karsi
direnigini agiklar. Buna karsin, dinamik mikrotiibiillerin, basliksiz ekleme uglarini,
onlarin biiylimesine veya kiiciilmesine izin vererek sergilemeleri umulur. Bu

ilaglar, kotli huylu hale doniismiis olan hiicrelerin mitotik aparatlari tizerine etki
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eder veya daha agik ifadeyle hiicrelerin mitotik ig iplik¢iklerini etkileyip interfaz
mikrotiibiillerinden daha dayaniksiz olan bozuk mikrotiibiillere doniismesine
sebep olurlar. Timor hiicrelerinin, mitostatik ilaglara, saglam hiicrelere nazaran
daha hassas olduklar1 ve saglam hiicreler igin gereken dozdan daha diisiik
dozlarda bloke olabildikleri diistiniilmektedir. Agik¢a ortadadir ki Nokodazol gibi
ilaglarin saglam hiicrelere etkileri yabana atilmamalidir ¢linkii maruz kalan saglam
hiicreler de kotii huyluya dontlisme egilimine girebilirler.
Bu nedenle Nocodazoliin etkilerinin doza bagli oldugunu unutmamak gerekir
(Vasquez ve ark., 1997).

Mikrotiibiil (MT) depolimerize edici bir ajan olan Nokodazol kullanilarak
yapilan tedavilerde tiim yeni gelisen mikrotiibiiller sasirtici bir sekilde hareketli ve
duragan mikrotiibiilleri sirasiyla karigtiran homojen bir populasyon olusmasina
neden olur: bu durumda mikrotiibiiller normal olarak biiyiirler ve ayn1 zamanda
anti polimerize olmus ilaglarla miicadele karsisinda veya hiicre gecirgenliginin
ardindan seyreltmeye direnirler. Ayrilmaya karsi bu koruma, kesin olarak,
duragan mikrotiiblillerde bulunan ve MT ekleme uglarinin tikanmasiyla MT
uzamasinin bozulmasina benzeyen ekleme wucu kaplamasinin varligr ile
aciklanamaz. Yeni yontemler ile gelismekte olan mikrotiibiillerin bu sartlar
igerisinde korunumunun saglanmasi agiklanmaya calisilmaktadir (Eilers ve ark,

1989).
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4. KONTROLLU SALIM SiSTEMLERININ HEDEFLENDIRILMESI

Kontrollii salim sistemlerinden nanopartikiiller, ilaglarin endojen bilesikler
ile kimyasal modifikasyonlar sonucunda elde edilen konjugatlar; hedefle yiiksek
oranda etkilesme Ozelligine sahip dogal/sentetik hedeflendirici molekiillerin
dogrudan ilaca ya da nanopartikiiler tasiyiciya kovalan baglanmasi ile hazirlanan
sistemler ile ilaglarin hedeflendirilmesine olan ilgi giin gegtikce artmaktadir.
Bunun 6nemli bir nedeni konvansiyonel, biyoteknoloji ve gen kokenli ilaglarin, ya
da tan1 maddelerinin viicudun spesifik bolgesine -doku, organ, hiicre- se¢ici olarak
tasinmasidir. Bu segici hedeflendirme istenmeyen yan etkilerin azalmasina,
optimum terapdtik yanit elde edilmesine, yliksek dozlarda toksik etkileri gdzlenen
biyolojik olarak aktif kimyasal maddelerin gilivenli kullanimina olanak

vermektedir (Giirsoy A. Z.,2002).
4.1. Hedeflendirmenin Amaci

Konvansiyonel tedavide gozlenen olumsuzluklari elimine etmek ya da en
aza indirgemek, hiicresel diizeylere taginmay artirmak, ilaglarin dolagiminda ya
da diger biyolojik sivilardaki konsantrasyonunu ve salim kinetiklerini optimize
etmek, ilaclarin farmakokinetik ve farmakodinamik o6zelliklerini degistirmek,
diisiik ya da yliksek dozlarda etkin ve gilivenli tedavi saglamak, toksik ve
immiinojenik 6zellikleri gidermek ya da en aza indirgemek, ilaclarin stabilitesini
artirmak ve viicudun diger bolgelerinde herhangi bir istenmeyen etkilesmeye
neden olmadan hedef bolgede istenilen diizeyde farmakolojik yanit elde etmektir
(Giirsoy A. Z.,2002).

4.2. Ilaclarin Hedeflendirilme Nedenleri

Ilaglarin klinik, farmasotik, farmakokinetik/farmakodinamik,
biyofarmasétik ve ticari yonlerden hedeflendirilme nedenleri Tablo 4.1.” de

Ozetlenmistir (Giirsoy A. Z.,2002).
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Tablo 4.1. Tlaclarin hedeflendirilme nedenleri

Farmasotik Dayaniks1z olmasi
Coziiniirliik sorunu olmasi
Biyofarmasotik Absorbsiyonun diisiik olmasi

Membrana fazla baglanmasi

Farmakokinetik/Farmakodinamik

Yarilanma dmriiniin kisa olmast
Dagilma hacminin genis olmasi

Terapotik indeksin diislik olmasi

Klinik Anatomik/hiicresel engellerin
bulunusu
L [lacin hasta ve hekime yeni sekilde
Ticari
sunulmasi

4.3. Hedeflendirilen fla¢ Tasiyic1 Sistemlerin ideal Ozellikleri

Biyolojik, ilaca ve tastyiciya iligkin 6zellikler olmak iizere ii¢ grupta

toplanabilir (Tablo 4.2.) (Giirsoy A. Z.,2002).

Tablo 4.2. Hedeflendirilen ilag tasiyict sistemlerin ideal 6zellikleri

Biyolojik Faktorler

ilaca iliskin Faktorler

Tasiyiciya iliskin Faktorler

Hedefe vaskiiler tasima

Kontrollii salim frekansi

Biyolojik olarak ge¢imli olmast

Hedefe ulasmadan

Hedefe yerlesme salimin olmamast Biyopargalanir olmasi
Endotele gegis llactn istenen diizeyde Maliyet etkin olmasi
olmasi
Dozaj seklinde fiziksel ve
Hedefe ila¢ dagilimi kimyasal olarak dayanikli

olmasi

Salimin kontroliu

34




4.4. Tlaclarin Hedeflendirilmesinde Temel Yaklasimlar

Ilaglarm hedeflendirilmesi iki temel yaklasimdan biri ile yapilmaktadir.
Bunlardan birincisi, ana bilesigin hedef bdlgeye tasinmasini, hedefte ya da
taginma sirasinda istenen bolgede aktif sekle donlismesini saglayan kimyasal
modifikasyon, ikinci yaklasim ise, mikropartikiiler sistemler ile ilacin
formiilasyonunun  sistemik/diger  yollarla  uygulanarak etki  bolgesine
gonderilmesidir.

Kimyasal modifikasyonda ilag, tasiyict bilesige kovalan olarak
baglanmaktadir. Kimyasal modifikasyon sonucunda elde edilen konjugat
molekiiler yapisina, yoluna bagl olarak hedefte veya absorpsiyonun saglandigi
bolgede kimyasal/enzimatik degredasyon ile tagiyict kismindan ayrilmakta ve ilag
aktif sekline doniismektedir. Bu yaklasim On ila¢ tasarimi olarak bilinmekte ve
ilacin yapisin1 kimyasal olarak degistirmede kullanilan molekiil, ilacin taginmasin
velveya spesifik olarak taninmasini saglayan kismi olusturarak, ilacin
fizikokimyasal, biyofiziksel ve farmakokinetik 0Ozelliklerini degistirmektedir.
Tastyic1 olarak endojen yapida, biyolojik olarak uyumlu ve pargalanabilir
bilesiklerin kullanilmast, ilacin organizmada bulunan dogal
biyokimyasal/metabolik yolaklar1 izlemesine neden olmaktadir. Bu amagcla
endojen yapidaki lipitler (yag asitleri, monogliserit, digliserit, fosfolipitler ve
fosfolipit tiirevleri), karbonhidratlar, polimerler, biyopolimerler tasiyici olarak
secilmekte ve elde edilen yapilar ilaglarin biyotersinir tiirevleri veya
biyokonjugatlari olarak bilinmektedirler.

Kimyasal modifikasyonda bir bagka yaklasim ise ilacin kendisinin veya
hedeflendirmeyi saglayan ligand ile birlikte tasiyici olarak secilen polimere
kovalan baglanmasi ve elde edilen polimer-ilag konjugat ile kontrollii ve/veya
hedeflendirilmis sistemlerin olusturulmasidir. Bu amagla polietilenglikol (PEG)
siklikla kullanilmaktadir. PEG ile modifikasyona pegilasyon denilmekte ve PEG
ilaglara ve/veya lipitlere kovalan baglandiginda elde edilen konjugat miseller yap1
olusturulabilmektedir. Pegilasyon ile ilacin immunojenik o6zellikleri azalmakta,
dolasimda kalig stiresi artmakta, dagilim hacmi kiigiilerek, ilacin yari omri

uzamaktadir (Giirsoy A. Z.,2002).
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4.5. Aktif Hedeflendirme Mekanizmasi

Aktif hedeflendirme, mikropartikiiler sistemleri Retikiilo Endotelyal
Sistemde (RES) toplanmamasi ancak dogal dagilim modelinin degistirilmesi
sonucu spesifik hiicrelere, dokulara ya da organlara yonlendirilmesi esasina
dayanir. Sistemde, ya dogrudan dogruya etken maddeye ya da etken maddeyi
tasiyan tasiyiciya bagl hedefleyici bir madde bulunmaktadir. Aktif hedeflendirme
manyetik, ultrasonik ve ligant-reseptor aracili hedeflendirme olmak {izere ii¢ ana
baslik altinda incelenmektedir (Giirsoy A. Z.,2002).

4.5.1. Ligand-reseptor aracili hedeflendirme

Bu tip hedeflendirmede farkli yapida ligantlar kullanilmaktadir. Tastyici
sistemler hiicre yiizeyindeki spesifik reseptorlere yonlendirilerek, hiicre icine
alinma ligantin ve reseptoriin yapisina bagli olarak reseptor aracili endositoz veya
transitoz ile gerceklesmektedir. Ligant hedeflenen hiicrede bulunan reseptoriin
Ozelliklerine bagli olarak sec¢ilmektedir. Bu se¢imde ligantin &zellikleri (tipi,
Ozglnliigli, reseptore olan ilgisi ve baglanmasi, hiicre igine internalizaasyon
kapasitesi ve hizi, tasiyict sistemin ligantin fizikokimyasal 6zelliklerine etkisi) ve
reseptoriin Ozellikleri (antijen/reseptdr yogunlugu, epitopun [6zglin tanima ve
baglanma saglayan bolgenin] lokalizasyonu, reseptore baglanmanin doygunluga
erismesi, hiicre ylizeyinde ekspresyonun artmasi/azalmasi, hiicre ig¢ine
internalizasyon hizi ve internalizasyon yolu) g6z Oniinde bulundurulmakta ve
dogru se¢im hedeflendirmenin basarisinda en 6nemli etkeni olusturmaktadir. Bu
baglamda bazi1 hastaliklarda sadece hedef hiicreye 06zgli ylizey reseptorlerinin
bulunmas1 veya bazi reseptorlerin ekspresyon diizeylerinin normalin iizerinde
artmast kosulu ligant se¢iminde belirleyici bir 6zellik olarak kullaniimaktadir
(Giirsoy A. Z., 2002).

