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Danisman: Dog. Dr. Filiz SUSUZ ALANYALI

Kanser iilkemizde de ilk siralarda yer alan diinya ¢apinda kendisini gosteren
Olimciil hastaliklardan birisidir. Bu hastalik bulundugu bolgeyle kisitli kalmayip
cevresindeki dokular1 da etkilemekle birlikte hiicre dongiisii diizenlenmesindeki kontrol

mekanizmalarimi da negatif yonde etkilemektedir.

Bu galismada RAW 264.7 hiicreleri tizerine farkli konsantrasyonlarda ceranib-2
uygulanarak 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonucu MTT yontemiyle sitotoksisite etkisi
tespit edilmistir. Bu inkiibasyon siiresi sonunda ceranib-2’nin uygulandigi en disiik
konsantrasyondan itibaren mitokondriyal aktivitede dozla iliskili olarak canlilik
yiizdesinde Dbelirgin azalmalar gbzlenmis, 1Csg konsantrasyonu belirlenmistir.
Hiicrelerdeki apoptoz durumunu belirlemek igin Anneksin V yontemi ve hiicrelerdeki
morfolojik degisimleri gozlemlemek amaciyla konfokal mikroskobi yontemi
uygulanmistir. Bu yontemler sonucunda elde edilen veriler gézlemlenmis, istatiksel
olarak analizi yapilmistir. Ceranib-2’nin RAW 264.7 hiicrelerinde uygulanan doz
konsantrasyonuna ve slireye bagli olarak sitotoksik ve antiproliferatif etki gosterdigi

tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Makrofaj hiicreleri, Seramidaz inhibitorleri, Kanser, RAW 264.7,
Ceranib-2.



ABSTRACT
ROLES OF CERAMIDASE INHIBITORS IN MACROPHAGE CELLS

Osman ALGI
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Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, January 2022
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Filiz SUSUZ ALANYALI

Cancer is one of the deadly diseases worldwide, which is one of the first in our
country. This disease is not limited to the region where it is located, and affects the
surrounding tissues, as well as negatively affecting the control mechanisms in cell cycle

regulation.

In this study, different concentrations of ceranib-2 were applied to RAW 264.7
cells and the cytotoxicity effect was determined by MTT method after 24 and 48 hours of
incubation. At the end of this incubation period, significant decreases were observed in
mitochondrial activity, dose-related percentage of viability, starting from the lowest
concentration at which ceranib-2 was applied and the IC50 concentration was determined.
Annexin V method was used to determine the apoptosis status in cells and confocal
microscopy method was used to observe morphological changes in cells. The data
obtained as a result of these methods were observed and statistically analyzed. It has been
determined that Ceranib-2 has cytotoxic and antiproliferative effects in RAW 264.7 cells

depending on the dose concentration and time applied.

Keywords: Macrophage cells, Ceramidase inhibitors, Cancer, RAW 264.7, ceranib-2.
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu ¢alismanin Eskisehir Teknik
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi™yla tarandigmi ve
hicbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Osman ALGI
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1. GIRIS
1.1. Hiicre Kiiltiirii Tanim

Hiicre kiiltiirti, prokaryotik, dkaryotik veya bitki hiicrelerini kontrollii bir sekilde
cogaltmaya yaramaktadir. Ilk Srnekleri 1885 yilinda calisilmaya baslanmistir. 1885
yilindan bu yana yeni teknikler gelistirmeye devam edilmis, aragtirmalarin ©6n
caligmalarinda veya temel caligmalarinda tercih edilmektedir. Tarihsel gelisimine
bakildiginda Roux tarafindan 1885 yilindaki ilk ¢alisma civciv embriyo hiicrelerinin in-
vitro kosullarda canli kalmalari iizerinedir. ilerleyen siireclerde Gey ve arkadaslari, 1952

yilinda HeLa adini verdikleri hiicre hattin1 serviks kanser hiicrelerinden elde etmislerdir
[1]

Glinlimiiz teknolojileri de kullanilarak hiicre hatt1 olan HeLa ile birlikte bir¢ok
kanserli ve saglikli dokudan izole edilen hiicre hatt1 bankalar1 olusturulmustur. Deneysel
olarak in-vivo ¢alismalara alt yapi niteligi tasiyan hiicre kiiltiiri hatlar1 bilimsel galismalar
icin avantaj saglamakta ve bir¢ok hipotez icin temel teknik olusturmaktadir. Hiicre
kiiltiirii temel hiicre biyolojisi ve hiicredeki ilag etkilesimleri, ilag toksisite testleri bitkisel
ajanlarin ve ¢esitli kimsayallarin saptanmasi, kanser {izerine olabilecek -etkilerin

arastirilmasi gibi bi ¢ok alanda kullanilmaktadir [1].

Laboratuvarlarda cilt hiicreleri, kas hiicreleri, kanser hiicreleri gibi birgok hiicre
tiirli in vitro kosullarda yetistirilebilir. Bu kiiltiir kosullarinda iiretilebilen ilk insan
hiicrelerinden biri 1951 Henrietta Lacks adli bir kadindan elde edilen rahim agzi kanser

dokusundan alinmis HeLa hiicreleridir [2].

1.2.  Adherent ve Siispanse Hiicre Kiiltiirii
Hiicreler besiyerindeki gelisimlerine gore adherent ve siispanse olarak iki kiiltiir

tiirtine ayrilmaktadir [3].

Adherent hiicreler genel olarak solid dokulardan elde edilir ve elde edilen adherent
hiicreler gelisim ortamlarinda adhezyon melekiilleri ile yiizeye tutunarak biiylime
gosterirler. Istisna olarak kan ve kemik iliginden elde edilen izole hiicreler herhangi bir
adezyon unsuruna gerek duymadan gelisim gosterirler. Herhangi bir adezyon melekiiliine
ihtiya¢ duymayip bulunduklari besin ortamlarinda daginik halde bulunan bu tip hiicrelere

siispanse(daginik) hiicreler denir. Bilimsel ¢alismalarda kullanilan hiicre karakterinin



bilinmesi beslenme, dondurma, pasajlama islemlerini etkileyeceginden oldukga

onemlidir [4].

1.3.  Hiicrelerin Morfolojik Ozellikleri
“Hiicreler 3 farkli sekilde morfolojik oOzellik gosterir; fibroblastik hiicre,

epiteliyal hiicre ve lenfoblast benzeri hiicre” [5].

* Fibroblastik hiicreler; uzamis formda iki kutuplu veya ¢ok kutuplu olup yiizeye

tutunarak biiyiirler.

» Epiteliyal hiicreler; ¢esitli sekillere ve boyutlara sahip olup yiizeye tutunarak

geligirler.

» Lenfoblast hiicreler; yuvarlak kiire goriiniimiinde dagmik(siispanse) halde
biiylirler. Labarotuvar sartlar1 altinda incelendiginde {iziim tanelerini andiran bir
goriintiiye sahiptir. Kullanilan hiicrelerin hangi morfolojileri gosterdigine hakim olmak
laboratuvar sartlarinda kontaminasyon tiiriinii ve tehlikesini 6n gérmek i¢in 6nemlidir. Es
zamanli olarak yapilan calismalarda aymi inkiibatér ile muamele sirasinda farkl
morfolojileri ihtiva eden hiicreler ¢apraz kontaminasyona maruz kalarak birbirleri ile
kontamine olabilme tehlikeleri olmasina karsin ayni morfolojik 6zellik gosteren hiicreler
de capraz kontaminasyona maruz kalabilir. Mikroskop altinda farkli morfolojik 6zellik
gosteren hiicrelerin kontaminasyonu ayirt edilebiliyorken ayni morfolojik 6zellik

gosteren hiicreler gorilinlis olarak ayni olduklarindan kontaminasyonlar1 ayirt edilemez
[6]

1.4.  Aseptik Teknikler ve Calisma Ortami

Laboratuvar ortaminda yapilan hiicre kiiltiir ¢alismalarinda canli veya bu
dokulardan izole eilmis hiicreler ile ¢alisilmasi, toksik etki yaratabilecek ¢ozeltilerin,
mutajenik bilesimlerin ve bunun gibi teklikeli kimyasallarin kullanilmasindan dolay1
aseptik ¢aligma ortami mecburi kilinmaktadir [7]. Bu sebeple calisirken hiicrelerin
kontamine olmasi haricinde kullanimi1 yapan kimse i¢inde bir¢ok tehlike (kullanilan
kimyasallarin kisinin dokularina zarar vermesi, infeksiy6z aerosollerin solunumu, bistiiri

kesigi, enjektor batmasi gibi) ihtiva edebilmektedir [8].



Mikroorganizma kontaminasyonu laboratuvar ortaminda yapilan hiicre kiiltiir
caligmalarinda yasanabilecek onemli sikintilardan biridir. Bu kontaminasyon calisma
ylizeyi, maya ve mantar sporlari, bakteri, sollisyonlar, mikoplazma ve uygulamay1 yapan
kisi kaynakli olabilir. Bu tarz kontaminasyonlar1 en aza indirebilmek hatta tamamen yok
edebilmek amagh aseptik yontemler uygulanmalidir. Aseptik yontemler uygulanmadigi
taktirde kontaminasyon durumu biiyiiylip kontrol edilemeyecek hale gelebilir bu da tiim

laboratuvarin enfekte olmasi1 demektir [8].
1.5. Hiicre Kiiltiir Cahismalarinda Besiyeri ve Fizyolojik Faktorler

Hiicre kiiltiirii c¢aligmalarinda hiicrelerin giivenli ve elverisli bir ortamda
gelismelerini saglayabilmek i¢in optimum sicaklik, Oz ve CO2 yogunlugu ile pH faktorii
kontol altinda tutulmasi gerekmektedir [9,10]. Karbonhidrat, vitamin, minarel ve
aminoasit gibi besleyici mikro ¢evreyi bulunduran besiyerleri, laboratuvar kosullarinda
hiicrelerin metabolik faaliyetlerini gerceklestirip, ¢ogalma ve gelisim gosterebildikleri
ortamlardir. Uygun sicaklik, uygun pH ve nemin saglanmasi hiicrelerin laboratuvar
ortaminda gelistirilebilmesi i¢in oldukg¢a 6nemlidir [10]. Hiicreler her besiyeri igin farkli
besin maddelerine ihtiya¢ duyarlar. Bu ylizden ¢alisilacak olan hiicrenin besin ihtiyaglari

belirlenip ona uygun bir besiyeri hazirlanmalidir. [11].

Hiicrelerin besin durumlarma gore besiyerine %10 oraninda serum soliisyonu
ilave edilmelidir. Serum igerik olarak enzimler, zengin matris proteinleri, gelisme
faktorleri ile hiicrelerin tutunma ve tiremelerini saglayan hormanlar icermektedir [12].
Yaygin olarak kullanilan serum; fotal sigir serumu (Fetal Bovin Serum, FBS) olmasina

karsin yetigkin sigir, at, dana ve insan serumlarida bulunmaktadir [13].

1.6. Temel Teknikler

Laboratuvar ortaminda yapilan hiicre kiiltiir ¢alismalarindaki siire¢ hiicre ¢6zme,
beslenme, pasajlama ve hiicre dondurma olarak ilerlemektedir [3]. Tiim bu g¢aligmalar
steril bir oda icerisinde yapilmali ve ¢alisma Oncesi ile ¢alisma sonrasinda laminar kabin
kullanilmalidir. Laminar kabin i¢ine konulan her madde %70 lik etilalkol (EtOH)
kullanilarak temizlenmelidir. Calisma sonrasinda UV verilerek laminar kabin ve odanin

sterilizasyonu saglanmalidir [12].



1.6.1. Hiicre Cézme

Satin alinan veya daha Once stoklamasi yapilan hiicrelerin c¢alismaya
baslanmasindaki ilk etaptir. Stoklardan alinan hiicreler ¢6zdiirme protokolii kullanilarak
cozdiiriilerek 37 °C’de inkiibasyona birakilip gelisimi beklenir. Stoklanip
dondurulmalarinda -196 °C ile -800 °C dondurucu ve azot tanki benzeri yontemler
kullanilabilmektedir. Saklama kosullarindan alinan hiicre cryo tiiplerine aralikli olarak
alistirma 1silarinda (-800 °C, -400 °C, -200 °C) bekletilir ve ¢alisilacak hiicreye gore
serum ile antibiyotik uygun besiyerine eklenir. Optimize edilmis olan besiyeri 37 °C 1s1da
olan su banyosunda 10-15 dk bekletilerek 1sitilmasi saglanir. Cryo tiipiiniin kapak kismi
su olan alana degdirilmeden 90-120 saniye kadar igerisine sokularak ¢6ziinmesi saglanir.
Cozlinmiis olan cryo tiip igerisinde dimetilsiilfoksit ve sinirli sayida hiicre bulunmaktadir.
Dimetilsiilfoksit (DMSO) bir kriyoprotektan tiirii olmakla toksik etkiside bulunmaktadir.
Bu toksik etkiyi minimum seviyeye indirmek i¢in falkon icerisine hiicrenin besiyeri ilave
edilir. Besiyeri ilave edilmis falkon {izerine ¢oziinen cryo tiip igerigi pipetajlanir.
Falkonlar yaklagik 1000-1800 rpm devirde hiicre tipine gore 5-7 dakika siire ile
santrifiijlenir. Santriflij islemi sonucunda olusan pellet ve siipernatant kismi ayrilir.
Ayrilan kisimdaki hiicreler sayilarak uygun boyutlardaki flasklara aktarimi saglanarak

besiyerinde biliylimesi saglanir ve bu seri islemlerden sonra hiicre ekimine gegilir.

