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OZET

ATKESTANESI OZUTUNUN KANSER HUCRELERI UZERINDEKI
ANTIPROLIFERATIF ETKILERI

Ece KAYA
Biyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji Bilim Dal1
Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Haziran 2020

Danisman: Prof. Dr. H. Mehtap KUTLU

Kanser, tiim diinyadaki insanlar i¢in biiyiik sorun ihtiva eden hastaliklarin basinda
gelmekte ve hiicre biiyliime ve bdliinmesini kontrol eden genlerin hasar gormesiyle ortaya
cikan kompleks bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Kanser tip alanindaki yapilan
calismalar ve ilerlemelere ragmen 6nemini halen korumaktadir. Kanser ¢esitlerinden biri
olan prostat kanseri, prostat dokusunda gelismeye baslayan kotii huylu (malign)
hiicrelerin sebep oldugu Oliimlerde 2. sirada yerini korumaktadir. Viicudumuz kanser
tedavilerinde kullanilan ajanlara karst direng goOsterme egilimindedir. Bu direng

sonucunda yeni ilaglar ve yeni yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Escin (Aescin), Aesculus hippocastanum'un (atkestanesi agaci) ana aktif bir
bilesenidir. Yapilan ¢alismalarda escinin yapisinda %5-6 protein, %30-40 nisasta, %5.5-
7.7 yag, flavonlar, antioksidan maddeler, glikozitler(aesculin, esculin), saponinler(aescin,
escin), B1, C ve K vitaminleri bulundugu gosterilmistir. Bu ¢alismamizda prostat kanseri
tedavisi icin Dul45 prostat kanseri hiicreleri lizerinde escin ve yeni sentezlenen escin
yiiklii kat1 lipid nanopartikiillerin potansiyel apoptotik, sitotoksik, antiproliferatif etkileri
ve sebep oldugu morfolojik degisiklikler konfokal mikroskobi ve akis sitometri

yontemleri kullanilarak arastirilmistir.

Anahtar kelimeler: Escin, Dul45, Kati lipid nanopartikiil, Prostat kanseri, Apoptoz



ABSTRACT

ANTIPROLIFERATIVE EFFECTS OF HORSE CHESTHOLE
EXTRACT ON CANCER CELLS
Ece KAYA
Department of Biology
Programme in Molecuar Biology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, June 2020
Supervisor: Prof. Dr. H. Mehtap KUTLU

Cancer is one of the major problems of diseases for people all over the world and
is defined as a complex disease that occurs when the genes that control cell growth and
division are damaged. Despite studies and advances in cancer medicine, it still maintains
its importance. Prostate cancer, which is one of the types of cancer, maintains its 2nd
place in deaths caused by malignant (malign) cells that begin to develop in the prostate
tissue. Our bodies tend to resist the agents used in cancer treatments. As a result of this

resistance, new drugs and new methods are needed.

Escin (Aescin) is a main active ingredient of Aesculus hippocastanum (horse
chestnut tree). In the studies conducted, it has been shown that the composition of the
body contains 5-6% protein, 30-40% starch, 5.5-7.7% fat, flavones, antioxidant
substances, glycosides (aesculin, esculin), saponins (aescin, escin), vitamins B1, C and
K. In this study, potential apoptotic, cytotoxic, antiproliferative effects and morphological
changes caused by escin and newly synthesized escin loaded solid lipid nanoparticles on
Dul45 prostate cancer cells for the treatment of prostate cancer were investigated using

confocal microscopy and flow cytometry methods.