Ligant-reseptor aracili hedeflendirmede kullanilan ligantlar arasinda
lektinler, monoklonal antikorlar, monoklonal antikor fragmanlari, monoklonal
antikor-enzim konjugatlari, vitaminler, peptit yapidaki biiyime faktorleri,
sitokinler, glikoproteinler, viral proteinler, hiicre adezyon molekiilleri, toksinler,

apolipoproteinler ve glikoaminoglikanlar bulunmaktadir. Ligantlar dogrudan
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ilaca, polimer-ilag konjugata kovalan baglanabildigi gibi, lipozomal tasiyicilarda
lipozom membranina veya ylizeyde kapli bulunan polimerin dis ucuna da
baglanmaktadir(Giirsoy A. Z., 2002).

Son yillarda yapilan calismalar mikropartikiillii ilag tasiyict sistemlerin
(konvansiyonel lipozom, mikrokiire, immiinolipozom, nanopartikiill ve lipit
kokenli diger tasiyicilar veya biyokonjugatlarin hedef hiicreye ulagmasi ve hiicre
icine endositik yolaklarla alinabilmesinde en Onemli parametrenin, tasiyici
sistemin hedefle etkilesmesine olanak taniyacak silirede dolasimda kalmasi
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle biyolojik sivilarda veya dolasimda kalig
siiresini  arttiran, opsonize edici bilesenlerle etkilesmeyi Onleyen sterik
stabilizasyon ve hedeflendirici ligantlarin ilag¢ tasiyici sistem tasariminda birlikte
kullanilarak ligant-reseptor aracili hedeflendirme yapilmasi 6n plana ¢ikmaktadir.
Bu tiir tarasim ¢alismalarinda diger bir neden ise fagositoz ile hiicre i¢ine alinan
ve lizozomal enzimlere karsi dayanikli olmayan etken maddelerin lizozomda
degredasyon sonucunda etkinliklerini kaybetmeleridir. Bu degredasyon
konvansiyonel ilag tasiyici sistemler ile hazirlanmis olan biyoteknoloji ve gen
kokenli ilaglar i¢inde benzer sekilde gergeklesmektedir. Bu nedenle ligant-
reseptor aracilt hedeflendirmede, tasiyicilarin hiicre igine alinmasi, hiicre iginde
istenilen organele tasinmasinin saglanmasi, gerektigi durumda sitoplazmaya
gecisinin artirllmast i¢in tasarimda baglanma ve internalizasyon kapasitesi
yiiksek, Ozgiin yonlendirici ligantlarin kullanilmasi1 gerekli goriilmektedir. Bu
durum ise hiicre i¢ine alinigin reseptor aracili endositoz ile gerceklestirilmesi veya
tasiyict  sistemin  endozom membrani ile Dbirlesmesinin  saglanmasit ve
sitoplazmadaki enzimlerle pargalanmasini engelleyecek sekilde tasarlanmasini
giindeme getirmektedir (Glirsoy A. Z., 2002).

Ilaglarin istenilen organ, doku ve hiicreye hedeflendirilmesi ve bu amagla
kontrollii salim sistemlerinin gelistirilmesi ile yapilan calismalar ve bunlarin
sonuclar1 dikkatle irdelendiginde gerek konvansiyonel, gerekse biyoteknoloji ve
gen kokenli ilaclarin hedeflendirilmesinde yol gosterici ve karsilasilan sorunlar
giderme yoniinde 6nemli bilgilerin bulundugu goézlenmektedir. Kontrollii salim
sistemleri ile hedeflendirme kanser, gen diizeyindeki hastaliklar, diyabet, enzim

eksikligi ve dejeneratif hastaliklarin tedavisinde bugiin alternatif olan, ancak
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gelecekte tercih edilecek sistemlerin gelistirilmesini saglayacaktir. Bu konudaki
basarili yaklasimlar ve bunlar1 klinik tedavi uygulanabilmeleri multidisipliner

bilgi ve arastirma sonucunda gerceklesecektir (Giirsoy A. Z., 2002).
4.6. Nanopartikiil Tasiyic1 Sistemler

Nanopartikiiller; 100 nm’ den kiiciik ve boyutlarina 6zgiil 6zelliklere
(elektron tutucu etki, gegici miknatislik 6zelligi, ylizey plazmon rezonansi gibi)
sahip bilesiklerdir. Boyutlar1 ve bu o6zellikleri nedeniyle biyolojik sistemlere
kolayca entegre olabilirler. Biyolojik dl¢tiimler igin ilk nanopartikiil uygulamalari
1970’ lerde 5-50 nm c¢apli kolloidal altin kullanimi ve elektron mikroskop i¢in
immunositokimyasal prob kullanimi ile baslamistir. Arastirmalar peptid, protein
ve niikleik asit gibi biyolojik molekiillere baglanabilen ve optik, elektronik ve
manyetik  Ozelliklere  sahip  nanopartikiillerin  gelistirilmesi  iizerinde
yogunlagsmistir. Su anda iizerinde calisilan konu siispansiyon ig¢inde yer alan
nanopartikiillerdir (Portakal, 2008). Nanopartikiiller biyolojik 6l¢iimlerde farkli
amagclarla kullanilabilir:

1) Miktar tayininde organik florofor veya radyoaktif isaretlemeyi elimine
etmek icin nanopartikiiller tercih edilebilir. Bu amagla en ¢ok kuvantum
noktalar (quantum dots) ve metal nanopartikiiller kullanilir.

2) Nanopartikiiller soliisyondaki biyolojik 6l¢iimlerde substrat olarak
kullanilabilir. ~ Mikrodizilim  (microarray)  bazli  Olclimler ile
karsilagtirildiginda bu silispansiyon-bazli 6lgtimler daha hizli, daha esnek,
daha yiiksek tekrarlanabilirlige sahiptir ve daha az Ornek ve reaktif
kullanirlar.

3) Sinyal iletici olarak etki gosteren nanopartikiiller biyolojik Ornegin
isaretlenmesini elimine ettikleri icin c¢ogunlukla tanisal oOlgiimlerde
kullanilir.

4) Fonksiyonel nanopartikiiller (nanomateryaller) biyolojik reaksiyonlarin
katalizi gibi islevleri yiiriitebilmek i¢in partikiillerin spesifik fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerini kullanirlar (Portakal, 2008).

38



4.6.1. Kuvantum nokta nanopartikiiller (Quantum Dot, QD)

Kuvantum nokta nanopartikiiller nanoyapida malzemelerdir. Ayni
zamanda nokta yapili malzemeler, yar1 iletken nanokristaller ya da nanokristaller
olarak da bilinirler. Kiiresel yapidadirlar ve yarigaplari 1-12 nm araligindadir.
Boylesine kiiciik yapilar kuvantum kapama etkisi nedeniyle yi1gin katilardan farkli
davranig gosterirler. QD’lar yiiksek emisyon kuvantum verimleri, boyutlar ile
ayarlanabilir emisyon profilleri ve dar spektral bantlar1 ile 6nemli optielektronik
Ozelliklere sahiptirler. Bu o6zellikleri nedeniyle bilim ve teknolojide yeni
uygulamalara yon vermektedirler. Yar1 iletken nanopartikiiller birka¢ nm
biiyiikliigiindeki atomlarin birka¢ yiliz ve binlik kristalin kiimelenmesi ile olusur.
Bu kolloidal nanokristalik yari iletkenler periyodik tablonun II-V1, 111-V ya da IV-
VI gruplarindan olugabilir. CdS’nin kolaylikla sentezlenebilmesi, yar1 iletken
nanopartikiillerin spesifik optik, elektronik, fiziksel ve kimyasal o&zellikleri
nedeniyle yaygin kullanimini arttirmigtir.  Genellikle floresan olmayan bu
bilesikler, nm 0Olgeginde sentezlendikleri zaman yogun, uzun siiren luminesan
yayilima sahip olurlar. Elektronik band araliklari nanopartikiillerin biyiikliigiine
ve sekline bagli oldugundan CdS nanopartikiilleri farkli uygulamalarda
kullanilabilir. Yariiletken nanopartikiillerin yilizey aktifliginin fazla olmasi ve
biyolojik molekiillerle etkilesimi sayesinde kuvantum nokta nanopartikiil
biyokonjugatlart hazirlanabilir. CdS nanopartikiilleri streptavidin, biyotin, antikor,
oligontikleotit gibi molekiillerle konjuge etmek olasidir ve bu molekiillerin
spesifik molekiiler tanima 6zellikleri sayesinde biyolojik analizlerde biyoorganik
dedektor olarak kullanilabilmektedir. Nanopartikiillerin bu uygulamalar
sayesinde organik floroforlarin kullantmi  azalmigtir. Kuvantum nokta
nanopartikiiller organik florofor gruplar ile kiyaslandiginda dar, ayarlanabilir ve
simetrik emisyon spektrumu, genis bandli uyarilma, yiiksek fotoagarma esigi ve
kimyasal kararliliginin iyi olmasindan dolay1 avantajlidir (Diltemiz, S. E. 2006).

QD’lardan 6nceki arastirmalarda kullanilan floroforlarin yalnizca ¢ok dar
bir dalgaboyundaki isikla uyarilmasi ve floresan yayimlari da yine belli bir
dalgaboyuyla sinirli kalmasi ve bu nedenle spektralarin {ist {iste binmesi gibi
sorunlart nedeniyle biyolojik molekiilleri eszamanli goriintiilemede ve

etiketlemede ancak ii¢ farkli renge sahip boya kullanilabiliyordu. Ayrica boyalarin
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floresans oOzellikleri zamanla solmaya egilimlidir (fotoagarma). Ciinkii yakin

cevrelerine ¢ok duyarhdirlar ve floresan 6zelliklerini kaybetmelerine neden olan

geri doniisiimsiiz oksidasyon islemleriyle fotoagarmaya gidebiliyorlar. Bu, biitiin
calismalarda florofor etiketli yapilarin gozlenme siirelerini  kisitlayan ana

sinirlama olarak ortaya ¢ikmaktadir (Diltemiz, S. E. 2006).

Artan ihtiyaglar dogrultusunda kullanimi yayginlasan kuantum noktalar ise
su alanlarda 6zellikle avantaj saglamistir:

a) Biyomolekiiler ylizey kaplamalarin gelistirilmesinde kullanilabilir.

b) Floresan prob olarak kullanilabilir: meme kanseri belirleyicisi Her-2 nin hiicre
yiizeyinde belirlenmesinde IgG ve streptavidin bagli kuantum noktalarin
kullanim1 ve invazif olmayan kanser hiicrelerinin ayriminda kuantum noktalar
ile hiicre motilitesinin belirlenmesi gibi.

c) Elektronik 6zelliklerinden yararlanilarak DNA hibridizasyon tayini yapilabilir

d) Kuantum noktalar ayrica floresan rezonans enerji transferi (FRET) i¢in organik
floroforlardan daha iyi bir vericidir (Portakal, 2008).