1.6.2. Besiyeri Degistirme (Beslenme)

Hiicreler, 37 °C 1sida ve CO2 bulunan inkiibatorde istenilen biiyiikliige ve gerekli
yogunluga ulasincaya kadar inkiibe edilir. Inkiibasyon sayesinde hiicreler metabolik
aktivitelerini saglayarak pasajlanacak duruma gelirler. Hiicrenin pasajlanacak evreye
gelmesindeki gegen siire hiicre Ozelliklerine bagli olarak 24-72 saat araliginda
degismektedir. Gegen siire ile birlikte besiyerinde pH degisimi baglar ve bu degisim
inkiibasyonda bulunan hiicreler i¢in olumsuz etki yaratir. Bu olumsuz etkiyi kontrol altina
alabilmek i¢in beslenme ortami tazelenmelidir. Tazeleme islemini saglamak amach
besiyeri degistirilirken erken davranmayip hiicrelerin tutunmus olmasina dikkat
edilmelidir. Aksi taktirde tutunmamis hiicreler besiyeri degisimi ile bulunduklar
besiyerinden uzaklastirilabilirler. Degisim sirasinda hiicre kontroliinii saglamak ig¢in
mikroskop stirekli kullanilmali ve hiicre morfolojileri takip edilmelidir. Gerekli aralikli
yapilan besiyeri degisimleri hiicrenin daha saglikli gelisimini saglar ve tutunmamis olan

hiicrelerin elenip uzaklastirilmasinida katkida bulunur.



1.6.3. Pasajlama

Hiicreler cogunlukla 24 saat igerisinde hiicre tipine bagli olarak sayilarini iki
katina c¢ikarirlar. Saglikli bir boliinme sonucunda hiicreler bulunduklar1 kabin alanini
doluracak sekilde tutunurlar. Elde edilen bu yogunluklukla birlikte daha fazla hiicrenin
boliinmesi icin yer kalmadigindan hiicreler bulunduklar1 flasktan alinarak yeni bir
bliyiime ortamina alinmalidirlar. Tutunan hiicrelerin pasajlama iglemi i¢in biiylime
ortaminin uzaklastirilmasi ve hiicrelerin soliisyon (Trypsin-EDTA) kullanilarak elemine
edilmesi gerekmektedir. Pasajlama isleminde beslenme ortamina tutunan hiicrelerin
kaldirilmasi i¢in en uygun protokol secilerek yliksek canliligin korunmasi gerekmektedir.
Trypsin-EDTA soliisyonu kullanilarak kaldirilan hiicreler serum bulunan besiyeriyle
birlikte kabin i¢inden alinarak santrifiijlenir. Pellet ve slipernatant kismi ayrilip, sayilan

hiicreler istenilen miktarda yeni beslenme ortamlarina aktarilir.

Stispanse hiicrelerde yapigsma ve tutunma gibi bir 6zellik olmadigindan soliisyon
kullan1lmaz ve serumlu besiyeriyle direkt santrifiijlenir. Santrifiij sonucunda olusan pellet
ve slipernatant ayrilir, istenilen miktarda hiicreler sayilarak yeni beslenme ortamlarina

aktarilir.

1.6.4. Hiicre Dondurma

Hiicreler ayn1 calisma igerisinde tekrar kullanilmak, kiiltiir koleksiyonu
olusturmak gibi sebeplerden otiirli hiicre ig¢i aktiviteleri yavaglatip durdurularak
dondurulmaktadir. Hiicre i¢i metabolik aktivite -790 °C’de yavaslar ve minimum diizeye
inmeside -1960 °C’yi bulur. Sogutma hizinin ve sogutma derecesinin ayarlanmasi
hiicrede olusabilecek hasar1 onlemek i¢in 6nemlidir. Stoklama isleminde hiicrelerin
saglikli ve uzun siireli dayanabilmesi i¢in -1960 °C olan azot tanklari tercih edilmelidir.
Kademeli olarak yapilan stoklama ve dondurma islemlerinde dezavantaj olarak hiicre i¢1
ve disindaki sivilarin donma esnasinda dengesiz kristallesme durumu olabileceginden
dikkatli olunmasi gerekmektedir. Bu nedenle dondurma islemi esnasinda kristallesme
hizin1 yavaglatip ozmotik basicin verebilecegi hasardan korunmak ig¢in cryopektan
olarak adlandirilan baglayici ajanlar kullanilir. Hiicrelerin membranlarindan rahatlikla
gecebilen cryopektanlara (permeating) 6rnek olarak gliserol, propilen glikol, DMSO, 1,2-
propanediol, etilen glikol (EG), 2,3-biitanediol vb verilirken polivinil alkol (PVA),
glikoz, trehaloz, polivinil pirrolidon (PVP), siikroz vb. polimerlerde hiicerelerin

membranlarindan gegemeyenlere (non-permeating) drnek olarak verilebilir [12].



Gelisen teknoloji ile birlikte hiicre kiiltliriine olan yaklagimlar da degigsmektedir.
Giliniimiizde biyoteknoloji uygulamalar1 ile in-vivo Ve in-vitro olarak hastalik teshis ve
tedavisi ile ilag ve as1 liretimi de muhtemel yararlar arasindadir. Saglikli hiicre hatlari ile
kanserli hiicre hatlar1 da ¢esitlilik kazanmakla beraber bu hatlara ticari olarak erismekte
mimkiindiir [14]. Hastaliklarin ¢alisma mekanizmasi ile patolojileri gibi 6nemli
bulgularin klinik ve cerrahi bilgiler ile birlestirilip yeni yaklasimlar olusturulabilmesi igin

hiicre kiiltiirii uygulamalar1 biiyiik 6nem tagimaktadir [15].

1.7. Kanserin Tanim

Kanser, Latince “canker” ya da “carcinos” kelimelerinden tliremistir. Kanser
gliniimiiz hastaliklarindan en korkulanlar1 arasinda yer alirken, hiicrelerin gen kontrol
mekanizmalarinda ortaya ¢ikan c¢esitli hatalar sonucunda hiicre bdliinmesi, hiicre
¢ogalmasi ve hiicre birikmesinin kontrol edilememesinden ortaya ¢ikar. Kanser hiicreleri,
bulundugu organi ya da gevresindeki diger organlara yayilim gosterip viicut hiicrelerini
ele gecirmesiyle bilinmektedir. Kanser hiicrelerinin viicut hiicrelerini etkiledigi

diisiiniilen yaklasik 100°den fazla kanser tiiri bulunmaktadir [16].

Hiicrenin boliinmesi, biiylimesi ve sayica artmast, genler tarafinca kontrol edilen bir
mekanizma sonucunda gerceklesmektedir ve genler, kromozomlar {izerinde ¢ok sik1 bir
sekilde paketlenmis oldugu i¢in fiziksel veya kimyasal faktorler sonucunda ortaya ¢ikan
islevsel bozukluklar, direkt olarak hiicresel faaliyetleri olumsuz olarak etkilemektedir.
Normal bir sekilde genin islevsel olarak ¢alisabilmesi adina tekrar kazandirilmasi icin
DNA hasar mekanizmalar1 devreye girmektedir lakin bu mekanizmalar her daim ilgili
gen lizerinden basarili bir sonu¢ saglayamaya bilmekte ve bu genin sifreyi tasiyarak
sentezlenmesine olanak sagladigi proteinler eksik ve de hatali olarak iiretilmekte olup,

gen kontrol mekanizma hatalarina bagli bir hastalik olarak degerlendirilir [16].

Her saglikli bir hiicrenin, canli kaldig: siire boyunca belli bir boéliinebilme sayis1
vardir ve saglikli hiicre bu sayede nerede ve ne kadar sayiya ulagsacagmin bilincindedir.
Buna karsin kanser hiicreleri ise DNA tamir mekanizmasinda olusabilen hatalar
sonucunda genlerin ilgili proteinleri hatali sifrelemesi ya da ilgili proteinlerin gerekli
saylda olmamasi ile hiicrenin gereksinim duydugu bdlgede ve sayida olma bilincini

kaybetmektedir [16, 17].



Kanser hiicrelerinin kendi iizerinde birikmesi ile olusturdugu ve tiimor olarak
adlandirilan kitleler, bulundugu hasarli hiicreleri terk ederek normal doku ya da organlara
gidebilmektedir. Bu yiizden de gittikleri doku veya organlarda tahribatlara yol
acabilmektedir. Kanser hiicrelerinin iist iiste birikerek olusturdugu kitlelerden ayrilarak
baska doku ya da organa taginmasi kan veya lenf dolasimi araciligi ile gerceklesmektedir.
Bu kanserli hiicreler, gittigi doku ya da organda da hiicre kontrol mekanizmasini olumsuz

bir sekilde etkileyip kitlesel biiyiimelerin gerceklesmesine neden olabilmektedir [17].

1.7.1. Kansere Sebep Olan Faktorler

Kansere neden olan genetik ve cevresel etkenler sonucunda hasta olan birey,
psikolojik ve fiziksel olarak sikintilara maruz kaldigindan ruhsal bunalim, bir takim
bedensel zorluklar ve psikososyal sorunlar ile karsilasabilmektedir. Kansere sebebiyet
veren bu faktorlerin neden oldugu bu olumsuz sonuglar neticesinde kanser hastalari,

kendileri i¢in gerekli olan tedavilere beklenilen cevaplari veremeyebilir [18].

1.7.1.1. Cevresel Faktorler

Cevresel faktorler nedeni ile kanserin ortaya ¢ikma olasiligi, genetik faktorler ile
karsilastirildiginda ¢ok daha fazladir. Bireylerde kanser olusumunu 6nleyen DNA tamir
mekanizmalari hatalarmin, genetik bir sekilde aktarilmasi ile alkol gibi kansere neden

olan ¢evresel etmenlerin de etkiliyle kisiler, kansere yatkinlik kazanabilir.

Alkol, ilag, komiir tozu, sigara, hardal gazi, naftalin, yanmis yag igeren yiyecekler,
yag orani dengesiz olan icecek ve yiyecekler, alfatoksin gibi kiifler ve iyot eksikligi ile
yapilan diyetler kansere neden olan ¢evresel faktorler icinde yer alir ve kimyasal faktorler

olarak degerlendirilmektedir [19].

Kansere neden olan c¢evresel etkenlerden olan fiziksel etkenler, giines 15181,
radyasyon, mekanik darbeler ve yiiksek 1s1 olarak siniflandirilmaktadir. Niikleer
emisyonlar, ultra viole, X ve gama 1sinlar1 gibi iyonize radyasyon 1simimlari, biyolojik
makromolekiillere direkt etki edebilecek bir enerji potansiyeline sahiptir ve bu durum da
biyolojik makromolekiillerden elektron kopmasina neden olabilir ve bu
makromolekiillerin yiiklerini de degistirebilir. Bundan dolayi DNA’da bircok baz
kirilmalar1 veya DNA’nin organik bazi ve sekerinde birtakim degisimlere neden

olmaktadir [20,21].



Kansere neden olan baslica ¢evresel faktorler sunlardir;

Viriisler ve diger mikroorganizmalar: Retroviriisler, DNA ve RNA viriislerinin,
kanser belirtilerinin olusmasina neden olan olgularin yaklagik olarak %16’sin1
olusturdugu bilinmektedir ve bu oran Afrika iilkelerinde, gelismis {ilkelere gore
neredeyse 2 kat kadar daha fazladir [22].

Hava kirliligi: Yakit egzozlari, tiitiin duman1 vb. organik molekiillerin yanmasi
sonucunda atmosfere polisklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) verilmektedir ve PAH’lar
havada asili kalip karbon molekiillerine yapigsmaktadir. Bundan dolay1 solunan hava ile
de viicuda alinmaktadirlar. Yetiskin bireylerde yapilan ¢alismalarda, havadan solunum
ile alinan PAH molekiillerine temas etme siiresinin uzunlugu hava kirliliginin yogun
olarak bulundugu sehirlerde yasayan kisilerin, akciger kanserine yakalanma oranini
sigara i¢ilme durumu kontrol edilse dahi %10 oraninda arttirdigi yapilan deneysel

arastirmalar sonucunda elde edilmistir [22].