Key words: -escin, Dul45, Solid lipid nanoparticles, Prostate cancer, Apoptosis



TESEKKUR

Tez ¢alismamin her asamasinda degerli katki ve elestiriyle yol gosteren, bana her
zaman sabir gosterip ¢alismaya tesvik eden ve iizerimde biiyiik emekleri olan danigmanim
Sayin Prof. Dr. Hatice Mehtap KUTLU’ya, laboratuvar ¢aligmalarim boyunca bana
yardimci olan Dr. Canan VEJSELOVA SEZER’e, birlikte laboratuvarda ¢alistigimiz ve
birbirimize her zaman destek oldugumuz arkadaslarim Biisra ASLAN ve Melike
CEVIK e, yiiksek lisans tezimin basindan sonuna kadar her zaman yanimda olan benden
desteklerini hi¢ esirgemeyen babam Murat KAY A, annem Zehranur KAYA, kardesim
Tugba KAYA’ya (daris1 basina) ve calismalarim sirasinda bana ¢ok sabir gosterip her
zaman varligiyla destekleyen Ahmet Deniz CANORUCa igtenlikle tesekkiir ederim.

Ece KAYA
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

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

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Vi
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1. GIRIS
1.1. Kanser

Viicudumuzu olusturan hiicreler bir araya gelerek dokular1 olustururken, dokularda
bir araya gelerek organlari teskil etmektedir. Hiicreler, organ ve dokular olusurken belirli
is boliimleri yaparak bir araya gelirler. Organizmanin ana birimi olan bu hiicreler, belli

bir hizda ve kontrol altinda tirerler. Obiir taraftan zamani dolan hiicrelerde belirli bir hizda

Olmektedir.[1]

Hiicrelerin, bagimsiz bir sekilde ¢ogalmalarina kanser denilmektedir. Cogalma
olay1 sirasinda kanser hiicresinde, normal hiicrelere nazaran yapisal ve islevleri agisindan
farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir. Kanser hastaligi, hiicrelerin koklii metabolik ve

davranigsal degisiklikler gecirdigi cok basamakli bir siirecten meydana gelmektedir.[1,2]

Giliniimiizde ortaya ¢ikan saglik problemlerin baginda kanser gelmektedir. Tibbi
alanda ortaya ¢ikan biiylik ilerlemelere karsin kanser, 6nemini korumaktadir. Kansere
kars1 verilen bu zorlu miicadelede erken tani biiyiilk 6nem tasimaktadir.[3] Kanser
tedavisinin yaninda kansere neden olan etmenlerin bulunmasi, kanserin olusmadan
engellenmesinde ¢ok biiylikk rol oynamaktadir.[4]Kanser her zaman belirti
gostermemektedir. Kanserden kaynaklanan semptomlar, viicudun hangi boliimiiniin
etkilendigine gore degisiklik gostermektedir.[5] Bazi literatiirlere gore kanserde

olusabilecek belirtiler sunlardir;

e Yorgunluk

e Cildin altinda hissedilen sislik

« Istemeden hizli kilo alma veya kaybetme

e Cildin sararmasi, koyulagmasi ya da kizarmasi

« Iyilesmeyen yaralar ya da var olan benlerdeki degisiklikler gibi cilt degisiklikleri
 Bagirsak veya mesane aligkanliklarindaki degisiklikler

o Ates, agr1 ve gece terlemeleri

« Kalic1 oksiiriik veya nefes darligi

e Yutma giicliigii

e Ses kisiklig

e Yedikten sonra kalict hazimsizlik veya rahatsizlik [5,6]



1.1.1. Kanser olusum mekanizmalari

Kanser, hiicrenin biiylime ve boliinme 6zelliginin bozulmasiyla ortaya ¢ikar ve
somatik (fiziksel) genetik rahatsizliklarin en sik goriileni ve en komplike olanidir.
Bakterilerden virlislere, radyasyondan kalitima, ¢evresel faktorlerden beslenme
aligkanligima ve kimyasallara kadar bir¢ok faktor kanser olusumuna yol agmaktadir.
Kanserin olusmasi i¢in bir¢ok faktor gerekli olsa da tek bir genetik degisiklik bile kansere
sebep olabilir. Kansere sebep olan bu etmenlerin hepsi DNA’nin yapisin1 bozmakta ve
diizeltecek mekanizmasinin ¢aligsmasina engel olmaktadir. Boylece DNA kendini tamir

edemedigi i¢cin metastazlara sebep olur.[7]