Cok kiigiik (1-10 nm) yari-iletken nanokristaller olan QD’lar, yaygin olan
organik floresan 1s1ma boyalariyla kiyaslandiginda gittikge artan bir sekilde dikkat
cekmektedirler. QD’larin olagandisi parlakliklar, verimli 151k emilimlerine,
Olgiilmiis yiiksek soniim katsayisina ve yiiksek kuvantum kazancina (%85 -
yayilan foton sayisinin emilen foton sayiSmma oran) Sahip olmalarindan
kaynaklanmaktadir.  Biitin  bunlarla  birlikte, geleneksel  floroforlarla
karsilagtirildiklarinda 1sikla-agartma hususunda yiiksek kararlilik gostermeleriyle
de QD’lar, floresan 1sima mikroskopisinde uzun zaman boyunca goézlem
yapabilmeye ve yiiksek hassasiyette tespite imkan tanirlar. QD’lar ayn1 zamanda,
geleneksel floresan 1s1ma boyalariyla kiyaslandiginda dar bir yayilim tayfina da
sahiptirler. Boylece QD’larin floresan 1sima sinyali, uyarici kaynagin 1sigindan
kolayca ayirt edilebilir. Ek olarak, QD’larin yukarida sayilan essiz optik
ozellikleri floresan 1s1ma mikroskoplarinda farkli tespit kanallarina gegis
yapmadan c¢ok renkli goriintilemeye de izin vermektedir. Ayrica farklh
yayilimlara sahip QD’lar tek bir dalga boyuyla uyarilabilmektedir. Bu da aygit
kurulumundaki sayisiz uyarici kaynak gereksinimini ortadan kaldirir. Nispeten

uzun olan floresan 1s1ma siiresi QD floresan 1s1ma tespitini zaman ¢oziimlii olarak
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saglar, bu da hiicre oto floresan isimasiyla kiyaslandiginda sinyal/arkaplan oranini
(15 faktor kadar) artiran bir 6zelliktir. QD’larin en yiiksek floresan i1sima aralig
bilesenlerine baglidir ve tiim gorilebilir 151k tayfindan (6rn: CdS ve CdSe)
kizilotesine kadar (6rn: CdTe) uzanir. Dahasi, bilesenlere bagli yayilim aralig
icinde, yayilimim en yiiksek oldugu bolge kesin olarak QD’larin ebatlart
ayarlanarak belirlenebilir. Daha kiigiik QD’lar biiyiik partikiillere gore daha kisa
dalga boyunda yayilim yaparlar. Ornegin, CdSe nanokristallerinde 3 ve 7 nm
capindaki partikiiller tam olarak sirasiyla 550 ve 650 nm dalga boyunda en yliksek
yayilim yaparlar. Belirtilen QD ¢ekirdekleri tipik olarak baska bir yari-iletkenle
kaplanirlar (¢ogunlukla ZnS). Kaplanmis olan QD’lar kaplanmamis olanlara
kiyasla daha ileri kuvantum kazanci saglarlar. Ilging bir olgu da
"kirpisma/blinking" olarak ifade edilen QD 1sima sinyalinin gidip-gelme
davranigidir. Bu olguya neden olan sey, uyarim sirasinda yiizey kusurlarinin
varligidir ve bu da hi¢ foton yayilimi olmadig1 zamanlarda degisken parlak ve
karanlik durumlara sebep olur. Kirpisma, tespiti sinirlayan bir faktor olabilecegi
gibi yararli bir ayiric1 isaret de olabilir. Ornegin QD etiketli reseptdrlerin gidis
gelislerinin takibinde bu kirpisma yararhidir (Hild ve ark., 2007).

QD teknolojisindeki son gelismeler, 6zellikle minik hayvanlar i¢in in vivo
goriintlilemeye imkan saglamigtir. Bu alandaki onemli gelismeler NIR yayan
QD’larin kullanimiyla saglanmustir. Ciinkii dokularca engellenen ve emilen kisa
boylu 1siklara gore NIR 15181 bariz sekilde dokunun iginden gecebilmektedir.
Tespit edilebilirlik, QD’larin essiz optik ozelliklerinin MRI izlenebilirlikle
birlestirilmesiyle de artirilabilir. Bu da doku goriintiilemesinde ileri gelismelere
yol agacaktir. In vivo deneylerine giizel bir alternatif, dokularda ¢ok daha iyi
tespitlere imkan veren ve kendinden-isimali olarak ifade edilen QD’lardir. Burada,
QD’ye baglanmis bir biyoistma molekiiliiniin nanopartikiili uyarma gorevini
istlenmesiyle ortaya ¢ikan biyoisima rezonans enerji aktarimi (BRET, floresan)
olgusu kullanildigindan bir uyarim kaynagma ihtiya¢ yoktur. Bu sayede in-
vivo'"da tespit hassasiyeti ve sinyal/arkaplan oran1 gelistirilmis olur (Hild ve ark.,
2008).

BRET, FRET analizinin arkaplaninda ortaya c¢ikan giiriiltiileri
engeleyebilmek icin gelistirilmis bir yontemdir. FRET analizinde belli bir dalga
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boyunda 1sikla uyarilan bir floroforun kendisinden maksimum 10 nm uzakliktaki
baska bir floroforu daha yiiksek dalga boyundaki i1simasiyla uyarmasi
(eksitasyonu) sonucu bu ikinci floroforun isimasidir. Bu tiir floroforlar proteinlere
takildiklarinda birbirleriyle etkilesip etkilesmedikleri anlasilabilir. Biyokimyasal
reaksiyon kinetiklerinde bu yontem siklikla kullanilmaktadir (Jamieson ve ark.,
2007).

Yoo ve arkadaslarimin 2008 yilinda yaptigi bir ¢alismada tekil
molekiillerin goriintiillenmesinde yasanan son gelismeler, proteinlerin molekiiler
mekanizmalar1 hakkinda detayli bilgiler saglamistir. Fakat bu molekiillerin hiicre
icindeki fonksiyonlarinin altinda yatan mekanizma hala bilinmemektedir. Bir¢ok
hiicre biyolojisi ¢alismasinda, Cy3 ve GFP (Cyber 3 floresan boyasi ve Green
floresan protein) gibi organik floroflorlar ve floresan 1sima proteinleri kullanilarak
tekil protein molekiillerinin goriintiilenmesine ugrasilmis ve ¢ok basarili
olunmustur. Fakat bu floroflorlarin tekil molekiil olarak gozlenebilmeleri, ani
1sikla-agarma Ozelliklerinden dolay1r birka¢ saniye gibi c¢ok kisa siirelerde
miimkiin olmaktadir. Bu yiizden, canli hiicre i¢indeki proteinlerin isleyislerinin
detayli olarak incelenebilmesi icin hedef proteinlerin daha uzun siirelerde
goriintlilenmesini saglayacak yeni bir teknigin gelistirilmesi Onemlidir. Canli
hiicrelerdeki biyomolekiillerin davraniglarinin bir saat veya daha uzun siireler
boyunca tespitinde, parlak ve 1sik-kararli kuvantum noktalar ¢ok kullanighdir.
QD’ lar ¢ok parlak 1sikla uyarildiklarinda, parlak floresan 151k noktalarinin
konumlari, uzun siirelerde bir nanometreden daha yiiksek bir kesiklikte tespit
edilebilmektedir. Bu yiizden biyoloji ve tip arastirmalarinda gelecekteki
ilerlemeler agisindan canli bir hiicredeki biyomolekiillerin QD’larla dogrudan
etiketlenmesi 6nemlidir.

Hiicre i¢i goriintiileme i¢in QD konjugatlarin canli hiicrelerde duvari gegip
sitoplazmaya sokulmalar1 oldukg¢a zordur. Bu is i¢in; elektroporasyon, libozom
fiizyonu, mikroenjeksiyon ve hiicreye girebilen polimerler ve peptitler gibi bazi
metotlar test edilmistir. Fakat bu metotlarda QD’lar kiimeler halinde igeri
sokulabilmistir. ~ Canli  hiicrelerde QD  etiketli  tekil  molekiillerin
gorlintiilenebilmesi i¢in, biyokonjuge QD’larin mono dagilimda salinmis olmalari

ve artirilmis hedef verimine sahip olmalar: gerekir. Yakin zamanda, QD’larin igeri
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alinmalari i¢in pinozomlarin ozmotik lizisi kullanilmistir. Bu yontem basitti fakat
baz1 hiicresel fonksiyonlarin zarar gérmesiyle sonu¢lanmaktaydi.

Yapilan ¢alismalarda hiicresel fonksiyonlarin zarar gérmemesi i¢in, hiicre
biyolojisinde DNA transfeksiyonu igin yaygin olarak kullanilan lipid
transfeksiyonu kullanilarak QD’lar hiicre igine sokulmaya caligilmistir.
Biyokonjuge QD’lar basariyla salinmig ve fevkalade kiiglik molekiil 6rnekleri
olarak sirasiyla antikor ve enzim olan; phalloidin, anti-tiibiilin antikoru ve Kinezin
molekiillerine baglanmis QD’lar basariyla goriintiilenmistir. Mikrotiibiiliin ilging
dinamikleri ve kinezinin hiicre igine 06zel davranislar1 ilk defa gozlenerek
kesfedilmistir. Boylece fotokararli QD’larin kullanimi, motor proteinler gibi diger
birgok hiicresel bilesenin goriintiilenmesinde gliglii bir arag olacaktir (Yoo ve

ark., 2008).
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5. BIYOKONJUGASYON

Iki biyomolekiiliin birbirine kovalent baglar ile baglanmasi islemine
biyokonjugasyon denmektedir. Biyotin veya floresan boyalarin bir proteine
baglanmasi ya da bir antikorun bir enzime baglanmasi gibi protein-protein
biyokonjugasyonlar1 sik rastlanan orneklerdendir. Biyokonjugasyonda daha az
kullanilan molekiillere oligosakkaritler, niikleik asitler, polietilen glikol (PEG)
gibi sentetik polimerler 6rnek olarak verilebilir. Biyokonjugasyon kimyasina lisin
aminoasidine amin-reaktif siiksinimidil ester vasitasiyla amin baglanmasi, sisteine
stlthidril-reaktif maleimid araciligiyla siilthidril baglanmas1 6rnek verilebilir.

Biyokonjugasyon liriiniine biyokonjugat denmektedir (Hermanson 1996).
5.1. Rutenyum Bipiridin Kromoforu

Rutenyumun, simgesi Ru, atom numaras1 44, atom agirhg 101.07 akb,
ergime noktas1 2250.0 °C, kaynama noktast 4900.0 °C olan bir ge¢is metalidir
(Sekil 5.1). Oda sicakliginda yogunlugu 12.2 g/cm? olup glimiisi bir rengi vardir.
1844 yilinda Kazan'da bulunmustur.

