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ONSOZ

Tez ¢alismasmin baslangicinda tiim diinyay1r saran COVID-19 pandemisi maalesef bu
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oldu. Pandeminin izin verdigi 6l¢iide bu tezin gerceklesmesinde emegi olan hocalarima

siikranlarim1 sunarim.
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konumun seg¢ilmesinde ¢ok yardimci olan ve kendimi daha da gelistirmeme katki saglayan
degerli hocam Prof. Dr. YIGIT UYANIKGIL’¢, Do¢. Dr. CIGIR BIRAY AVCI’ya Ars.
Gor. BAKIYE GOKER BAGCA’ya, Uzm. Biyo. DERYA TANRIOVER’e tesekkiirii
bir borg bilirim.

Tim egitim ve 6gretim hayatim boyunca maddi ve manevi her zaman ve her kosulda

yanimda olan sevgili aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

SUNITINIB'E MARUZ BIRAKILMIS MEZENKIMAL KOK HUCRELER
UZERINDE OKSITOSIN ETKIiSININ INCELENMESI

Mezenkimal kok hiicreler deneysel ve klinik calismalarda kullanilan onemli tedavi
yontemleridir.  Giliniimiizde mezenkimal kok hiicre tedavisi bircok hastalikta
uygulanmaktadir. Organ nakillerinden sonra kullanilan immunsupresif ilag tedavisinin yani
sira hastalarda mezenkimal kok hiicre uygulamasi da yapilmaktadir. Yapilan bu deneysel
caligmada organ nakillerinde immiinsupresif amagla kullanilan sunitinibin sigan adipoz doku
kaynakli mezenkimal kok hucreler tizerindeki sitotoksik etkilerinin arastirilmasi ve
antioksidant 0zelligi oldugu bilinen oksitosinin bu toksisite Gzerindeki etkileri

gozlemlenmistir.

Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler hatti ticari olarak temin edilmistir.

Yapilacak caligmalarin gerektirdigi dogrultuda, mezenkimal kok hiicreler yeterli sayiya

ulasana kadar 0Ozel besiyeri icerisinde 379C°de inkiibe edilmistir. Etken maddelerin
sitotoksik etkileri WST-1 testi ile zaman ve doz bagimli olarak degerlendirilmistir. Canlilik
ve proliferasyon analizleri 151k mikroskobu kullanilarak ve hiicre sayimi yapilarak
belirlenmistir. BD Accuri C6 flow sitometri cihazi kullanilarak apoptoz ve hiicre canliligi
degerlendirmeleri yapilmistir. Biyokimyasal yontemlerle lipit peroksidasyonu, glutatyon
peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) aktivitesi ve superoksit dismutaz (SOD) aktivitesi

Olclilmiistiir.

Gruplara uygulanan ajanlarin sitotoksik dozlar1 WST-1 testi ile degerlendirilmistir.
Anneksin V yontemi ile nekrotik, erken apoptotik, ge¢ apoptotik, toplam apoptotik ve canli
hlcreler hem ylzde olarak hem de hticre/ml olarak hesaplanmigtir. Oksidatif stresle olusan
ve reaktif oksijen metabolitlerinin verdigi zarar1 belirlemek amaciyla lipit peroksidasyonu,
glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) aktivitesi ve superoksit dismutaz (SOD)

aktivitesi ol¢iilmiistiir.

Sigan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler i¢in Sunitinib I1Cso dozu (48. saat) igin

44, 57 uM olarak hesaplanmistir. Oksitosin i¢in ise c¢alisilan dozlarda sitotoksik etki
Il



gozlemlenmemistir. Bu yiizden en yiiksek sabit doz olan 100 uM ile c¢alismaya devam
edilmistir. BD Accuri C6 flow sitometri cihazi ile yapilan 6l¢timler ve yapilan hesaplamalar
dogrultusunda kontrol grubundaki hucrelerde 6l hicre ylzdesi 1,03; canli hiicre ylzdesi
98,97 olarak hesaplanmistir. Oksitosin grubundaki hiicrelerde 6lii hiicre ylizdesi 2,59, canli
hlcre ylzdesi 97,41 olarak hesaplanmistir. Sunitinib grubunda erken apoptoz oran1 %7,69;
gec apoptoz orant %4,31; 6li hiuicre %8,10; canli hiicre %79,90 olarak hesaplanmustir.
Sunitinib+Oksitosin kombine grup sonuglarinda ise erken apoptoz orani %3,90; ge¢ apoptoz
orani %1,34; 610 hucreler %7,81; canli hiicreler %25,5 olarak 6l¢iilmiistiir. Biyokimyasal
bulgular ise MDA diizeylerinde Kontrol grubu, GSH-Px diizeyleri acgisindan Sunitinib
grubu, CAT diizeyleri agisindan oksitosin grubunda degisiklik olmadig i¢in giiven araliklari
diger gruplara gore hesaplandi, SOD diizeyleri bakimindan ise kontrol ile diger ii¢ grup
arasinda farklar anlamli bulunurken, diger gruplar arasinda hi¢bir ikili farklilik anlaml

bulunmadi. Tiim gruplar arasi ikili farklarin tiimii istatistiksel olarak anlamli olarak saptanmistir

(p<0.001).

Calismada, literatiir taramasi sonucunda sunitinibin mezenkimal koék hucrelerde Uzerinde
apoptozu arttirmast beklenmektedir. Oksitosinin hiicre proliferasyonu diizenledigini gdsteren
bulgular bulunmaktadir ancak, Oksitosinin antiapoptotik etkileri bu ¢aligmanin kombine grupta

oksitosinin sunitinib etkisini baskilayamadigi gorilmustiir.

Anahtar Kelimeler; Sunitinib; Oksitosin; Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal Kok
Hdicre; Oksidatif Stres



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF OXYTOSIN ON MESENCIMAL STEM
CELLS EXPOSED TO SUNITINIB

Mesenchymal stem cells are essential treatment methods used in experimental and clinical
studies. Nowadays, mesenchymal stem cell therapy is used in many various diseases. In
addition to immunosuppressive drug therapy used after organ transplants, a mesenchymal
stem cell application can also be utilized in the patient's treatment. In this experimental
study, the cytotoxic effects of Sunitinib drug, which is used for immunosuppressive
purposes in organ transplants, on mesenchymal stem cells which is derivated from adipose
tissue and the toxicity effect on oxytocin (known to have antioxidant properties) were

inspected.

A mesenchymal stem cell line derived from mouse adipose tissue was commercially
available. In line with the work to be done, stromal stem cells were incubated at 37°C in a
special medium until they reached a sufficient number. The cytotoxic effects of the active
ingredients were evaluated using the WST-1 assay in a time and dose-dependent manner.
Viability and prevalence analyze were determined using light microscopy and cell
counting. Apoptosis and cell viability were assessed with a BD Accuri C6 flow cytometer
analyzer. Lipid peroxidation, glutathione peroxidase (GPx), catalase activity (CAT), and

superoxide dismutase (SOD) activity were measured by biochemical methods.

The cytotoxic doses of agents applied to the groups were assessed by the WST-1 assay.
Necrotic, early apoptotic, late apoptotic, total, and viable cells were calculated in both
percentage and cell/ml by the Annexin V method. The effect of lipid peroxidation,
glutathione peroxidase (GPx), catalase activity (CAT), and superoxide dismutase activity
(SOD) was measured in order to determine the damage due to oxidative stress and reactive

oxygen metabolites.

The 1Cs0 dose of Sunitinib in mesenchymal stem cells derived from adipose tissue of mice
(48 h) was calculated as 44.57 uM. For oxytocin, no cytotoxic effect was observed at the
studied doses. Therefore, the study continued with the highest stable dose of 100 uM.
According to the measurements and calculations made with the BD Accuri C6 cellular
device, the percentage of dead cells in cells in the control group was calculated at 1.03 and

\%



the percentage of live cells was 98.97. The percentage of dead cells in the cells in the
oxytocin group was 2.59 and the percentage of live cells was 97.41. In the sunitinib group,
the rate of early apoptosis was 7.69%, late apoptosis rate 4.31%, dead cells 8.10%, and
live-cell 79.90%. In the results of the pooled Sunitinib + oxytocin group, the rate of early
apoptosis was 3.90%, the rate of late apoptosis was 1.34%, the percentage of dead cells
7.81, and the percentage of live cells 25.5. As for the biochemical results, confidence
intervals were calculated according to the other groups as there was no change in MDA
levels in the control group, GSH-Px levels in the Sunitinib group, and CAT levels in the
oxytocin group, and there was no significant difference between the groups. All marital

differences between all groups were statistically significant (p<0.001).

In this study, as a result of a review of the literature, Sunitinib is expected to increase
apoptosis over mesenchymal stem cells. There are results showing that oxytocin regulates
cell proliferation, but the anti-inflammatory effects of oxytocin were found unable to

suppress the sunitocin effect of oxytocin in the co-group for this study.

Keywords Sunitinib; Oxytosin; Adipose Tissue-Derived Mesenchymal Stem Cells;

Oxidative Stress
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GIRIS

Organ ve doku nakli, modern tipta en ¢ok tercih edilen tedavilerdendir. Viicuttan ¢ikarilan
bir organin veya dokunun hasarli ya da eksik bir organ ve dokunun yerini almak i¢in alicinin
viicuduna yerlestirildigi tibbi bir uygulamadir (Bezinover ve Saner, 2019). Cogu zaman
organ nakilleri sirasinda karsilasilan en biiylik sorun dokunun alic1 viicut tarafindan
reddedilmesidir. Alicinin kendi doku ve hucrelerinin tekrar kendine nakledilmesinde bir
sorun olusmamaktadir. Ciinkii alici viicut kendi doku ve hiicrelerini tanimaktadir ve
bagisiklik sisteminde sorun yaratmaz. Ancak baska kisilerden aliciya yapilan
transplantasyon uygulamalarinda, alic1 viicuduna giren yabanci doku, organ ve hiicreler
alicinin bagisiklik sistemi tarafindan taninmayarak viicudu korumaya almaya c¢alisarak
yabanci dokulari, organlar1 ve hiicreleri reddetmektedir. Bu sorunun ortadan kalkmasi organ

nakillerindeki basar1 diizeyinin artmasini saglamaktadir (Progress ve Fishman, 2007).

Transplantasyon uygulamalarinda, alicinin nakledilen yabanci dokulara karsi bagisiklik
yamtim baskilamak i¢in immiinsupresif ajanlar kullanilmaktadir. Immiinsupresif tedavinin
amaci, greftin yikict immiin yanitini 6nlemektir. Bagisiklik sisteminde yer alan T hiicreleri
immiin yanitin olusturulmasinda olduk¢a énemli bir alana sahiptirler. Immiinsupresif
ajanlar vericiden aliciya aktarilan transplantasyonlarda T hiicrelerinin proliferasyonunu,
farklilagmasini, antikor iiretmesini ve antijeni tanimasi gibi islevleri baskilamaktadir

(Hartono, Muthukumar ve Suthanthiran, 2013; Wiseman, 2016).

Sunitinib, bu ¢alismada kullanilan immunsupresif ajandir. Sunitinib, ayn1 zamanda Sutent
ve SU11248 olarak da bilinen kiiciik moleklli, cok hedefli bir reseptor tirozin kinaz (RTK)
inhibitdriddr. Sunitinib etken maddesinin en ¢ok bilinen islevi anjiyojenez ve timor
blylmesini inhibe etmesidir ancak ayn1 zamanda bagisiklik sisteminin iglevi ile etkilesime
girme potansiyeline sahiptir. Diizenleyici T hicreleri (Treg) sunitinib tedavisinden sonra
baskilandig1 gosterilmistir (Finke ve ark., 2008). Ayrica, sunitinib immiin baskilayici
sitokinlerin ve yardimci uyarict molekiillerin ekspresyonunu azaltir. Sunitinib ile tedaviden
elde edilen verilere gore T hicrelerinin daha gugli sitotoksik aktivite sergiledigi
kanitlanmistir (Ozao-Choy ve ark., 2009).

Mezenkimal kok hiicreler (MKH); mezoderm tabakasindan gelisen eriskin dokuda bulunan
kendi kendilerini yenileyebilen ve farklilasabilen bir kok hiicre tiiridir. MKH’ler



gunimuzde bir¢ok farkli arastirma igin umut vaat etmektedir. MKH’ler ortamda bulunan
farkli kosullara gore farklilasabilmektedirler. Bir¢ok farkli kaynaktan kolayca elde edilebilir
olmasi ve etik kisitlamasi bulunmadigi igin arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir (Ullah,
Subbarao ve Rho, 2015). MKH'ler, farklilasabilme ve hasarli doku hiicresel
progenitorlerinden doku yenilenmesini yapabilme yeteneklerinden dolayi rejeneratif tipta
siklikla kullanilmaktadir. Bu rejeneratif Ozelliklere ek olarak, MKH'ler bir immino-
reglilasyon kapasitesine sahiptir ve bir dizi durumda immunsupresif etkiler ortaya
¢ikarmaktadir. In vitro c¢alismalarda, MKH'ler T hiicrelerinin, B hiicrelerinin, dogal
oldurucu hicrelerin (NK) ve dendritik hucrelerin (DC) hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi
gosterilmistir. Ayrica, MKH'ler T ve NK hiicrelerinin sitokin salgilanmasi ve sitotoksisitesi;
B hiicresi olgunlasmasi ve antikor salgilanmasi; DC olgunlagmasi ve aktivasyonu; yani sira
antijen sunumu gibi ¢esitli immiin hiicre fonksiyonlarini durdurabilir (De Miguel ve ark.,
2012). MKH’ler bu ozellikleri sayesinde klinik ¢alismalarda siklikla kullanilmaktadir.
MKH’lerin immunsupresyon etkileri oldugu i¢in organ nakli sirasinda kullanilan kimyasal
ajanlarin yani sira MKH’ler de alictya nakledilmektedir ve bu durumun yasam kalitesini
artirdigi kanitlanmigtir (Ghannam, Bouffi, Djouad, Jorgensen ve Noél, 2010). Bu ¢alismada
da kullanilan Sunitinib uygulanan hastalar tizerinde toksik etki birakabilmektedir (Hao ve
Sadek, 2016). Ancak MKH’ler iizerinde kanitlanmig toksik bir etkisi heniiz

bilinmemektedir.

Oksitosin, hipotalamusun paraventrikiller ve supraoptik nukleuslardaki magnoseliler
noronlarda sentezlenen bir peptid hormonu ve noropeptiddir. Oksitosin reseptorleri,
amigdala, ventromedial hipotalamus, beyin sap1 ve nucleus accumbens dahil olmak lzere
beyinde dagilmaktadir. Ayrica, kalp, testis, uterus, plasenta, amniyon, korpus luteum ve
adipoz doku gibi baz1 diger dokular oksitosin tretmektedir. Oksitosin ve MKH’ler tizerinde
yapilan birkag c¢alismada oksitosinin, osteoblast/adiposit dengesini diizenlendigi
belirtilmistir. Ayrica; hiicre canlilif1 ve proliferasyonunun oksitosin tedavisi sonrasinda

arttig1 gézlemlenmistir (Jones, Barrera, Brothers, Ring ve Wahlestedt, 2017).

Yapilan bu deneysel ¢aligma; organ ve doku nakilleri sirasinda kullanilan immunsupresif

ilag gorevi goren sunitinibin sigan ADKMKH (izerinde sitotoksik etki yapip yapmayacagi



ve antioksidan bir ajan olan oksitosinin, goriilmesi olasi toksik etkinin azaltilmasi igin

kullanilma potansiyelini aragtirilmigtir.



GENEL BILGILER

1.1 KOK HUCRE NEDIR?

Kok hiicreler viicutta bulunan 6zellesmemis hiicre tipleridir. Bir organizmada bulunan
herhangi bir hiicre tipine farklilasabilme ve kendini yenileme yetenegine sahip hiicrelerdir.
Kok hucreler hem embriyolarda hem de yetiskin hiicrelerde bulunmaktadir (Zakrzewski,
Dobrzynski, Szymonowicz ve Rybak, 2019). Kok hicreler kaynak hicre ile tamamen ayni
dol iiretmek i¢in smirsiz bir sekilde kendini yenilemektedir. Kok hiicreler i¢in bulunduklari
ortam ¢ok 6nemlidir, 6rnegin, saglikli bir hayvanin bir pargas1 haline gelen 6zel bir hiicre
tirtne yol acabilmektedirler (Biehl ve Russell, 2009). Kok hiicreler sinirsiz boliinebilme
ozelliginden dolayr dogumda olusan kusurlar, hastalik veya yas nedeniyle olusan dokularin
ve organ anomalilerinin onariminmi saglamaktadir. Bu yiizden, rejeneratif tip icin oldukga
onemli bir kaynaktir. Kok hiicreler, viicudun tiim doku ve organ sisteminin temelini
olusturmaktadir ve konakgidaki hastalik ilerlemesi, gelisimi ve doku onarim siireglerinde

cesitli rollere aracilik etmektedir (Mahla, 2016).