Kanser olusumunda serbest radikallerin 6nemli bir etkisi vardir. Serbest radikaller
ortaklanmis elektron igerdiklerinden olduk¢a fazla reaktiftirler. En Onemli serbest
radikaller oksijenden olusan reaktif oksijen tiirleridir (ROS). ROS, kanserin olusumuna
etki ederek, olusumunda bir¢ok rol iistlenir. ROS’un olusturdugu tahribat ve kendi
olusumunu engellemek i¢in viicuttaki savunma mekanizmalarina, antioksidan sistem
denmektedir. Antioksidan sistem, hiicresel oksidan sisteme karsi dengeyi saglamakla
gorevlidir. Hiicresel oksidan sistem asir1 yiiklenirse denge bozulur ve ROS hiicre hasari
olusturur. Karsinojenler, ROS ve ROS olusumuna yol agmakta olup ayn1 zamanda;
biliylime destegi, biiylime inhibisyonu ve apoptotik sinyal yollarina tesir ederek timor
olusumunu ve aktivasyonunu etkileyebilmektedir. DNA tahribat1 oksidatif stresle gelisir
ve onarillmazsa premutajenik Ozellik gosterir ve bununla birlikte mitozun hasarl
kopyalanmis DNA ile devam etmesi tiimor hiicresi ile sonlanabilir. Bunlara ek olarak
reaktif oksijen tiirleri, Protein ve lipid peroksidasyonu ve plazma mambraninda hiicresel
aktiviteleri etkilemektedir. Bunun sonucunda ise yapisal degisiklikler olusturmaktadir.
ROS; biiylime faktorleri ve reseptorleri, protein kinazlari, sinyal iletimi, onkogenlerin
aktivasyonu ve baskilayici genlerin inaktivasyonu lizerine etki yapma yetenegine sahiptir.

Bu yetenekleri ile ROS, onkogenler ve kanser olusumunda 6nemli etkiye sahiptir. [7,8]

Dokularda siirekli yenilenen kok hiicreler karsinogenesis i¢in hedef hiicreler
konumundadir. Tiimo6r olusumu 2’ye ayrilmaktadir. Bunlardan birincisi, neoplastik
transformasyon (genetik defektlerin gelisimiyle normal hiicrenin neoplastik hiicreye
doniistimii) ve ikincisi neoplastik gelisimdir. Neoplastik transformasyon, onkogenesis ve
karsinogenesiste olaylarin ilk basamagini olusturmaktadir. DNA replikasyonunun ve

tamir mekanizmalarinin diizenli c¢alismamasinin neticesinde hiicrelerde baslayan
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mutasyonlarin sonucu neoplastik transformasyondur. Mutasyonlar, biiyiime kontrolii
kaybr1 ile sonuglanmakta olup proto-onkogenler, tiimor baskilayici genler ve biiylimeyi
kontrol eden genlerde olusur. Tiimor olusumunun ikincisi olan neoplastik gelisme ise,
kanser hiicresinin klonal(genetik bakimdan ayni hiicre) proliferasyonuna sebep olup uzak
dokulara yayilmasini(metastaz) saglar. Devamli proliferasyonla tiimoriin malignansiye
dogru giden progressif degisiklikler gerceklesir. Biiylime faktorlerini ve reseptorlerini
kodlayan genlerde meydana gelen mutasyon, biiyiime faktorlerini onkogenik hale getirir.
Mutasyondan daha sik goriilen olay, biiylime reseptorlerinin asir1 yapimidir. Biiylime
faktorlerinin ileti yollarindaki proteinlere baglanan bazi onkoproteinler, biiyiime
faktorlerinin etkilerini engellemektedir. Onkogen tiirlerinden olan Ras(protein) hem
bliylime faktor genlerinin 6lgiisiiz tiretimine yol agmaktadir hem de hiicreyi transforme
edici biiyiime faktorii-a (TGF-a) gibi biiyiime faktorlerinin asir1 salinimina yonlendirir.
Degisen bu biiylime sinyalinin neticesinde kanser ile son bulmaktadir. Kanserin
olusumunda temel neden olan biiyiime kontroliiniin denetiminden yoksun olmasi, kanser

hiicrelerinin yapisini ¢ok iyi gostermektedir. [7,9]