Sekil 5.1. Rutenyum’un molekiiler yapisi

Genellikle rutenyum kompleksleri 6rnegin [Ru(pr)g]Jr2 elektrot yiizeyine

immobilize olmus bir monolayer olarak ya da bir korelaktant ya da Ru konjuge
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antikor olarak elektrokimyasal luminesan (ECL) ozellik gosterir. ECL,
elektrokimyasal tepkimeler sirasinda ¢ozelti i¢inde iiretilen bir ¢esit luminesandir.
ECL, elektrokimyasal olarak reaksiyon sirasinda olusan ara maddelerin, yiiksek
bir eksergonik reaksiyon ge¢irmesi ve bdylece elektronik olarak uyarilmis hal
sonucu 11k yayilmasinin ortaya c¢ikmasiyla olusmaktadir. ECL uyarimina
elektrotiiremeli-electrogenerated- tiirlerin elektron transfer (redoks) reaksiyonuna
sebep olur. Biitiin reaktantlarin elektrotlarin {izerinde elektrokimyasal olarak
tiretildigi kimyasal luminesanin —chemiluminescence- bir formu olan luminesan
uyarimi ECL uyarimina 6rnek olarak verilebilir.

ECL, yiiksek hassas ve duyarli bir yontem olarak analitik uygulamalar igin
oldukea kullanishidir. Ornegin Ru(bpy)s*™ gibi bir ECL luminoforun varhgmnda bir
elektroda bir voltajin uygulanmasi 151k emisyonuyla sonuglanmakta ve ¢ok diisiik
konsantrasyonlardaki  yayilmanin  tanimlanmasina olanak  saglamaktadir.
Ru(bpy)s ™ asetonitrilin i¢inde tetrabutilamonyum tetrafloroborat elektrolit olarak
kullanilmasiyla ilk defa 1972 yilinda rapor edilmistir (Sekil 5.2).

ISIK ,
Luminesans
Ru(bpy) ,
- " Kimyasal
Kimyasal Enerji
¥ .
Ru(bpy), Ru(bpy),
g !’ Elektro-
. Elektrokimyasal
- Electrot Baslangic

Sekil 5.2. Ru(bpy)3+2 mekanizmasi

ECL’nin giiniimiizde molekiiler tanimlama veya molekiiler prob gibi
alanlarda kullanilimi artmistir. Hastaliklarin tanimlanmasi i¢in gerekli test ve

metotlarin Uretilmesinde cesitli biyoaktif baglayici ajanlar Ornegin  N-
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hidroksisiiksinimid (NHS) rutenyum bipiridin kromoforuna baglandiginda daha
aktif metotlar sentezlenebilmektedir (Sekil 5.3) (Yazar, S., 2009).

Sekil 5.3. Biyolojik molekiilerin ECL isaretlenmesi i¢in Ru(bpy)3+2 — NHS

5.2. Biyokonjugasyon Islemlerinde Kullanilan Capraz Baglayic1 Ajanlar
(EDC ve NHS)

5.2.1. EDC

Etil-3-[3-dimetilaminoproril]karbodiimid hidroklorid (EDC veya EDAC),
karboksil gruplar1 birincil amidlere baglamak iizere kullanilan bir ¢apraz
baglayicidir (Sekil 5.4). Bu ¢apraz baglayici, peptit sentezinde amid baglar
kurmak, haptenlerin (immonujenlerin olusturulmasi i¢in tek baglarina immiin
sistemi uyarip antikor olusturamadiklar1 halde, bir protein molekiilii ile
birlestikleri zaman bu etkiyli goOsterebilen molekiiller) tasiyict proteinlere
baglanmasi, niikleik asitlerin 5° fosfat gruplarindan isaretlenmesi ve
biyomolekiillerin amin-reaktif NHS-esterini olusturmasi gibi gesitli uygulamalar
icin kullanilir. EDC, O-agilizoiirea aract molekiilii sayesinde bir karboksil ile bir
amin-reaktifi olusturmak i¢in tepkimeye girer. Eger bu ara molekiil bir amin ile
karsilasmazsa, hidrolizlenir ve karboksil grubuna rejenere olur. EDC, bir
karboksil ~ grubunu  amin-reaktif  N-hidroksisulfosiiksinimid  (Sulfo-NHS)

esterlerine doniistiirmek igin kullanilir.
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Sekil 5.4. EDC’nin molekiil yapisi
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Sekil 5.5. EDC reaksiyonu

Sekil 5.5.°de goriildiigii gibi EDC karboksil grubu igceren molekiil 1 ile O-
acilizolirea aracilifiyla tepkimeye girer. Aract molekiil hidrolize duyarli sulu
ortamda kisa omiirlii olsada , molekiil 2 {izerindeki bir amin ile reaksiyona girerek
stabil amin bagi olusturur. Ayrica Sulfo-NHS amin-reaktif araciyr amin-reaktif
Sulfo-NHS esterine doniistiirerek stabilize eder, bu EDC aracili konjugasyon
isleminin etkinligini arttirir. Amin-reaktif Sulfo-NHS ester, bir protein tizerindeki
karboksil grubunun degismeden kalmasmna olanak saglayacak iki basamakl

capraz baglama islemi i¢in yeterli stabillige sahiptir.
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EDC molekiilii:

Suda c¢oziilebilir béylece herhangi bir organik ¢oziiciiye gerek kalmadan
fizyolojik ¢ozeltilerde ¢apraz baglama islemi yapilabilir.

Yiiksek saflikta kristalize EDC’ nin kullanilmasi yiiksek saflikta aktive
olmus tiirevlerin olusturulmasinda kullanilabilir.

Fazla kullanilan ¢apraz baglayici kolaylikla su veya seyreltilmis asit ile
ortamdan uzaklastirilir.

Bu capraz baglayici ile amin bagli olusumlarin tepkimeye girmesi nétral
bir baglanti saglar.

EDC aracili baglanmanin verimi Sulfo-NHS varliginda artar.

EDC’ nin Uygulamalarr:

Peptit ve proteinlerdeki amin gruplarina karboksil konjuge etmek,
Karboksilleri amin-reaktif Sulfo-NHS esterlerine doniistiirmek,

Capraz bagli proteinlere karboksil kapli yiizey olusturmak,

Amin-reaktif Sulfo-NHS esterleri ile aktive edilmis nanopartikiiller
olusturmak,

Tastyic1 proteinlere ¢esitli molekiilleri baglamak,

DNA’y1 5’ fosfat ucundan isaretlemek icin kullanilir.

5.2.2. NHS ve sulfo-NHS

Sulfo-NHS ve onun yiiksiiz analogu NHS, biyokonjugasyon ve g¢apraz

baglamanin gesitli uygulamalari i¢in karboksil gruplarini amin-reaktif Sulfo-NHS

esterlerine doniistirmek ic¢in kullanilan kimyasal modifikasyon reaktifleridir
(Sekil 5.6). Sulfo-NHS’nin, bir karboksil i¢eren molekiil ve karbodiimid EDC

gibi bir dehidrasyon ajani ile karistirilarak rahatlikla tiirevleri sentezlenebilir.

Metodun temeli amin-reaktif floresan boyalar, biyotine afinite gosteren kuyruklar

gibi ¢ok cesitli protein isaretli reaktifler tiretmektir (Yazar, S., 2009).
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Sekil 5.6. Kimyasal Modifikasyon Reaktifleri NHS ve Sulfo-NHS’nin Yapisi

NHS ve Sulfo-NHS, amin-reaktif isaretleyiciler, ¢apraz baglayicilar ve
konjugatlar sentezleyebilmek i¢cin EDC ile konjugasyon islemlerinde kullanilirlar.
Biotin ya da peptit gibi karboksilik asit (-COOH) igeren herhangi bir molekiil
NHS veya Sulfo-NHS ile aktive edilebilirler boylece birincil amin (-NHy) i¢eren
proteinler ya da diger molekiiller ile kovalan baglanarak kendiliginden tepkimeye
girebilirler.

NHS ve Sulfo-NHS karboksil gruplart aminreaktif ester formuna modifiye
etmek icin kullanilirlar. Bu basar1 NHS ile karboksil iceren bir molekiil ve
karbodiimid EDC’ nin karisimi sonucu olusmaktadir. EDC, karboksil ve NHS
hidroksil grubu arasinda bir dehidrasyona neden olur, NHS-ester aktive olmus
molekiil meydana getirir. Aktive olmus molekiil birincil amin i¢eren bir molekiil
ile kendiliginden tepkimeye girebilir. Karboksil molekiilii EDC kullanilarak
aminler ile direkt olarak tepkimeye girebilmesine ragmen, NHS ile reaksiyon ¢ok
daha fazla verimli olabilmektedir ¢ilinkii stabil bir aracit olusturulmaktadir.
Boylece, NHS esteri olarak aktive olan molekiiller kurutulabilir ve daha sonra
amin iceren hedef molekiiller ile reaksiyona girebilecek bir sekilde depo
edilebilirler (Yazar, S., 2009).

NHS ile Sulfo-NHS arasindaki farklar ise su sekildedir; sulfo-NHS, NHS’
in siilfonat sodyum tuzudur, suda ¢oziilebilir fakat membran gecirgenligi yoktur.
NHS ise membran gecirgendir ve suda ¢oziilebilir. NHS organik ¢oziiciilerde de
coziilirken, Sulfo-NHS ise daha az olclide ¢oziilebilir. NHS reaksiyonuna
miidahale eden molekiiller mevcuttur. Reaksiyonda karboksil veya amin
molekiilleri icermemelidir. Boylelikle tris, glisin, lizin, etanolamin ya da diger

amin i¢eren tamponlardan kaginilmalidir (Yazar, S., 2009).
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5.3. ANADOLUCA Metodu

ANADOLUCA [AmiNoAcid (monomer) Decorated and Light
Underpining Conjugation  Approach] metodu, fotosentetik amino asit
monomerlerin ve oligomerlerin hazirlanmasi igin biyoteknoloji ve yasam
bilimlerinde kullanilan konjuge edici bir metoddur. Yeni sentetik maddeler ve
bunlarin uygulamalarina yeni bir bakis agis1 getirmektedir.

Bu metodda monomer baglayici yapidaki birgok protein temelindeki
rutenyum selat tarafindan ¢apraz immobilizasyon ve 1s18a duyarli ¢apraz baglar
yapilir, metod su asamalardan olusur:

e Rutenyum temelli aminoasit monomerler ve oligomerlerin 1518a duyarl
metal selat olarak sentezi,

e Yiizeylere sahip monomer baglayicilarin hazirlanmasi,

e Yiizeylere sahip monomer baglayicilarin 1s18a duyarli rutenyum selatla
etkilesimi,

e APS gibi baslaticilar kullanilarak mikro ve nano yiizeyli proteinlerin,
antikor ve diger biyomolekiillerin tirozin, sistein ve triptofan ile kovalent
baglanmas1 i¢in aminoasit monomerleri yoluyla capraz baglanmasi ve

konjugasyonu.