Bir oositin spermatozoon ile doéllenmesi zigot olusturmaktadir. Birka¢ ardisik hiicre
bolinmesi, 32-64 kez boliinerek morula tiretir. Bu asamadan sonra, i¢i bos bir hiicre kitlesi
olusur ve blastosiste doniisiir. Blastosistin periferik hiicreleri (trofoblast) embriyonik zarlari
ve plasentay1 olugtururken i¢ hiicre kuitlesinden fetiis gelisir. Embriyonun daha da gelismesi,
tam organizmanin gelistigi ti¢ germ katmanindan (ektoderm, mezoderm ve endoderm)

olusan gastrula olusumuna yol acar (Chagastelles ve Nardi, 2011).

Kok hiicrelerin 6zellesmesi baz1 adimlardan gegmektedir. Her bir adimda gelisimsel giicii
azalmaktadir, bu da unipotent bir kok hiicrenin pluripotent bir hiicre kadar farkli hiicre tipine
ayrilamadig1 anlamina gelir. Totipotent kok hucreler organizmadaki tim htcre tiplerine
farklilagsabilme potansiyelindedir. Totipotensi en yuksek farklilasma potansiyeline sahip
kok hucre turudir ve hicrelerin hem embriyonal hem de ekstra embriyonik yapilarin
olusumuna izin verir. Spermin yumurtay1r ddlledikten sonra olusturdugu zigot bu hiicre
tipine bir 6rnektir. Bu hiicreler daha sonra ii¢ germ katmanindan herhangi birine doniisebilir
veya bir plasenta olusturabilir. Yaklasik 4 giin sonra, blastosist i¢ hiicre kiitlesi pluripotent

hale gelir. Bu yap1 pluripotent hiicre kaynagidir (Baker ve Pera, 2018).



Pluripotent kok hucreler, bolinerek kendi kendini yenileme kapasitesine sahip ve erken
embriyonun U¢ primer germ katmanina ve dolayisiyla yetiskin viicudun tiim hiicrelerine
donlisme kapasitesine sahip olan, ancak plasenta gibi ekstra embriyonik dokulara
doniismeyen hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler ve uyarilmis pluripotent kok hiicreler
pluripotent kdk hiicrelere érnektir (Romito ve Cobellis, 2016). Multipotent kék hiicreler,
boliinerek ve belirli bir doku veya organda bulunan c¢oklu 6zellesmis hiicre tiplerine
doniiserek kendini yenileme kapasitesine sahip hiicrelerdir. Cesitli kan hiicresi tiplerine
doniisebilen hematopoictik kok hiicreler buna bir Ornektir. Farklilasmadan sonra,
hematopoietik bir kok hiicre bir oligopotent hiicre haline gelir. Farklilasma yetenekleri

kendi soyundaki hiicrelerle sinirlidir (Diez Villanueva ve ark., 2012).

Oligopotent kok hticreler, belirli bir dokunun farklilagsma kapasitesine sahip kisitli soylar
sergilerler. Miyeloid kok hiicre, beyaz kan hiicrelerine boliinebilen ancak kirmizi kan
hlcrelerine bolunemeyen hicreler buna bir 6rnektir (Xu, He, Zhang, Xu ve Wang, 2019).
Unipotent kok hicreler, en az farklilasma yetenegine sahiptir ve bu hiicrelerin en 6nemli
ozelligi tekrar tekrar boliinebilmesidir. ikinci 6zellikleri onlar1 rejeneratif tipta terapotik
kullanim i¢in umut verici bir aday yapmasidir. Bu hiicreler yalnizca bir hicre tipi

olusturabilir (Kolatkar ve ark., 2016).
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Sekil 1. Farklilagabilme yeteneklerine gore kok hiicre tiirleri (Zhang, Hu ve Athanasiou,
2009).



1.2 KOK HUCRELERIN GENEL OZELLIKLERI
Kok hiicreler diger hiicre tiirlerinden farklidir. Kok hiicreler genel olarak; pluripotensi
(kokliluk), kendi kendisini yenileyebilme ve farkli hiicre tiplerine farklilasabilme 6zelligi

olan hticrelerdir.

1.2.1 Pluripotensi (Koklulik)

Kok hiicreleri diger hiicrelerden ayiran en oOnemli Ozelliklerinden biri kokliiliiktiir
(stemness). Bu 6zellik sayesinde kok hiicreler farklilasmadan kalabilmektedir. KOk hiicre
proteinleri farkli bir gen kiimesine sahiptir. Bunun sebebi hiicre iginde ve disinda farkli
sinyallere maruz kalmalaridir. Kok hiicre, cevreden gelen belirli sinyallere maruz kaldiginda
cogalmayi, farklilasmay1 veya sessiz kalmayi saglayan bazi “koklilik™ genleri bulundurur.
Hiicre sinyal yollarinda veya hiicrelerin ylizeyinde bulunan bir takim hiicre-hiicre yapigsma
molekdlleri olarak gorev alan belirtecler bulunur. Bu belirteglerin ¢ogu, farklilastirma
kiimeleri (clusters of differentiation) “CD” olarak tanimlanmaktadir (Chen, You, Jiang ve
Wang, 2017).

1.2.2  Kendini Yenileme

Kendini yenileme; hiicrenin simetrik veya asimetrik bélinerek yeni hiicreler meydana
getirme islemidir. Kok hiicreler, yasam boyunca kendi kendilerini yenileme potansiyeline
sahip hiicrelerdir. Bu 6zellikleri sayesinde, doku homeostazinin korunmasinda ve hasarlarin
onariminda 6nemli rol oynamaktadir. Asimetrik hiicre boliinmesi sirasinda, her bir kok
hicre, yeni bir kok hucre Uretir ve bir tane de farklilasmaya giden bir kok hiicre iiretir.
Simetrik hiicre boliinmesi sirasinda ise, her bir kok hiicre, iki yeni kok hiicre veya iki farkli
hiicre olusturmak igin simetrik olarak boliinmektedir. Her bir kdk hicre simetrik veya

asimetrik olarak bolunebilir (Sada ve Tumbar, 2013).

1.2.3 Farkhlasma

Farklilasma, hiicrenin bir hiicre tipinden diger hiicre tipine degistigi siiregtir. Spesifik kok
hlcrelerin veya progenitorlerin farklilasmasi ve c¢ogalmasi arasindaki baglanti ile
dizenlenir. Kok hucreler, birgok farkli hiicre tipine farklilasma potansiyeli olan hiicre
tiriidiir. Bununla birlikte, kok hiicre cogalmasi, istenmeyen bir hiicre tipinin, istenmeyen

bir yerde veya zamanda, dogal fizyolojik durum iizerinde zararh bir etkiye sahip olabilen

istenmeyen farklilasmasina da yol agabilir. Bu istenmeyen yanitlar1 onlemek igin, kok
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hlcreler uygun biyolojik ortamda farklilasma yaniti1 saglayan ayrintili mekanizmalar ve
kontrol noktalar1 gelistirmistir. Bliylime faktorleri ve sitokinler, hiicre-hiicre temaslari,
hlcre-hiicre dig1t matriks (ECM) temaslari ve fiziksel kuvvetler dahil olmak tizere kok hiicre

farklilasmasinda bir dizi faktoriin rol oynadigi gosterilmistir (Xu ve ark., 2019).

1.3 KOK HUCRE KAYNAKLARI

Multipotent kok hiicreler sinirli sayida hiicre tipine farklilasma yetenegine sahiptir.
Pluripotent kok hticreler ise, yetiskin viicutta bulunan hiicre tiplerinden herhangi birine
farklilasma yetenegine sahiptir. Pluripotent kok hiicreler embriyonik kok hiicrelerdir. Bu
durumda, kok hicre kaynaklar1 embriyonik kok hiicreler ile embriyonik kokenli olmayan

kok hicreler olarak ayrilmaktadir.

Embriyonik kokenli olmayan kok hiicreler, cesitli gelismekte olan fetal dokulardan veya
yetiskin fonksiyonel dokularindan tiiretilmektedir. Kadavradan elde edilen kok hiicreler,
fetal kok hucreler, plasenta ve gobek kordonu kok hicreleri bunlara 6rnektir. Ayrica,
noroektodermal ve ndroektodermal olmayan soylardan koken alan kok hicreler de
bulunmaktadir. Bu tiir kok hiicreler, yetiskin viicutta bulunan deri, kalp, kas, yag, kemik,
kan ve sinir gibi birgok doku ve organlarda meydana gelen hasarlarin onarmi ve

lyilesmesini saglamaktadir (Canto-Soler, Flores-Bellver ve Vergara, 2016).

Farklanma tiplerine
gore

otpotes | —
| Pluripotent | <—

Multipotent | «—

Embriyonik
kok hiicre
Oligopotent

f y y \ 4 l l l
| Mezensimal | Hematopoietik Noral Gastrointestinal Epidermal Hepatik Pankreatik

Sekil 2. Kok Hiicre Kaynaklart (EL Barky, 2017).
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1.3.1 Eriskin Kok Hiicreler

Yetiskin kok hiicreleri dogum sonrasi yasaminda viicutta bulunan farklilasmamis hiicrelerin
olusturdugu bir popiilasyondur. Sinirli bir farklilasma potansiyeline sahip olan veya tek bir
spesifik hiicre tipi liretebilen progenitor hiicrelerdir. Yetigskin kok hiicreler ayni zamanda
somatik kok hucreler veya doku kok hicreleri olarak da bilinir (Los, Skubis ve Ghavami,
2018). Her ii¢ germ katmaninin hiicre tiplerine farklilagabilen pluripotent kok hiicrelerin
aksine, yetiskin kok hiicreler, belirli bir dokunun ¢oklu hiicre tiplerine neden olur. Yapilan
calismalar yetiskin kok hiicrelerde farkli germ katmanindaki hiicrelerin birbirlerinden
tirevlendigini gostermektedir. Bu durum da yetiskin kok hiicrelerin plastisite 6zelliginin

korundugunu belirtmektedir (Hansen ve Inselman, 2011; Nambisan, 2017).

1.3.1.1 Mezenkimal Kok Hucreler

1970 yilinda Friedenstein ve arkadaslari kemik iliginin hematopoietik kok hiicre
popiilasyonu ve stromal hiicre popiilasyonu igerdigini kesfetmislerdir. Daha sonra,
1980’lerde Pittenger ve arkadaslar1 insan kemik iliginde mezenkimal potansiyele sahip olan
koloniler bulmustur ve multipotent kok hicreler olan bir stromal hicre alt populasyonu
icerdigini saptamustir (Mizukami ve Swiech, 2018). Ortamda bulunan farkli kosullar
sayesinde MKH’ler bulunduklari organlarda farkli bir goriiniim kazanma yetenegine
sahiptirler. MKH’lerin en biiyiik 6zelliklerinden biri ise hasarli dokuya go¢ edip dokuda
yapim ve onarimi saglamasidir. Boylece, bir¢ok organda bulunan hasar1 giderebilmektedir

(Lindner ve Schlenke, 2010; Caplan, 2017).
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Sekil 3. Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklart (Rui , 2019).



MKH’ler i¢in belirlenmis spesifik bir hiicre yiizey belirteci bulunmamaktadir. CD105,
CD90 ve CD73 belirteglerinin bulundugu CD45, CD34, CD14 ve CD11b gibi hematopoetik
belirteglerin bulunmadigi belirtilmistir. Ayrica MKH’lerin CD29, CD13, CD166, CD44 ve
trombosit kaynakli biiyiime faktorii bulundurduklari belirtilmistir. Standart kiiltiir
kosullarinda plastik ylizeye uyum saglamaktadir. Yiizeylerinde CD73 (SH3/4), CD90,
CD105 (SH2) gibi hematopoetik olmayan yiizey belirteclerini eksprese etmektedir. CD34,
CD45, HLA-DR, CD14 veya CD11b, CD79a veya CD19 gibi hematopoetik olan yiizey
belirteglerini eksprese etmemektedir. MKH’ler in vitro kosullarda osteoblastlar, adipositler

ve kondroblastlara farklilasabilmektedir (Fitzsimmons, Mazurek, Soos ve Simmons, 2018).

Su anda, diinya ¢apinda MKH kullanilarak tedavi edilmeyi amaglayan birgok kayitli farkl
klinik arastirma bulunmaktadir. Klinik 6ncesi ¢alismalarin ilerlemesiyle MKH'lerin hem
immiin hastaliklar hem de immiin olmayan hastaliklar dahil olmak (izere birgok hastaligin

tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir (Wei ve ark., 2013).

1.3.1.1.1 Adipoz Doku Kaynakh Mezenkimal Kok Hucreler

Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hucreler (ADKMKH) her vicut boélimunden
kolaylikla hasat edilebildikleri ve daha az morbiditeye sahip olduklari i¢in simdiye kadar
tanimlanan en umut verici kok hiicre tiiri kabul edilmektedir. Yag dokusu viicutta bol
bulundugundan dolayr ADKMKH’ler fazla sayida elde edilebilmektedir. Deri alti
(subkutan) yag dokusu ¢ok ¢abuk c¢ogalabilmesinden dolay1 klinik ¢alismalarda en ¢ok
tercih edilen ADKMKH kaynagidir. Bu hiicrelerin proliferasyon hizi ve kolay erisilebilir
olmasi aragtirmacilar igin ilgi odagi olmustur. Aymi zamanda, ¢esitli soylara
farklilagabilmesi hiicre terapisi ve doku mithendisligi alanlar1 i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir

(Si ve ark., 2019).

ADKMKH’ler mezoderm kokenli kok hiicrelerdir. ADKMKH’ler adipojenik, osteojenik,
kondrojenik, miyojenik, kardiyojenik ve ndrojenik gibi farkli soylara farklilagabilmektedir.
Ancak goz kapaginda bulunan yag doku néral krest ile benzer 6zelliklere sahip oldugu
bildirilmistir ve ektodermal kokenlidir (Nepali, Park, Lew ve Kim, 2018). izole edilen
adipoz dokusunda stromal vaskuler fraksiyon (SVF) bulunmaktadir. SVF, ADKMKH'ler,
pre-adipositler, endotel hcreleri, fibroblastlar, endotel progenitér hiicreleri, yerlesik

monositler/makrofajlar, perisitler, vaskiiler diz kas hucreleri, I6kositler, lenfositler ve
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eritrositler igerir. SVF yag hiicrelerinden uzaklastirilmaktadir. Adipoz dokularin bazi
kriterleri bulunmaktadir. Bunlar;

(1) Plastik ylizeye yapisma ozelligi gostermeli,

(2) Adipositlere, kondrositlere ve osteoblastlara farklilasma potansiyeli olmali,

(3) Molekdler yizey belirtecleri CD146, CD9, CD13, CD44, CD54, CD106,
CD166, CD29, CD73, CD90, CD105, CD117, CD140b ve HLA | eksprese etmesi ve

(4) CD19, CD45,CD133, CD144,CDl11b, CD14, CD31, CD34 ve CD79a. eksprese
etmemesidir (Francis, Duchi, Onofrillo, Di Bella ve Choong, 2018).

1.4 MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN iIMMUN SiSTEM UZERINDEKI
ETKILERI

Mezenkimal kok hiicreler rejeneratif tip ve doku tamiri alanlarinda 6nemli birer aday

olmalarinin yani sira, diger kok hiicrelerden farkli olarak, benzersiz bagisiklik 6zellikleri

tasimaktadir. Bircok organda transdiferansiye olma kapasitesi disinda, allojenik bariyerleri

gecmesine izin veren immiin-baskilayici etkileri bulunmaktadir (De Miguel ve ark., 2012).