Sekil 1.1. Karsinogenezin olusumu[10]
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Protoonkogenler; biiyiime, ¢cogalma, farklilagsma ve apoptoz i¢in alinan iletiler ile
ilgili islev goren birgok proteinin sentezinden sorumludurlar. Protoonkogenler ve
onkogenler normal hiicre biiyiimesinin diizenlenmesinde gorev alan proteinleri
sentezlerler. Hiicre ileti yollarindaki proteinleri kodlayan protoonkogenlerin (sis, hst-1,
int-2, erb-B1, erb-B2, fms, ret, ras, abl, myc, N-myc, cyclin D, CDK4 vb.) mutasyona
ugramasi birgok sonuca yol agmaktadir. Bunlar, biiyiime faktorlerinin ¢ok fazla {iretimi,
hiicre membran1 ve cekirdek arasindaki ara yollarin kontrolsliz uyarilmasi ve hiicre
boliinmesine engel olunamamasi sonuglaridir. Protoonkogenlerin onkogenler haline
dontigiimii, hiicre biiylimesininin kontrol mekanizmasini bozmakta ve kanser hiicrelerinin
cogalip biiyiimesine yol agmaktadir. Onkogenler ise hiicre transformasyonunu baslatma
ve devam ettirme yetisine sahiptir. Hiicrenin normal ¢alisma diizenini bozarak hiicreyi
apoptoza yonlendirir. 30’dan fazla onkogen oldugu bilinmektedir( v-Sis, v-ErbB, v-kit,
Mutant Gs, ras, raf, jun, fos, bcl-2 ailesi, p53, rb geni vb). Normal sartlarda
transformasyon  olusturmayan protoonkogenler; delesyonlar, eklentiler, gen
amplifikasyonlari, nokta mutasyonlari, DNA diizenlenmeleri ve translokasyonlar benzeri
genlerde meydana gelen degisiklere aktive olarak onkogen haline doniismektedir. Insan
timorlerinde siklikla karsimiza ¢ikan onkogen anomalisi ras geni mutasyonu olarak
bilinmektedir. Ras proteinleri pasif durumdayken GDP (Guanozin difosfat) baglar ve
hiicreler biiyiime faktorleri ile uyarildiginda GDP = GTP haline gevirir. Aktif olan ras
proliferasyon diizenleyicilerini etkiler ve ¢ekirdek hiicre proliferasyonu i¢in asir1 uyari
alir. Normal ras proteininde bu donem kisa stirmektedir ve instrinsik GTPaz aktivitesi ile
GTP hidroliz olarak protein etkisiz sekline ¢cevrilmektedir. Aktif ras’in GTPaz aktivitesi,
GTPaz aktive eden proteinlerle belirgin olarak artmaktadir.[7]

Biiyimeye destek olan protoonkogenler ve biiylimeyi durduran ve biiyiimenin
gerektigi zamanda sinirlandirilmasindan sorumlu olan tiimor baskilayici genler(pRb, p53,
p21 proteinlerini sentezleyen genler, siklin iliskili kinaz (CDK) inhibitérleri) ve apoptozu
denetleyen genler olarak ii¢ simif normal regiilatéor gen hasarlanmanin hedefleri
arasindadir. Buna ek olarak, DNA onarimindan sorumlu genler de kanser olusumunda

hedef genler arasindadir.[7,9]