Sigara ve alkol: Kanser olusumuna sebep olan ¢evresel faktorler arasinda en kritik
sayilabilecek rolii sigara ve alkol {istlenmektedir. Alkol ve sigara tiiketiminin siklig1 ve
siresinin uzunlugu agiz, yutak, yemek borusu, akciger, mesane ve pankreas gibi bazi
kanser tiirlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Ek olarak, alkolle birlikte sigara
kullaniyor olmak da kisinin, ¢esitli kanser tiirlerine yakalanma riskini bir hayli
arttirmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucunda oral kanserlere yakalanma riskinin sigara
igcmeyen kisilere oranla Sigara icen kisilerde 5-9 kat arttig1, yalnizca alkol kullananlarda
3-9 kat arttig1 ve sigara ile alkoliin birlikte kullanilmasinin alkol veya sigaranin tek bagina

kullanilmasina oranla yaklasik13 kat arttig1 sonucuna ulasilmistir [23].

Kimyasal etmenler: Saglik, boya sanayi gibi belirli meslek grubunda caligan
kisilerde asbest, kauguk (vinil kloriir), kursun, benzen gibi maddeler ile temas etmeleri
durumunda kanser hastaligina yakalanma risklerinin arttigi bilinmektedir. Kimyasal
etmenler ve kanser iligkisi hakkinda yapilmis olan ¢aligmalarda, Sigara igimi ile beraber
asbeste maruz kalma durumu 25 kat oraninda akciger kanserine yakalanma riskini

arttirdig1 sonucuna ulasilmistir [24].

1.7.1.2. Genetik Faktorler
Genetik faktorler, bliylime 6zelliklerinde hata meydana gelmis olan hiicrelerin,

kanser hiicrelerine doniismesinde en etkili olan faktorler arasindadir. Bu genetik faktorler,



cevresel faktorler etkisinde kalarak da yiiksek risk grubunda degerlendirilir. Kalitsal
olarak iist kusaklardan aktarilan mutasyon, kisilerde kansere yatkinlik durumu
olusturabilmekte ve hazir olarak alinmasi gereken hormonlar, ilgili doku hiicrelerinin
¢ogalmasii hizlandirarak sebep oldugu genetik degisiklikler ile bir¢ok kanser tiiriiniin
ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu bilinmektedir. Yapilan arastirmalarda siklikla
gozlemlenen ailesel kanser tiirleri arasinda kalin bagirsak, erken ¢ocukluk dénemi goz
timori olan retinoblastoma, ailesel meme ve yumurtalik kanseri genetik bozulmalarin ve

cevresel faktorlerin etkisi ile ortaya ¢ikan kanser ¢esitleri arasinda yer alir [25].

1.7.2. Kanser Olusumunun Molekiiler Mekanizmasi

Serbest radikaller, bir ya da birden fazla eslenmemis elektron bulundurduklari i¢in
oldukga reaktif halde olmaktadirlar. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), biyolojik sistemler
igerisinde Oksijenden olusan en 6nemli serbest radikaller olarak bilinmektedir. ROS’un
kanser olusumu mekanizmalarinin farkli evreleri etkiledigi ve bunun sonucunda ise
kanser olusumu tizerinde pek ¢ok dnemli role sahip oldugu bilinmektedir [26,27]. ROS
olusumu ve de bu olusumun neden oldugu hasar1 engelleyebilmek i¢in kiginin viicudunda
mevcut olan savunma mekanizmalarina antioksidan koruma sistemi (antioksidanlar) ismi
verilmektedir. Bu sistem, hiicresel oksidan sistem igin gerekli olan dengeyi saglamakla
gorevlidir. Hiicresel oksidan sistemin agir1 yiiklenmesi nedeni ile bu kritik denge
bozulabilmektedir ve bu bozulma sonucunda reaktif oksijen tiirleri, hiicre hasari olusturur
[20].

Halliwell’e goére ROS sebepli DNA hasari olusumunun temelinde yatan iKi
sebepten ilki, direkt olarak hidroksil radikali tarafindan meydan getirilen DNA zincir
kirilimi, baz modifikasyonu ve deoksiriboz fragmentasyonudur. Mekanizmalardan
ikincisi ise oksidatif stres sonucunda olusan endoniikleaz inaktivasyonu ile DNA
fragmentasyonlarinin ortaya ¢ikmasidir [28]. Ek olarak, ROS ve ROS olusumuna neden
olan karsinojenler, biiyiime inhibisyonu, biiyiime destegi ve apoptotik sinyal yollarimi

etkileyerek tiimor olusuma ve gelisimine sebep olabilmektedir [29,30].

Oksidatif strese kaynakli meydana gelen DNA hasari onarilmadigi zaman,
premutajenik 6zellik gostermektedir [20] ve hasarli sekilde kopyalanmig bir DNA’nin
mitoz boliinme ile devami tiimor hiicresi ile son bulabilir. Ayrica ROS, lipit ve protein
peroksidasyonu plazma membranindaki hiicresel aktiviteler lizerinde etki gostererek

yapisal degisikliklere neden olabilir. ROS, biiyiime faktorleri ve bunlarin reseptdrlerini,
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membrana bagli olan protein kinazlar1 dolayistyla sinyal iletimini, kansere neden olan
genlerin aktivasyonunu, kanseri baskilayacak olan genlerin ise inaktivasyonunu etkileme
0zelligini barindirmaktadir. ROS kanser olusumu ve onkogenler tizerinde olduk¢a 6nemli

etkiler gostermektedir [27].

Timorlerden meydana getirilen hiicre kiltiirleri, normal dokulardan meydana
getirilen hiicre kiiltiirleri ile karsilastirildiginda farkli 6zelliklerde olduklar1 gézlenmistir
ve bu sekildeki hiicre kiiltiirlerine transforme olmus hiicre kiiltiirii ad1 verilmektedir.
Transforme olmus bir hiicre, ¢ok daha sinirli kosullarda biiyiime gostermektedir ve de
cogunlukla sert bir zemine tutunmasina gerek olmamaktadir. Bundan dolay1 genellikle
sekilleri yuvarlak olup tutunmalar1 i¢in sert bir zemine gereksinim duymadiklarindan
seruma duyduklar1 ihtiyaglart azalmigtir. Ayrica tutundugu zeminde tek bir tabaka
olusturmak yerine fokus olarak isimlendirilen Kitlesel bir yapt meydana getirmektedir
[31].

Kanser olusum mekanizmasi tizerinde etki sahibi olan kimi olaylar, normal
hiicreleri transforme olmus hiicrelere doniistiirerek timoér olusumuna neden olan
mekanizma zinciri i¢in model olusturmaktadir. Kanser olusumunda genellikle gevresel
faktorler tek basina olumsuz sonuglar ortaya ¢ikarmamaktadir ve genetik etmenlerle
beraber degerlendirildiginde bu siireci hizlandirdigi gozlemlenmektedir. Bu yiizden
birden fazla genetik degisiklik etkisi ile siire¢ hizlanmaktadir. Her ne kadar kanser
olusumunda tek bir genetik degisiklige ek olarak birgok genetik degisiklik gerekli olsa da
ilave bir genetik degisiklik Onemli ve riski arttiran bir bilesen olarak
degerlendirilmektedir. Hiicrelerin transforme olma sikligi karsinojen olarak
isimlendirilen ajanlar tarafindan arttirilmaktadir ve bu karsinojen ajanlart tlimor
gelisiminde baslatict ve tesvik edici karsinojenler olarak iki gruba ayrilmaktadir.
Karsinojen ajanlarinin iki gruba ayrilmasi ise kanserde farkli evrelerin olduguna kanit
olarak gosterilmektedir. Karsinojen ajanlar1 epigenetik degisikliklere ya da ¢ok daha sik
olarak direkt veyahut indirekt bir sekilde hiicre gen yapisinin degismesine sebep
olmaktadirlar [31]. Mutasyonlara ugramalar1 durumunda transformasyonun ortaya
cikmasina sebep olan onkogenler, viriislerin sahip olduklart ve hedef olarak sectigi

hiicrelerde transformasyona yol agan genler olarak tanimlanmaktadir [31].
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1.7.2.1. Protoonkogenler

Protoonkogenler, hiicrenin biiyiimesi, ¢cogalmasi, farklilasmasi ve apoptozis igin
alman iletiler gibi sinyal iletim mekanizmasinda gorev alan, birden fazla proteinin
sentezlenmesinde rol oynayan genler olarak bilinmektedir. Biiyiime faktorleri ve bu
biiyiime faktorlerinin reseptorleri, ileti ¢eviricileri ve transkripsiyon faktorleri gibi normal
hiicre biiylimesinde gorev alan proteinlerin sentezlenmesinde protoonkogenler ve
onkogenler sorumludur. Hiicrede sinyal iletiminde goérevli olan proteinleri sifreleyen
protoonkogenlerin (N-myc, hst-1, abl, int-2, sis, erb-B1 ve erb-B2, fms, cyclin D, ret,
myc, CDK4 vb.) mutasyon gegirmeleri halinde biiyiime faktorlerinin ¢ok sayida tiretimi,
hiicre membran1 ile ¢ekirdek arasindaki yollarin kontrolsiiz bir sekilde uyarilmasi,
transkripsiyon faktorlerinin sentezinin artmasi, hiicre béliinmesinin engellenememesi

gibi durumlar meydana gelmektedir.

Hiicre boliinmesinin kontrol mekanizmasinda gorev alan proteinler olarak islev
gosteren protoonkogenler, onkogen haline doniistiiglinde hiicre biiyiimesinin kontroliiniin
yapildig1 mekanizmada hatalar olusabilmekte ve bu hatalar neticesinde kanser hiicreleri
kontrolsiiz bir sekilde gogalmakta ve biiylimektedir. Biiylime ve diferansiyasyona ait
biyokimyasal yollarda bulunan enzimlerin islevselligini ve gen ifadesini olumsuz sekilde
etkileyen  mutasyonlar onkogenezin  aktivasyonu ile  sonug¢lanabilmektedir.
Protoonkogenlerin adlandirilmasi yapilirken proteinlerin 6niine c [cellular (c-Fos, c-
Myc)] ekleri, onkogenlerin 6niine ise v [viral (v-Fos, v-Myc)] ekleri getirilmektedir [32,
33, 34].

Onkogenler, hiicre transformasyon siirecini baslatma ve bu siireci ilerletme
yetenegine sahiptirler. Normal bir hiicrenin hiicre siklusunu bozabilen onkogenler, yeterli
diizeyde prolifere olamamis olan hiicreleri yok ederek apoptozise yol agabilmektedirler
[35, 36, 37]. Son on yildan daha fazla siire igerisinde yapilan deneysel ¢aligmalarda 30 ya
da daha fazla sayida potansiyel onkogen tanimlamasi yapilmistir (v-Sis, p53, v-Kkit,
Mutant Gs, Ras, Bcl-2 ailesi, Raf, Rb geni vb.). Hiicresel onkogen aktivasyonuna yol agan
genetik olaylar genin yaygin veya uygun olmayan ifadesi ya da normal olmayan gen

tirtiniiniin ifadesi seklinde ortaya ¢ikabilmektedir [38, 39, 40].

Normal sartlarda transformasyona neden olmayan protoonkogenler, DNA’nin

tekrar diizenlenmesi, translokasyonlar, eklentiler, delesyonlar, nokta mutasyonlari ve gen
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amplifikasyonlar1 gibi genetik degisiklikler gegirerek aktive olurlar ve bdylece

onkogenlere doniisebilirler [33, 38, 40].

Kromozomlar iizerinde bulunan bir¢ok gen, mutasyonlara egilimli halindedir.
Biiyiimeyi aktive eden protoonkogenler, biiyiimeyi inhibe etmenin yani sira gerekli
durumlarda biiylimeyi sinirlandirmaktan gorevinde olan tiimor siipresdr genleri (pRb,
p53, p21 proteinlerinin sentezinden sorumlu genler, CDK inhibitorleri) ve apoptozis
denetlemesinde gorevli genler olmak iizere lic smifa ayrilan normal regiilator genler
mutasyonun temel hedefleri arasinda yer almaktadir [32, 34]. Ayrica DNA tamir

mekanizmasindan sorumlu olan genler de hedef genler arasinda yer almaktadir.

1.7.2.2. Tiimor Siipresor Genler

Timor stipresdr genler ve onkogenlerin aydinlatilmasi hiicre biiyilimesinin
regiilasyonu ve kanser olusum mekanizmalarimin anlasilabilirligini kolaylagtirmistir.
Insan neoplazmlari, tiimér siipresér genler ve protoonkogenlerin iizerinde epigenetik ve

genetik degisikliklerin giderek ilerlemesi sonucu birikmesi ile olusmaktadir [41].

Tliimor slipresoér genlerin aydinlatilmas1 sadece tiimér olusumunu acgikliga
kavusturmakla kalmamaktadir ve mutant gen tasiyicilarinin hastalik Oncesindeki
takibinde de bir yol gosterici olmaktadir. Normal hiicrelerde, hiicre boliinmesini inhibe
etmekle gorevli olan proteinlerin kodlanmast islevine sahip olan tiimor siipresor genlerin
bir ya da birkaginda meydana gelen mutasyon sonucu tiimér olusumu ortaya

cikabilmektedir.