MKH’ler ilk kez 2002°de Bartholomew ve arkadaslari tarafindan immiinsupresyonu moddile
etme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (Bartholomew ve ark., 2002). MKH'ler, B
hicreleri, T hiicreleri, dendritik hicreler (DC'ler), dogal 61diiriicii (NK) hiicreler, notrofil ve
monositler/makrofajlar dahil olmak tizere birgok ¢esit bagisiklik hiicresi ile etkilesime
girebilir. Prostaglandin E2 (PGE-2), indoleamin 2,3-dioksijenaz (IDO) veya nitrik oksit
(NO) gibi ¢ozlndr immun sekretomlar, MKH'ler tarafindan imminregilasyonu aktive
etmek i¢in immiin hiicrelere yanit verir. MKH'ler tarafindan iiretilen hiicre dis1 vezikiiller
M2 makrofajlarin ve diizenleyici T hiicrelerinin liretimini hizlandirirken, ayni zamanda
monositlerin olgunlagsmasini, T hiicreleri ve B hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilar. MKH'ler
ayrica inflamatuar ilerlemeyi dizenleme ve inflamatuar bolgelere yapisarak hasarl
hiicreleri ve dokular1 onarma yetenegine sahiptir. Son ¢aligmalar apoptotik, metabolik
olarak inaktive edilmis ve par¢alanmis MKH'lerin imminmodulator kapasitelere sahip

oldugunu gostermektedir (Wang, Yuan ve Xie, 2018; Weiss ve Dahlke, 2019).
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Sekil 4. Mezenkimal kok hiicrelerin imminmodilator 6zellikleri (Wang, Zhao ve Shi,

2012).

1.4.1 Graft Versus Host Hastaliginda Mezenkimal Kok Hiicre Uygulamasi

Graft versus host hastaligt (GVHD), donorden alici hastaya kok hiicreler ile birlikte nakil
edildikten sonra dondrden gelen immiin hiicreleri alici hasta konaginin dokularina
saldirdiginda ortaya ¢ikan bagisiklik durumudur. Kok hiicre nakli sonras1 dondrden alinan
saglikli T hiicreleri alici dokularma ciddi zarar vermektedir ve hayati tehdit eden bir
komplikasyon olarak tanimlanir. Bu sebepten dolayr immunsupresif ilaglar GVHD igin
ciddi 6nem tasimaktadir. Yapilan bircok klinik ¢aligma mezenkimal kok hiicrelerinin
bagisiklik sistemi hiicrelerinin proliferasyonunu ve sitotoksik aktiviteleri inhibe ettigi i¢in
GVHD tedavisinde etkili oldugunu bildirilmistir (Introna ve ark., 2014). GVHD tedavisinde
ilk kez mezenkimal kok hiicre kullanilmasi Le Blanc ve arkadaslari tarafindan basarili bir
sekilde gerceklestirilmistir. Steroide direngli akut GVHD tehsisi olan 9 yasindaki bir
cocukta haploidentik MKH infiizyonunun sonucununda hizli iyilesme oldugu bildirilmistir.
Yapilan farkli caligmalarda steroid direngli akut GVHD tedavisinde MKH kullanimi sonrasi
tamamen iyilesme oldugu bildirilimistir. Bu ¢alismalar sonucunda MKH’ler GVHD tedavisi

icin 6nemli bir ajan haline gelmistir (Amorin ve ark., 2014).

T hiicresi 6zel bir antijen sinyali ve genel bir sinyal aldiginda, sitokinler seklinde daha fazla
talimat alir. Bunlar, hiicrenin ne tip yanit verecegini tanimlar- yardimci T hiicreleri
durumunda, onlar1 Th1 tipine (sitokin IL-12'ye maruz kalan hicreler), Th2 (IL-4) veya IL-
17'ye (IL -6, IL-23). Bu hiicrelerin her biri, dokuda ve daha fazla bagisiklik tepkisi Uretmede

belirli bir gorevi yerine getirir (Jacobs ve ark., 2008).
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Ortaya ¢ikan hiicre popiilasyonu, patojenle basa ¢ikmak i¢in enfeksiyon veya inflamasyon
bolgesine taginir. Notrofiller, mast hiicreleri ve epitel hiicreleri gibi inflamasyonun doku
bolgesinde bulunan diger hiicreler de T hiicrelerinin daha fazla aktivasyonunu ve
proliferasyonunu indiikleyen sitokinleri, kemokinleri, kisa peptidleri ve diger molekiilleri

salabilir (Curtsinger ve Mescher, 2010).

Signal 1 Signal 2 Signal 3

T cell T cell T cell o
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Sekil 5. T hucre aktivasyonu igin gereken 3 sinyal (Gutcher ve Becher, 2007).

1.5 IMMUNSUPRESYON

Bagisiklik sistemi, patojenik mikroorganizmalar1 ve onlar1 barindiran hiicreleri ve dokulari
tespit etmek ve yok etmek i¢in uzmanlasmis ¢ok cesitli hiicre tipleri ve efektor molekiilleri
T ve B lenfositleri igerir. B hucreleri antikor tretmekte, T hucreleri ise yardimci ve
diizenleyici olarak ¢aligmaktadir. Bu son derece toksik koruyucu islev, siki bir diizenleme
thtiyacin1 ortaya ¢ikarir, boylece enfeksiyon tehlikesi gectikten sonra, sistem goreceli
sakinlesebilir ve daha fazla hasar 6nlenebilir. Bu regiilasyona, immin tepkiyi aktif olarak
baskilamak iizere uzmanlasmis hiicre alt gruplar1 ve immunsupresif molekiiller aracilik eder

(Ouyang, Rutz, Crellin, Valdez ve Hymowitz, 2011).

Immunsupresyon, bir immiin yanitin kasith olarak dnlenmesi veya azaltilmasidir. Bagisiklik
sistemini baskilayici ajanlarin uygulanmasindan veya bagisiklik hiicrelerinin kasith olarak
tikenmesinden ve ayrica yetersiz beslenme, kanserler ve HIV gibi bazi kronik
enfeksiyonlardan kaynaklanabilir. Immiinsupresyonun istenmeyen bir yan etkisi immiin
yetmezliktir. Immiinsupresyon, patojenik enfeksiydz ajanlarin temizlenmesine izin verirken
inflamasyonun yikici giiglerini dengeler. Immiinsupresyondaki basarisizliklar kendilerini
klinik olarak siddetli akut inflamasyon ve sitokin firtinalar1 seklinde ortaya cikarabilir ve

eger uygun sekilde kontrol edilmezse, sonugta 6liimle sonuglanabilir (Ben-Baruch, 2006).
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1.5.1 immiinsupresif Ajanlar

Organ nakli organ yetmezligi i¢in uygulanan en iyi tedavi seklidir. Ancak, organ nakli,
sirasinda olusabilecek istenmeyen durumlari Onlemek i¢in immdinsupresif ajanlarin
kullanimi Onerilmistir. Boylece, hastanin hayatta kalimi artar ve yasam kalitesi yiikselir.
Organ nakli sirasinda erken graft kaybinin yaygin bir nedeni olan akut allograft reddi
goriilmekte ve organ naklinin basarisiz olmasini saglamaktadir. Basarisizligi ortadan
kaldirmak i¢in immiinsupresif ajanlar kesfedilmistir. Mevcut immiinsupresif ilaclarla, bir

yillik graft sagkalimi1 %90 artmaktadir (Claeys, Vermeire ve Leuven, 2019).

1.5.1.1 Sunitinib ve Etki Mekenizmasi

Sunitinib, kicuk molekalll, cok hedefli bir reseptér tirozin kinaz (RTK) inhibitéradar.
Tirozin kinaz inhibitdrleri transplantasyonda umut verici bir terapotik bir ajan olarak kabul
edilmektedir. Yapilan c¢alismalar, tirozin kinaz inhibitorlerinin anti-inflamatuar ve
immunsupresif bir ajan oldugunu kanitlamistir (Dholakia, Fildes ve Friend, 2017). Tirozin
kinazlar, protein kinaz sinifinin énemli bir alt grubudur. Ozellikle onkoloji ve romatoloji
alanindaki klinik ¢alismalarda siklikla kullanilmaktadir. Tirozin kinaz iki ana alt gruptan
olusmaktadir. Reseptor kinazlar (RK), bir transmembran ile sitoplazmik katalik alana bagh
ve vaskiler endoteliyal biyume faktori (VEGF), epidermal buyime faktori (EGF) ve
trombosit turevli buylme faktori (PDGF) gibi ¢esitli biiytime faktorleri tarafindan aktive
edilen bir hicre dis1 ligand baglayici alan igermektedir. Reseptdr olmayan sitoplazmik
kinazlar (NRK) hiicre dis1 bir bilesene sahip degildir ve sitozol, ¢ekirdek ve plazma zarinin

i¢ ylzeyinde bulunur (Dholakia ve ark., 2017).

Sunitinib, vaskiler endoteliyal blylime faktori reseptori (VEGFR)-2, trombosit tirevli
blyume faktori reseptori (PDGFR) -, fibroblast biiyiime faktorii reseptorii 1 ve epidermal
buyime faktori reseptori dahil olmak tizere dort RTK'y1 giiclii ve segici bir sekilde inhibe
etme kabiliyetine sahiptir. Hem biyokimyasal hem de hicresel deneylerde VEGFR-1,
VEGFR-2, VEGFR-3, KIT (kok htcre faktort [SCF] reseptorl), PDGFR-a ve PDGFR-
b'nin glcll bir inhibitorii olarak tanimlanmistir. Bu reseptOrlerin timd, iyi farklilagmis
PNET'lerin anjiyogenezinde rol oynar. Molekiler formali C22H27FN40O2 ve molekiler
agirh@ 532,6 daltondur. Diger adi SU11248 olan Sunitinib, LO1XEO4 kodu ile

bilinmektedir.
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Sunitinib, biyokimyasal ve hiicre bazli deneylerde ¢oklu RTK'lar1 inhibe eder ve hayvan
deneylerinde gucli anti-anjiyogenez ve anti-tumor etkileri uygular. In vivo olarak,
Sunitinib, antitlimor etkilerine de katkida bulundugu diisiiniilen miyeloid tiirevi baskilayici
hiicreleri (MDSC) asag1 dogru diizenler. Arastirmalar sonucunda, VEGFR1-2-3, PDGFR-
a, PDGFR-y ve fibroblast biiylime faktorii reseptorii 1 aktivitelerine karst etkili oldugu
bildirilmistir. Ayrica transfeksiyon sirasinda yeniden diizenlenmis proto-onkogen cKIT
(KIT), fms ile iliskili tirozin kinaz 3 (FLT3), RET proto-onkogen ve koloni uyarici faktor 1
reseptoru de inhibe edilmektedir (Seandel ve ark., 2006).

VEGFR1 VEGFR2 VEGFR3

Antitumor effects

Sekil 6. Spesifik RTK'ler Sunitinib tarafindan bloke edilir (kimyasal yap1 gosterilmistir)
(Aparicio-Gallego ve ark., 2011).
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Sunitinib, FLT3 ve RET dahil olmak iizere antitiimor etkileri ile ilgili diger RTK'lar1 inhibe
edebilir. FLT3 siklikla akut miyeloid 16semide aktive edilir ve RET, medullar tiroid
karsinomlarinin gelisimine katkida bulunur. Yapilan klinik c¢alismalar dogrultusunda,
Sunitinib metastatik renal hicreli karsinom (MRCC) ve metastatik gastrointestinal stromal
tiimdr (GIST) tedavisinde etkilidir. Ayrica, Sunitinib lokal olarak ilerlemis veya metastatik
diferansiye olmus noroendokrin tiimorler (NET) (akciger, 6zefagus, tiroid, pankreas,
mesane karsinomlari, sarkomlar ve gliomalar gibi maligniteler) arasinda progresyonsuz

sagkalimin uzatilmasinda etkilidir (Delbaldo, Faivre, Dreyer ve Raymond, 2012).

1.6 OKSITOSIN VE HUCRESEL TEDAVIDEKI YERI
Oksitosin ilk kez 1906 yilinda Sir Henry Dale tarafindan kesfedilen 9 aminoasitten olusan

bir nonapeptiddir. Yunanca oxus (keskin) ve tokos (dogum) kelimelerinden olusur. 1953'te
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oksitosin, sekanslanan ve sentezlenen ilk polipeptit hormonu olmustur ve Vincent du
Vigneaud bu basarisi igin Nobel Odiilii kazanmistir (Magon ve Kalra, 2011).

Oksitosin, hipotalamusun paraventrikiler (PVN) ve supraoptik (SON) nukleuslarin
magnoseliiler noéronlar1 tarafindan sentezlenmektedir. Hipofizin posterior lobunda,
hipotalamustan kaynaklanan ve dolasimda salinmasi igin oksitosin salgilayan aksonal
cikintilar bulunur. Uretilen peptit daha sonra arka hipofiz bezinin aksonlarindan agag1 taginir

ve burada fonksiyonunu modiile etmek igin serbest birakilir (Kim ve ark., 2017).

Oksitosin/Oksitosin reseptorii (OT/OTR) sistemi, lireme/ dogum, annelik davranisi, sosyal
davranig, emzirme ve erektil disfonksiyon gibi bir¢ok fizyolojik ve patolojik siireclerde
onemli rol oynamakla birlikte merkezi ve cevresel eylemleri de yonlendirebilir (Love,
2013;Jones ve ark., 2017). Genellikle, OT/OTR'nin hamilelik ve dogum sirasinda
miyometriyumda 6nemli bir rol oynadig diisiiniilmektedir. OT/OTR'nin en bilinen etkisi
uterus kasilmalarini baslatmasidir, ancak desidua, amniyon ve koryon gibi diger gebelik
dokularindaki prostaglandin (PG) sentezini de etkiledigi belirtilmistir (Kim ve ark., 2017,

Jurek ve Neumann, 2018).

Gilinlimiizde, oksitosin sosyal iletisim becerilerini ve duygulari, otizmi, sizofreniyi
anlamaya yardimci olan bir noropeptid olarak kabul edilmektedir. Son ¢aligmalar, ndronal
fonksiyonun dizenlenmesinde ve norogenezin uyarilmasinda oksitosinin roliinii
gostermistir.  Yapilan c¢alismalarda, oksitosinin yetigkin beyninin hipokampusunda
norogenezi ve hiicre proliferasyonunu indiikledigi bildirildi. Oksitosin ayrica streslerin
hipokampal plastisite lizerindeki baskilayic1 etkilerine karsi da koruma saglamaktadir
(Jafarzadeh, Javeri, Khaleghi ve Taha, 2014). Gelecekte ise, oksitosin tedavisi ile obezitenin
Onlenebilecegine inanilmaktadir. Ayrica sentetik oksitosin, dogumun indiiksiyonu ve
dogum sonrasi uterus kanamasinin kontrolii i¢in kullanilmaktadir (Lawson, 2018).
Oksitosin tedavisi, kok hiicrelerde hiicre farklilasmasini kontrol eder. Oksitosin ve MKH
tizerinde yapilan birkag calismada oksitosinin  osteoblast/adiposit  dengesinin
diizenlendigine rastlanmistir. Ayrica; hiicre canliligi ve proliferasyonunun oksitosin tedavisi

sonrasi arttig1 gézlemlenmistir (Noiseux ve ark., 2012).
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GEREC VE YONTEM

2.1 HUCRE KULTURU CALISMALARI

Hiicre kiiltiirii; ticari olarak elde edilebilir olusu, etik sorun olusturmamasi, in vitro da
gerekli kosullar saglandiginda ¢ogalabilmesi, donmus stoklar halinde bir siire depolanabilir
olmasi, ¢ozme islemiyle tekrar kullanilabilir olmasi, ortamin kontrol altinda tutulabiliyor
olusu, hiicreler tizerindeki etkilerin dogrudan gézlemlenebilmesi gibi avantajlara sahiptir.
Bunun yaninda devam eden bir hicre kulturinde pasaj ilerledikge hucre tipi
degismeyeceginden homojenlik saglanmig olur yani in vitro da in vivo ya en yakin ortam
saglanir. Bu gibi avantajlari nedeniyle caligma kapsaminda test edilecek maddelerin in
vitro ortamda galisilmasina karar verilmistir. Bu amagla sigan adipoz doku kaynakli MKH
hatt1 (Cat. No: SCCO038, Millipore, Merck) ticari olarak temin edilmistir.

2.1.1 Hucrelerin Kultir Ortaminda Cogaltilmasi

Hiicrelerin kiiltiir ortaminda yasatilmasi i¢in gereken maddeleri iceren besiyeri %1
penisilin/streptomisin, %1 L-glutamin, %10 FBS (Cat. No: 10270-106) iceren DMEM/F12
medyumu (Cat. No: 11320033) kullanilmustir.