Bu yontem multifonksiyonel, biyo uyumlu, tek basina durabilecek veya es
zamanl: stabil ve spesifik mikro ve nano biyokonjugatlara imkan verir. Ayn1 anda
hedefleme, goriintiileme ve teranostik oOzelliklere sahiptir. Kataliz  ve
determinasyonda kullanilir. Bir¢ok materyale uygundur. Proteinlerin fonksiyonu

ve konformasyonundan etkilenmez, pH ve sicakliktan bagimsizdir (Say, 2009).

50



6. KULLANILAN ONEMLI YONTEMLERIN PRENSIiPLERI

6.1. Mitokondriyal Aktivite Testi (MTT) Uygulanisi

Tetrazolyum tuzu (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide, MTT) testi indirek olarak hiicre biliylimesi ve/veya hiicre 6limiinii
degerlendirmeyi amaglayan, hiicre kiiltlirii esasina dayanan bir ilag duyarhiligi
testidir (Mossman ve ark., 1983).

MTT yontemiyle bir hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani
kolorimetrik yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontem saglam
hiicrelerde mitokondrinin MTT boyasinin tetrazolium halkasin1 parcalayabilmesi
ilkesine dayanmaktadir. Bu reaksiyon frajil bir mitokondrial enzim olan siiksinat
dehidrogenaz enziminin aktivitesine bagimhidir. Tetrazolium halkasinin
parcalanmasit sonucu soluk sar1 renkli MTT boyast koyu mavi-mor formazan
iriiniine  donlismektedir. Sonu¢ olarak canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu
bozulmus hiicreler boyanmamaktadir. Bu yontem hiicrelerin MTT boyasiyla
inkiibasyonu, presipite reaksiyon liriinliniin ¢6ziiniir hale getirilmesi ve reaksiyon

tirlinliniin kolorimetrik olarak ol¢iimii basamaklarindan olusmaktadir (Yaka ve

ark., 2006).

6.2. Akis Sitometrisi

Akis sitometrisi, hiicre veya partikiillerin akmakta olan bir akiskanin
icindeyken karakteristiklerinin 6l¢iilmesidir. Akis sitometrisi ile bir siispansiyon
halindeki hiicre ya da partikiiller, lazer 15181 ile aydinlatilmakta olan bir bdlmeden
gecirilir; hiicrelerin 15181n Oniinden gegerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz
edilir. Olusan sinyallerin kaynagi, hiicrenin biiyiikliik, graniilarite gibi fiziksel
Ozellikleri olabildigi gibi; hiicreye baglanan cesitli florokromlar da olabilir.
Boylece hiicre ya da partikiiliin immiinofenotipi, DNA igerigi, enzim aktiviteleri,
hiicre membran potansiyeli, canliligi gibi ¢esitli 6zellikleri hakkinda bilgi

toplanabilir.
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Olgiim yapilirken hiicreler canli, sabit ve teker teker askida olacak sekilde
bir siispansiyon i¢inde, akis boyunca bir lazer 1simnindan gegirilir. Her bir hiicre
lazerle uyarildiginda floresan 1s1k yayar.

Akis sitometriler; akiskanlar, lazer optikler, elektronik dedektorler, analog
dijital ¢evirimciler ve bilgisayarlar icerirler ve optik kisimlar1 lazer yayarak 151
hiicre ¢aplarinin olusturduklari demet {izerine odaklarlar. Floresan yogunlugu her
bir hiicre i¢in es zamanli olarak farkli pek ¢cok dalga boyunda 6lciilebilir.

Hiicrelerin spesifik bilesenlerini rapor eder, hiicreler arasi kalsiyum, zar
potansiyeli, pH veya serbest yag asitlerindeki hizli degisimleri izleyebilir.
(Karaboz ve ark. 2008).

Akis sitometrisi 151k mikroskobu ile karsilastirilinca ¢ok daha fazla hiicreyi
daha kisa siirede inceleme firsat1 vermesiyle avantaj saglamaktadir. Bu teknikle 1
saniyede 500 hiicre sayilir ve ortalama 10* hiicreyi 20 saniyede analiz edebiliriz
(Taneli, 2007).

Normal hiicrelerde, fosfotidil serin (FS) bolgeleri sitoplazmik membranin
i¢ kisminda bulunurlar. Apoptoz siirecinde, FS bolgeleri yer degistirir ve dis
membrana yonelir. Annexin-V, FS bolgelerine baglanan spesifik bir proteindir ve
apoptoz hiicrelerini ayirt etmek i¢in kullanilir. Propidium iyodiir [PI] ise gec
apoptoz (nekroz) olan hiicrelerin belirlenmesinde kullanilan bir boyadir.
Asagidaki Sekil 6.1.” de differensiyal interferens kontrast mikroskobuyla ¢ekilmis
9L gliosarkoma hiicrelerinin in vitro olarak cekilmis goriintiileri bulunmaktadir.
Annexin V-FITC ve PI ile boyanan hiicreler sirasiyla A’ dan C’ ye kadar DIC ile,
D’ den F’ ye floresan goriintiilenmis ve buna gore hiicre tipleri analiz edilmistir. A
ve D, erken apoptotik hiicrelerdir. Hiicreler sisme olmaksizin FITC pozitif ve Pl
negatiftir. B and E, ge¢ apoptotik hiicrelerdir. Hiicreler parcalanmig niikleuslu ve
Pl pozitiftir. C and F, nekrotik hiicrelerdir. Hiicreler kabarik FITC and PI
pozitiftir (Yamamoto ve ark., 2006).

Hiicre erken apoptoza gittiginde fosfotidil serin bolgeleri hiicrenin dis
kismina gegmekte ve Annexin-V proteini tarafindan taninmaktadir. En sagdaki
sekilde ise hiicreler ge¢ apoptoza gittiginde (nekroza), yani iyice zarar
gordiiklerinde PI boyasi hiicre igine girebilmekte ve nekrotik hiicreleri bu sekilde

isaretlemektedir. Boylece nekrotik ve apoptotik hiicreler belirlenmektedir. FITC
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(floresanizosiyanat), Annexin V proteine bagli olan ve apoptoza ugrayan hiicreleri
akig sitometrisindeki lazer yardimiyla sayilmasini saglayan floresan o6zellikte bir
boyadir. PI ise dis kosullar nedeniyle parcalanmis hiicreleri boyayan bir boyadir.
Apoptoza ugrayan hiicreler Annexin V-FITC boyas1 ile boyanir ve akis
sitometrisinde hiicre populasyonundaki erken apoptoza ugrayan hiicrelerin sayisi
belirlenir (Q4), nekroza ugramis hiicreler PI boyasi ile boyanir ve akis
sitometrisinde nektorik hiicrerin sayis1 belirlenir (Q1), Annexin V-FITC ve PI
boyalar1 birlikte hiicreleri boyarsa akis sitometrisinde hiicrelerin apoptoza ve
sonra nekroza ugradigi gosteren gec¢ apoptoz degeri belirlenir (Q2) ve her iki
boyanin da baglanmadig: hiicreler ile saglikli hiicre sayis1 belirlenmektedir (Q3).
(http://www.bdbiosciences.com/external_files/pm/doc/tds/cell_bio/live/web_enabl
ed/6710KK_556570.pdf).

Sekil 6.1. Annexin V-FITC and PI ile boyanmis 9L gliosarkoma hiicrelerinin in vitro goriintiileri
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6.3. Floresan Spektrofotometresi

Floresan spektroskopisi, uyarilmis yapilarin yaydiklart radyasyonun
Olclimiine dayanarak yapilan bir analiz yontemidir. Bu cihaz spektrum tarama,
kinetik, yar1 omiir ve kantitatif analiz Olglimlerini floresan, fosforesan veya
kemi/biyoluminesan modlarinda yapabilmektedir. Cihazin spektral band genisligi
hem uyarilma hem de emisyon bolgelerinde iki kademede secilebilmektedir.

Floresan spektrofotometre basitce genis bir bant araliginda 1s1k kaynagi,
bir monokromator, bir 6rnek hiicresi ve bir diyot dizi sensoriinden olugmaktadir.
Prensibi kisaca su sekildedir: Kaynaktan gelen 1sikk monokromatoriin i¢inden
gecer ve uyarilan 151k dalga boyu segilir. Uyarilan 151k 6rnek hiicresindeki drnek
izerine odaklanir ve floresan 151k 1zgaraya ve diyot dizi sensor tizerine odaklanir.
Monokromometre programlanabilir ve bdylece ya ¢6ziinen maddenin floresan
spektrumu sabit bir uyarilma dalga boyunda elde edilebilir veya emisyon

spektrumu sabit bir floresan dalga boyunda kaydedilebilir.
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7. MATERYAL METOT
7.1. Kullanilan Kimyasallar

Nokodazol, Anti tiibiilin, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM),
Fetal Bovin Serumu (FBS), Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10000 U/mL
penisilin,  10mg/mL  streptomisin),  Tripsin-Etilendiamintetraasetik  asit
(Tripsin/EDTA), Dulbecco’s sodyum-fosfat Tamponu (PBS), Dimetil siilfoksit
(DMSO), MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid),
PIPES, GTP, Sigma; Gluteraldehit, Electron Microscopy Science; Annexin V-
FITC Apoptosis Detection Kit, BD Pharmingen™; diger biitiin kimyasallar
analitik saflikta olup, Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan saglanmstir.
Deneylerde kullanilan su, yiliksek akisl selilloz membranli Barnstead (Dubuque,
IA) Ropure LP® ters ozmoz iinitesinde isleme tabi tutulduktan sonra Barnstead
D3804 NANOpure® organik/kolloidal uzaklastirma ve dolgulu iyon degisim
sistemi kullanilarak saflagtirilmistir. Elde edilen saf suyun iletkenligi 18

megaohm/cm'dir.
7.2. Kullanilan Cihazlar

Cary Eclipse floresan spektrofotometre cihazi; BD FACSAria™ Akis
sitometri cihazi, Leica DM6000B mikroskop (floresans goriintiileme), Leica
Inverted Mikroskop, Heraeus CO2 inkiibatorii, ELIZA cihaz1 (Bio.Tek.
ELx808IU), Niive BM 302 Su Banyosu, Heraeus Megafuge 1.0/1.0R santrifiij,
Heraeus Sepatech Biofuge 17RS Sogutmali Santrifiij, Heraeus SUT 6200 Kuru
Hava Sterilizatorii, Hirayama HVES0 Otoklav, Heal Force® laminar steril kabin,
Shimadzu 8000 model FT-IR, Holten steril kabin, Heraeus Etiiv.

7.3. Cds/Kuantum Noktalarina (QD) Anti Tiibiilin Konjugasyonu

Oncelikle CdS/kuantum noktalar1 (QD) sentezlenmistir. Bunun i¢in etanol
ile 24 mL 0.01 M Cd(OACc),.H20 soliisyonu hazirlanmigtir. Hazirlanan soliisyon
azot ortaminda 30 dakika oda sicakliginda karistirilmistir. Daha sonra sodyum

silfit (0.01 M, 24 mL) yavasca ortama eklenmis ve karistm 30 dakika azot
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ortaminda tekrar karistirilmis ve sonra santrifiijlenmistir. Cokelek iki kere distile
su ile yikanmis ve hava ile oda sicakliginda kurutulmustur.