Timor siipresor genler, her iki allelde normal islevin kaybi, hiicre béliinmesinin
kontrol edilememesi ve tiimoriin biiyiimesine neden olmaktadir. Timor siipresor genlerin
mutasyonlart her iki alleli de etkilemedigi miiddetce hiicresel diizeyde cekiniktir ve
hiicresel diizeyde islev kaybina neden olabilmesi i¢in bazen ikiden daha fazla mutasyon

olaymin gergeklesmesi gerekli olmaktadir [42, 43, 44, 45].

Hiicresel onkogenlerde meydana gelen tek alleldeki degisikligin normal hiicresel
islev degisikligine neden olmasinin aksine, timor stipresor genlerinin timor olusumunun
oncesinde her iki allelde de islevselligini kaybetmesi gerekmektedir. Siipresdr gen
tizerinde gergeklesen birinci mutasyon ya zigotta var olabilir (germinal mutasyon) ya da
alakali dokudaki tek hiicrede meydana gelebilir (somatik mutasyon). Hiicre, bir allel

tizerindeki mutasyonel faaliyet sonucunda islev kaybi yasayarak tiimor gelismesine
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yatkinlagmaktadir. Germinal mutasyon meydana geldikten sonra tiim hiicreler bundan
etkilenmekte ve tiimoriin ortaya ¢ikmasi ikinci allelin de iglevini kaybetmesinden sonra
gerceklesmektedir. Somatik mutasyon olusumu tek bir hiicrede meydana geldigi igin
ikinci allel islev kayb1 bakimindan ¢ok etkilenmemektedir fakat germinasyon mutasyonu
sonrasinda tiim hiicreler somatik mutasyona ugradigindan yani ilk mutasyonu tasidiklari
icin yatkinlastigindan ikinci allelde islev kaybi goriilmesi daha olasidir. Somatik
mutasyonda timor kalitsal 6zellige sahip degilken germ hiicre mutasyonu kalitsal 6zellik
gostermektedir ve etkiledigi farkli hiicrelerden birden fazla tiimér meydana
gelebilmektedir. Tiimorlerin pek ¢ogu, tek bir timdr slipresor geninin her iki allelinin
islevsel kayip yasadigi zamanda ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumu yasayan hastalarin

yarisina yakin oraninda tiimor hiicrelerinde heterozigot kaybi yasanmaktadir [46].

Timor siipresdr genler, hiicrelerin uygun kosullar altinda hiicre dongiilerini
tamamlayarak cogalmasinin artisina neden olarak islevsel kayba sebep olan mutasyonlari
ile bilinmektedir. Bu genler ilk olarak kalitsal olan kanserlerde tamimlanmistir. Ornegin,
retinoblastoma geninin iki kopyasinin birden delesyona ugramasiyla ya da inaktive
duruma getirilmesiyle retinoblastoma gelismesi ortaya ¢ikmaktadir [31]. Bireylerde, p53
allelinin mutant Rb genini tagimasi ve ailevi olarak bunu bir sonraki nesillere aktarmasi
sonucu malign tiimor gelisimine yatkinlik goriilebilmektedir [19]. P53 geninde meydana
gelen mutasyonlar insanlarda, farkli kétii huylu tiimor hiicrelerinin gelisiminde ¢ok sik
goriilmekte olan genetik degisikliklerden biridir. Hiicre dongiisiiniin ve transkripsiyon
faktorlerinin en 6nemli elemanlarindan biri olan p53 geni, 17. Kromozom bélgesinin kisa
kolu tizerinde bulunur ve 530000 dalton (Da) atomik ve molekiil kiitlesinde olan bir
proteini kodlamaktadir. Mutasyona maruz kalmasi veya DNA’da tiimdr olusumuna sebep
olan viriislere ait onkogen proteini sebebiyle aktivitesini kaybetmesi durumunda normal

hiicre siklusu bozulur ve bu durum tiimor olusumuna zemin hazirlar [47, 48].

Hiicresel siklusunda hasar meydana gelen hiicrelerin biiyiimesinde p53 geni
onemli bir role sahiptir. DNA hasari meydana gelen bir hiicrede p53 geninin protein ve
aminoasit sentezinde kullanilmasi, hiicre siklusunun kontroliinden sorumlu noktalardan
biri olan G1 evresinde durdurulmasina sebep olmaktadir. Eger hiicrede hasara ugrayan
DNA tamir edilebilmis ise hiicre siklusu normal sekilde devam edebilmektedir fakat
DNA hasar1 eger tamir edilememisse hiicre apoptozise ugramaktadir. P53 geninde

mutasyon olan hiicrelerde, hiicre siklusu yeterli vaktin olmamasindan dolayr Gl
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evresinde durmadan direkt olarak S evresine gegis yapmakta ve bu evre sonucunda
hiicrede hata miktar iki katina ¢gikmaktadir [31].

Timor siipresor genlerden olan pRb, p53 ya da p21 proteinlerini sifreleyen
genlerin iki kopyasinda gerceklesen mutasyon, hiicre biiylimesinde hasar meydana
getirerek tiimor olusturmaktadir. Timor slipresor genler gesitli mekanizmalar yoluyla
bir¢cok farkli dokuda hiicre biliyiimesini diizenlemektedir. Bu ¢esitli mekanizmalar ise
hiicrenin ¢ogalma veya farklilasma yoniinde ilerlemesine olanak tanimaktadir ve bu
olanagi saglayan mekanizmalar; DNA eslenmesinin baslamasi, bazi genlerin uygun sart
ve zaman icerisinde ifade edilmesinin regiilasyonu, hiicrelerin iletisimi, hiicre igerisinde
ya da hiicreler arasinda maddelerin iletimi gibi islevlere ekolarak hiicre igindeki

reseptorlere dis sinyallerin transdiiksiyonu olarak ele alinmaktadir [49].

1.8. Seramidler

Kanser hiicreleri poliferasyon hizinin yiiksek olmasindan dolayi, yeni olusan
membran yapitagt olarak fazla miktarda lipitlere gereksinim duyarlar. Bu yiizden
aragtirmalarin bir¢cogu kanser olusumunda ve progresyonundaki lipitlerin rolii iizerinedir.
Hiicrelerin yap1 biitiinliiglinde ve hiicre zarinin bariyer fonksiyonunda sfingolipitler ve
metabolitler rol oynar. Biyoaktif sfingolipit tiirlerinden sfingozin-1-fosfat ve seramidler
hiicrelerin bazi sinyal yolaklar1 tizerinde 6nemli fonksiyonlari olan molekiiller biitiintidiir.
Bu molekiiller biiylime, farklilagsma, apoptoz ve otofaji gibi direkt karsinogenezde rol alan
birgok hiicresel aktiviteleri etkileyebilirler [50, 51]. Biiylime faktorii 6zelligi gosteren
sfingozin-1-fosfat hiicre proliferasyonu, inflamasyon tiimor biiyiimesi ve metastazinda da
rol almaktadir. Seramidler ise bilylimenin durmasi, yaslanma ve apoptozu tetikledigi bu
yizden de tiimorle negatif etkilesime girebilecegi disiiniilmektedir [51]. Saglikli bir
organizmada sfingolipid metabolitleri; mitojenik etkileri ve apoptuzun diizeni
saglamaktadir. Yapilan calismalarda kanser olusumu ve ilerleyisi ile kemoterapi
direncinde bozulmus sfingolipidlerin yer aldigi gorilmiistir [50, 51]. Seramid; 14-16
karbon uzunlugunda agil zincirleri igeren N-agillenmis bir sifingozin molekiiliidiir.
Hiicrede olusumu de novo sentez yolu ile, sfingozin molekiilii dongiisiinden kurtarma
yolu ile veya kompleks sfingolipidlerden hidroliz yolu ile olur. Burada olusan herhangi
aksamanin kanser olusumu ve tedavi direnci ile alakali olabilecegi yapilan arastirmalarla
gozlenmistir [52, 54]. Kanser tedavisinde kullanilan iyonize radyasyon, kemoterapi ve

sitotoksik uyar1 seramid diizeyini artirarak hiicre oliimiine sebep oldugu, yapilan
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arastirmalardaki bulgularla ortaya konulmustur [50, 52]. Hiicrede seramid iiretiminin
artirtlmasi ya da yikiminin azaltilmasi1 kemoterapi ve radyoterapiye olumlu yanit verecegi

diistiniilmektedir [53, 55].

Seramidi, sfingozin ve yag asitine parcalayan lizozomal enzim grubu olan
seramidazlarin insanda tanimlanmis 5 tipi bulunmaktadir [54]. Bu yiizdendir ki son
yapilan kanser arastirmalarinda siklikla kullanilmaktadir. Bu grup igerisinde bulunan asit
seramidaz (AC); seramid metabolizmasinda rol alan sistein amidazdir. Asit seramidaz
diizeyi ve aktivitesinin bazi kanser tiirlerinde arttig1 tespit edilmis bu tiir kanserlerde
malignite diizeyi ile [56], ayrica kemoterapi ve radyoterapi direnci ile baglantisi

gosterilmistir [53, 55].

Seramidazlarin inaktive edilmesi son yillarda yapilan ¢alismalarda; hiicredeki
seramid diizeyinin korunmasi ve artirilmasi hedefine yoneliktir. Yapisal olarak seramid
analogu olan bazi sentetik maddeler in vitro kosullarda asit seramidaz aktivitesini inhibe
(seramidaz inhibitorleri) edebilmektedir. Bu maddeler, anti-kanser ilag gelistirmelerinde
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda; oleoylethanolamide (N-oleylethanolamine)10,
(1S,2R)-D-erythro-2-(N-myristoylamino)-1-phenyl-1-  propanol (D-e-MAAP) 11,
ARN14974 ve bu arastirmada kullanilan ceranib 2 maddeleri bulunmaktadir.

1.8.1. Sfingolipid metabolizmasi

Sfingolipidler; baslica hiicre membraninda ve membranla baglantili organellerde
(golgi, lizozom) bulunur. Sfingozin igeren bu lipit sinfi; Sfingomliyelinler ve
glikosfingolipidler olarak ikiye ayrilirlar. Sfingomyelinler; sfingomiyelinaz enzimi ile
seramidler ve fosfokolin’e hidrolize olur. Hiicrede; endoplazmik retikulumda sfingolipid
yapida olmayan prekiirsor molekiillerden de novo sentezlenirler. Fosfolipidler ve
kolesterol ile birlikte hiicre membraninin temel yapisal bilesenlerini olustururlar,
membranin bariyer fonksiyonu ve akigkanliginin saglanmasinda 6nemli rol oyanarlar.
Gaucher hastalig1, Farber hastaligi, Krabbe hastalig1 ve bunlara benzeyen diger lizozomal
hastaliklara yol acan sfingolipid metabolizmasindaki enzim mutasyon bozukluklari,
hiicrede sfingolipidlerin fazla miktarda birikmesine sebep olurken, bazi enzim defektifleri

de kanser olusumuna sebep olmaktadir [58].
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1.8.2. Seramidler ve kanserle iliskisi

Seramid; tiim sfingolipidler i¢in 6nciil olup 18 karbon igeren bir sfingozin uzun-
zincir bazindan (LCB) olusur. Hiicre biiyiimesi, farklilagsmasi, yaslanmasi, inflamasyon,
hiicre ici sinyal iletimi ve tiimor hiicreleri dahil olmak iizere her hiicredeki apoptozu

tetikleyip hiicresel strese yanit ve sagkalim gibi 6nemli rolleri iistlenirler.

Seramidler de novo yolla (seramid sentaz) veya sfingomiyelinazlar aracilig ile;
sitokinler, 1s1 soku, biiylime faktorleri, D vitamini, TNF-a, CD95 / Fas, kemoterapotik
ajanlar, toksin, radyasyon, UV-isin gibi stres ajanlarina cevap olarak olusabilirler. Hiicre
igerisindeki seramid miktarindaki artis; dogrudan veya dolayli olarak, MAP kinazlar,
seramid aktive edici serin/treonin fosfatazlar, protein kinaz C, fosfolipazlar ve bazi
transkripsiyon faktorlerini de igeren, apoptozisin baslatilmasi ve devaminda rolii olan
birtakim enzim ve sinyal yollarin1 aktive eder [59, 60]. Seramid aracili hiicre 6liim
yolaklar1 hiicresel strese yanit olarak olusur ve hiicre, doku tipine, sereamidin hiicre
diizeyindeki konumlanmasina bagli olarak degiskenlik gdsterebilmektedir [58].
Genellikle insan tiimor hiicresi tipinde seramid diizeylerinin normalden diisiik olup,
malignitenin progresyonu ile de diizeyinin diigmeye devam etmesi ile birlikte; bircok
timor baskilayict sinyalin de seramid iiretimini uyardigi ve boylelikle kanser hiicrelerini
apoptoza yonlendirdigi bilinmektedir. Hiicre i¢i seramid miktarin1 denetleyen enzim
yolaklar1 incelenerek antineoplastik tedaviye yeni yaklasimlar getirmeye ¢alisiimaktadir
[56].