Sekil 7. MKH hiicrelerinin kiiltiire edilmesinde kullanilan besiyeri
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Hiicreler yatay konumdaki 75 cm?’lik filtreli kapakli flasklar (Cat. No: 430639, Corning)
icerisinde kiiltiir edilmistir. Yapilacak calismalarin gerektirdigi dogrultuda, hiicreler yeterli
saylya ulasana kadar gegen siirecte %95 nem ve %5 COz igeren etiivde (Thermo Electron
Corporation’s Class 100) 37°C’de inkiibe edilmistir. Ihtiyac¢ fazlas1 hiicreler daha sonraki

calismalarda kullanilmak (Gzere dondurulup, 86°C’de saklanmiglardir. Hucrelerin
canlilik ve proliferasyonlarmi1 g6zlemlemek amaciyla 151k mikroskobu (Olympus CH30,
Japan) kullanilmigtir. Hcrelerin ortam degisimi, pasajlama, dondurma ve ¢ozdirme ve
yapilacak analizler i¢in siirdiiriilmesi islemleri 30 dk. ultraviyole ile sterilize edilen laminar

hava akimli kabinde (ESCO Class Il, Biological Safety Cabinets) gergeklestirilmistir.

Sekil 8. 75 cm? lik flasklara ekilen sigan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok
hicreler.

2.1.2 Hiicre Canhihigimin Hesaplanmasi

Calismada hiicreler ¢oziildiikten sonra ya da hiicrelerin pasajlanmasi sirasinda total hiicre,

canli ve 6lii hiicre sayisina/yiizdesine ulasmak Tripan mavisi (Biological industries Cat.

N0:03-102-1B) yontemi uygulanmistir. Tripan mavisi ad1 verilen boya negatif yukli bir
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boyadir. Eger hilcre canli ise, boyanin hiicre icine girmesine izin vermeyeceginden
hicreler seffaf renkte goruniirken canli olmayan hucreler boyay: absorbe ederek mikroskop
altinda mavi renkte gorulurler. Canlilik testi i¢in 50 pl hucre ve 50 pl tripan mavisi
boyasi karistirilarak Neubauer lamina aktarilmistir. Neubauer laminda 1sitk mikroskobu
altinda bakilarak 4x4’liik karelerden olusan 4 adet alanda bulunan hiicreler sayilmis ve

ortalamalar1 hesaplanmistir. Hucrelerin canlilik yiizdelerini bulmak igin canli hucre

sayis1 toplam hiicre sayisina oranlanmistir. Canli hiicre sayisini diltisyon faktori ve 2x10%

ile carparak milimetredeki canli hiicre sayis1 hesaplanmustir.

2.1.3 Hucrelerin Pasajlanmasi

Pasajlanma islemine gecilmeden once hiicreler 1x PBS eklenerek yikanmig ve daha sonra
PBS uzaklastirilmistir. Hiicreleri ylizeyden kaldirmak amaciyla % 0,25°lik tripsin-EDTA
(Trypsin EDTA Solution, Cat. No: T4049, Sigma) hiicre yiizeyini kaplayacak sekilde flaska
eklenmis (3-4 ml) ve 4 dakika inkiibatorde bekletilmistir. Hiicreler ylizeyden ayrildiktan
sonra tripsini ndtrlestirmek amaciyla hizli bir sekilde tizerine serumlu besiyeri eklenmis ve
santrifiij tiiplerine alinarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi
sonunda supernatant uzaklastirilmis, hiicre pelleti taze besiyeri ile sispanse edilmistir.
Daha sonra hiicre sayimi gergeklestirilmis, hiicreler sayilarina bagli olarak uygun sayidaki

flasklara ekilmislerdir. Hlicreler ¢ogalma hizlarmma bagli olarak milimetredeki sayilari

10°- 100 araliginda kalacak sekilde pasajlanmis ayrica 2 gunde bir diizenli olarak ortam

degisimleri yapilmustir.
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Sekil 9. Sican adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hucrelerin besinci pasajdaki
mikroskop goérinumd.

2.1.4 Hiicrelerin Dondurulmasi

Deneylerde kullanilmayacak olan fazla hucreler, daha sonraki donemlerde yaslanma
etkisinden korunmasi igin dondurularak muhafaza edilmislerdir. Bu amagla dondurulacak
hicreler 15 ml’lik santrifuj tuplerinde 1200 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmislerdir.
Santrifij isleminden sonra supernatant uzaklastirilmis ve hiicre pelleti tekrar siispanse
edilmistir. Hucreler buz Uzerinde hazirlanan 1:9 oraninda (%10) DMSO (Dimetil
stlfoksit) (Cat. No: N182, Amresco), %90 FBS (Fetal Bovine Serum) (Cat.No: 10270-
106, Gibco) iceren karigim ile birlikte kriyotiiplere aktarilarak

-86°C’ye kaldirilmiglardir.

2.2 ETKEN MADDENIN KULLANIMA HAZIRLANMASI

Bu ¢alisma kapsaminda kullanilacak olan sunitinib (Sunitinib malate; Cat. N0.2097-25),
Biovision’dan temin edilmistir. Molekiiler agirhigi 398.47 g/mol olan Sunitinib son
konsantrasyonu 100 mM olacak sekilde 628 ul DMSO iginde ¢oziilmiistiir. Deneylerde
kullanilacak diger bir etken madde olan Oksitosin >99%, Sigma (Cat No: O4375)’dan temin
edilmistir. Oksitosin’in molekiiler agirlig 392,57 g/mol’diir ve 1 mg’1 kullanilarak son

konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde 1500 pl H20 igersinde ¢oziilmiistiir. Kullanima hazir
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hale gelen etken maddelerin ¢ozeltisi sigan ADKMKH’lara 1 nM ile 100 uM araliginda

uygulanmigtir.

Sekil 10. Deneysel galismada kullanilan etken maddeler (Oksitosin ve Sunitinib)

2.3 SITOTOKSISITE TESTLERI

Hdicre proliferasyonu, canlilig: ve sitotoksisitesini 6lgme amaciyla yapilan WST-1 (suda
¢oziinebilir tetrazolium tuzu) testinin ¢alisma prensibi temel olarak; proliferasyona ugrayan
hicrelerin  mitokondrilerinde bulunan dehidrojenaz enzim aktivitesinin artmasi ile
tetrazolyumu kullanarak formazan boya Uretmesi sonucu gorulen renk degisiminin
absorbans olarak ELISA okuyucu ya da spektrofotometre (4250 ve 620 nm) ile
olctilmesine dayalidir. Olgiilen absorbans degeri ne kadar yiiksek ise canli hiicre sayis
da o kadar yulksek olur. Hiicresel enzimler tetrazolium tuzlarini pargalar, bunun sonucunda
soluk sar1 renkli WST-1 boyas1 koyu turuncu formazan fiiriiniine dontismektedir. Sonug
olarak canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler turuncu renkte, 6lii ya da

mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler sar1 renkte goriilmektedir.
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Calisma kapsaminda ilk olarak doksanalti kuyucuklu plaklara 1 ml’de 5x10% hiicre
olacak sekilde 60 kuyucuga 100 pl hicre ekilip, Gzerine 100 pl besiyeri ilave edilmistir.
Ekilen hicreler 37°C, %5 CO, iceren etivde 1 gln inkube edildikten sonra besi yerleri
¢ekilmistir. Daha sonra sunitinib ve oksitosin etken maddeleri 1 nM ile 100 uM doz
araliginda her kuyucukta son hacim 100 pl olacak sekilde besiyeriyle birlikte hicreler
uzerine eklenmistir. Etken maddelerin uygulanmadigi son yatay siradaki hiicre grubu
Kontrol grubu olarak alinmistir. Etken maddelerin huicrelere eklendikten sonraki 24., 48.
ve 72. saatlerinde her bir kuyucuga 10 ul WST-1 sollsyonu (Cat.No: 11644807001,
Roche) eklenerek 15 dakikada bir Multiskan FC (Thermo) mikroplak okuyucusu
kullanilarak formazan boya olusumu fotometrik olarak o6l¢iilmiistiir. Sunitinib ve
oksitosin etken maddelerinin sigan ADKMKH uzerindeki ICsq degeri GraphPad (Prism)

yazilimi kullanilarak hesaplanmistir.

Tablo 1 Sitotoksisite testi plak plani

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 100uM 100uM Sunitinib
B 10uM 10uM Oksitosin
C 1uM 1uM Kontrol
D 100nM 100nM
E 10nM 10nM
F 1nM 1nM
G
H

2.4 KOMBINASYON GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Sunitinib ve oksitosin etken maddelerinin kombinasyonlarinin olas1 sinerjistik, additif,
notral veya antagonistik etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla 96 plaklara 1 ml’de 5x10*
hiicre olacak sekilde her kuyucuga 100 pl hiicre 100 pl besiyeri hacminde ekim yapilmistir.
Ekilen hicreler 37°C, %5 CO: iceren etlivde 1 giin inklibe edildikten sonra besiyerleri
cekilmis, yerine taze besiyeri igeren sunitinib ve oksitosin etken maddeleri ICso dozlart

dikkate alinarak farkli dozlarda her kuyucukta son hacim 100 pl olacak sekilde hucreler
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Uzerine eklenmistir. Etken maddelerin uygulanmadigi son yatay siradaki hiicre grubu
kontrol grubu olarak alinmistir. Etken maddelerin hiicrelere eklendikten sonraki 24., 48.
ve 72. saatlerinde her bir kuyucuga 10 pl WST-1 ¢ozeltisi eklenerek 15 dakikada bir
Multiskan FC (Thermo) mikroplak okuyucusu uygulanarak formazan boya olusumu

fotometrik olarak Olgtilmiistiir.

Tablo 2. Kombinasyon grubunun olusturulma plani.

1 2 3 | 4 5 6 7 8 9 |10 | 11| 12

A 100uM 100uM | 100uM Sunitinib
B 75uM 75uM | 100uM Oksitosin
C 50uM 50uM | 100uM Kontrol
D 25uM 25uM | 100uM Kombinasyon
E 10uM 10uM |100uM
F 100uM
G
H

Sunitinib igin; Oksitosin igin; Kombinasyon igin;

A: 100 uM A: 100 uM A: R 100 uM + U 100 um

B: 75 uM F: Ortam B:R 75 uM + U 100 uM

C:50 um C:R50 uM + U 100 um

D: 25 um D: R 25 uM + U 100 pM

E: 10 um E:R 10 uM + U 100 uM

F: DMSO F: Ortam

2.5 ANNEXIN V YONTEMI iLE APOPTOTIiK HUCRE ANALIiZi

Apoptoz analizi, ticari firmadan temin edilen FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit |
(Cat. 556547, BD) kullanilarak BD Accuri C6 flow sitometri cihazi ile yapilmistir. Anneksin
V hicrenin dis yizeyine transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir proteindir ve
floresan bir madde ile isaretlenerek apoptotik hticreyi gorinebilir hale getirmektedir.

Normalde canli hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiizeyinde fosfatidilserin (PS)
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bulunmaktadir. Apoptotik hiicrelerde bu molekiiller hiicre zarinin dis yiizeyine transloke

olmaktadir. Bu traslokasyon hiicre 6liimiiniin erken evrelerinde ger¢eklesmektedir.

Yapilan ¢alismada apoptoz analizi igin 6’11 plaga 1 ml’de 1X105 hicre olacak sekilde ekim
yapilmistir. 24 saat sonra ekim yapilan hiicrelere WST-1 testinde bulunan 1C5, dozunda
Sunitinib ve en ylksek doz olan 100 puM oksitosin etken maddeleri ve bunlarin
kombinasyonlart uygulanmistir. 25°lik flaskin sadece besiyeri degistirilmistir. Madde
uygulanmasi isleminden sonra hicreler 37°C, %5 CO, iceren etlivde 48 saatlik

inkiibasyona birakilmistir.

48 saatlik inkiibasyon siresi sonunda apoptoz analizinde kullanilmak Uzere her bir
kuyucuktaki supernatant pipet yardimryla ayr1 ayr1 15°lik falkon tiiplere aktariimistir. Once
her kuyucuga 1’er ml 1xPBS eklenerek yikama yapilmis ve bu PBS uzaklastirilmistir. Daha
sonra plakta yapisik halde bulunan hicrelerin %0,25°lik tripsin ile 4 dk inkubasyonu
sonucu kalkmalart saglanmistir. Hiicrelerin kalkip kalkmadiklart mikroskopla kontrol
edilmis ve kalkan hiicreler daha dnceden supernatantlarin alindig1 15°lik falkon tiplerine
eklenmis olup, tripsin inaktivasyonu i¢in lizerine serum iceren besiyeri koyulmustur. 15°1ik
falkon tlplerinde bulunan doért grup hiicre 300g’de 5 dk santriftijlenmistir. Santriflj islemi
sonrasinda supernatanti uzaklastirilarak 100 pl 1x Annexin V Binding Buffer, 5 pl Pl
ve 5 ul Annexin-FITC eklenerek oda sicakliginda ve karanlik ortamda 20 dk beklemeleri
saglanmigtir. Bekleme suresi sonunda eppendorflarin kapaklari kesilmis ve sirasiyla BD
Accuri C6 flow sitometri kullanilarak erken-ge¢ apoptoz, total apoptoz ve 6li hicre

sayilar1 hesaplanmistir.
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Sekil 11. BD Accuri C6 Flow Sitometri Cihazinin goriiniimii.

2.6 OKSIDATIF STRES ANALIZ PARAMETRELERI

Saglikli bir yasam siirdiirebilmenin temelinde hem hiicrenin hem de organizmanin oksidan-
antioksidan dengesi son derece dnemlidir. Oksidatif stres organizmada serbest radikal
olusumundaki artisga veya antioksidan sistemdeki yetersizlige bagli olarak
gelisebilmektedir. Oksidatif stres sebebiyle olusan reaktif oksijen metabolitleri lipit,
protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerini etkileyebilmekte ve onlara zarar verebilmektedirler.
Bu nedenle, serbest radikal Ureten reaksiyonlar ve antioksidan savunma biyolojik
sistemlerde 6nemli bir yer tutmaktadr. Lipit, protein ve DNA molekiillerinde olugan hasarin
onarilmasi; olusan serbest radikallerin etki alanlarindan toplanarak temizlenmesi; hicresel
kinaz kayiplarinin 6nlenmesi; serbest radikal treten kimyasal reaksiyonlarin durdurulmasi
ya da reaksiyon hizinin baskilanmasi organizmadaki antioksidan mekanizmalarindan

bazilaridir.
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Bu caligmada ise antioksidan 6zelligi gérebilmek amaciyla lipit peroksidasyonu (MDA),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz aktivitesi (CAT) ve superoksit dismutaz (SOD)

aktivitesi parametreleri kullanilmustir.

2.6.1 Lipit Peroksidasyonu (MDA) Ol¢iimii

Oksijenli ortamda bazen metabolizma reaksiyonu sirasinda, bazen de dis etkilere bagli
olarak ortaya ¢ikan lipoproteinlerde, oksijen kaynakli radikaller ve hiicre zarinda yer alan
lipitlerde oksidasyona neden olmaktadir. Reaktif bir radikalin, yag asitlerinin metilen
grubundan bir hidrojen atomunu koparmasi ile yag asitlerinin oksidasyonu baslamakta
ve bunun sonucunda da karbon merkezli radikaller olusmaktadir. Sonrasinda molekuler
oksijenin  baglanmas1 ile lipit hidroperoksitleri  ortaya ¢ikmaktadir.  Lipit
hidroperoksitlerinin yikimiyla da biyoaktif aldehitler olusumaktadir. Bunlardan baslicasi
malondialdehit (MDA)’tir. Bu bilesikler ya hiicre seviyesinde metabolize olur, ya da
difize edilerek diger hicrelerde hasara sebebiyet verirler. Lipit peroksidasyonunun
gostergesi olarak lipit hidroperoksitleri ve yikim maddesi olan diisiik molekiil agirlikli
MDA kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada lipit peroksidasyonunun él¢timd icin temin edilen Lipid Peroxidation (MDA)
Colorimetric/Fluorometric Assay Kit (Cat. No: K739-100, BioVision) kullanilmistir ve

firmanin &nerdigi prosedire bagh kalmmustir. Ornek hazirlamak icin buz Uzerindeki 1x100
sayidaki hiicre 300 pl MDA Lysis Buffer ve 3 pul BHT (X100) ile homojenize edildikten
sonra 13000 g’ de 10 dk santrifiijlenmistir.