1.1.2. Prostat kanseri cesitleri
1.1.2.1. Benign prostat hastalig

Benign prostat hastalig1 diger bir adiyla benign prostat hiperlazisi (BPH), prostatin
kotli huylu olmayan biiylimesine verilen isimdir. BPH, hastanin psikolojik durumunu,
uyku kalitesini, giinliik yasamin1 ve seksiiel durumunu etkilese dahi 6liimciil bir hastalik
degildir. Benign prostat biiylimesi, prostattaki hiicrelerin biiylimesi ile (hipertrofisi)
olugmaz. Biiyiime, prostattaki hiicre sayisinin anormal artisi(hiperlazi) nedeni ile
olmaktadir. Benign prostat hiperlazisi erkeklerde alt iiriner sistem semptomlarina (AUSS)
neden olur. AUSS, ani sikisma hissi, sik idrara ¢ikma gibi semptomlari iceren bir terimdir.
Benign prostat hiperlazisi ¢ogunlukla 40 yas ve iizeri erkeklerde rastlanmaktadir. Erkek
hastalarda yas arttik¢a oranlar artmaktadir. (50 yas {izerindeki erkeklerin %50’si, 60-70
yas arasindakilerin %65’inde ve 80 yasin lizerindekilerin %90’1inda). Yaslandik¢a bu
hastaligin artmasi, yaslanma siirecindeki hormonal degisikliklere prostatin verdigi cevap
ile olusmaktadir. Prostat iltihab1 anlamina gelen prostatit 50 yas alt1 erkeklerde daha sik
goriilmesine ragmen 50 yas iizeri erkeklerde ise BPH ve prostat kanseri daha sik

goriiliir.[12,13-15]
1.1.2.2. Malign prostat hastalig

Malign (kotii huylu, habis) prostat hastaligi, prostat dokusunda gelismeye baslayan
kotii huylu hiicrelerin neden oldugu bir hastaliktir. Bu hastaliga “Prostat Kanseri” denir.
Malign, erkek bireylerde en sik goriilen hastaliktir. Kanser sebebi ile kaynaklanan

Olimlerde 2. sirada yerini almaktadir.[11,14,16]
1.2. Prostat Kanseri

Prostat, meni igeriginin bir boliimiinii olusturan koyu kivamli sivinin tiretildigi bir
bez dokusu olarak bilinmektedir. Karin bolgesinde yer alan organlarin idrar torbasindan
sonraki en alt boliimiinde, kalin bagirsagin son boliimiiniin 6niinde yer almaktadir.[11]
Prostat, erkek lireme sisteminde bir salg1 bezi olarak bilinmektedir. Temel gérevi meninin
stvi kismini olusturmaktadir. Yetigskin bir erkek bireyde kestane biiyiikliiglinde ve

yaklasik olarak 18-20 gram agirliga denk gelmektedir.[12]

Erkek genital sisteminin bir bezi olan prostat, erkek iiretrasinin baglangic kismini

olusturur. Bu kisimda meydana gelen bazi tiimorler, prostat bezinin islevini tam yerine



getirememesine sebep olarak kanser olusumuna yol agmaktadir.[14] Prostat kanseri
(diger isimleri PCa, PK) erkekler i¢in oldukca tehlikeli bir kanser olmakla birlikte kansere
bagli oliimlerin onde gelenlerindendir. Solid bir kanser tiirii olan prostat kanseri,
Avrupa’da ve Amerika’da 1000 erkekten 214’ilinde goriilmektedir. Erken teshis miimkiin
oldugunda sag kalim oranlar1 ciddi bir sekilde artarak, hastalarinin 5 yillik sag kalma
orani %99’a ulagmaktadir.[17] Prostat kanserinde hastanin psikolojinde degisikler
meydana gelmektedir. Bunlar baglica anksiyete ve depresyondur. Hastaliga bagli diger
degisiklikler ise iiriner tikaniklik ve metastatik agrilardir. Erkeklerde prostat kanserinden

sonra sirastyla akciger ve kolorektal kanser gelmektedir.[18]