1.8.3. Seramidaz inhibitorleri

Seramidi sfingozin ve yag asidine yikan seramidazlar asit seramidaz (AC), Notral
seramidaz (ASAH) ve alkalin seramidaz (ACER) olmak {izere 3 grup altinda toplanirlar.
Inflamatuvar hastaliklar, tiimdrogenez ve norodejeneratif hastaliklarin sebebi seramidaz
genlerindeki mutasyonlar sonucu olusan enzim regiilasyonlarindaki bozulmalardir [61].
Hastaliklarla en ¢ok iliskili olan AC; seramidi sfingozin ve yag asitine yikan bir sistein
amidazdir [56]. Farber hastaliginin belirteci eklem deformasyonlari ve cilt alt1 nodiiller
olup asit seramidazin mutasyon sonucu eksilmesine baglidir [61]. Asit seramidazin artisi
kanserli hiicrelerin apoptoz ile tedavisini giiclestirmekte, azaldiginda ise tliimdriin

yinelenen kemoterapi ve radyoterapiye duyarliliginin arttig1 bilinmektedir [62].

AC’nin inhibisyonu, seramidlerin hiicresel seviyelerini arttirmakta, sfingozin ve

S1P seviyelerini diisirmekte ve bir¢ok hastaliga giincel tedavi stratejisi olugturmaktadir.
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Az sayida asit seramidaz inhibitorii bilimsel ¢alismalarda kullanilmakta ve ceranib 1 ve
2 gibi kemoterapinin etkisini gili¢lendirici maddeler de tedavi protokollerine girmis

bulunmaktadir [63].

1.9. Immiin Sistem Tanim

Bagisiklik sistemi bir organizmada homeostazi saglamak, hayatta kalmak ve
tehlikeli patojenlere karsi savunmak ve korumak igin gelismis bir organizasyondur.
Bagisiklik sistemi bakteri ve viriisler gibi istilacilarla savasir ama ayni zamanda
degistirilmis kanserli hiicreler de dahil olmak iizere endojen faktorlere uyar: olusturur.
Bagisiklik sistemi genel olarak iki bilesene ayrilabilir, dogustan gelen ve

uyarilabilir(kazanilmig) sistemler (Sekil 1.1) olarak bilinir [64].

v Kazanilmig immiin sistemin
| immiin sistemin
Do elemanlan

elemanlar

Dendritic cell Mast cell . ) =

Sekil 1.1. Bagisiklik sistemi (http://www.alerjiklinigi.com/immun-sistem)

Dogustan gelen bagisiklik sistemi, hizli ilk savunma hattin1 temsil eder ve tiim
cok hiicreli organizmalarda bulunur. Patojen giriste bir bariyer islevi géren solunum,
iirogenital, epitel, gastrointestinal ve diger mukozal sistemler tarafindan engellenir. Ek
olarak, salgilardaki antimikrobiyal faktorler de dahil olmak iizere B-defensinler bu
bolgelerde enfeksiyonu engeller. Ancak, eger bu sistemler asilir patojenler igeri girerse
doku makrojlar1 yoluyla iltithab baglatilir. Sitokinlerin ve kemokinlerin salgilanmasi

sonucu notrofiller dahil diger hiicrelerin alimi1 ve aktivasyonu engellenmeye calisilir.
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Bagisiklik tepkisi olarak dendritik hiicreler antijeni alir ve adaptif hiicrelerin hiicreleriyle

etkilesime girerek lenf diigiimlerine go¢ eder [65].

Adaptif immiin yanit antijene 6zgiidiir, Baslangicta gelismesi gilinler alir ve sadece
omurgalilarda bulunur. T ve B hiicreleri, antijenle etkilesime girer antijen sunan ve aktive
olan hiicreler (APC), ¢ogalir ve iltihaplanma bolgesine go¢ eder. B hiicreleri hiicre dist
patojenleri hedef alan antikorlar iiretir. T hiicre popiilasyonlari, par¢alanan CD8+
sitotoksik T hiicrelerini igerir. Bagisiklik tepkisi olarak; genis bir salgi yapan enfekte
hiicreler ve CD4+ T yardimci hiicreler bir dizi sitokin ve diger bilesenlerini aktive eder.
Ancak dogustan gelen sistemden farkli olarak, adaptif bagisiklik tarafindan bir antijenle
karsilasildiginda, giiclii bir kalic1 bellek yaniti olusturulur. Dogustan ve uyarilabilir
olmasina ragmen sistemler siklikla ayr1 ayri tanimlanir, dogustan gelen ve uyarilabilir
tepkilerin bilesenleri Ortiisiir ve ¢ogu durumda her iki sistemde etkili bir bagisiklik tepkisi

tiretmek i¢in birlikte calisir [66].

1.9.1. Dogustan Gelen Bagisiklik Sistemi: Makrofajlar

Makrofajlarin bagisiklik sistemi i¢inde bir¢ok farkli islevi vardir. Makrofajlarin
bagisiklik sistemi ig¢inde birgok farkli iglevi vardir. Bu islevler; patojenlerin ortadan
kaldirilmasi, hasarli dokularin onarimi, doku homeostazi, dokularin gelisimi, enflamatuar
yanitlarin baslatilmas: ve adaptif immiin yanitin uyarilmasidir. Bu giiglii bagisiklik,
efektorlerin ortadan kaldirilmasinda 6nemli bir rol oynar. Makrofaj salinimi dahil olmak
tizere ¢ok cesitli enflamatuvar aracilar baslamanin merkezinde yer alan sitokinler ve

kemokinler inflamatuar siirecin yayilmasini engeller [67].

Doku makrofajlart ilk yanit verenlerden biridir. Patojenler epitel bariyerleri bir
kez astiginda patojen tanima reseptorleri (PRR) bir dizi kod ifade eder. Bu kod patojenleri
ve tehlikeyi tespit etmek ve ardindan immiin cevabi baglatmak igin kullanilir [68, 69].
Patojen tanima reseptorleri, makrofajlarin enfekte olmamug/etkilenmemis hiicreleri
tanimasini saglar ve degismeyen mikrobiyal iirlinler olarak adlandirilan patojenle iliskili
molekiiler modellerdir (PAMP). Patojen tamima resopterleri; TLR, nod benzeri

reseptorler NLR ve RIG-I benzeri reseptorlerdir (RLP) [70].

Inflamatuar yamit: baglatan pro inflamatuar sitokinlerin iiretimi, PRR'lere ligand
baglanmast ile sonuglanir. Ornegin, TLR'ler, viral niikleik asitleri ve bakteriyi tantyan

hiicre ylizeyi ve endozomal bdlmelerdeki reseptdrler lipopolisakkarit (LPS) ve lipoteikoik
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asiti (LTA) tanityan transmembrandir ayrica endojen ligandlardir [71]. Makrofajlarda
TLR'lerin aktivasyonu TNF-a, IL-1p ve inflamatuar sitokinlerin IL-6. TNF-a tiretimi ile
sonuglanir, endotel aktivasyonunu indiikler ve bu da I6kositlerin ve serum proteinlerinin
alinmasim saglar. Ek olarak, IL-1p ve IL-6, hepatositleri kollektinler gibi akut faz
proteinlerini salgilamak i¢in indiikler. Bu akut faz proteinleri mikrobiyal opsonise {iriinler
ve ayrica komplement sistemi etkinlestirir. Komplement sistemi patojenler ve diger
bagisiklik hiicrelerinin alinmasit ve yonlendirilmesi patojenlerin membran saldiri

kompleksleri yoluyla 6ldiirtilmesi gibi opsonizasyon saglar [71].

1.9.2. Makrofaj Fagositozu

Makrofajlar nétrofiller ve olgunlasmamis dendritikler de dahil en giiglii fagositik
hiicreler arasindadir. Fagositik siireg, fagositik reseptorlere baglanma ve ¢ok sayida hiicre
ici sinyal yollar1 ligand tarafindan baglatilir. Bu aktin hiicre iskeleti ve ic¢sellestirme
hedefin fagozom olarak bilinen bir vakuole yeniden diizenlemesine yol acar. Fagozom
lizozomdaki asitle birlesir ve hedef materyalin bozulmasina yol agar [72]. Bu par¢alanma
stireci, fagozomal membranlardaki NADPH oksidaz tarafindan ve lizozim gibi proteolitik

enzimler tarafindan tiretilen reaktif oksijen tiirlerini igerir [73].

Fagositik reseptorler ikiye ayrilir (Tablo 1.1.). Opsonine bagimli ve opsoninden
bagimsiz. Opsonine bagimli reseptorler, antikora veya tamamlayiciya dayanir.
Fagositozu kolaylagtirmak i¢in ligand kaplama, Fc reseptorlerini ve kompleman

reseptorlerini icerir [74].

Tablo 1.1. Fagositik reseptorler

Fagositikreseptorler Family Ornekler

Opsonine bagiml Fc receptors (FCcR) FcyRI, FeyRIII
Complement receptors (CR) CR1, CR3, CR4
Integrinler aSpl

Opsoninden bagimsiz C tipi lektinler Dectin-1, Mannose receptor
Copcii reseptorler (SR) SR-Al/ll, MARCO, CD36
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1.10. Kullanilan RAW 264.7 Hiicre Hatti

RAW 264.7 hiicreleri, ilk kez bilim adami W.C. Raschkea tarafinda BALB/c
farelerinden tiiretilen, Abelson I6semi virlistinden uyarilmis timor hiicre dizisinden
kaynaklanan monosit/makrofaj benzeri hiicrelerdir. Pinositoz ve fagositoz yapabilme
0zelligi olan bu hiicreler uygun bir makrofaj modeli olarak tanimlanmaktadir. Raschkea
ve arkadaslarinin yaptigi calismalarda; makrofajlarin 6zelliklerini ifade eden Abelson
l6semi virlisii ile indiiklenen murin tiimorlerinden klonlanmis {i¢ hiicre ¢izgisi
olusturulmustur. Ek olarak {i¢ orijinal timorden ikisi, biri Abelson viriisii hastaligina 6zgii
ve digeri timik lenfoma igin tipik olan lenfosit hiicre dizileri vermistir. Makrofaj
cizgilerinden ikisi, singeneik farelere yerlestirildiginde tiimorijeniktir. Makrofaj
cizgilerinin tiimii, nétr kirmiziyr pinositoz, zimosan ve lateks boncuklari fagositoz
yapmis, koyun eritrosit hedeflerinin antikora bagimli 6ldiirme ve fagositozuna aracilik
etmis ve yiiksek seviyelerde lizozim salgilamiglardir. Bu 6zelliklerin hicbiri lenfosit
cizgileri tarafindan sergilenmemistir. Test edilen iki makrofaj hiicre hattindan higbiri, in
vitro bagisiklik tepkilerinin indiiklenmesi i¢in gerekli olan yapisik hiicre popiilasyonunun
yerini alamamistir. Normal makrofajlar1 aktive eden bir ajan, bakteriyel lipopolisakkarit,
kiiltiirde transforme edilmis makrofajlarin biliylimesini spesifik olarak inhibe eder.
Enfeksiyoz Abelson 16semi viriisiiniin makrofaj ¢izgilerinden ikisi, RAW 309Cr ve WR
19M tarafindan salgilanmasi, Abelson viriisiiniin makrofaj hiicre tipini tiretken bir sekilde
enfekte edebildigine dair kesin kanit saglamistir. Diger makrofaj hatti, RAW 264,
saptanabilir viriis partikiilleri salgilamada ve XC plak olusumu tahlilinde negatiftir, ancak
Moloney 16semi viriisii tarafindan kurtarildiktan sonra Abelson viriisii iiretimi i¢in pozitif

hale gelmistir [75].

RAW 264.7 (ATCC TIB-71), hem gevsek yapisik kiiboidal veya ig seklindeki
hiicrelere hem de yuvarlak canli hiicrelere sahip olacak bir monosit/makrofaj hiicre
hattidir. Ozellikle kiiltiir yogun oldugunda, hiicrelerin gevsek bir sekilde baglanmasi ve
yigilmas1 ve yuvarlak hale gelmesi normaldir. Yasayan hiicreler, 6zellikle kiiltiir daha
birlestikge ayrilabilir ve yiizebilir. Bu baglanmamis hiicreler hala canlidir ve nazik
santrifiijleme ile tutulmali ve ardindan siseye geri eklenmelidir. Farkli serum lotlarindaki
kiiciik farkliliklar, bu hiicrelerin az ya da ¢ok baglanmasina neden olabilir. RAW 264.7,
yapiskan bir ¢izgi olarak belirlenir ve bir tek tabaka gibi islenir, ancak kiiltiir karisik
yapiskan ve siispansiyon popiilasyonlarina sahip olabilir. Hiicrelerin kiiltiirlenmesinin ilk

asamalarinda, hiicreler ince uzantilarla birlesir ve kiiboid benzeri goriiniir. Kiiltiir daha
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yogun hale geldikge, orijinal tek tabakaya eklenmis baska bir yuvarlak hiicre tabakasi
olabilir. Asir1 agir kiiltiirlerde hiicreler ortama salinacaktir. Agir kiiltiirlerde genellikle
hem bagli hem de asil1 hiicreler (Sekil 1.2.) bulunur [76].