MDA standart egrisi elde etmek amaciyla sirasiyla; 0.1 M MDA sollsyonu hazirlamak icin
10 pl MDA standart 407 pl distile su ile seyreltilmistir. Sonrasinda 0.1 M MDA
solusyonunun 20 pl’si alinarak 980 pl distile su ile seyreltilerek 2 mM MDA standart
solisyonu hazirlanmigtir. Kolorimetrik analizler igin eppendorflara 2 mM’lik MDA
standart’tan 0,2,4,6,8,10 pl konularak son volim 200 pl olacak sekilde distile su eklenmis
ve 0, 4, 8, 12, 16 ve 20 nmol standart elde edilmistir. Florometrik analizler i¢in ise 2 mM

MDA standard 10-kez dilue edilmistir. Daha sonra eppendorflara 0, 2, 4, 6, 8, 10 ul’lar
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0.2 mM MDA standart ve son hacim 200 ul olacak sekilde distile su eklenerek 0, 0.4,
0.8, 1.2, 1.6 ve 2.0 nmol standart olusturulmustur.

Daha sonra standart ve drneklerin bulundugu her vial’e 600 ul TBA eklenerek 959C"de
60 dk inkiibasyonu saglanmistir. Ornekler oda sicakligma getirilmek icin 10 dk buz
Uzerinde sogutulduktan sonra 200 ul’si pipetlenerek 96 kuyucuklu plaga eklenmistir.

Tablo 3. Lipit Peroksidasyonu 6l¢imi i¢in hazirlanan plak yerlesim plani.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sunitinib | Oksitosin Komb Knt

C |opl MDA/ 4 pl MDA | 8ul MDA | 12ul MDA | 16p1 MDA | 20l MDA

OO

<l <

DO

Sekil 12. Lipit Peroksidasyonu dl¢iimiinde kullanilan plak

Kolorimetrik analizler i¢in 532 nm’de, florometrik analizler igin EX/Em = 532/553 nm’de
okutulmuslardir (Ex: nanometredeki eksitasyon dalga boyu, Em: nanometredeki emisyon

dalga boyu).

Hesaplama ise C = [(A/ (mg veya ml)] x 4 x D = nmol/ml veya nmol/mg formulu ile
yaptlmugtir. (A: Standart egrideki 6rnek MDA miktari, mg: Kullanilan orijinal doku

miktari, ml: Kullanilan plazma volimd, D: Dilisyon faktori).

2.6.2 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Olcumii

Yapisinda dort selenyum (Se) atomu bulundurarak tetramerik bir enzim olan glutatyon
peroksidaz hiicrelerde sitozolde yer almaktadir. Hiicre igindeki gorevi hidrojen peroksit ile
hidroperoksitlerin indirgenmesini  saglamaktir. Bunu membran fosfolipitlerinden, lipit
hidroperoksitlere etki ederek yapmaktadir. Diger bir 6nemli fonksiyonu ise solunum

sirasinda serbest radikal zarar sonucu fagositik hicrelerin bozulmasimni engellemektir.
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GSH- Px aktivitesindeki azalma hidrojen peroksitin birikerek, hicre bozulmasina yol
agcmasina sebep olmaktadir. GSH-Px, hem lipit peroksidasyonunun baslamasini 6nlemekte,
hem de lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit hidroperoksitlerin metabolizmasini

saglamaktadir.

Yapilan bu ¢aligmada glutatyon peroksidaz 6l¢ciimi icin Glutathione Peroxidase Activity
Colorimetric Assay Kit (Cat. No: K762-100, BioVision) kullanilmigtir ve firmanin 6nerdigi

protokole bagli kalinmistir. Sirasiyla;
1. Ornek hazirlamak igin buz Uzerindeki 1x100 sayidaki hucre 0.2 ml soguk Assay

Buffer ile homojenize edildikten sonra 4%Cde 15 dk 10.000 g’de santrifiijlenmistir.
Daha sonra ¢alisma i¢in supernatant kismi toplanmis ve buz zerinde bekletilmistir.
Orneklerin 2- 50 pl’si 96 kuyucuklu plaga ekildikten sonra son volim 50 pl olacak
sekilde Assay Buffer eklenmistir.

2. NADPH standart egrisi i¢cin 1 mM NADPH standart olusturmak amaciyla 40 mM
NADPH soltsyonun 25 ul’si 975 pl distile su ile seyreltilmistir. 1 MM NADPH nin de 0,
20, 40, 60, 80, 100 ul’si kuyucukta 0, 20, 40, 60, 80,100 nmol standart olusturmak tzere 96
kuyucuklu plaga eklenmistir. Daha sonra son volim 100 pl olacak sekilde Assay Buffer
eklenmistir. Pozitif kontrol icin 5-10 pl GPx pozitif kontrol istenen kuyucuklara
eklendikten sonra Assay Buffer ile son volim 50 ul’ye tamamlanmistir. Reaktif kontrol
icin ise 50 pl Assay Buffer eklenmistir.

3.Her kuyucuk igin 33 ul Assay Buffer, 3 ul 40 mM NADPH soliisyon, 2 ul GR
soliisyon, 2 pl GSH soliisyon’dan olusan 40 pl’lik reaksiyon karisimi hazirlanmustir.
Her bir 6rnege 40 pl reaksiyon karisimi eklendikten sonra ornekler 15 dk inkibe

edilmiglerdir. GPx reaksiyonunu baslatmak icin her kuyucuga 10 pul Cumene

Hydroperoxide Solution eklenmistir. Her bir 0rnek 25°C°de 5 dk inkiibe edildikten
sonra 340 nm’de okutulmustur.

1. Hesaplama icin GPx aktivitesi = B/ (T2-T1) x Vx Ornek Dilisyonu =
nmol/dk/ml=mU/mL formilu kullanilmistir (B: T1 ve T2 arasinda nmol’deki azalan
NADPH miktar1, T1: ilk 6rnegin dk’daki ilk okunma am, T2: Ikinci &rnegin dk’daki

ikinci okunmasi, V: Reaksiyon kuyucugunda ml’deki islenmis 6rnek voliimil).
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Tablo 4. Glutatyon Peroksidaz 6l¢iimii igin hazirlanan plak yerlesim plani

1 2 3 4 5 6 8 9 10 11
E 0 uM 20pM 40pM  |6O0pM (80 pM {100 pM  [Sunitinib |Oksitosin [Komb Knt
NADPH [NADPH [NADPH |NADPH |NADPH |NADPH
F 0 uM 20pM 4OpM  |6OpM 80 M 100 uM
NADPH [NADPH [NADPH |NADPH |NADPH |NADPH

Sekil 13. Glutatyon Peroksidaz 6lgiimiinde kullanilan plak

2.6.3 Katalaz (CAT) Aktivitesi Olciimii

Bunyesinde hem bulunduran bir protein olan katalaz, H,O>’in ve hidroksil radikallerinin
(OH) olusumunu o6nlemek i¢in bunlarin molekiler oksijen ve suya cevrilmesini
katalizlemektedir. Hiicrede peroksizomlarda ve sitozolde bulunmaktadir. Katalaz —metil
hidroperoksit ve etil hidroperoksit gibi kiiciik molekillerin indirgenmesine yol acarken,

blyuk molekil agirlikls lipit hidroperoksitleri etkilemez.

Katalaz aktivitesini 6lgmek icin Catalase Activity Colorimetric/Fluorometric Assay Kit

(Cat. No: K773-100, BioVision) kullanilmistir ve firmanin onerdigi protokole bagl
kalinmustir. ilk olarak buz Uzerindeki 1x10° sayidaki hiicre 0.2 ml Soguk Assay Buffer

ile stspanse edildikten sonra 4°C’de 15 dk 10.000 g’de santrifiijlenmistir. Test icin
toplanan supernatant buz Gizerinde bekletilmistir.
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Tablo 5. Katalaz aktivitesi 6l¢timdi i¢in hazirlanan plak yerlesim plani
1 2 3 4 5 6 7 8 o 10

A ol 2ul Aul Gl Bl 10ul Sunitinib |Oksitosin[Komb  [Knt
(H202)  |[(H202)  (H202)  |[(H202)  |(H202)  |(H202)

s el Y P oo e T -
LEC 00000

Sekil 14. Katalaz aktivitesi 6lgtimiinde kullanilan plak.

Daha sonra 2-78 ul 6rnek veya 1-5 ul Pozitif Control Solution her bir kuyucuga eklenerek

son volim 78 pul olacak sekilde Assay Buffer ile tamamlanmustir.

H>O> Standart Egrisi olusturmak amaciyla da 20 mM H2O; i¢in 0.88 M H2O2’nin 5 pl’si
215 pl su ile dilue edilmistir. Daha sonra 1 mM H20: icin 20 mM H202’nin 50 pl’si
0.95 ml distile su ile dilie edilmistir. 1 mM H202 sollsyonun 0, 2, 4, 6, 8, 10 ul’si 0, 2, 4,
6, 8, 10 nmol/kuyucuk olmak Uzere 96 kuyucuklu plaga ekilmistir. Son volim Assay
Buffer ile birlikte 90 ul’ye getirildikten sonra her kuyucuga 10 pl stop soliisyonu

eklenmistir.

Katalaz reaksiyonunu baslatmak icin Sunitinib, Oksitosin, Kombinasyon ve Kontrol
grubu orneklerinin bulundugu kuyucuklara 12 pl taze 1 mM H2O2 eklenmistir. Ornekler
25°C’de 30 dk inkibe edildikten sonra reaksiyonu durdurmak icin tim kuyucuklara 10
pl Stop Sollsyonu eklenmistir. Her kuyucuk igin 46 ul Assay Buffer, 2 ul OxiRed™
Probe, 2 ul HRP soliisyon’dan olusan 50 pl’lik blyume karisimi hazirlanmistir. Her bir
ornege 50 pl biyiime karisimi eklendikten sonra 25°C’de 10 dakika inkiibe edilmislerdir.
Plak okuyucuda 570 nm’de okutulmuslardir.

Hesaplama Katalaz Aktivitesi = B/30xVx Ornek Dillisyon Faktori = nmol/dk/ml= mU/mL

formald ile yapilmistir. (B: H202 Standart Egri’sinden ¢6ziinmiis H202 miktari,
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V: Reaksiyon kuyucuklarina eklenen ml’deki islem gormis ©rnek volimi 30 :
Reaksiyonun 30. dk’s1)

2.6.4 Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Olguim

SOD, peroksit serbest radikalinin (O27) ve hidrojen peroksit (H20) radikallerinin molekdler
oksijene doniisiimiinii katalizleyen antioksidan bir enzimdir. Oksijenli solunum yapan tim
hiicrelerde bulunmaktadir. Sitozol ve mitokondrilerde bulunan bu enzim superoksit
radikallerini etkisizlestirirken, hiicreleri superoksit radikalinin zararlarindan Kkorur.
Dokularda oksijen basincinin (pO2) yukselmesi ile SOD aktivitesi artmaktadir. Fagosite
edilmis bakterilerin intraseluler olarak o6ldirilmesinde rol oynayan bu enzim ayni
zamanda grantlosit fonksiyonu igin 6nemlidir.

Superoksit dismutaz aktivitesini 6lcmek icin Superoxide Dismutase (SOD) Activity Assay
Kit (Cat. No: K335-100, BioVision) kullanilmistir ve bu analiz yapilirken firmanin

onerdigi prosedure bagh kalinmistir. Bu amacla énce homojenize hale getirilmis hicreler

4°C°de 5 dk 14000 g’de santrifiijlendikten sonra hiicre debrisi atilmistir.

Tablo 6. Superoksit dismutaz aktivitesi 6l¢limu i¢in hazirlanan plak yerlesim plani.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

S O Komb Knt S2 02 Komb2  [Knt2 Boslukl  [Bosluk3
Bosluk2  |Bosluk2 Bostuk?  [Bosluk2

—

4 k fk & ﬁ .MI?’ )
f @ I/Q./ &' L-ﬂ N A aﬁ*

Sekil 15. Superoksn dlsmutaz aktivitesi 6lgtimiinde kullanilan plak.

(Ornek= Sunitinib: S, Oksitosin: O, Kombinasyon: Komb, Kontrol: Knt, Bosluk2=S2,
U2, Komb2, Knt2)
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1. Orneklerin bulundugu kuyucuklara ve bosluk 2’lere 20 pl Sample Solution, bosluk 1 ve
bosluk 3’e 20 pl ddH20 eklenmistir.

2. Her kuyucuga 200 pul WST Working Solution eklenmistir.

3. Bosluk 2’lere ve bosluk 3’e 20 pl Dilution Buffer eklenmistir.

4. Orneklerin bulundugu kuyucuga ve bosluk 1’¢ 20 pl Enzyme Working Solution es

zamanl olarak eklenmistir.

5. Plak 37°C’de 20 dk inkiibe edilmigtir.

6. Ornekler mikroplak okuyucuda 450 nm’de okutulmustur.

(Abostuk1 — Abosiuks) = (Asmek — Abosluk2)
Hesaplama SOD Aktivitesi = x 100 formilu

(Avostuki — Abosluk3)

ile yapilmustir.
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2.7 ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME YONTEMI

BD Accuri C6 flow sitometri cihazi ile elde edilen 6li hiicre ylzdesi, apoptoz/6li hiicre
yuzdesi, erken apoptoz yiizdesi, canli ylizde hiicresi, eliza plaklarinin okutmasi yapilan katalaz
aktivitesi, SOD (% inhibisyon), MDA, GPx icin her gruba ait veriler Microsoft Office Excel
2010 versiyonu {izerine yazilarak, IBM SPSS Statistics 23.00 (Statistical Package for Social
Sciences) programinda yaratilan veri tabanina aktarildi ve istatistiksel analizler kullanilan bu
program araciligla yapilmistir. Siirekli degiskenler ile ilgili; ortalama, standart sapma ve hata,
minimum ve maksimum degerleri ve ortalamalar i¢in %95 giiven araliklar1 sunulmustur.
Oncelikle 2x2 faktoriyel ANOVA uygulandi. Ancak iki faktor arasinda etkilesim (interaction)
anlamli bulundugu i¢in 4 grup olusturulup tek yonlii varyans analizi uygulandi. Coklu
karsilastirmalar sonrasi gruplarin ikili analizi i¢in Dunnett T3 yontemi kullanilmistir. Tiim
hipotez kontrolleri 0,05 6nem seviyesinde gerceklestirilmis, yani p<0,05 anlamli kabul

edilmisgtir.
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BULGULAR

3.1 SUNITINIB VE OKSITOSININ SICAN ADKMKH HATTI UZERINDEKI
SITOTOKSIK ETKISININ DEGERLENDIRILMESI

Sunitinib ve oksitosin etken maddelerinin sigan ADKMKH hiicre hatti izerindeki sitotoksik

etkilerinin belirlenmesi amaciyla {i¢ giin ve li¢ tekrarli olacak sekilde kurulan WST-1 testi

kullanilmigtir. Sunitinibin sigan ADKMKH proliferasyonunu %50 oraninda inhibe eden

dozu yani ICsp degeri GraphPad (Prism) yazilimi uygulanarak 48. saatte 44,57 uM olarak

hesaplanmistir. Oksitosinin sican ADKMKH {izerindeki sitotoksik etkisi belirlenememistir.

100 uM’lik doza kadar hiicreler iizerinde sitotoksik etkisi bulunmamaktadir.

Sunitinib Oksitosin
100 M 100 A
72h 72h
80 48h 80 48h
24h
24h =
= = 60+
= 601 c
j= ©
S © 404
40 1 B
B
204
20
0
0 10" 102 10° 102 10*
104 1072 10° 102 104 Doz (log uM)

Doz (log uM)

Grafik 1. Kok hicrelerde Sunitinib ve Oksitosinin sitotoksik etkisi

Sunitinib ve oksitosin kullanimi ile olusturulan kombinasyon grubundaki etki

degerlendirildiginde 100 uM oksitosin ile birlikte uygulandiginda ICso dozu 8,30 uM olarak

belirlenmistir.
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Grafik 2. ADKMKH’lerinde sunitinib ve oksitosin kombinasyon dozlari.

3.2 ANNEXIN V YONTEMI iLE YAPILAN APOPTOZ ANALIiZi BULGULARI

ADZ KONTROL
e Gate: (P5in all)
s 301-UL @1-UR
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Grafik 3. Accuri C6 Flow Sitometri cihazi ile yapilan 6lgiimlerin gruplara gore dagilimi
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Accuri C6 cell analyzer ile yapilan dl¢iimler ve yapilan hesaplamalar dogrultusunda etken
maddeye maruz kalmayan kontrol grubundaki hiicrelerde 6l hicre ylzdesi 1,03, canli hiicre
yuzdesi 98,97 olarak hesaplanmistir. Oksitosin grubundaki hiicrelerde 6lii hiicre yiizdesi 2,59,
canli hiicre yiizdesi 97,41 olarak hesaplanmistir. Sunitinib grubunda erken apoptoz orani
%?7,69; gec apoptoz oran1 %4,31, 610 hiicre % 8,10, canli hiicre %79,90 olarak hesaplanmustir.
Kombine grup sonuglarinda ise erken apoptoz orani %3,90, ge¢ apoptoz orant %1,34; 0li

hiicre ylzdesi 7,81; canli hiicre yiizdesi 25,5 olarak 6l¢tilmiistiir.
- -
. -

Sekil 16. Annexin V boyamasi sonrasi deney gruplarinin mikroskopik olarak gosterilmesi.