Prostat kanseri risk faktorleri tam olarak belirlenmemesine ragmen 4 grup altinda

incelenebilmektedir. Bunlar; biyolojik, genetik temel, epigenetik ve genomik
instabilitedir. Kanser genetik temelli oldugu i¢in eger birinci derece akraba olarak bir kisi
etkilenirse risk iki kat1 veya fazlasina ¢ikmaktadir. Prostat kanserli hastalarin yaklasik
%9luk bir kism1 gergek kalitsal prostat kanseridir. Prostat kanseri risk faktorlerinin yan
sira olasi risk faktorleri ise diyetle alinan yag ve hormonlardir. Potansiyel risk faktorleri

ise vasektomi, kadmiyum, A ve D vitamini olabilmektedir.[19]

Tablo 1.1. Prostat kanseri risk faktorleri[20]

Prostat Kanseri Risk Faktorleri

e Streroid hormonlari

eBiiyiime faktorleri

o RNA interferazlar
(siRNA, miRNA)

Biyolojik Genetik Temel Epigenetik Genomik Instabilite
eYas ¢ Hipermetilasyon ¢ Kromozomal aberasyonlar
olrk ¢ Hipometilasyon e Heterozigosite kaybi
e Aile dykiisii e Genomik Imprinting o Tek niikleotid
o Androjen reseptorii e Histon polimorfizmleri

modifikasyonlari ¢ Gen fiizyonlari

e Mutasyonlar

® Onkogenik aktivasyon

eBeslenme

) o T{iimor supresor genlerinin
*Noropeptidler baskilanmast
oCevre

o Gen regiilatorler

e RNA interferazlar




1.2.1. Prostat kanseri tanisi

Prostat kanserinin erken safhalarinda genellikle hastada herhangi bir yakinma

meydana gelmez. Hastalarda gézlemlenebilen yakinmalar:

* Geceleri siklikla idrara ¢ikma gereksinimi,

» Idrarin gecikmesi ve idrar yapmanin bitiminde idrarin az miktarda akmaya devam
etmesi,

+ Idrara ¢ikamama,

« lince veya kesik kesik idrar yapma,

» Idrar yaparken yanma veya agri,

» [liski sirasinda agril ejakiilasyon (bosalma),

» Idrar veya spermde kan goriilmesi.

Erken safhalardan sonraki sathalarda olan hastalar bu belirtilerin yani sira sirt kalga
ve/ veya bacak agrilar1 gekmektedir. Bu belirtilerin hepsi veya bir tanesi kanser ile alakali
olabilir ve buna bagh olarak gelisebilir. Fakat bu belirtilerin bir tanesinin goriilmesi
kesinlikle kanser anlamina gelmemektedir. Bir baska saglik problemi olabilir bu yiizden
hasta bir iiroloji uzmanina muayene olmalidir.[11] Prostat kanseri teshisi konulmus bir
hastada uygulanacak tedavi i¢in oncelikle bu hastaligin viicutta ne kadar yayildigi ve
yayginligii(evre) bilmek gerekmektedir. Kanserin yalnizca prostat bezi igerisinde sinirl
olup olmadig1 ve ya prostat dist yayilim olup olmadig1 evreleme sirasinda arastirilir. Bu
evrelemeleri gozlemlemek igin genellikle her hastada akciger grafisi, bilgisayarl
tomografi, kemik sintigrafisi, manyetik rezonans goriintiilleme gibi yontemlerden
faydalanilir.[11] Evrelemeye klinik olarak bakacak olursak burada kullanilan
parametreler; PSA, parmakla rektal muayene, prostat biyopsi bulgular1 ve goriintiileme
yontemlerini sayabiliriz. Klinik evreleme, hastaligin yayilimini ve prognozunu tahmin

etmek amaciyla yapilir ve en uygun tedavi secilir.[21]

Prostat kanseri evrelemesinde en sik kullanilan evreleme yontemi 2009 TNM

(tiimdr, lenf nodu, metastaz) yontemidir.[21] Bu yontemde 6nemli olan 5 fakt6r sunlardir:

T: Kanserin prostat i¢indeki durumu hakkinda bilgi verir. Prostat kanseri ne tarafa
tutulmug bir tarafta m1 yoksa iki tarafta m1 veya prostat kanseri idrar torbasi, kalin

bagirsak ya da kaslara gecmis mi gibi sorulara yanit vermektedir.