ATCC Number: TIB-71 ™
Designation: RAW 264.7

TCCH

Lo Density : High nty '

Sekil 1.2. RAW 264.7 hiicreleri

1.11. Kanser ve Apoptozis

Viicutta bulunan her hiicrenin belli bir hayatta kalma siiresi vardir ve bu siire
bitiminde Olerek, hayat ve Olim arasindaki dengeyi saglarlar. Hiicresel O6lim
bi¢imlerinden birisi olarak apoptozis; ilk defa 1972 yilinda Avustralyali patolog J.F.K
Kerr tarafindan tanimlanmistir [77]. Apoptozis programlanmig olarak g¢aligmakta ve
organizmadaki dengeyi saglamaktadir. Diger denge saglayici unsuru ise hiicre tahribatini
onlemesidir. 2002 yisinda John E. Sulston, Sydney Brenner ve Robert Horyitz yaptiklar
calisma ile Nobel ddiiliinii almis ve bu ¢alismalarinda Caenorhabditis elegans tiiriindeki
nematodu kullanarak apoptoz mekanizmasini anlamay1 ve organ gelisimini genetik olarak
diizenlemeyi hedeflemislerdir. Bu nematod tiiriiniin tercih edilme sebebi ise birden fazla
hiicreye sahip olmalarinin yani sira ¢ok basit yapili olmalaridir. Bu canlida apoptozis 3
gen tarafindan; ced-3, ced-4, ced-9 kontrol edilir. Ced-3 ve ced-4 genlerinde olusan bir
mutasyon sonucu apoptoz faaliyete gegmeyerek hayat dongiilerinin son bulmasi gereken
hiicrelerin canliligin1 korudugu goézlemlenmistir. Ced-3 ve ced-4 genlerine bu sebeple

apoptozu indiikleyici genler diger bir deyisle 6liime kars1 koruyan genler denilmektedir.

21



Siklikla, yapilan ¢alismalarda tercih edilen ced genlerin insan genomunda homologlari
bulunmaktadir. Bu homologlar; ced-4’e karsilik Apaf-1, ced-3’e karsilik kaspazlar ve
ced-9’a karsilik Bcl-2 dir. Bcl-2 geni insanlarda apoptozisten koruyucu bir gendir [78,
79].

Nekrozis ise bir diger hiicre 6liim seklidir. Nekrosizte, hiicrenin sivi kaybederek
kiiciilmesine sebep olan apoptozisten farkli olarak fizyolojik bir 6liim gerceklesmeyip,
hiicre igerisine fazla miktarda sivi girmesiyle sismesine sebep olmaktadir. Apoptoz ve
nekroz olaylarindaki diger bir fark ise apoptozda hiicre kromatinleri c¢ekirdek zari
etrafinda yogunlasirken nekrozda sismeden kaynakli membran yapisi bozulmakta ve
hiicre i¢ci materyaller membran disina atilmaktadir [80, 81, 82]. Apoptoza ugrayan hiicre
apoptotik cisimciklere pargalanmaktadir. Bu cisimciklerden hiicre i¢i materyalleri ya da
cekirdegi icerebilmektedir. Ancak nekroz olayma maruz kalan hiicre lizise ugrarken,
hiicre i¢i materyallerin dis ortama salinmasiyla enflamasyon gegeklesmektedir. Apoptoz
olayinda enflamasyon goriilmemesinin sebebi ise makrofaj ve diger ¢evre hiicreler
tarafindan fagozitozun gerceklesmesidir [80, 82]. Ozetle, morfolojik olarak apoptoz,
hiicre stimulusu, hiicrenin kii¢iilmesi, kromatinlerin toplanip yogunlasmasi, 180-200 baz
ciftli DNA pargalar ile apoptotik cisimciklerin olugsmasi ve retikiiloendotelial hiicreler

ile fagositoz seklinde ilerlemektedir [82].

Apoptoz mekanizmasi lizerine yapilan c¢alismalar devam etmekte olup bu
mekanizma tam olarak ¢Oziimlenememistir. Ancak diizenlenmesinde kaspazlarin
etkisinin biiyiikk oldugu bilinmekle birlikte p53, Bcl-2, sitokrom-c ve kalsiyumun da

islevsel olarak bu diizenlenmede yerleri bulunmaktadir [82].

1.12. Konfokal mikroskobi yontemi

Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan mikroskobik yontemlerden birisi Konfokal
mikroskobi yontemidir. 1950 1i yillara temeli dayananan Konfokal mikroskobu floresan
malzemelerle tespit ¢alismalarinda kullanilmistir. Bu mikroskopta incelenen ornekler
yuksek ¢oziiniirliikte goriinmesinin yani sira ii¢ boyutlu olarak da goriintiilenmesine
olanak saglamaktadir. Bu avantaji bakimindan konfokal mikroskobu hiicredeki
organelleri tespit edip, takibini yapmak i¢in de kullamlmaktadir. Orneklerin
goriintiilenebilmesi i¢in yliksek enerjili 151k verilmekte ve dipte bulunan hiicrenin

igerisine sizmasinda zorluk ¢ikabilmektedir. Bu zorluk floresan malzemenin disar1 dogru

22



hareketini mecburi kilarak, doku ve hiicrelerde zarar olugsmasiyla sonuglanabilmektedir
[83].

Hiicre kiiltiir arastirmalarinda canli ve canli olmayan hiicreler Hoescht boyar
maddesi ile tespit edilebilmektedir. Bu boyar madde ile birlikte kullanilan Propidyum
Iyodiir (PI) 6lii hiicreleri boyamaktadir. Cekirdekteki kromatin yogunlasmasi, hiicredeki
bliziigme  ve  membrandaki = tomurcuklanma  konfakol = mikroskop ile
goriintiilenebilmektedir. Konfokal mikroskopta kullanilan floresan benzeri boyar
maddeler, DNA ya baglanarak c¢ekirdekte meydana gelen yapisal degisimleri
gbzlemlemeyi kolaylastirmaktadir. Hiicre canliligina isaret olan belirte¢ hiicre zarindaki
bozulmalardir. Hiicrenin apoptoz mekanizmasiyla m1 yoksa nekroz mekanizmasiyla mi1

oliim yoluna girdigi bu floresan boyalarla ayirt edilebilmektedir [84].

1.13. Sitotoksisite Yontemleri

Zehir; organizmada doz asimi veya yanhs sekilde kullanimi ile cesitli
olumsuzluklara sebebiyet veren maddelerdir. Bu maddeler organizmaya alinmasi sonucu
biyolojik veya kimyasal hasarlar olusarak hiicre Olime gidebilmektedir. Canli
organizmalar tlizerinde zehirli maddelerin etkisini inceleyen bilim dalina toksikoloji

denilmektedir [85].

Hiicre lizerinde zehir etkisinin analiz edilmesi amaciyla sitotoksisitesi belirlenmesi
onem tasimaktadir. Uygun hiicre kiiltiiriinde bu yontemlerle zehir etkisi olusturan
maddelerin orani tespit edilmektedir. Sitotoksisite testleri in vivo veya in vitro olarak
yapilabilmektedir. Bu testlerle birlikte hiicre hasar tespiti ve morfolojik degisimlerin
gozlemlenebilir ayn1 zamanda hiicresel biliylimenin ve metabolizmanin degisimleride
tespit edilebilmektedir. Hiicrede meydana gelen etkiden dolay1 sitotoksisitesini
belirlemek amacl ¢alisilan madde farkli derisimlerde her seferinde ise doz artimiyla
verilerek in-vivo testler yapilmaktadir. Sitotoksisite testinin avantaji ucuz olmasi, denek
hayvanlarina ihtiyag duyulmamasi, hizli olmasi ve ¢ok sayida 6rnegin testini miimkiin
kilmasidir. Dezavantaji ise kiiltiir edilen hiicrelerin konak hiicrelerden farkli 6zellikler
gostermesi ve her bir test ¢alismasi i¢in tek hiicre kullanilmasinin gerekmesidir [85].
Siklikla kullanilan sitotoksisite test yontemleri ise; metabolik aktivite 6l¢limiinii saglayan
MTT, XTT, MTS, WST-1 yontemleri, alamar mavisi yontemi, laktat dehidrojenaz (LDH)

yontemi, kristal viyole yontemi, siilforhodamin B(SRB) yontemi ve membran
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gecirgenliginin belirlenmesi i¢in kullanilan; nétral kirmizist ve tripan mavisi testleridir

[86].

1.13.1. MTT Testi

MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] testi metabolik
aktivite Ol¢iimiinii saglayan kolorimetrik bir testtir. Canli hiicrelerde mitokondriyal
aktivitesinin belirlenmesinde ve sitotoksisiteyi de Ol¢mekte kullanilmaktadir. Testin
calisma prensibi mitokondriyal aktivite sonucunda olusan tetrazolyum tuzlarinin renkli
bir formazana doniiserek olusan renk degisiminin absorbans oOlglimii yapilarak
degerlendirilmesidir. Hiicre yasam dongiisiinii sonlandirma yolundayken mitokondriyal
aktivitesini de azaltir ve bu aktivite azalmasi ile tetrazolyum renkli bir formazana
dontisemez. Hiicre tiplerine 0zgiin olan bu formazan derisimi, hiicre g¢okluguyla

orantilidir ve bu oranti sayesinde hiicrenin canlilik aktvitesi dl¢iilebilmektedir [87].

MTT suda ¢oziilebilen bir tetrazolyum tuzudur. Kiiltiir ortaminda ¢dziilemeyen bu
tuz, fenol kirmizisi barindirmayan medium veya tuz cozeltileri ile hazirlanmak igin
karistirildiginda sarimsi bir renk olusturmaktadir. Kiiltlir ortaminda ¢oziinemeyen MTT
tetrazolyum tuzu, indirgeme ajanlarini ¢6zebilmek i¢in dimetil siilfoksit (DMSO) gibi

¢oziiciilerle kullanilmaktadir ve inkiibasyon siiresi 240 dakikadir [87].

24



2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Kullamlan hiicre serileri
Calismada RAW 264.7 (ATCC TIB-71) hiicre hatti kullanilmistir. Hiicreler
ATCC protokoliine gore ¢ogaltilip -196 °C’de s1v1 azotta stoklanmustir.

2.1.2. Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

Dimetil siilfoksit (DMSO), MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromid), Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI), Fetal Bovine
Serum (FBS), Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10000 U/mL penisilin, 10mg/mL
streptomisin), Tripsin-Etilendiaminotetraasetik asit (Tripsin/EDTA), Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma); Annexin V apoptosis detection kit (BD,
Pharmingen, USA); cam pipetler (1, 2, 5 ve 10 mL hacimlerinde), pastor pipetler,
enjektorler (10, 20 ve 50 mL hacimlerinde), steril falkon tiipler (15 ve 50 mL) (TPP,

Isvigre) kullanilmustir.

2.2. Metod
2.2.1. Sterilizasyon

Calismada kullanilan cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara sarili halde
sterilizatorde 2 saat boyunca 180 °C steril edilerek, bazi cam, Duran sisesi i¢inde bulunan
stv1 sollisyonlar ve plastik malzemeler yine aliiminyum folyolara sarili olarak otoklavda
121 °C, 1,5 atm/civa basingta 20 dakika boyunca steril edilerek, bazi sivi kimyasallar ise
0,2 mikron ¢apinda tek kullanimlik steril filtrelerden gegirildikten sonra sterilize edilip

kullanilmistir.

2.2.2. RAW 264.7 hiicrelerinin cogaltilmasi

RAW 264.7 hiicreleri tiip icerisinde stok halinde bulunduklar1 s1v1 azot tankindan
¢ikarilip, eriyen hiicreler %10 serum (Fetal Bovine Serum/FBS) iceren RPMI besiyerine
ilave edilerek, 1200 rpm’da 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij islemininin ardindan
olusan siipernatant kisim dokiiliip pellet iizerine taze besiyeri eklenerek siispanse edilen
hiicreler kiiltiir flasklarina almarak 37 °C’de, %5 CO: iceren ve uygun nem sartlarini
saglayan inkiibatdr ortaminda inkiibe edilmistir. Inkiibe siiresince hiicre ¢ogalmalari,

kiiltiir flasklar1 Inverted mikroskop (Nikon Eclipse TS100, ABD) ile kontrol edilmistir. 2
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giinliik inkiibasyondan sonra flaskin yiizeyi tamamen hiicrelerle kaplanmis, i¢erisindeki
besiyeri pipet yardimiyla atilip, PBS ile yikama islemi gergeklestirilmistir. Flask igersine
1X tripsin/EDTA soliisyonu ilave edilerek inkiibatérde 5 dk boyunca hiicrelerin flask
tabanindan kalkmasina izin verilmistir. Tabandan kalkan hiicrelerin iizerine taze besiyeri

eklenerek yeni flasklara bolinmiistir.