A. Kontrol grubu B. Oksitosin grubu C. Sunitinib grubu D. Kombine grup. Kirmizi boyanan
hiicreler canli, yesil renkli hiicreler 6lii hiicreleri gostermektedir. Kontrol-Oksitosin gruplari

arasindaki fark anlamlidir (p<0,001). En az canli hiicre Sunitinib grubunda gézlemlenmistir.
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® analizi ile

Annexin V ile yapilan immiinfloresans incelemede Sunitinib grubunda Muse
benzer sekilde boyanan hiicre sayisi yiikksek olarak saptanmistir. Oksitosin ve Kombine
grupta ise benzer goriinlimde ve yakin sayilarda Annexin V pozitif hiicre sayis1 elde

edilmistir.

3.3 HUCRE CANLILIK ANALIZLERININ ISTATISTiKSEL
DEGERLENDIRILMESI
3.3.1 Nekrotik Hicre Yuzdesi

—_— —

BO0
S
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=
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3
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w400
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8 200
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Kontrol Oksitosin Sunitinib Kombine

Grup

Grafik 4. Nekrotik hiicre yiizdesi istatistiksel grafigi.

Sunitinib ve Kombine grup arasi hari¢ diger gruplar arasi istatistiksel olarak anlamlidir

(p<0,0001). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda oksitosin etkisi de anlamlidir.
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3.3.2 Geg Apoptoz/Olii Yizdesi
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Grafik 5. Geg apoptoz/olii ylizdesi istatistiksel grafigi.

Kontrol ve oksitosin gruplart istatistiksel olarak anlamli degildir (p=1.000). Geg apoptoz/dlii
hiicre yiizdesi oran1 Kontrol-Sunitinib; Kontrol-Kombine, Oksitosin-Sunitinib; Oksitosin-

Kombine; Sunitinib-Kombine gruplar arast anlamlidir (p< 0.0001).
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3.3.3 Erken Apoptoz YUzdesi
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Grafik 6. Erken apoptoz ylizdesi istatistiksel grafigi.

Kontrol-Oksitosin arasi anlamli degildir (p=1.000). Gruplar arasinda ikili farklarin timii
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Kontrol-Sunitinib; Kontrol-Kombine, Oksitosin-

Sunitinib; Oksitosin-Kombine; Sunitinib-Kombine gruplari arasi anlamlidir (p<0.0001).
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3.3.4 Canl Hiicre Yiizdesi
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Grafik 7. Canli hiicre yiizdesi istatistiksel grafigi.

Gruplar arasinda ikili farklarin tiimii istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001). Kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda oksitosin etkisi de anlamlidir. Kombine grupta oksitosin etkisi
Sunitinib etkisini baskilamistir. En az canli hiicre sayisi, Sunitinib grubunda

gozlemlenmistir.
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3.4 OKSIDATIF STRES ANALiZ PARAMETRELERI BULGULARI
3.4.1 Lipit Peroksidasyonu (MDA) Ol¢limii Bulgusu
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Grafik 8. MDA standart egrisi
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Grafik 9. MDA aktivitesi grafigi
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Grafik 10.

3.4.2 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Ol¢limii Bulgusu
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Grafik 11 . NADPH standart egrisi.
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Total Glutatyon
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Grafik 12 . Total glutatyon grafigi

Total Glutatyon

Kontrol

Kontrol

Grafik 13. Total glutatyon kat degisimi grafigi
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3.4.3 Katalaz (CAT) Aktivitesi Olgimi Bulgusu
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Grafik 14. H202 standart egrisi
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Grafik 15. Katalaz aktivitesi grafigi

50



1.03

CAT Activity

1.03
1.02

1.02

isimi

1.01
1.01
1.00 -
1.00 -
0.99 -
0.99 -+

Kat deg

S

0

S+0

Grafik 16. Katalaz aktivitesi kat degisim grafigi

3.4.4 Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Olgiimii Bulgusu
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Grafik 17. SOD aktivitesi.
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Grafik 18. SOD aktivitesi kat degisimi grafigi

3.5 OKSIDATIF STRES PARAMETRELERININ ISTATISTIiKSEL

DEGERLENDIRILMESI
3.5.1 Lipit Peroksidasyon (MDA) Dizeyi

300

200

00

95% CI MDA (nmolimg)

oo

-100

Kontrol Oksitosin Sunitinib
Grup

Grafik 19. MDA diizeyi istatistiksel grafigi (p=0.001).

Kombine
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Kontrol grubunda degiskenlik olmadigi i¢in analize alinmadi. Diger {i¢ grup igin
hesaplanan giiven araliklarina gore incelendi. MDA diizeyi bakimindan Kontrol-Sunitinib
(p<0,05); Kontrol-Kombine ve Kontrol-Oksitosin (p>0,05) aras1 fark anlamsizdir;
Oksitosin-Sunitinib  (p=0,010); Oksitosin-Kombine (p=0,032); Sunitinib-Oksitosin
(p=0,006) gruplar1 aras1 fark anlamlidur.

3.5.2 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) diizeyi
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Grafik 19. GSH-Px diizeyi istatistiksel grafigi.

GPX dizeyi 6l¢limlerinde Sunitinib grubunda iki tekrar arasinda degiskenlik olmadigi i¢in
analize alinmadi. Diger U¢ grup i¢in hesaplanan giiven araliklarma gore incelendi. GPX
duzeylerinde Sunitinib ile Kontrol, Oksitosin ve Kombine gruplari arasinda (p<0,05 gliven
araliklariin disinda kaliyor) farklar anlamli bulundu. Kontrol-Oksitosin (p=0,001), Kontrol-

Kombine ve Oksitosin-Kombine (p<0,001) gruplari aras1 farklar anlamli bulundu.
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3.5.3 Katalaz (CAT) duzeyi
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Grafik 20. Katalaz diizeyi istatistiksel grafigi.

Oksitosin grubunda degiskenlik olmadigi i¢in analize alinmadi, diger ti¢ grup i¢in hesaplanan
gliven araliklarma goére incelendi. Katalaz diizeyleri bakimindan Oksitosin-Kontrol ve
Oksitosin-Sunitinib arasindaki fark anlamsizdir (p>0,05). Oksitosin-Kombine gruplari
arasinda anlamli (p<0,05); Kontrol-Sunitinib (p=0,062) ve Sunitinib-Kombinasyon (p=0,103)
arasindaki farklar anlamsizdir. Kontrol-Kombine (p=0,032) gruplar1 arasi fark anlaml

bulundu.
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3.5.4. Superoksit Dismutaz (SOD) duzeyi
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Grafik 21. SOD diizeyi istatistiksel grafigi.

SOD diizeyleri bakimindan kontrol ile diger ti¢ grup arasinda farklar anlamli bulunurken,
diger gruplar arasinda hig bir ikili farklilik anlamli bulunmadi. Elde edilen p degerleri;
Kontrol-Oksitosin ve Kontrol-Kombine (p<0,001) Kontrol-Sunitinib (p=0,001), Oksitosin
Sunitinib (p=0,766), Oksitosin-Sunitinib (p=0,071), Sunitinib-Kombine (p=0,272) olarak
gerceklesmistir.
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Tablo 7. Hiicre canliligr analizlerinin istatistiksel degerlendirme tablosu.

Nekrotik hiicre = Erken Apoptotik

Grup Canli Hiicre % % % Gec apoptotik %
Kontrol Mean 97,75000 0,00000 2,15000 0,10000
N 2 2 2 2
Std. Deviation 0,070711 0,000000 0,070711 0,000000
Median 97,75000 0,00000 2,15000 0,10000
Minimum 97,700 0,000 2,100 0,100
Maximum 97,800 0,000 2,200 0,100
Range 0,100 0,000 0,100 0,000
Oksitosin Mean 81,15000 0,10000 17,55000 1,10000
N 2 2 2 2
Std. Deviation 0,070711 0,000000 0,070711 0,000000
Median 81,15000 0,10000 17,55000 1,10000
Minimum 81,100 0,100 17,500 1,100
Maximum 81,200 0,100 17,600 1,100
Range 0,100 0,000 0,100 0,000
Sunitinib Mean 20,50000 0,70000 53,30000 25,50000
N 2 2 2 2
Std. Deviation 0,000000 0,000000 0,141421 0,141421
Median 20,50000 0,70000 53,30000 25,50000
Minimum 20,500 0,700 53,200 25,400
Maximum 20,500 0,700 53,400 25,600
Range 0,000 0,000 0,200 0,200
Kombine Mean 25,50000 0,70000 29,20000 44,50000
N 2 2 2 2
Std. Deviation 0,000000 0,000000 0,141421 0,141421
Median 25,50000 0,70000 29,20000 44,50000
Minimum 25,500 0,700 29,100 44,400
Maximum 25,500 0,700 29,300 44,600
Range 0,000 0,000 0,200 0,200
Total Mean 56,22500 0,37500 25,55000 17,80000
N 8 8 8 8
Std. Deviation 36,118406 0,349489 19,964039 19,743932
Median 53,30000 0,40000 23,35000 13,25000
Minimum 20,500 0,000 2,100 0,100
Maximum 97,800 0,700 53,400 44,600
Range 77,300 0,700 51,300 44,500
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Tablo 8. Biyokimyasal parametrelerin istatistiksel degerlendirme tablosu.

SOD (%
Grup Katalaz Aktivitesi inhibisyon) MDA (nmol/mg)  GPX(mU/ml)
Kontrol Mean 5,60000 6,94350 0,02000 15,51000
N 2 2 2 2
Std. Deviation 0,014142 0,004950 0,000000 0,014142
Median 5,60000 6,94350 0,02000 15,51000
Minimum 5,590 6,940 0,020 15,500
Maximum 5,610 6,947 0,020 15,520
Range 0,020 0,007 0,000 0,020
Oksitosin Mean 5,61000 -0,74372 0,07500 14,21500
N 2 2 2 2
Std. Deviation 0,000000 0,005261 0,007071 0,007071
Median 5,61000 -0,74372 0,07500 14,21500
Minimum 5,610 -0,747 0,070 14,210
Maximum 5,610 -0,740 0,080 14,220
Range 0,000 0,007 0,010 0,010
Sunitinib Mean 5,68000 -0,75872 0,17500 5,67000
N 2 2 2 2
Std. Deviation 0,014142 0,015952 0,007071 0,000000
Median 5,68000 -0,75872 0,17500 5,67000
Minimum 5,670 -0,770 0,170 5,670
Maximum 5,690 -0,747 0,180 5,670
Range 0,020 0,023 0,010 0,000
Kombine Mean 5,74500 -0,70789 0,00350 5,41000
N 2 2 2 2
Std. Deviation 0,007071 0,002984 0,009192 0,014142
Median 5,74500 -0,70789 0,00350 5,41000
Minimum 5,740 -0,710 -0,003 5,400
Maximum 5,750 -0,706 0,010 5,420
Range 0,010 0,004 0,013 0,020
Total Mean 5,65875 1,18329 0,06838 10,20125
N 8 8 8 8
Std. Deviation 0,063118 3,555338 0,071821 5,008038
Median 5,64000 -0,72500 0,04500 9,94000
Minimum 5,590 -0,770 -0,003 5,400
Maximum 5,750 6,947 0,180 15,520
Range 0,160 7,717 0,183 10,120
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TARTISMA

Yapilan bu deneysel ¢alismada, organ ve doku nakillerinde kullanilan imminsupresif ajan
olan sunitinibin sigan ADKMKH (izerindeki etkileri ve antioksidan bir ajan olan oksitosinin
sunitinibin olusturdugu toksik etkinin azaltilmasi i¢in yeni bir ajan olarak kullanilma olasilig1

arastirilmastir.

Sunitinib ki¢lk molekulll, cok hedefli bir reseptor tirozin kinaz (RTK) inhibitéridur ve renal
hicreli karsinom, gastrointestinal stromal tumor (GIST), endokrin pankreas kanseri gibi
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Sunitinib, tiimoér hiicresinin biiyiimesini etkiler
ayni zamanda anjiyogenezde de 6nemli rol oynar. Sunitinib, VEGFR-1 ve 2, PDGFR-a ve -
B, c-KIT-reseptori ve Flt-3 dahil olmak tizere ¢oklu boliinmiis kinaz alan RTK'larini inhibe
eder. Tirozin kinaz inhibitoriiniin APC'lerin ve T lenfositlerin fonksiyonu ve gelisimi lizerinde
olumsuz etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Hipp ve ark., 2008). Sunitinib, tirozin kinazlarin
adenozin trifosfat (ATP) baglayic1 oyugu ile etkilesime girer ve rekabetci bir ATP inhibitorii
olarak islev gOriir. Sunitinib, vaskiiler gecirgenlikte, yeni kan damar1 olusumunun
inhibisyonunda ve mevcut timor damarlanmasinin gerilemesinde énemli bir azalmaya neden
olur (Papaetis ve Syrigos, 2009). Tiimér hiicre cogalmasini ve go¢iinii ortadan kaldirir ve Rb
fosforilasyonunu azaltir, bu da GO/G1 fazinda bir hiicre dongiisii durmasina neden olur (Diaz,

Nguewa, Redrado, Manrique ve Calvo, 2015).

Hiicre hatlarindaki ¢aligmalarda, sunitinibin vaskiler endoteliyal biylme faktori (VEGF),
fibroblast biliylime faktorii ve PDGF stimiilasyonuna yanit olarak ligand bagimli RTK
fosforilasyonunu, insan endotel hiicreleri ve fare fibroblastlarinin proliferasyonunu inhibe
ettigi bildirilmistir. GIST hiicre hatt1 kullanilarak yapilan ¢aligmalarda sunitinib, bu hiicrelerde
KIT'in fosforilasyonunu inhibe ederek biiyiime durmasi ve apoptoz ile sonuglandi (Seandel

ve ark., 2006).

Yapilan in vivo deneylerde, hayvanlarda timor olusturulduktan sonra oral olarak sunitinib
verilmistir. Ksenograft olarak yerlestirilen bir¢cok tiimor biiyiimesi inhibe edilmistir. VEGFR-
2 ve PDGFR-y eksprese eden timorlerde sunitinib, bu reseptorlerin ve kaskattaki

fosforilasyonunu 6nemli 6lglide inhibe etmektedir.
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Imminsupresif ajanlarin tiimii toksisite etkisine sahiptir. Bu yiizden tedavilerde genellikle
farkli doz uygulamalar1 yapilmaktadir. Sunitinib ¢ok hedefli bir ilagtir ve bu da iliskili hedef
dis1 ve genis spektrumlu aktivite, onlara benzersiz bir toksisite profili saglar. Ornegin; timér
hucreleri Uzerindeki sitotoksik etkisini, normal hicreler Uzerinde de strdurmesi, tedavideki
kullanim1 agisindan olumsuz bir 6zelliktir. Bdylece, Sunitinibin bagisiklik sistemi iizerindeki
etkilerinin ve antijene 6zgl immin tepkilerinin induksiyonunun analiz edilmesi ilerleyen

klinik ¢alismalar i¢in 6nemlidir (Lemmon ve Schlessinger, 2010).

Litaretiire bakildiginda, sunitinibin mezenkimal kok hucreler tizerindeki toksik etkisini konu
alan bir ¢alismaya rastlanmamaktadir. Ancak yapilan bir ¢alismada sunitinib benzeri bir
tirozin kinaz inhibit6rii olan imatinib’in insan mezenkimal kok hiicrelerin proliferasyonunu

inhibe ettigi gosterilmistir (Jonsson ve ark., 2012).

Mezenkimal kok hucreler (MKH) kemirgenlerden insanlara kadar birgok farkli eriskin
canlilarin dokularinda bulunur. MKH’ler etik sorun olusturmadiklar1 ve kolay erisilebilir
oldugundan dolay1 hiicre terapisi, rejeneratif tip ve doku onarimi gibi alanlarda arastirmacilar
tarafindan tercih edilmektedir. Ayrica, MKH’lerin immiinsupresif 6zelliklere sahip oldugunu
kanitlanmistir (Res, 2009). Kemirgenler, tavsanlar ve babun maymunlarinda kemik iligi, deri,
kalp ve kornea nakli, GVHD, hepatik ve bobrek yetmezligi, akciger hasari, multipl skleroz,
romatoid artrit, diyabet ve lupus hastaliklar1 i¢in klinik Oncesi c¢alismalar yapilmistir. Bu
caligmalardan bazilarinin 6n sonuglari, su anda yiirtitiilmekte olan insan klinik denemelerine
yol agmustir. Bunlar arasinda Crohn hastaligi, tilseratif kolit, multipl skleroz ve tip 1 diabetes
mellitus gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisi; allogreft reddinin 6nlenmesi ve kemik iligi ve
bobrek greftlerinin hayatta kalmasiin arttirilmasi ve direngli GVHD'nin tedavisi yer

almaktadir (De Miguel ve ark., 2012).