N: Prostat kanserinin lenf bezlerine ulagip ulasmadigi hakkinda bilgi verir.



M: Kanserin, prostattan uzakta bulunan viicut i¢i organlara gecip ge¢medigi hakkinda

bilgi verir.

PSA: Prostat Spesifik Antijen (PSA) diizeyi 10’un altinda m1, 10-20 aras1t m1 veya 20°den

fazla m1 sorularina cevap verir.

Gleason Skor: Kanserin agresifligi hakkinda bilgiler ediniriz. Gleason 6 olmas1 kanserin

agresifliginin az olmasi demektir. 8,9,10 olmas1 yiiksek agresiflik gosterir.
Prostat kanserini 5 evrede toplayabiliriz. Bunlar;

Evre 1: Hastanin Gleason skoru 6’da ve PSA degeri 10’dan kiigiik olmalidir. Kanser,

prostatin tek tarafinda ve%50’den azin1 kapsamalidir.

Evre 2A: Gleason skoru 7 olan ve PSA degeri 20’den fazla olan hastalar i¢in olan evredir.

Kanser, prostatin bir tarafindadir ve kapsiil digina ¢ikmamastir.
Evre 2B: GLeason skoru 8 veya daha fazladir. Kanser, prostatin iki tarafinda da vardir.

Evre 3: Kanser, prostat kapsiiliiniin disina ¢ikan hastalardir. Prostat kanseri, V. Seminalis

salg1 bezine gegmektedir.

Evre 4: Prostat kanseri, idrar torbasina, kalin bagirsaga ve karin 6n duvarina gegmistir.
Lenf bezlerine ve diger organlara sigramistir. Son evrede ise tedavi oldukca zordur,

kanserin gelisimi oldukc¢a hizli ilerlemektedir.[22]
1.2.2. Kalitsal prostat kanseri genleri

Bilinen prostat genlerinin sayisi her gecen giin artmaktadir. Prostat kanseri genleri
artmasina ragmen, genlerin %5-10’u major genlerden meydana gelmektedir. Bundan
dolay1r kalitsal prostat kanseri genlerinden ¢ok diger genlerin polimorfizmleri oldukca
onemlidir. {1k prostat kanseri lokusu, HPCI(hereditary prostate cancerl), 1q24-25’te daha
sonra sirastyla; PCAP(predisposing for prostate cancer), 1q42.2-43, HPCX, Xq27-28,
CAPB(predisposing for prostate and brain), 1p36, HPC20, 20q13 ve HPC2/ELAC2 17p
lokuslaridir.[23]



Sekil 1.2. Prostat kanseri yatkinlik genlerif23]

1.3. Escin

Escin veya aescin, Aesculus hippocastanum'un (at kestanesi agaci) ana aktif
bilesenidir. Escin, at kestanesi tohumundan tiretilen aktif bir farmaso6tik maddedir. B-escin
ve a-escin olmak tizere iki formda bulunan ve triterpenoid saponinlerin bir karigimi olarak
ortaya ¢ikmaktadir. B-escin ana aktif bilesendir ve yiiksek sicakliklarda a-escin’e
dontstiiriilebilir. Protoescigenin, barringtogenol, kriptoescin ve benzopirronlar da dahil