2.2.3. Ceranib 2 maddesinin hazirlanmasi

Calismada ila¢g olarak kullanilan Ceranib 2 maddesinden ana stok olarak
DMSO’da 100 mM hazirlanmigtir. Ana stok {izerinden 400 pM’lik ara stok
hazirlanmistir. Ara stoktan plakaya en yiiksek doz 100 uM olacak sekilde ilave edilmistir.

2.2.4. MTT Kolorimetrik sitotoksisite testi

96 kuyulu plaka i¢ine tiim kuyulara esit miktarda besiyeri konulup {izerine
Ceranib 2 maddesinden en yiiksek doz 100 uM olacak sekilde (100-50-25-12.5-6.75-
3.375 uM konsantrasyon araliginda) seri diliisyon yapilmistir. Her kuyuya 5000 hiicre
ekilip 24 ve 48 saatlik periyotlarda 37 °C’de %5 CO2 igeren inkiibatorde inkiibasyona
izin verilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde plakadaki her kuyuya 20 uL MTT (5mg/mL)
boyasi eklenip 4 saat boyunca tekrar inkiibasyona birakilmigtir. Siire bitiminde canl
hiicrelerin olusturdugu kristallenmeyi ¢6zmek amaciyla her kuyuya 100 pL SDS
eklenerek 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda plaka optik
yogunlugu (absorbans) spektrofotometrede 570 nanometre dalga boyunda okutulmustur.
Ceranib 2 ile muamele edilmeyen hiicre grubu kontrol grubu olarak kabul edilmistir. Her
doz i¢in ayr1 ayr1 canlilik degerleri kontrol grubuna gore hesaplanip uygulanan maddenin
RAW 264.7 hiicreleri lizerindeki ICsp konsantrasyonu zamana bagli olarak bu canlilik

degerleri kullanilarak GraphPad PRISM 6.0 programi ile hesaplanmistir.

2.2.5. Konfokal mikroskobi yontemi

2.2.5.1. Hiicrelerdeki morfolojik degisikliklerin konfokal mikroskobi yontemi ile tayini

RAW 264.7, hiicre i¢i yapilarindaki degisiklikleri inceleyebilmek i¢in 6 kuyulu
plakalara, steril lameller iizerine her kuyuda 3x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilarak
deney kuyular1 Ceranib 2 maddesinin ICso konsantrasyonlari ile 24 saat siiresince inkiibe
edilmistir. Kontrol kuyular1 hi¢bir madde uygulanmadan inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresinin sonunda kuyulardaki besiyeri uzaklastirilip hiicreler PBS ile yikanmuistir.
Ardindan gluteraldehit kullanilarak hiicreler 15dk. fikse edilmistir. Bu islemleri takiben

hiicrelerin ¢ekirdek morfolojilerini goriintiileyebilmek i¢in akridin oranj, hiicre
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iskeletlerini goriintir kilabilmek icin de falloidin boyama uygulamasi gergeklestirilmistir.
Sonuglar  konfokal mikroskop (Leica TCS-SP5 1I, Germany) kullanilarak

gorilintiilenmistir.

2.2.6. Akis sitometri yontemi

2.2.6.1. Akis sitometrisinde anneksin V analizi

Sagliklt hiicrelerde hiicre membranmin i¢ yiizeyinde fosfotidilserin (PS)
bulunmaktadir. Hiicre apoptoza giderken PS molekiilleri membranin i¢ yiizeyinden dig
ylizeyine dogru gecer; bu gerceklesen yer degisimi hiicrenin erken apoptoza gittigi
durumlarda goriilmektedir. Anneksin V proteinin PS’ye baglanabilme 6zelliginden dolay1
floresan bir madde ile isaretlenerek apoptoza giden hiicre goriiniir hale
getirilebilmektedir. Anneksin V yontemi i¢in ilk olarak 6 kuyulu plakaya her bir kuyu
icin 5x10° hiicre ekimi yapilmistir. Ekimi yapilan hiicreler 24 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir.  Ilgili siirenin sonunda deney kuyularma Ceranib 2’nin  ICsp
konsantrasyonlari ile muamele yapilmistir. Plaka tekrar 24 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan plaka igersindeki hiicreler 2 kez PBS ile yikanarak
santrifiijlenmistir. Santrifiijlenen hiicrelerin 1 mL igersindeki sayisi hesaplanmigtir. Her
bir akis sitometri tiipiine 100 uL hiicre siispansiyonu eklenmistir. Uzerlerine 100 uL. Muse
™ Annexin V soliisyonu ilave edilmis, tiipler orta hizda 3 ila 5 saniye boyunca
vortekslenerek tiip igeriklerinin iyice karistirilmasi saglanmistir. Karanlikta ve oda
sicakliginda 20 dakika boyunca o6rneklerin inkiibasyonu yapilmistir. Sonuglar (Muse™

Cell Analyzer Merck, Millipore, Hayward, California, USA) cihazinda analiz edilmistir.

2.2.7. Tstatiksel analiz
GraphPad PRISM 6.0 programi kullanilarak sitotoksisite test sonuglari tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ile test edilmistir. Tiim testler p<0,05 anlamlilik diizeyinde

analiz edilmistir.

3. BULGULAR
3.1. MTT Kolorimetrik Sitotoksisite Testi

3.1.1. Ceranib 2’nin RAW 264.7 hiicreleri iizerindeki sitotoksisite bulgulari
Ceranib 2’nin, 100, 50, 25, 12.5, 6.75, 3.375 uM’lik konsantrasyonu RAW 264.7
hiicreleri lizerine uygulandiktan sonra hiicreler 24 ve 48 saat siiresince inkiibatorde

bekletilmis ve MTT yontemiyle, uygulanan konsantrasyon miktarlarinda gergeklestirilen
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sitotoksisite etkisi tespit edilmistir. 24 ve 48 saatlik siire bitiminde uygulanan ilgili
dozlarmn tiimiinde RAW 264.7 hiicrelerinde, mitokondriyal aktivitede dozla iliskili olarak
canlilik yiizdesinde belirgin azalma gozlemlenmistir. Ceranib 2’nin uygulandigi en diisiik
konsantrasyondan itibaren canli hiicrelerin sayisinda da azalma meydana gelmistir. Sekil
3.1.’de verilen grafik hazirlanirken Microsoft Office Excel programi kullanilarak ICso
konsantrasyonlari belirlenmis ve ardindan GraphPad PRISM 6.0 programi kullanilarak
uygulanan konsantrasyon araliginda ylizde canlilik oraninin anlamlilik degeri analiz
edilmistir. Ceranib 2°nin RAW 264.7 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi 24 saat i¢in
ICso konsantrasyonu 33 uM 48 saat igin ise ICso konsantrasyonu 35 puM olarak
hesaplanmistir. Deneysel calismada makrofaj hatti olan RAW 264.7 ’nin canlilik
yiizdesinde uygulanan Ceranib 2°nin doz miktar arttik¢a belirgin bir azalma meydana
geldiginden, Ceranib 2’nin RAW 264.7 hiicrelerinde uygulanan doz konsantrasyonuna ve
stireye bagl olarak sitotoksik ve antiproliferatif etki gosterdigi tespit edilmistir. Asagida
verilen Sekil 3.1., Ceranib 2°’nin RAW 264.7 hiicre hatt1 tizerinde 24 saatlik, Sekil 3.2.
ise 48 saatlik uygulanmasi sonucu elde edilen canlilik konsantrasyonu ve anlamlilik

degerini gostermektedir.

100,00
80,00
F 60,00
z
E
£ 40,00 B RAW 264.7 + Ceranib-2 24h
*
20,00 I
0,00
100 6,75 3,375 Control
Doses (uM)

Sekil 3.1. RAW 264.7 hiicrelerinin 24 saatlik Ceranib 2 muamelesinden sonra konsantasyona bagh %
canlilik grafigi. Kontrol grubunun canliligi %100 olarak alinmustir. IC50 degeri 33uM. (*: p<0,05)
olarak hesaplanmistir
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Viability (%)

100,00
80,00
* *
60,00 *
*
40,00 m Raw 264.7 + Ceranib-2 48h
*
20,00 I
100 50 25 6,75

0,00
12,5 3,375 Control
Doses (M)

Sekil 3.2. RAW 264.7 hiicrelerinin 48saatlik Ceranib 2 muamelesinden sonra konsantasyona bagh %
canlilik grafigi. Kontrol grubunun canliigi %100 olarak alinmistir. IC50 degeri 35uM. (*: p<0,05)
olarak hesaplanmistir.

3.2. Konfokal Mikroskobi inceleme Bulgular

3.2.1. RAW 264.7 Kkontrol hiicreleri morfolojik degisikliklerinin konfokal
mikroskobik inceleme bulgulari
RAW 264.7 kontrol hiicrelerinin morfolojik yapist akridin oranj ve falloidin ile

gerceklestirilen ikili boyama sonrasinda konfokal mikroskop goriintiisii Gorsel 3.1.; 3.2.

ve 3.3 ile gosterilmektedir.
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Gorsel 3.1. Akridin oranj ve Falloidin kullanilarak gerceklestirilen ikili boyama yapilmis RAW 264.7
kontrol hiicrelerinin konfokal mikroskop gériintiisii (40x).

Gorsel 3.2. Akridin oranj ve Falloidin kullanilarak gergeklestirilen ikili boyama yapilmig RAW 264.7
kontrol hiicrelerinin konfokal mikroskop gériintiisii (40x).

Gorsel 3.3. Akridin oranj ve Falloidin kullanilarak gerceklestirilen ikili boyama yapilmis RAW 264.7
kontrol hiicrelerinin konfokal mikroskop gériintiisii (40x).
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3.2.2. Ceranib 2’nin RAW 264.7 hiicrelerinde sebep oldugu morfolojik
degisikliklerin konfokal mikroskobik inceleme bulgular:
Ceranib 2’nin RAW 264.7 hiicreleri morfolojik yapisinda sebep oldugu
degisiklikler falloidin ve akridin oranj ile gerceklestirilen ikili boyama uygulamasi
sonucunda konfokal mikroskop ile incelenmis, Gorsel 3.4.; 3.5;3.6;3.7;3.8;3.9 ve 3.10 ile

gosterilmistir.

Gorsel 3.4. Ceranib 2 nin ICso konsantrasyonuyla 24 saat muamele edilen RAW 264.7 hiicrelerinin
Akridin oranj ve Falloidin kullanilarak ikili boyamasi yapilmis konfokal mikroskop gériintiisii (40x).
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Gorsel 3.5. Ceranib 2 nin ICsg konsantrasyonuyla 24 saat muamele edilen RAW 264.7 hiicrelerinin
Akridin oranj ve Falloidin kullan:larak ikili boyamas: yap:Imzs konfokal mikroskop gariintiisi (40x).

Gorsel 3.6. Ceranib 2 nin ICsg konsantrasyonuyla 24 saat muamele edilen RAW 264.7 hiicrelerinin
Akridin oranj ve Falloidin kullan:larak ikili boyamas: yap:Imzs konfokal mikroskop gériintiisii (40x).
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Gorsel 3.7. Ceranib 2 nin 1Cso konsantrasyonuyla 24 saat muamele edilen RAW 264.7 hiicrelerinin
Akridin oranj ve Falloidin kullan:larak ikili boyamas: yap:Imzs konfokal mikroskop goriintiiszi (40x).

Gorsel 3.8.Ceranib 2 nin ICsp konsantrasyonuyla 24 saat muamele edilen RAW 264.7 hiicrelerinin
Akridin oranj ve Falloidin kullan:larak ikili boyamas: yap:lmzs konfokal mikroskop goriintiisii (40x).
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Gorsel 3.9. Ceranib 2 nin ICso konsantrasyonuyla 24 saat muamele edilen RAW 264.7 hiicrelerinin
Akridin oranj ve Falloidin kullan:larak ikili boyamas: yap:Imzs konfokal mikroskop goriintiiszi (40x).

Gorsel 3.10. Ceranib 2 nin I1Cso konsantrasyonuyla 24 saat muamele edilen RAW 264.7 hiicrelerinin
Akridin oranj ve Falloidin kullan:larak ikili boyamas: yap:Imzs konfokal mikroskop gariintiisi (40x).
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3.3. Anneksin V uygulamasinin akis sitometrisindeki bulgulari

3.3.1. RAW 264.7 hiicrelerinin Anneksin V uygulamasi ile akis sitometrisindeki
bulgular
Ilagsiz kontrol RAW 264.7 hiicrelerinin apoptotik profili Anneksin V uygulamasi
ile akis sitometride incelenmistir. Buna gore, RAW 264.7 hiicrelerine ait ilagsiz grupta
oli hiicreler %0,00, gec¢ apoptotik/olii hiicreler %0,00; canli hiicreler %97,69 ve erken
apoptotik hiicreler %2,31 olarak bulunmustur (Sekil 3.3).