CdS nanokristalleri Hiir ve ark. (2007) tarafindan sentezlenen
metakriloilamido sistein (MAC) i¢eren 0,018 M, 10 mL etanole ilave edilmis ve
24 saat karigtinnlmigtir. Boylece metakriloil gruplari CdS nanokristalinin yiizeyine
baglanmistir. Daha sonra nanokristaller etanol ve distile su ile 10 dakika
yikanarak fazla tiyol gruplari uzaklagtirilmistir.

Sentezlenen CdS-MACys ¢ozeltisine Hiir ve ark. (2007) tarafindan
sentezlenen metakriloilamido tirozin (MATYr) baglanmasi i¢in 5,08 mg MATyr 1
mL suda disperse edilmis ve 1 mL CdS-MAC soliisyonu iizerine ilave edilmis ve
24 saat karistirilmistir.

Konjugasyonlar ANADOLUCA metodu kullanilarak gerceklestirilmistir
(Say, 2009). Anti tiibiilin antikorunun kuantum noktalarina konjugasyonu igin, 10
ppm 1 mL anti tibiilin soliisyonu hazirlanmig ve 2 mL CdS-MAC-MATyr
cozeltisine ilave edilmistir. Uzerine 100 pL Say ve ark. (2009) tarafindan
sentezlenen polimer ¢6zeltisi p(MATrp-Ru(bipyr).-MATrp) ilave edilmis ve 2
saat karigtirtlmistir. Daha sonra fosfat tamponunda (pH:7.4) hazirlanmisg 100 pL
100 mM APS (Amonyum persiilfat) ilave edilerek polimerizasyon baslatilmig ve
giin 15181nda oda sicakliginda 4 saat polimerizasyon islemi gergeklestirilmistir. 4
saat sonunda baglanmayan anti tiibiilinin uzaklastirilmasi ic¢in fosfat tamponu
(pH:7.4) ile iki kere yikama islemi yapilmistir. QD nanobiyokonjugatlar
sayesinde floresan 6zellik kazanan polimerik anti tiibiilinin floresan spekturumu

Olcllmiistiir.
7.4. Anti Tiibiilin Konjuge QD’larin Hiicrelerdeki Tiibiilin ile Etkilesimi

Fen Fakiiltesi Biyoloji laboratuvarlarinda 2,5 mL fosfat tamponu (pH:7.4)
icinde 5x10°> A549 (insan kiiciik hiicreli olmayan akciger Kanseri) hiicre dizisi,
lizat ve kaspaz igeren hiicre kokteyli temin edilmis ve 500 pL polimerik QD
konjuge anti tiibiilin ile karigtirllmistir. Karisim sonucunda anti tiibiilin ve tiibiilin

baglanma etkinligi floresan spektrofotometresinde dlciilerek degerlendirilmistir.
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7.5. QD Konjuge Polimerik Anti Tiibiilin ile Nokodazol (NOK)
Konjugasyonu

3 mL fosfat tamponu (pH:7.4) iginde disperse edilmis QD konjuge
polimerik anti tiibiillin (QD-anti tiibiilin) tzerine 250 pL 0.1 M N-
hidroksisiiksinimid (NHS) ile 250 pL 0.4 M 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
karbodiimid (EDC) ilave edilmis ve 2 saat karigtirilmistir. 2 saatin sonunda
karisima DMSO i¢inde ¢6ziinmis 0.1 M/3 mL olacak sekilde Nokodazol stok
cozeltisinden ilave edilmis ve 24 saat manyetik karistirici lizerinde karistirilmigtir.
24 saat sonunda 12000 rpm hizda 10 dakika siire ile QD konjuge polimerik anti
tibilin biyokonjugati ve Nokodazol karisimi santrifiijlenerek polimerik anti
tubuline konjuge olmayan Nokodazol molekiilleri uzaklastirilmistir. Santrifiij
sonunda pellet 3 kere fosfat tamponu (pH:7.4) ile santrifiijlenerek yikama islemi
gerceklestirilmistir. Nokodazol konjuge polimerik QD-anti tiibiilin floresan
spektrofotometresinde incelenmis ve Nokodazol konjugasyonu sonucu floresan

spekturumundaki degisim belirlenmistir.
7.6. Annexin V ile Isaretlenmis QD Konjugatinmin Hazilanmasi

3 mL QD-anti tiibiilin tizerine 250 pL 0.1 M NHS ile 250 uL 0.4 M EDC
ilavesi esliginde 100 puL Say ve ark. (2009) tarafindan patent beklemesinde olan
MATrp-Ru(bipyr),-MATyr ilave edilmis ve 4 saat karistirilarak fotosensitif
kovalent konjugasyon daha sonra fosfat tamponu ile yikanarak baglanmayan
materyalin uzaklastirilmasinin ardindan 10 pL annexin V proteini katilarak
kovalent ¢apraz bagl yap1 elde edilmistir. QD-anti tiibiilin prosediiriinde oldugu
gibi NHS ve EDC ile karigtirllmistir, APS esliginde QD-anti tiibiilin annexin V
biyokonjugati 0,1 mM Nokodazol ile karigtirilarak baglanma saglanmustir.
Karigimdan sonra polimerik madde yikanarak floresan spektrometresinde 6l¢tim

yapilmistir.
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7.7. Sican Embriyo Fibroblast Hiicreleri ve iInsan Meme Kanseri Hiicreleri

ile Hiicre Kiiltiirii Uygulamalan

Calismada yapilan deneylerde laboratuarlarimizin NIH/3T3 fare embriyo
fibroblast hiicreleri ve MCF-7 insan meme kanser hiicreleri kullanilmistir.

NIH/3T3 (fare embriyo fibroblast) hiicre serisi Jainchill ve arkadaslari
tarafindan 1969 yilinda tiiretilmistir. MCF-7 hiicreleri 1970 yilinda Kafkasyali 69
yasindaki bir bayandan elde edilen meme kanseri hiicre hattidir (Soule ve

ark.,1973).
7.7.1. Stoktan hiicre ¢ikarma

Pasajlanacak NIH/3T3 hiicreleri -196 °C’ de sivi azot tankinda bulunan
hiicre stoklarindan c¢ikarilmis ve vakit kaybetmeden su banyosunda sivi hale
gelince, uygun besiyeri i¢ine alinarak, 1200 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Stipernatan kismi dokiildiikten sonra, hiicreler yeni besiyeri i¢inde dagitilarak
kiltir flasklarina alinmis ve 37 °C’ de, % 5 CO; igeren inkiibatorde Kkiiltiire
kaldirilmistir. Hiicrelerin ¢ogaltilmasinda % 10 FBS (Fetal Bovine Serum) igeren
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) besiyeri ve % 2 penisilin
streptomisin antibiyotik karigimi kullanilmistir.

Ayni sekilde MCF-7 hiicreleri ise ayni prosediirle farkli olarak RPMI

(Roswell Park Memorial Institute) besiyerinde muamele gdérmiistiir.
7.7.2. Hiicre dizilerinin pasajlanmasi ve sayim

Hiicre kiiltiir kaplarindaki kirlenmis vaziyetteki hiicre besiyerleri pipet
yardimiyla atilmig ve kiiltiir kabina yapismis olan hiicreler oOncelikle PBS
(Phosphate Buffered Saline) yardimiyla yikanmistir. Kiiltiir kabinin biiyiikliigiine
ve hiicrenin yogunluguna bagli olarak 1X tripsin/EDTA soliisyonu konmus, bir iki
dakika etiivde bekletilerek hiicrelerin yapistiklar: flasktan kalkmalar1 saglanmistir.
Tripsinin etkisini ndtralize etmek icin, kalkan hiicrelerin {izerine hemen besiyeri
ilave edilerek, besiyeri-hiicre karigim1 santrifiij tiipiine aktarilmistir. 1200 rpm’ de
5 dakika santrifiij sonrasinda, pellet tizerine kullanilan hiicre kiiltiir kabinin

biiyiikliigiine gore besiyeri eklenmis ve pipetleme yapilmistir.
58



Santrifiij tiiplinde homojen olarak dagilan hiicreler, pipet yardimiyla hiicre
kiiltiir kaplaria paylastirilmistir.

Hiicreler deneye alinmadan once, hiicre sayis1 Neubauer laminda tespit
edilip, deney kosullarina uygun ortamlara ekildikten sonra, deney maddelerinin 24
saat siireyle hiicrelerle 37 °C’ de, % 5 CO; iceren inkiibatorde etkilesimi
saglanmistir.

Cogaltilan hiicrelerin bir kismi stoklanarak tez ¢alismasinin sonraki

deneyleri i¢in depolanmustir.
7.7.3. Hiicreleri stoklama

Hiicreler, PBS ile yikandiktan sonra, 1X tripsin EDTA yardimiyla
kaldirilarak, santriflyj tiipii icerisine aktarilmis, 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasinda pelet tizerine her bir kriyotiip (vial) i¢in 1800 ul
hiicre besiyeri konularak, elde edilen bu hiicre-besiyeri karisimi 30 dakika kuru
buz ilizerinde bekletilmistir. 30 dakika sonrasinda, hazirlanacak vial miktarina
gore, her bir vial i¢in 200 pl DMSO ¢6zeltisi ilave edilmis ve homojen bir karigim
elde edene dek pipetleme yapilmistir. Hiicre, besiyeri ve DMSO ¢ozeltisi
karisimindan her bir viale 2 ml aktarilmis ve vialler -20 °C’ye kaldirilmistir. 3-4
saat sonrasinda vialler s1iv1 azot tankina (-196° C) yerlestirilerek, stoklama islemi

tamamlanmaistir.
7.7.4. Mitokondriyal aktivite testi (MTT) uygulanisi

Ayrintili deney basamaklar1 asagidaki gibidir:

Neubauer laminda sayimlari yapilan ve 3x10* hiicre/ml yogunlugunda
olacak sekilde hazirlanan MCF-7 hiicre siispansiyonu, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plakalarma, her kuyucukta 100 pl olacak sekilde aktarilmis ve madde
konsantrasyonlar1 hiicrelere verilmeden 6nce, kiiltiir plakalarindaki hiicreler % 5
COy’li etiivde 37° C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in, 3
plaka kuyucugu kullanilacak sekilde konsantrasyonlar verilmistir. Yine her madde
i¢in, hiicre igeren 3 kuyucuga besiyeri ve 3 kuyucuga da % 0,1 oraninda DMSO
igeren besiyeri verilmistir. Kontrol ve 1 ug/mL, 2 pg/mL, 3 pg/mL, 4 ug/mL, 5

pg/mL 10 pg/mL, 20 pg/mL, 30 ug/mL, 40 pg/mL, 60 ug/mL madde
59



konsantrasyonlarini igeren hiicre kiiltiir plakalar1 % 5 CO3’li etiivde, 37° C’de, 24
saatlik inkiibasyonlara birakilmigtir.  Her bir inkiibasyon siiresi sonunda,
plakalardaki besiyeri uzaklastirilarak, kiiltiir besiyeri ile taze olarak hazirlanmig
MTT c¢aligma sollisyonundan, plakalarin her bir kuyucuguna 100 pl ilave edilmis
ve plakalar 3-4 saat 37 °C’ lik etiivde inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
MCF-7 hiicrelerini igeren kuyucuklardaki MTT soliisyonu dokiilmiis ve her bir
kuyucuga 100 pl DMSO konularak, plakalardaki hiicrelerin optik yogunluklari
(dansiteleri) mikroplaka okuyucu cihazinda 540 nm dalga boyunda okutulmustur.
Bu testte her maddenin 3 tekrar1 alinmistir. Isikta bozuldugu icin MTT boya

ilavesi ve sonraki asamalarinin karanlikta yapilmasina 6zen gosterilmistir.
7.7.5. Akis sitometrisi ol¢iimleri icin hiicrelerin hazirlanmasi

25 ecm?’ lik flasklara 10%ml olarak ayarlanan hiicrelere, anti tubulin ile
konjuge edilmis Nokodazol bagli QD biyokonjugatlari 10 pg/ml, 20 pg/ml, 30
pg/ml ve 40 pg/ml konsantrasyonlarinda olacak sekilde uygulanmistir. 24 saat
siireyle karbondioksitli inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler
santrifiijlenip, 2 kere soguk PBS ile yikanmistir. Bu hiicre siispansiyonundan 10°
/ml hiicre analiz tiipiine alinarak, bu ¢alismada kullanilan Annexin-V—PI Kitinin
prosediirii uygulanmig, 100 pl Annexin V Binding Buffer icinde siispanse
edilmistir. Uzerine 5 ul Annexin V-FITC (Fluorescein isothiocyanate) ve 5 pl PI
(Propidyum iyodiir) ilave edildikten sonra, oda sicakliginda ve karanlikta 15 dk
siireyle bekletilmistir. FITC, floresan bir madde olup, hiicrelerin isaretlenerek
tespit edilebilir hale gelmesini saglar. Bu siire sonunda, 400 pl Annexin V
binding buffer eklenmis ve hiicreler 1 saat i¢inde analize alinmigtir. FACS Aria
flow cytometer cihazinda Diva 6.0 software kullanilarak, hiicrelerin apoptoz
yiizdeleri saptanmistir. Annexin V-FITC ve PI negatif olan bdlge canli hiicreleri
(Q3), Annexin V-FITC ve PI pozitif olan bdlge ge¢ apoptotik veya nekrotik
hiicreleri (Q2), ifade etmektedir.
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7.7.6. Boyama prosediiriiniin uygulanmasi

NIH/3T3 ve MCF-7 hiicrelerine uygulanan bu boyama ve tutuklama
prosediirii Harvard Mitchison Tip Okulunun prosediirii yeniden diizenlenerek
gerceklestirilmistir (http://mitchison.med.harvard.edu/protocols/poly.html).

Prosediiriin uygulanabilmesi i¢in 3T3 ve MCF-7 hiicre dizileri lamel
tizerinde tek sira dagilacak sekilde 24 saatlik RPMI ve DMEM besiyerlerinde
kiiltiire alinmustir.

24 saat sonunda yapigan hiicrelerin besiyerleri alinip énce 1X PBS ile
yikama gercgeklestirilmistir. Yikamanin ardindan MTSB (Mikrotiibiil Stabilize
Edici Tampon) ve % 0,5 TX-100" de (TritonX-100) 30 saniye muameleye tabi
tutulmus ve tekrar PBS ile yikanmistir. % 0,5 lik gluteraldehit ile 15 dakika oda
1s1sinda fiske edildikten sonra 1X PBS i¢inde hazirlanmis % 0,1 lik NaBH,* de 7
dakika bekletilmistir. % 0,5 TX-100 igeren MTSB soliisyonundan ilave edip 10
dakika oda sicakliginda bekletilen numuneler daha sonra 1X PBS i¢inde % 1’lik
BSA iginde 30 dakika bekletilerek tekrar PBS ile 5 dakika yikanmustir. Antikorlu
boya maddeleri ilave edilip 3 saat oda sicakliginda bekletilmis ve hiicrelere
antikorlarin konuslanmasi saglanmistir. Son olarak PBS ile 5 dakika yikanip
lameller alinmis ve ters c¢evrilerek lam iizerine yerlestirilmis, mikroskopta

goriintliilenmek {izere sabitlenmistir.
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8. BULGULAR
8.1. Spektrofotometrik Olciimler
8.1.1. QD-Nanobiyokonjugat ve ilag etkilesiminin gosterilmesi

QD, anti tubulin, QD-anti tiibiilin, QD-anti tiibiilin-Nokodazol
etkilesimleri ayni seyreltme oranlar1 kullanilarak, 350 nm uyarimla floresan
spektrometresinde ol¢iilmiis ve sekil 8.1° de gosterilmistir. 350 nm’ de uyarilmis
ve 650 nm emisyon degeri elde edilmis mavi pik ile goriinen QD biyokonjugatinin
floresan1 251, 924 a.u.; kirmiz1 pik ile goriinen anti tubulinin floresan1 802,674
a.u.; turuncu ile goriinen QD-anti tiibiilin biyokonjugatinin floresan1 408,088 a.u.;
yesil pik ile goriinen QD-anti tiibiilin-Nokodazol biyokonjugasyonlarinin floresani

335,028 a.u. olarak bulunmustur.
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Sekil 8.1. QD biyokojugatina ilag etkilesimi

8.1.2. QD-Nanobiyokonjugati ve hiicre kokteyli etkilesiminin gosterilmesi

Ayni seyreltme oranlar1 kullanilarak Olgiilen QD-anti tiibiilin, hiicre
kokteyli (HK) ve QD-anti tiibiilin-HK etkilesimleri ile 350 nm uyarimda 650 nm
emisyon degerinde ortaya ¢ikan pikler Sekilde 8.2° de gosterilmistir. Siyah pikle
goriinen QD-anti tiibiilin-HK floresan1 436,453 a.u.; mavi pik ile gosterilmis HK
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floresan1 141,557 a.u.; kirmiz1 pik ile goriinen QD-anti tiibiilin floresan1 833,010

a.u. olarak bulunmustur.
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Sekil 8.2. QD biyokojugati ve hiicre kokteyli etkilesimi

8.1.3. Annexin V boyasi ile baglanms biyokonjugatin gosterilmesi

Ayni seyreltme oranlar1 kullanilarak oOlgiilen QD-anti tiibiilin, QD-anti
tiibiilin-annexin, QD-anti tiibiilin-annexin-Nokodazol etkilesimleri ile 350 nm
uyarimda 651,01 nm emisyon degerinde ortaya ¢ikan pikler Sekil 8.3" de
gosterilmistir. Mavi pik ile gosterilen QD-anti tiibiilin-annexin floresan1 478,522
a.u.; pembe pik ile gdsterilen QD-anti tiibiilin floresan1 354,513 a.u.; yesil pik ile
goriinen QD-anti tiibiilin-annexin-Nokodazol floresant 280,647 a.u. olarak

bulunmustur.
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Sekil 8.3. Annexin V Boyasi ile Baglanmis Polimerlerin etkilesimi
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8.2. Hiicre Kiiltiirii Analizlerinin degerlendirilmesi
8.2.1. MTT sonuclarinin degerlendirilmesi

MCF-7 hiicre dizisinde QD ve QD-Nokodazol grubu i¢in Kontrol,
1,2,3,4,5,10,20,30,40,60 pg/mL’lik konsantrasyonlar her bir grup icin ayr1 ayri
olmak tizere toplamda 11 grup ile yapilan 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda
sonuglar kontrol grubu baz almarak ELIZA cihazinda 540 nm de okutularak
hesaplanmis ve MTT sonuglarina gore yapilan analizlerde hiicrelerin IC 50
degerleri (hiicrelerin % 50’ sini 6ldiiren doz) 35-40 pg/mL olarak bulunmustur.
MTT sonuglarina baglt % canlilik ve standart sapma degerleri Tablo 8.1., Tablo
8.2 de ve Sekil 8.4., Sekil 8.5.° de gosterilmistir. Apoptotik etkilerin
belirlenebilmesi i¢in akig sitometride dozlar 10 pg/mL, 20 ug/mL, 30 pg/mL, 40

ug/mL seklinde uygulanarak akis sitometrisi analizleri gergeklestirilmistir.

Tablo 8.1. 24 saatlik MTT inkiibasyonu sonuglarina goére QD % canlilik degerleri ve standart

sapma
QD % Canhilik Standart Sapma
Kontrol 100 0
1 85,69 20,09
2 72,26 9,99
3 73,91 5,9
4 66,82 16,77
5 80,02 28,2
10 80,89 6,28
15 77,21 11,86
20 80,8 4,77
30 59,58 13,43
40 41,29 5,22
60 34,11 2,85
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Tablo 8. 2. 24 saatlik MTT inkiibasyonu sonuglarina gére QD-Nokodazol % canlilik degerleri ve
standart sapma

QD-NOK % Canhlik Standart Sapma
Kontrol 100 0
1 82,07 18,98
2 93,2 27,02
3 69,59 15,09
4 50,43 9,23
5 48,02 21,83
10 39,96 3,6
15 45,86 7,72
20 48,38 17,56
30 44,55 2,46
40 31,26 1,7
60 32,37 2,04
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Sekil 8.4. 24 saatlik MTT inkiibasyonu sonucunda 540 nm dalga boyunda okutulan QD % canlilik
degerleri ve standart sapma
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Sekil 8. 5. 24 saatlik MTT inkiibasyonu sonucunda 540 nm dalga boyunda okutulan QD-
Nokodazol % canlilik degerleri ve standart sapma
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8.2.2. MCF-7 hiicrelerinde anti kanser aktivitenin degerlendirilmesi

Sekil 8.4° de kontrol, DMSO-kontrol, Nokodazol, kuvantum nokta ve anti
tiibiilinle konjuge Nokodazol bagli kuvantum noktalarinin muamelesinden sonra
MCF-7 hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyon sonundaki morfolojik goriintiileri
verilmistir. Ozellikle ilag bagli polimerlerde konsantrasyon ve inkiibasyon zamani

arttik¢a hiicre canliliginin ve proliferasyonun azaldigi goriilmektedir.