In vitro ¢alismalar MKH'lerin lenfositler iizerinde dogrudan bir immiinmodiilator etkisi
oldugunu gostermistir. MKH'lerin  lenfositlerle  birlikte  kilttrlenmesi  sirasinda,
aktiflestirilmis CD4+ ve CD8+ T hucrelerinin ve B-lenfositlerin baskilanmasi gozlenmistir.
Ek olarak, MKH'ler, tum0r nekroz faktori (TNF)-a ve interferon (IFN) -y gibi T-lenfositler
tarafindan sentezlenen pro-inflamatuar sitokinlerin seviyesini azaltir ve anti-inflamatuar
sitokinlerin, Ornegin IL-4'nin sentezini arttirir. MKH'lerin varliginda, saf CD4+ T

lenfositlerinin T yardimeci hiicrelere (Th 17+) lenfositlere farklilagsmasinin inhibisyonu
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goOzlenirken, CD4+ CD25+ diizenleyici T hiicrelerine dogru farklilasan T hiicrelerinin
yiizdesinin arttig1 bulunmustur. MKH’ler aktiflestirilmis B hiicreleri tarafindan salgilanan
immunoglobulin (Ig) M, IgG ve IgA smiflar1 gibi immiinglobulinlerin sentezini sinirlama ve
boylece bu hicrelerin plazma hicrelerine farklilasmasini engelleme yetenegine sahiptir.
Ayrica, kemokinlerin ve reseptorlerinin B lenfositlerinin yiizeyindeki ekspresyonunu azaltir
boylece goc yetenekleri tzerinde olumsuz bir etkiye sahiptir (Andrzejewska, Lukomska ve
Janowski, 2019).

In vivo c¢aligmalar, MKH'lerin bagisikligi olan hastaliklarda ve nakledilen dokunun
reddedilmesinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermistir. Allojeneik kok hiicre naklinden
kaynaklanan hayati tehdit eden bir komplikasyon olan GVHD’de MKH hiicrelerinin
infiizyonu steroide direngli GVHD'de umut verici sonuglar gostermistir. MKH'lerin dogustan
gelen ve uyarlanabilir bagisiklik hiicrelerini baskiladigi gosterilmistir (Williams ve Hare,
2011).

Yapilan bir ¢alismada, GVDH fare modelinde MKH'lerin immiinsupresif etkisinin, alicinin
sitotoksik T hiicresi aktivitesine bagli oldugu bildirilmistir. Alicidaki yiiksek sitotoksik T
hiicrelerinin MKH apoptozunu indiikledigi ve apoptotik MKH'lerin alicinin fagositleri
tarafindan temizlendigi bulunmustur. Bu calismada, GVHD hastasinin T hiicrelerinin
MKH'lere kars1 sitotoksik aktivitesinin, klinik yanitla pozitif korelasyona sahip oldugunu

dogrulanmistir (Godoy ve ark., 2019).

MKH'lerde yer alan bircok sinyal yoluna, immunmodulator etkiler, ¢ozinebilir faktorlerin
aracilik ettigi icin, MKH'den kaynaklanan eksozomlara sahip olanlar gibi hicresiz terapi
stratejileri de dikkate alinmaktadir. Eksozomlar, sitokinler, mRNA'lar ve diizenleyici
miRNA'lar gibi 6nemli aktif molekiilleri tagtyabilir. Kemik iligi MKH'leri tarafindan salinan
eksozomlarin, CD4+ T hiicrelerini inhibe ederek, inflamatuar sitokinleri azaltarak ve Treg
hlcrelerini eksprese eden IL-10'u artirarak farelerde GVHD'yi iyilestirdigi bildirilmistir
(Godoy ve ark., 2019).

Yapilan birgok arastirma ADKMKH’lerin hem in vitro hem de in vivo iyilesme hizini
artirabilecegini ve iyilesme siiresini azaltabildigini géstermistir. ADKMKH'ler, keratinositler,

fibroblast benzeri hiicreler ve endoteliyal hiicreler gibi spesifik hiicre soylarina, biiylime
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faktorleri ve sitokinlerin salinmasiyla birlikte, anjiyogenezi, gelisimi, fibroblastlarin gogiinii,
fibronektin ve kollajen iiretimini tesvik etmektedirler. Ayrica adipoz kokenli bu hiicreler T-
hiicresinin yani sira IL-10 salgilanmas1 ve aktivitesi ile bagisiklik sisteminin dengesinin

korunmasina yardimci olmaktadir (Chu ve ark., 2019).

Cesitli hiicre tipleri oksitosin kullanimi sayesinde oksidatif strese direngli hale gelmektedir
(Szeto ve ark., 2008). Oksitosin tedavisi, ayrica kok hiicre farklilasmasini da kontrol eder.
Boylece, hiicresel terapi uygulamalari igin 6nemli sonuglara sahip olabilir. Oksitosin ile
hazirlanmis kok hiicreler, hasarli ortam1 optimize ederek destekleyici bir rol oynayabilir ve
hiicre yanitin1 degistirerek iyilesmeyi hizlandirabilir (Cattaneo, Lucci ve Vicentini, 2009).
Kim ve arkadaslarinin yaptigi 6rnek bir ¢alismada, iskemi/reperfiizyon hasari olan bir sigan
modelinde kardiyak onarimi gii¢lendirmek i¢in insan MKH'nin oksitosin ile hazirlandigini
bildirilmistir. Bu daha sonraki ¢aligmada, oksitosin ile tedavi edilen MKH ile ifade edilen
kardiyak belirtegler ve sigan iskemik kalbine nakledildiginde, MKH fibrozu azalttigi ve
kardiyak fonksiyonel iyilesme sagladigi bildirilmistir (Kim ve ark., 2012). Noiseux ve
arkadaslar tarafindan yapilan bir baska 6rnek ¢alismada, oksitosin ile uyarilan MKH'nin
fonksiyonel analizi, artmig hiicresel proliferasyon, hipoksinin ve serum yoksunlugunun
sitotoksik ve apoptotik etkilerine kars1 hiicre korumasi ve hiicresel go¢ gostermistir (Noiseux

ve ark., 2012).

Sunitinibin  hiicrelerin canliliklarim1  6nemli 6l¢lide engelledigine dair calismalar
bulunmaktadir. Hem in vivo hem de in vitro da hiicreler tizerinde toksik etkilere sahip oldugu
belirtilmistir. Ancak, literatiirde Sunitinibe maruz kalmis ADKMKH icin tespit edilmis

herhangi bir 1Cso degeri bulunmamaktadir.

Bu calismada sunitinibin ADKMKH hatt1 {izerindeki sitotoksik etkisine WST-1 testi ile
bakilmustir, hiicreler tizerindeki ICso dozu 48. saatte 44,57 pM olarak tespit edilmistir.

Literaturde sunitinibin ADKMKH hatti iizerinde tespit edilmis herhangi bir 1Cso degerini
gosteren veri bulunmamaktadir. Du ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, Lewis Akciger
Karsinomu hiicre hatt1 (LL/2) lizerinde sunitinib etkisi incelenmistir. LL/2- hiicre hatt1 giderek
artan konsantrasyonlarda 6 aydan fazla siireyle sunitinib ile tedavi edilmistir. Son olarak,

sunitinibe direngli LL/2 hiicre hatti, LL/2-R (alt LL/2 hiicre hatt1) olusturulmustur. LL/2 hiicre
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alt hatlar1 i¢in ICsg degerleri MTT ile belirlenmistir. LL/2-R hiicre hattinin ICso'si, LL/2-P
hiicre hattina kiyasla yaklagik 5 kat daha yliksek konsantrasyonlar gostermektedir: bunlar
sirasiyla 10.03 uM'ye kars1 1.94 uM olarak belirlenmistir (Du ve ark., 2017).

Wu ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir baska calismada, endotel hiicreleri tizerinde
sunitinibin in vivo ve in vitro etkileri arastirilmistir. Sunitinib direncinin gelisiminde rol
oynayan 6nemli bir mekanizma olan renal ve kolorektal kanser hicrelerinde lizozomal
sekestrasyon oldugu gosterilmistir. Daha sonra, endoteliyal HMEC-1 hiicrelerinde Sunitinib
lizozomal sekestrasyonunun ve bunun c¢oklu ilag direnci ile iligkisi arastirilmistir. Bu

caligmada Sunitinibin hiicre profilerasyonunu inhibe ettigi kanitlanmistir (Wu ve ark., 2020).

Yapilan ¢aligmamizda da sunitinibin ICsp dozunu 48. saatte saptanmis, maruziyet siiresinin

artmasinin ADKMKH canliligini azalttigini diistindiirmektedir.

Sir ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, oksitosinin insan adipoz kokenli mezenkimal kok
hiicre hatt1 tizerindeki ICso degerine bakilmistir. Sonug¢ 72. saatte 13.43 puM olarak
bildirilmistir. Memeli hiicreleri iizerinde oksitosinin ICsop degerlerinin birbirine yakin

olabilecegi tahmini yapilmistir (Sir ve ark., 2018).

Calismamizda, oksitosinin sican ADKMKH hatti iizerindeki ICso degeri incelendiginde, 100
uM’a kadar olan doz araliginda oksitosinin hiicreler iizerinde sitotoksik etki gostermedigi

belirlenmistir.

Glincel caligmalar, antioksidan olarak kullanilan oksitosinin hiicreler tizerindeki toksisiteyi
azalttigina dair verilere odaklanmaktadir. Oksitosin tedavisi, kok hiicrelerde hiicre
farklilasmasin1 kontrol eder. Oksitosin, hiicresel terapi uygulamalarinda 6nemlidir ¢Unki
konakg1 hiicre ortamini optimize ederek destekleyici bir rol oynayabilir ve hiicre tepkisini
degistirerek iyilesmeyi tesvik edebilir. Oksitosin ve MKH {izerinde yapilan ¢aligmalarda
oksitosinin osteoblast/adiposit dengesinin diizenlendigine rastlanmistir. Ayrica; hiicre
canliligi ve proliferasyonunun oksitosin tedavisi sonrasi arttigi gozlemlenmistir (Elabd ve

ark., 2008; Santos ve ark., 2018)
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Yapilan literatir incelemeleri sonucunda, oksitosinin hiicre proliferasyonunu arttirdig
yoniindeki bulgulara rastlanmaktadir. Calismamizda MKH’ler (zerinde oksitosinin hiicre
proliferasyonunu artiracagina inanilmaktaydi ancak, sunitinib ve oksitosin kombinasyon
halinde uygulandiginda sunitinibin 1Cso dozunun 8,30 uM’a diistiigii, iki maddenin sinerjistik

sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.

Literatlire bakildiginda, Sunitinibin kanser hiicre tiplerinde apoptozu indiikledigine dair
sonuglar ile karsilasilmaktadir. Korashy ve arkadaslarmin yapmis oldugu bir ¢alismada,
Sunitinibin apoptoz, hiicre dongiisii tutuklamasi ve oksidatif stres mekanizmalar1 yoluyla
MCF7 insan meme kanseri hiicre biiylimesi inhibisyonunu indiikledigine dair gii¢lii kanitlar
gostermektedir. Hucre proliferasyonu ile ilgili genlerin inhibisyonu ve hiicre déngusiinde
G2/M fazinda MCF7 hiicrelerinin durdurulmasi, DNA onarim genlerinin aktivasyonuna izin

verilmesi neden olmustur (Korashy ve ark., 2017).

Literatiirde sunitinibin toksik bir madde olarak kullanildigi ¢alismalar mevcuttur. Oksitosinin
ise antioksidan bir madde olarak kullanildig1 ¢alismalar mevcuttur. Ancak, iki maddenin bir
arada kullanildig1 bir ¢alismaya rastlanmamaktadir. Bu durum ¢alismamizin literatiire yeni

bilgiler kazandirmasini saglamaktadir.

Sun ve ark. tarafindan yapilan benzer bir ¢aligmada, bir tirozin kinaz inhibitdrii olan Imatinib
ve hiicre proliferasyonunu artirici etkiye sahip doksoribucin’in birlikte kullanildig1 bir
calismada kombine gobek kordonu-MKH ve imatinib tedavisi hem hassas hem de direncli
hiicrelerde daha yiiksek apoptoz indiiksiyonu sergilemektedir. Imatinibe direngli hiicrelerin
sitotoksik ilaclara duyarliligmmi 6lgmek i¢in yapilan deneyde kullanilan direngli Kronik
miyelojen 16semi (CML) hiicre gizgisi K562-r hiicreleri imatinib duyarliliginda bir azalma
sergiledi ve doksokromisine ¢apraz diren¢ gosterdi (Jing Sun, Hulai Wei, Juan Yi, Jing Chen
ve Key, 2018).

Novak ve arkadaslari tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada, sunitinib benzeri bir tirozin
kinaz inhibitorii olan imatinibin hiicre tiplerinde zamana ve doza bagli sitotoksisitesi
gozlenmistir. ZFL ve HepG2 hiicrelerinin kullanildig1 ¢alismada imatinibe maruz kalan bu

hiicrelerin canlilik orani 6nemli Olglide etkilenmistir. Hucreler (zerinde sitotoksisite
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gozlenmistir. 9,38 ve 18,75 g/mL’ye kadar olan konsantrasyonlarda imatinib sirasiyla ZFL ve

HePG?2 hiicrelerinin canliligin1 6nemli 6l¢iide etkilemistir (Novak ve ark., 2017).

Calismamizda Sunitinib, Oksitosin, Kombine ve Kontrol’den olusan dort deney grubuna
Annexin V yontemi uygulanarak canli-6lii hiicre yiizdesi ve erken, ge¢ apoptoz oranlari
Accuri C6 Cell Analyzer ile belirlenmistir. Yapilan hesaplamalar dogrultusunda etken
maddeye maruz kalmayan kontrol grubundaki hiicrelerde olii hiicre %1,03; canli hiicre
%98,97 olarak hesaplanmistir. Oksitosin grubundaki hiicrelerde 6li hiicre %2,59; canli hiicre
%97,41 olarak hesaplanmistir. Oksitosin ve kontrol grubu arasinda bir kiyaslama yapilacak
olursa her ikisinin de 6lii ve canli hiicreleri arasinda kiigiik farklar oldugu gortilmektedir. Bu
durum oksitosinin hiicreler {izerinde apoptotik etki gostermedigini ispatlamaktadir. Sunitinib
grubuna bakildiginda erken apoptoz oran1 %7,69; ge¢ apoptoz oran1 %4,31; 6li hiicre % 8,10,
canli hiicre %79,90 olarak hesaplanmistir. Kontrol grubuna kiyasla canli hiicre yiizdesindeki
bu diisiis sunitinibin hiicreler tizerindeki apoptotik etkisini gostermektedir. Sunitinib ve
Oksitosinin analizi ile belirlenen canlilik yiizdeleri, literatiirde yer alan ve bu galismadaki
WST-1 testi ile gozlemledigimiz Sunitinibin toksik etkisi nedeniyle hiicreleri 6ldiirdiigi

yoniindeki bulgular desteklemektedir.

Oksitosin+Sunitinib kombine grubu sonuglarinda ise erken apoptoz orani1 %3,90; ge¢ apoptoz
oran1 %1,34; 6lU hicre yizdesi 7,81; canli hiicre yiizdesi 25,5 olarak olglilmistiir. Bu
sonuclar, Sunitinib grubundaki sonuglarla kiyaslandiginda 6lii hiicre yiizdesinde diisiis ve
canli hiicre yiizdesindeki artis oldugu gozlemlenmektedir. Kombine grubundaki o6li

hiicrelerdeki diisiis ve canli hiicrelerdeki artis Oksitosinden kaynaklandig: diistintilmektedir.