APOPTOSIS PROFILE

Dead Late Apop./Dead
10.00 % 0.00 %

WIABILITY
il

231 %

Earhy Apop.

2 3 4
Live AMMEXIN Y Apoptatic

Sekil 3.3. RAW 264.7 kontrol hiicrelerinin Anneksin-V boyama bulgular

3.3.2. Ceranib ile muamele edilen RAW 264.7 hiicrelerinin Anneksin V uygulamasi

ile akis sitometrisindeki bulgulari

Ceranib in 1Cso degerine 24 saat boyunca maruz birakilan RAW 264.7
hiicrelerinin apoptotik profili incelendiginde; 6li hiicreler %0,00 ge¢ apoptotik/olii
hiicreler %2,22 canli hiicreler %84,33 ve erken apoptotik hiicreler %13,44 olarak tespit
edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda Ceranib in ICsq konsantrasyonu RAW 264.7

hiicrelerinin canliligin1 %84,33’a diisiirdiig tespit edilmistir. (Sekil 3.4)
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APOPTOSIS PROFILE
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Sekil 3.4. Raw 264.7 hiicrelerine Ceranib-2 ICso degeri 24 saat uygulanmis Annexin-V boyama bulgulari
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4.  TARTISMA VE SONUC

Kanser, diinyada lilkemizde basta olmak {izere ciddi sonuglar doguran hastaliklarda
siralamaya giren hatta 6liime sebep olabilen, uzun siireli aktivite gosteren bir hastaliktir.
Bu hastalik bulundugu bolgeyle kisitl kalmayip ¢evresindeki dokular1 da etkilemekte ve
hiicre dongiisii  diizenlenmesindeki  kontrol ~mekanizmalarint  negatif yonde
etkilemektedir. Hemen her yas grubunda goriilebilen bu hastaligin erken evrelerinde
teshis edilmesi olduk¢a Onemlidir. Erken evrelerde teshis edilebilen durumlarda
hiicrelerde olusan mutasyonlarin baskilanabilecegi yapilan ¢alismalarda kanitlanmistir
[17]. Hicre bliylime ve boliinmesinde aktivite gosteren biyokimyasal mekanizmalarin,
gelismekte olan teknoloji ve mevcut imkanlar dogrultusunda yapilan ¢alismalarla kanser
mekanizmasi arasindaki iliski aydinlatilmaktadir. Ulkemizinde dahil oldugu ve diinyada
da oliim nedenleri arasinda ilk siralarda yerini alan bu hastalik, arastiricilari ¢evresel ve
genetik faktorlerin kanseri tetikleyebilecegini gosteren ¢alismalar yapmaya itmis ve
kanser olusum ve gelisimini kontrol altina alip incelemeye olanak saglamistir. Tam
anlamiyla aydinlatilmamis olup popiiler arastirmalar arasinda, giiniimiizde uygulanan
tedavi yontemleri, yan etkileri, tedavi maliyetlerinin diisliriilmesi ve tedaviye ulagimin

kolaylastirilmasi merakla ¢alisilmaktadir [31].

Apoptoz organizmanin i¢ dengesini korumasinda 6nemli bir etkendir. Apoptozis
hasarl1 hiicrelerin herhangi bir enflamasyon durumu gostermeden ortadan kaldirilmasinm
saglayan pek c¢ok fizyolojik reaksiyonlari dilizenlemektedir. Patofizyolojik
reaksiyonlarda patojenlerin tedavisi, mutasyonlarin Oniine geg¢ilip durdurulmasi gibi
onemli bir islevi olan apoptozis bu yontemle biyolojik olaylarda gereksinim duyulmayan

etmenlerin hiicrede iz birakmaksizin uzaklastirilmasini saglamaktadir [88].

Okaryotik hiicre zarlarinda yapisal rolleri bulunan sfingolipidler; sfingosin-1-
fosfat, sfingomiyelin, sfingosin ve seremid gibi metabolitler de biyoaktif sinyal
molekiilleri olarak hiicrede rol almaktadir. Apoptoziside indiikleyici bu metabolitler
hiicrenin biiylime, farklilasma ve yaslanma aktivitelerinde de islev gostermektedirler
[89]. Ayrica pek ¢ok kanser tiirlinde hiicrenin 6liimii, hiicrenin hayatina devam etmesi ve
hiicrenin ilaca kars1 direnci gibi biyolojik siireglerde sfingolipidler 6nem kazanmaktadir
[90]. Seramidin lipid sinyal molekiilii olarak bir¢ok hiicre tipinde apoptozisi indiikledigi

goriilmiistiir. Seramidi hidrolitik aktiviteler sonucu sfingozin lireten seramidaz enzimleri,
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radyasyon 1sinlart ve c¢esitli ilaglara direng kazanabilirler. Bu sebeple seramidaz

inhibitorleri, glinlimiizde kanser karsit1 yeni ilaglar olarak gelisime agiktirlar [91].

Vejselova ve arkadaslar1 ceranib-2'nin diger asit seramidazlarin antiproliferatif
aktivitesine gore islev gorecegi ve sonugta molekiiliin yeni bir antitimoér ajan olarak

siiflandirmasinda yer alabilecegini gostermislerdir [92].

Izgordii ve arkadaslar1 seramidaz inhibitorlerinin meme kanserinde apoptozu

indiikleyerek tedavide kullanilabilecegini gostermiglerdir [93].

Aras ¢alismasinda kullandigr hiicre hatlarini incelediginde ceranib-2’nin kanseri
baskiladigin1i ve kanser tedavisinde umut vaat edebilecek bir yaklasim oldugunu

belirtmektedir [94].

Danisman, nanoilag olarak modifiye edilmis seramidaz inhibitdrleri i¢in az
miktarda ilagla oldukga etkili bir sonucun ortaya ¢ikacagini boylelikle de kanser
tedavisinde ilaglarin zararli yan etkilerinden koruyup daha etkili tedavi secenegi

sunacagimi soylemektedir [95].

Erkasap ve Ozyurt ceranib-2’nin apoptozu indiikledigini bu nedenle ceranib-2’nin

anti-kanser bir rolii olabilecegini sdylemektedir [96].

Ozer ve arkadaslari ceranib-2’nin, ¢alismalarinda kullandiklar1 hiicre hatlari
tizerinde biliyiime Onleyici ve apoptotik etkilerinin varligini, akciger kanser tedavisi i¢in

kombinasyon halinde kullanilabilecegini séylemektedir [97].

Vethakanraj ve arkadaslar asit seramidaz inhibitorii, ceranib-2’nin meme kanseri

hiicre hatlarina kars1 gii¢lii bir terapdtik ajan oldugunu raporlamigtir [98].

Bu ¢alismamizda RAW 264.7 hiicre hatti ¢ogaltilip ceranib-2 ilaci hazirlanarak
muamele edilmistir. MTT kolorimetrik sitotoksisite testi, konfokal mikroskobi yontemi

ve Anneksin V yontemi kullanilarak degerlendirmeler yapilmistir.

RAW 264.7 (ATCC TIB-71), hem gevsek yapisik kiiboidal veya ig seklindeki
hiicrelere hem de yuvarlak canli hiicrelere sahip olacak bir monosit/makrofaj hiicre
hattidir. Ozellikle kiiltiir yogun oldugunda, hiicrelerin gevsek bir sekilde baglanmasi ve
yigilmas1 ve yuvarlak hale gelmesi normaldir. Yasayan hiicreler, 6zellikle kiiltiir daha

birlestikge ayrilabilir ve ylizebilir. Farkli serum lotlarindaki kiiciik farkliliklar, bu
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hiicrelerin az ya da ¢ok baglanmasina neden olabilir. RAW 264.7, yapiskan bir ¢izgi
olarak belirlenir ve bir tek tabaka gibi islenir, ancak kiiltiir karisik yapiskan ve
siispansiyon popiilasyonlarina sahip olabilir. Hiicrelerin kiiltiirlenmesinin  ilk
asamalarinda, hiicreler ince uzantilarla birlesir ve kiiboid benzeri goriiniir. Kiiltir daha
yogun hale geldikge, orijinal tek tabakaya eklenmis baska bir yuvarlak hiicre tabakasi
olabilir. Asirt agir kiiltiirlerde hiicreler ortama salinacaktir. Agir kiiltiirlerde genellikle

hem bagli hem de asil1 hiicreler bulunur [76].

MTT kolorimetrik sitotoksisite testinde, 6rnekler ceranib-2 ile muamele edilip 24
ve 48 saatlik periyotlarda inkiibasyona birakilmis ardindan MTT boyasi da eklenerek 4
saatlik tekrar Inkiibasyon siireci baslatilmistir. Siire sonunda canli hiicrelerdeki
kristallenmeyi ¢6zmek i¢in SDS eklenerek tekrar inkiibe edilmis ve her doz i¢in ayr1 ayr1
canlilik degerleri ceranib-2 ile muamele edilmeyen kontrol grubuna gore hesaplanmistir.
Her maddenin RAW264.7 hiicreleri iizerindeki 1Csg konsantrasyonu zamana bagli olarak

bu canlilik degerleri kullanilarak GraphPad PRISM 6.0 programu ile hesaplanmustir.

Konfokal mikroskobi yonteminde, RAW 264.7 hiicre hattinda hiicre igi
yapilarindaki degisiklikleri inceleyebilmek igin seri islemler uygulanmis ve bu islemleri
takiben hiicrelerin ¢ekirdek morfolojilerini goriintiileyebilmek i¢in akridin oranj, hiicre
iskeletlerini goriinlir kilabilmek i¢in de falloidin boyama uygulanmistir. Hiicredeki
morfolojik degisiklikleri gézlemlemek i¢in konfokal mikroskop kullanilarak sonuglar
yorumlanmustir. Bu sonuglar dogrultusunda kontrol gruplar tek renk, eliptik ve tek lop
halinde morfoloji gosterirken muamele sonrasinda gruplar iki renk, kiiremsi, daginik ve

cok loplu olarak morfoloji gostermislerdir.

Akis sitometri yonteminde Anneksin V proteini kullanilmistir. Saglikli hiicre
membraninin i¢ yiizeyinde bulunan fosfotidilserin hiicrenin erken apoptoza gittigi
durumlarda membranin i¢ yiizeyinden dis ylizeyine dogru hareket eder. Fosfotidilserine
baglanabilme 6zelliginde olan anneksin V proteini, floresan 6zellikte bir boyar madde ile
isaretlenerek apoptoza giden hiicreler goriiniir hale getirilebilmektedir. Bir dizi islemler
yapilan hiicreler karanlikta ve oda sicakliginda 20 dakika boyunca inkiibe edilip sonuglar
(Muse™ Cell Analyzer Merck, Millipore, Hayward, California, USA) cihazinda analiz

edilmistir.
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Calismamizda RAW 264.7 hiicreleri iizerine 6 farkli konsantrasyonda ceranib-2
uygulanarak 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonucu MTT yontemiyle sitotoksisite etkisi
tespit edilmistir. Bu inkiibasyon siiresi sonunda ceranib-2’nin uygulandigi en diisiik
konsantrasyondan itibaren mitokondriyal aktivitede dozla iliskili olarak canlilik
yilizdesinde belirgin azalmalar gozlenmistir. ICso konsantrasyonlari belirlenmek amacl
Microsoft Office Excel kullanilarak grafik hazirlanmis (Sekil 3.1., Sekil 3.2.) ve
GraphPad PRISM 6.0 programi kullanilarak uygulanan konsantrasyon araliginda yiizde

canlilik oraninin anlamlilik degeri analiz edilmistir.

Deneysel caligmada makrofaj hattt olan RAW 264.7 ’nin canlilik yiizdesinde
uygulanan Ceranib 2’nin doz miktar: arttik¢a belirgin bir azalma meydana geldiginden,
Ceranib 2°nin RAW 264.7 hiicrelerinde uygulanan doz konsantrasyonuna ve siireye bagli

olarak sitotoksik ve antiproliferatif etki gosterdigi tespit edilmistir.

Calismamizda ilagsiz ve ceranib-2 ekli RAW264.7 hiicrelerinin apoptotik profili
anneksin V uygulamasi ile akis sitometride incelenmis ve sonuglar kiyaslanmistir. Her iki
grupta Ol hiicre gozlenmemis, ge¢ apoptotik/6lii hiicreler ceranib-2 grubunda artis
gosterirken canli hiicrelerde azalma gorilmiistiir (Sekil 3.2. ve Sekil 3.3.). Erken
apoptotik hiicreler ise ceranib-2 ekli grupta artistadir. Bu sonuglar dogrultusunda ceranib

ICs0 konsantrasyonu, RAW 264.7 hiicrelerinin canliligimi diigiirdiigii tespit edilmistir.

Bu c¢alisma ile ceranib-2’nin RAW 264.7 makrofaj hiicre hatlar1 iizerinde
apoptozu indiikledigi, terapotik ajan olabilecegi sonuglarina ulasilirken ceranib-2 iizerine

daha ileri ¢alismalara zemin hazirlamaktadir.
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