Saf Nokodazol QD-Anti Tub-Nokbdazol

Sekil 8.6. MCF-7 hiicrelerin madde verildikten sonraki 1s1k mikroskobu goriintiileri
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8.2.3. Akis sitometrisinde dl¢iimleri yapilan hiicrelerin degerlendirilmesi

MCF-7 kanser hiicreleri iizerinde denenen polimer maddenin hiicre
tizerindeki apoptotik etkileri Annexin V-FITC kullanilarak akis sitometrisinde
degerlendirildiginde; kontrolde canli hiicre yiizdesi % 95,8; yiizde apoptotik oran
% 1,3 (Sekil 8.5), QD konjuge anti tiibiilin kontrolde canli hiicre yiizdesi % 93,4;
yiizde apoptotik oran % 4,3; Nokodazol kontroliinde canli hiicre yiizdesi % 49,7,
yiizde apoptotik oran % 41,8 (Sekil 8.6); Anti tiibiilin konjuge edilmis Nokodazol
bagli QD konsantrasyonlari uygulandiktan 24 saat sonra; 10 pg/ml olan
konsantrasyonda canli hiicre yilizdesi % 90,9; yiizde apoptotik oran % 6,0; 20
pg/ml olan konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi % 84,5; apoptotik hiicre oran %
11,2 (Sekil 8.7); 30 pg/ml olan konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi % 80,8;
yiizde apoptotik oran % 15,1; 40 ug/ml olan konsantrasyonda canli hiicre ylizdesi
% 75,5; yiizde apoptotik oran % 20,4 (Sekil 8.8) olarak bulunmustur. 40 pg/ml

konsantrasyonda apoptotik oran kanser hiicrelerinde en yiiksek seviyededir.

Kontrol

] ||m il rlTl'I' I
50 100 150 200 250 10 i’ w* 10*

FSC-A x 1.000) ANMNEXIN W FITC-A

Sekil 8.7. Kontrol grubu MCF-7 hiicrelerinin akis sitometrisinde degerlendirilmesi
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Sekil 8.8. QD konjuge anti tiibiilin ve Nokodazol igeren MCF-7 hiicrelerinin akig sitometrisinde

degerlendirilmesi
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Sekil 8.9. 10 ug/ml ve 20 ug/ml Anti tiibiilin konjuge edilmis Nokodazol bagh QD igeren MCF-7

hiicrelerinin akis sitometrisinde degerlendirilmesi

PIPE-A
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Sekil 8.10. 30 pg/ml ve 40 pg/ml Anti tubulin konjuge edilmis Nokodazol bagli QD i¢eren MCF-7

hiicrelerinin akis sitometrisinde degerlendirilmesi
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8.2.4. Boyama sonrasinda elde edilen floresan mikroskobu goriintiileri

Sekil 8.9 da MCF-7 insan meme kanser hiicrelerinin sadece QD ile
boyanmasi sonucunda floresan resimleri goriilmekte ve herhangi bir kaplama
olmadigi i¢in floresan etkide ¢abuk diisme gozlenmektedir.

Sekil 8.10° da MCF-7 insan meme kanser hiicrelerinin QD-anti tiibiilin ile
boyanmasi sonucunda sitoplazmalarindaki mikrotiibiil yapilar1 ¢izgiler halinde
belirginlesmistir. Bu sayede anti tiibiilin konjuge QD’larin hiicrelerle etkilesimleri
net bir sekilde gozlemlenmektedir. Yesil renkte gozlemlenen mikroskobun I3
filtresinin uyarim araligr 450-490 nm, kirmizi renkte goézlemlenen Y3 filtresinin
uyarim araligi ise 535-650 nm’ dir.

Sekil 8.11° de MCF-7 insan meme kanser hiicrelerinin QD-anti tiibiilin-
Nokodazol ile boyanmasi sonucunda sitoplazmadaki kivrimlar ve hiicrelerde
meydana gelen porfaz, prometafaz ve anafaz evreleri gdzlemlenmistir.

Sekil 8.12° de MCF-7 insan meme kanser hiicrelerinin QD-anti tiibiilin ve
QD-anti tiibiilin-Nokodazol ile boyanmasi sonucundaki farklilagsmalar kiyaslanmig
ve hiicre ¢ekirdeklerinde ilaca olan tepki gézlenmistir.

Sekil 8.13” de Annexin bagh anti-tiibilinli QD biyokonjugatlar: ile 3T3
normal tip fare fibroblast hiicrelerinin ¢ekirdekleri ve mikrotiibiillerinin ipliksi
yapilar1 kolayca goriilebilecek sekilde boyanmustir.

Sekil 8.14° de MCF-7 insan meme kanser hiicrelerinin annexin bagl anti-
tibilinli QD biyokonjugatlari ile boyanmasi sonucu ipliksi mikrotiibiil yapilarini
gormekteyiz.

Sekil 8.15° de Nokodazol ile konjuge, Annexin bagh anti-tibilin QD
biyokonjugatlarinin mikrotiibiil yapisinda meydana getirdigi degisiklikler sonucu
kivrimli  yapilanmalart  ve  kiicik resimde mitozun anafaz  evresi
gbzlemlenmektedir.

Sekil 8.16° da mitozun interfaz sathasina ge¢meden Once durmus
Nokodazol ile konjuge anti-tiibiilin QD biyokonjugatlart ile boyanmis MCF-7
insan meme kanser hiicreleri profaz ve prometafaz evrelerinde goriilmektedir,

stoplazmadaki mikrotiibiiller ise kivrimlagmistir.
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Sekil 8.11. a ve b MCF-7 QD boyama
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Sekil 8.12. MCF-7 QD-anti tiibiilin boyama

Sekil 8.13. MCF-7 QD-anti tiibiilin-Nokodazol
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Sekil 8.14. MCF-7 a) QD-anti tiibiilin ve b) QD-anti tiibiilin-Nokodazol
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Sekil 8.15. 3T3 Annexin-anti-tiibiilin-QD boyama

Sekil 8.16. MCF-7 Annexin-anti-tiibiilin-QD boyama
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Sekil 8.17. 3T3 Nokodazol-Annexin-anti-tiibiilin-QD boyama ve Anafaz

Sekil 8.18. MCF-7 Nokodazol-anti-tiibiilin-QD boyama, profaz ve prometafaz
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9. SONUC

Bu ¢alismada tiibiiline baglanarak bloke eden anti tiibiilin antikoruna
kuvantum noktalart ve p(MATrp-Ru(bipyr),-MATrp) konjuge edilerek floresan
Ozellik kazandirilmig, ayn1 zamanda bir anti mitotik olan Nokodazol baglanarak
kanser hastalarina yonelik bir polimer sentezlenmeye calisilmistir. Tim
polimerizasyon islermlerinde pH, sicaklik gibi kritik noktalar i¢in standart sartlar
kullanilmistir. Elde edilen nanobiyokonjugatlar ayni anda hedefleme, tasima,
tedavi ve goriintiileme yapabilmesi ve ekonomik agidan da bir¢ok basamag tek
bir basamakta toplamasi agisindan oldukga avantajlidir. Sentezlenen yapilar CdS
ve p(MATrp-Ru(bipyr),-MATrp) sayesinde intensite kaybi olmaksizin floresan
Ozellik tasimaktadir bu da yeni nesil biyobloklayicilarin hiicrelerle
etkilestirildiginde floresan ve konfokal mikroskoplarinda uzun siiren 1s1ma
etkileriyle kanserli hiicrelerin tayininin daha kolay yapilabilmesine olanak
saglayacaktir. Bir anti mitotik olan Nokodazol ile kanserli bolgeye direk
hedefleme yapilmis, ilacin hiicre c¢ekirdegine kadar tasindigi kanitlanmis ve
hastaligin tedavisinde goriintillemeyle birlikte 6nemli bir avantaj saglanmistir.
Tiim bu sonuglar dogrultusunda yeni nesil anti kanserojen tiibiilin bloklayici ilag
tastyict nanoteranostik sistemler gelistirilmistir.

Karakterizasyon c¢alismalarinda yapilan floresan spektrofotometresi
sonuglarinda goriilen diisme ve yilikselmeler molekiillerin birbirleri ile
etkilestigini, biyokonjugasyonlarin istenen dogru yonlendirme ile gergeklestigini
gostermektedir. QD biyokonjugat polimerlerin, Nokodazoliin ve anti tiibiilin
antikorunun ayri ayri floresanlarinin oldugu ve birbirleriyle etkilesimleri
sonucunda spektrofotometrik acidan 1sima yaptigi gézlemlenmistir. Bu da FRET
yontemiyle proteinlerin birbirlerine karsi enerji transferi yaptigini kanitlamistir.
Floresan spektrofotometre sonuglari istenilen sekilde ¢ikmis ve sentez
molekiillerindeki biyoaktif ajanlarin etkinligini korudugunu gostermistir.

Daha 6nce de cesitli literatiirlerde QD ile ilgili akis sitometrisi analizleri
yapilmis olup siklikla kullanilan Streptavidin ve Biotin ile konjugasyon yapilmis
ve QD’ larin antikorlara uygunlugu kanitlanmistir (Bruchez ve Hotz, 2007). Fakat
bu calismada biyokonjugasyon asamasinda kullanilan p(MATrp-Ru(bipyr),-
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MATTrp) sayesinde QD 1simalarinin daha uzun siire tekrar tekrar goriintiilemeye
olanak saglamistir. Laboratuvar  ortamlarinda hiicre = kontaminasyonuyla
yasadigimiz sorunlar nedeniyle QD iceren biyokonjugatlarin 1simma testleri
gergeklestirilememis olup en kisa zamanda deneyler tekrarlanarak bu konuda
edinilen veriler de bilgiye sunulacaktir.

Hiicre kiiltiiri analizleri sonucunda anti tiibiilin ve Nokodazol bagli anti
tiibiilin QD biyokonjugatlarinin hiicreler ile etkinlestirilmesi sonucunda antijen
baglama bolgelerinin islerligi, toksik olmayan fakat hiicrelerde apoptotik
etkinligin gozlenebildigi, hiicre boliinmesinin farkli asamalarinda hiicrelerin
tutulabildigi floresan spektrofotometresi, akis sitometri analizleri ve floresan
mikroskop goriintiilerii yardimiyla kanitlanmistir. Anti tiibiiline konjuge Annexin
V ile boyanan hiicrelerin goriintiilenmesi sirasinda apoptoza giden hiicreler
mikroskop altinda kolayca sayilabilecek konuma gelmistir.

Akis sitometri analizlerinde saf halde ol¢iilen QD ve Nokodazoliin toksik
oldugu fakat konjugasyonlar sonucunda elde edilen veriler neticesinde toksik
ozellikler yerine apoptoza yonlendirme etkisinin One c¢iktig1 belirlenmistir.

Mikroskop goriintiileri neticesinde anti tiibiilin ve annexin V biyokonjugati
ile hiicrelerin ¢ekirdeklerinin kolayca boyandigi, ilacin ¢ekirdege kadar
taginabildigi ve burada hiicreyi metafazdan once durdurdugu bu sekilde apoptoza
olan etkisi, ayn1 zamanda da hiicrelerin sayimi i¢in uygun ortam saglandigi
gozlemlenmistir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda kanserin tedavisine yonelik birgok
basamagi igceren antijen antikor baglama, boyama prosediirlerinin ayr1 ayri
uygulanmas1 ve ila¢ hedeflendirmesi gibi islemlerin tek bir polimer vasitasiyla

saglanabilecegi diistintilmektedir.
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