Calismada, Annexin V boyamasi sonrasi deney gruplari mikroskopik olarak gosterilmistir.
Annexin V ile yapilan imminfloresans incelemede Sunitinib grubunda Accuri C6 ile benzer
sekilde boyanan hiicre sayis1 yiiksek olarak saptanmistir. Oksitosin ve Kombine grubunda ise
benzer goriiniimde ve yakin sayilarda Annexin V pozitif hiicre sayisi elde edilmistir. Hlcre
canlilik analizlerinin istatistiksel degerlendirmesinde, Sunitinib ve Kombine grup aras1 harig
diger gruplar arasi istatistiksel olarak anlambhidir (p<0,0001). Kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda oksitosin etkisi de anlamlidir.
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Nekrotik hiicre yiizdesi istatiksel degerlendirilmesinde, Nekrotik hiicre yiizdelerinde higbir
grupta tekrarlar arasi varyasyon olmadigi i¢in istatistiksel degerlendirme yapilamadi. Kontrol
grubu icin %0,00; Oksitosin grubu igin %0,10; Sunitinib ve Kombine gruplar1 i¢in %0,70
degerleri elde edildi. En ¢ok nekrotik hiicre Sunitinib ve Kombine gruplarinda

gozlemlenmistir. Nekrotik hiicre agisindan oksitosin, Sunitinib etkisini giderememistir.

Gec¢ apoptoz yuzdesi istatistiksel degerlendirmesinde, ge¢ apoptotik hiicre yiizdesi orani
kontrol ve oksitosin gruplar1 degiskenlik olmadig: i¢in analize alinmadi, diger iki grup igin
hespalanan giiven araliklarina gore incelendi. Kontrol grubu icin %0,10; Oksitosin i¢in %1,10;
Sunitinib i¢in %25,50 ve Kombine gruplari i¢in %44,50 degerleri elde edildi. Geg apoptotik
hiicre ylizdesi oran1 Kontrol-Sunitinib, Kontrol-Kombine, Oksitosin-Sunitinib ve Oksitosin-
Kombine gruplari giliven araliklarinin diginda kalmaktadir (p<0,05). Sunitinib-Kombine
gruplar arasi fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001). Kontrol ve Oksitosin gruplarinda
cok diisiik oranda ge¢ apoptotik hiicre var iken en yiiksek ge¢ apoptotik hiicre yiizdesine sahip
olan grup kombine tedavi grubudur.

Erken apoptoz yuzdesi istatistiksel degerlendirmesinde, tiim gruplar arasinda ikili farklarin
timi istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,05). Kontrol grubu ig¢in %2,15; OKksitosin igin
%17,55; Sunitinib %53,30 ve Kombine gruplar1 i¢in %29,20 degerleri elde edildi. Kontrol-
Oksitosin; Kontrol-Sunitinib (p<0,001); Kontrol-Kombine (p=0,001), Oksitosin-Sunitinib
(p<0,001); Oksitosin-Kombine (p=0,001); Sunitinib-Kombine (p<0,001) gruplar1 arasi fark
anlamlidir. Erken donem apoptotik hiicre yilizdesi agisindan en diisiik oran kontrol grubunda
gorilmektedir. En yilksek oranda erken apoptotik hilicre Sunitinib grubunda gorilirken
Kombine gruptaki erken donem apoptotik hiicre oran1 Oksitosin ve Sunitinib uygulanan

gruplarin arasinda bir yilizdeye sahiptir.

Canli hiicre yiizdesi istatistiksel degerlendirmesinde, Sunitinib ve Kombine gruplari
degiskenlik olmadigi i¢in analize alinmadi. Diger iki grup icin hesaplanan giiven araliklarina
gore incelendi. Kontrol grubu icin %97,75, Oksitosin icin %81,15, Sunitinib %20,50 ve
Kombine gruplart i¢in %25,50 degerleri elde edildi. Canli hiicre yiizdesi orani Kontrol-
Sunitinib; Kontrol-Kombine, Oksitosin-Sunitinib; Oksitosin-Kombine (p<0,05) guven
araliklarinin disinda kalmaktadir; Kontrol-Oksitosin gruplari arasindaki fark anlamlidir (p<

0,001). Gruplar arasinda ikili farklarin tiimii istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.001). Kontrol
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grubu ile karsilagtirildiginda oksitosin etkisi de anlamlidir. Kombine grupta oksitosin etkisi

sunitinibi etkisini baskilamistir. En az canli hiicre Sunitinib grubunda gézlemlenmistir.

Yapilan bu tez calismasinda deney gruplart lipit peroksidasyonu, glutatyon peroksidaz,
katalaz ve superoksit dismutaz olmak tizere dort ayr1 oksidatif stres parametresi ile enzimatik
olarak degerlendirilmistir. Oksidatif stres, hiicrelerde ve dokularda oksijen reaktif tirlerin
(ROS) dretimi ve birikimi ile biyolojik bir sistemin bu reaktif Grunleri detoksifiye etme
yetenegi arasindaki dengesizligin neden oldugu bir fenomendir. ROS hiicre sinyallemesi
yapar ve oksijen metabolizmasinin yan iriinleri olarak iiretilir; buna ragmen, cevresel stres
faktorleri (UV, iyonlastirici radyasyonlar, kirleticiler ve agir metaller) ve ksenobiyotikler
(antiblastik ilaglar) ROS iiretimini biiyiik 6l¢lide artirmaya katkida bulunur, bu nedenle hiicre
ve doku hasarina ve oksidatif strese yol agan dengesizlige neden olur (Pizzino ve ark., 2017).
Hicreler, kendilerini ROS ile indiklenen hiicresel hasardan korumak igin esas olarak
superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimatik
bilesenlere dayanan bir antioksidan savunma sistemi kullanir (Bahoran, Soobrattee, Luximon-

Ramma ve Aruoma, 2007).

Imminsupresif ajanlarin sitotoksik aktiviteleri genellikle artan ROS iiretimi ile iligkilidir.
Insan meme (MCF-7 ve T-47D), servikal (Hela), kolorektal (Caco-2 ve HCT116),
hepatoseliiler (HepG2), laringeal (HEp-2) ve prostat (PC3) kanser hiicrelerinin kullanildigi bir
caligmada sunitinib oksidatif stres parametrelerinden katalaz ve glutatyon peroksidaz

aktivitelerini 6nemli 6lglde yiikselttigi gosterilmistir (Imam ve ark., 2020).

Lipit peroksidasyonu genel olarak, serbest radikaller gibi oksidanlarin, karbon-karbon ¢ift
baglari iceren lipitlere, 6zellikle de ¢oklu doymamis yag asitlerine saldirdigi bir igslem olarak
tanimlanabilir. Lipit peroksidasyonu, temel olarak birkag reaktif oksijen ttrtnun (hidroksil
radikali, hidrojen peroksit vb.) etkisiyle viicutta kiiciik miktarlarda dogal olarak iiretilen bir
surectir (Ayala, Mufioz ve Arguelles, 2014). Bu molekdllerden lipit peroksidasyonun en
onemli Urund olarak malondialdehit (MDA) kabul edilmektedir. MDA, klinik durumlarda
oksidatif stresi belirleyen en populer ve guvenilir belirteclerden biridir. ROS'tan kimyasal
olarak daha kararl1 ve zar gecirgendir. Enzim aktivitelerinin degismesine sebep olabilmektedir

(Esterbauer, Schaur ve Zollner, 1991).
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Literatiirde, sunitinib ile yapilan benzer bir ¢alismaya rastlanmamistir ancak bir bagka tirozin
kinaz inhibitori olan imatinib ile Gajski ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢aligmada, ZFL,
HPBLs ve HePG2 hiicrelerine uygulanan imatinib’in (IM) oksitatif stres parametreleri
incelenmistir. GSH seviyelerinde yiiksek IM konsantrasyonlar1 sayesinde diisiis oldu. MDA
seviyelerinde IM maruziyeti nedeniyle 6nemli bir artis olmustur. IM tiim oksitatif stres
parametrelerini etkilemistir. Diisiik IM konsantrasyonlar1 oksitatif stres savunmalarinda
bozulmaya isaret eden daha yiiksek IM konsantrasyonlarindaki diisiisiin ardindan GSH
seviyelerinde bir artisa neden olmustur. GSH diisiistine paralel olarak, test edilen hiicrelerdeki
lipitlerin ve proteinlerin oksitatif hasarma isaret eden MDA ve PC seviyelerinde artis

gozlemlenmistir (Gajski ve ark., 2019)

Bu calismada, malondialdehit miktarinda kontrol verilerine gore uygulama gruplarinda
saptanan degismelerde Kontrol grubunda 0,02000 nmol/mg, Oksitosin grubunda 0,07500
nmol/mg, Sunitinib grubunda 0,17500 nmol/mg, Kombine grupta 0,00350 nmol/mg olarak
saptanmigtir. MDA diizeyi bakimindan Kontrol-Sunitinib (p<0,05); Kontrol-Kombine, ve
Kontrol-Oksitosin (p>0,05) arasi fark anlamsiz; Oksitosin-Sunitinib (p=0,010); Oksitosin-
Kombine (p=0,032); Sunitinib-Oksitosin (p=0,006) gruplari aras1 fark anlamlidir.

Glutatyon peroksidaz-1 (GPx-1), zararli etkilerini sinirlamak i¢in hidrojen peroksidi
enzimatik olarak suya indirgeyen hiicre i¢i bir antioksidan enzimdir. Hiicrelerin yapisin1 ve
fonksiyonunu korumaktadir. Ayrica peroksit radikallerinin alkollere ve oksijene

indirgenmesini katalize edmektedir (Bienert ve ark., 2007).

Calismamizda, GSH-Px aktivitesi kontrol grubunda 15,51000 mU/ml, Oksitosin grubunda
14,21500 mU/ml, Sunitinib grubunda 5,67000 mU/ml, kombine grupta 5,41000 mU/ml olarak
Olciiliirmistir. GPX diizeylerinde Sunitinib ile Kontrol, Oksitosin ve Kombine gruplari
arasinda (p<0,05 giiven araliklarinin diginda kaliyor) farklar anlamli bulundu. Kontrol-
Oksitosin (p=0,001), Kontrol-Kombine ve Oksitosin-Kombine (p<0,001) gruplar1 arasi

farklar anlamli bulundu.

Katalaz, zararli hidrojen peroksiti oksijene ve suya pargalayan bir enzimdir. Bu enzim,

hidrojen peroksidin ayrigmasi yoluyla noétralizasyondan sorumludur, bdylece hiicresel
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sinyalleme surecleri icin de gerekli olan, hiicrede molekiliin optimum seviyesini korur
(Glorieux ve Calderon, 2017).

Ammar ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, hem IM direncli hem IM diren¢siz KML
hastalarinda oksidan ve antioksidan durumlari karsilastirildi. SOD ve CAT aktiviteleri, IM
diren¢li olmayan KML hastalarina karsi IM direncli hastalarda artmistir. CAT ve SOD
aktivitelerini sunan IM tedavisi olan KML hastalarinin diren¢ durumuna evrimlesme
olasiliginin daha yiiksek oldugu disiiniilmektedir (Ammar, Lobna Ben Mahmoud, Moez
Medhaffar, Mseddi, Elloumi ve Zeghal, 2019).

Yapilan bu tez calismasinda, katalaz aktivitesinin élgimu sonucunda elde edilen bulgularda
Kontrol grubu 5,60000, Oksitosin grubu 5,61000, Sunitinib grubu 5,68000, Kombine grup
5,74500 olarak bulunmustur. Katalaz diizeyleri bakimindan Oksitosin-Kontrol ve Oksitosin-
Sunitinib arasindaki fark anlamsizdir (p>0,05). Oksitosin-Kombine gruplari arasinda anlamli
(p<0,05); Kontrol-Sunitinib (p=0.062) ve Sunitinib-Kombinasyon (p=0,103) arasindaki

farklar anlamsizdir. Kontrol-Kombine (p=0,032) gruplari arasi fark anlamli bulundu.

Superoksit dismutaz (SOD), viicutta oksidatif strese karsi ¢ok 6nemli bir antioksidan savunma
olusturur. Enzim, reaktif oksijen tiirlerinin aracilik ettigi hastaliklara kars1 iyi bir terapotik

ajan gorevi gorir (Fukai ve Ushio-Fukai, 2011).

Calismamizda, SOD enzim aktivitesi 6lgiminde inhibisyon yizdeleri Kontrol grubunda
6,94350, Oksitosin grubunda -0,74372, Sunitinib grubunda -0,75872, Kombine grupta -
0,70789 olarak olciilmiistiir. SOD diizeyleri bakimindan kontrol ile diger ii¢ grup arasinda
farklar anlamli bulunurken, diger gruplar arasinda hi¢ bir ikili farklilik anlamli bulunmadi.
Elde edilen p degerleri; Kontrol-Oksitosin ve Kontrol-Kombine (p<0,001) Kontrol-Sunitinib
(p=0,001), Oksitosin-Sunitinib (p=0,766), Oksitosin-Sunitinib (p=0,071), Sunitinib-Kombine
(p=0,272) olarak gerceklesmistir.

Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda; Lipit peroksidasyon parametresi agisindan
bakildiginda yalnizca Sunitinib kullaniminin oksidatif stres yarattigi, yalniz oksitosin
kullaniminin  oksidatif stresi azalttigi, birlikte kullanimlarinda bir diislis oldugu

gozlemlenmektedir. Glutatyon peroksidaz parametreleri agisindan bakildiginda yalniz
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sunitinib kullaniminin oksidatif stres yarattigi, yalniz oksitosin kullaniminin oksidatif stresi
azalttig1, ancak birlikte kullanimlarinda anlamli bir etkinin olmadigini gézlemlendi. Katalaz
parametreleri agisindan bakildiginda ise beklenen etkiyi gézlemlenmedi. Oksitosin ve
sunitinibin kombinasyon halinde kullanilmas1 katalaz aktivitesini oldukga yiikseltmistir.
SOD, parametrelerine bakildiginda oksitosin kullaniminin ciddi bir etkiye sahip olmadigi

gortlmektedir.
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SONUC VE ONERILER

1. Sunitinib, ADKMKH uzerinde sitotoksik etkiye sahiptir.

2. Oksitosin hiicre kiiltiirli caligmalarinda hiicrelerin hiicre canliligi ve proliferasyonu
artirmaktadir.

3. Sunitinib-Oksitosin kombine grupta canli hiicre, 6li hiicre, erken ve ge¢ apoptoz
yiizdeleri sunitinib grubu ile karsilastirildiginda kombine gruptaki bulgularin arttigi
gbzlemlenmistir. Bu bulgularin oksitosin etkisiyle oldugu diistiniilmiistiir.

4.  Literaturde sunitinibin adipoz doku kaynakli kok hiicre hatti tizerinde tespit edildigi,
herhangi bir 1Cso degerini gosteren veri bulunmamaktadir. Bu ¢alismada Sunitinibin sigan
ADKMKH Uzerindeki sitotoksik etkisine WST-1 testi ile bakilmis, 48. saatte ICso dozu 44,57
UM olarak tespit edilmistir.

5. Doku ve organ nakilleri i¢in uygulanan imminsupresif tedavi ve ADKMKH yaninda
oksitosinin kullanimi hastalarda, mezenkimal kok hiicre populasyonu lzerinde olumlu etkiler
olusturabilecegi diisliniilmektedir. Oksitosin klinik uygulamalar i¢in 6dnemli bir potansiyel
ajandir. Ancak Sunitinib ile birlikte kullanildiginda, Sunitinibin apoptotik etkinligini az
miktarda baskilamakla birlikte sitotoksik olarak sinerjistik etki gosterdiginden o6zellikle bu
sonuca neden olan mekanizmalarin aragtirilmasi 6nemlidir.

6. Konu ile ilgili hayvan model calismalarinda alinacak basarili sonuglar neticesinde
klinik ¢alismalar ve hiicresel tedavilerde oksitosinin rutin kullanima sunulmasi ag¢isindan

Onem tasimaktadir.
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20 May1s 2014 Laboratuvardan Klinik Genetik'e Gegis Yakin Dogu Universitesi

21 Kasim 2014 1. DAU genomik ve proteomik arastirma toplantisi biyoloji boliimleri
Ocak 2015 Tiirkiye Savas Sepetleri ve Kibris emu kuliibii genetigi

29 Ocak 2016 1. Kis verileri geri ¢cekilme emu kuliibii genetigi

7-8 Mayis 2016 Bilgi Genetigi ve Biyomiihendislik Ogrenci Kongresi '16
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Ozet Bilgi: Kazandigim teorik egitim altyapisim ilgili pozisyonda kazanacagim pratik
bilgilerle birlestirmeyi amagliyorum. Siirekli egitime inanan, 6§renmeye acgik ve ¢alismayi
seven biriyim. Hobilerim arasinda spor yapmak, yemek yapmak, okumak ve bahge isleriyle

ugrasmak vardir.
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