olmak tizere ¢esitli bilesenleride igermektedir.[24-26]
1.3.1. Escinin fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Escinin, Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) ismi: (2 S, 3 S,
4S,5R,6R)-6-[[(3S5,4S5,6aR, 6bS,8R,8aR,9R,10S, 14 b R) -9-asetiloksi-8-
hidroksi-4,8 a -bis (hidroksimetil) -4,6 bir, 6 b, 11,11,14 B -heksametil-10 - [( Z) -2-
methylbut- 2-enoil] oksi-1,2,3,4 a , 5,6,7,8,9,10,12,12 a , 14,14 a-tetradecahydropicen-3-
il] oksi] -4-hidroksi-3,5-bis [[(2 S,3 R, 4 5,5 S, 6 R ) -3,4,5-trihidroksi-6- (hidroksimetil
) oksan-2-il] oksi] oksan-2-karboksilik asittir. Anavatan1 Balkanlar olan escin, 20-30 cm
aras1 boyu olan sik dalli yuvarlak tepeli bir agagtir. Isinsal tiiysii yaprakli ve parlak
kahverengi tohumlar1 vardir. Siis bitkisi olarak yol kenarlarinda kullanilir. Escinin
bilesiminde: protein(%5-6), nisasta(%30-40), yag(%5.5-7.7), flavonlar, antioksidan
maddeler, glikozitler(aesculin, esculin), saponinler(aescin, escin), B1, C ve K vitaminleri
bulunmaktadir. Kimyasal formiilii CssHssO24 olan escinin molekiil agirligi 1131.269
g.mol! | erime sicakligi 224-226°C ve pH’1 3 ile 4 arasindadir. Escin %95 toz-pudra
formunda olup oda sicakliginda (25°C) saklanabilir.[24,27,29]



Sekil 1.3. Escinin iki boyutlu kimyasal yapisi[28]

COOH

OH

CH,OH
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CH,OH

OH
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1.3.2. Escinin kullanim alanlari

At kestanesi agaci1 olan Aesculus hippocastanum L. (Hippocastaneceae) Tiirkiye’de
cok yaygin bir agactir. Tirk halk tibbinda kullanimi, at kestanesinin tohumlarini ezip
demleme c¢ay hazirlayarak igmek, bobrek tasini diistirmekte ve mide agrisina iyi
gelmektedir. Bir diger kullanim1 hemoroit semptomlarini hafifletmek i¢in tohumlarinin
yutulmasidir. Ayrica ameliyat sonrasi 6dem atmasi i¢cinde kullanilmaktadir. At kestanesi
tohumlar1 Avrupa’da kronik vendz yetmeklik gibi vendz bozukluklari, sirt agrisi, suslar,
spor yaralanmalar1 gibi enflamatuar rahatsizliklar1 tedavi etmek ic¢in kullanilmaktadir.
Aesculus hippocastanum tohumlar1 fitoterapi ve geleneksel ilaglarda yaygin olarak
kullanilir. Bitkinin tohum ekstresi doza bagimli olarak hem enzimatik hemde enzimatik

olmayan in vitro lipit peroksidasyonunu inhibe etmektedir.[25,30]
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1.3.3. Escin ve kanser iliskisi

Escinin kanser ile iligkisini anlamak ve belirlemek i¢in kanser tedavisi adina pek ¢ok
caligma gerceklestirilmistir. P-escinle yapilan bir caligmada, terapdtik yararindan
bahsetmis, PB-escinin iyonlarin kanallarina daha iyi girebildigini ve bdylece vendz
gerginligini azalttigin1 ve prostagladin-F2a’nin damarlardan salinmasini saglamaktadir.
Bu o6zellikler, B-escini potansiyel bir kanser kemopreventif ajan yapmaktadir. Ayni
sekilde sicanlar lizerinde bir deney yapilmis ve protagladin-F2a, dimetilhidrazin kaynakl
sican kolon adenokarsinomunda hiicre proliferasyonunu giiglii bir sekilde inhibe etmistir.
Bir baska caligmada at kestanesinden izole edilen escinin karagenan kaynakli arka penge
O0demi Tlizerindeki inhibitor etkisini belirtmistir. Buna ek olarak escinin bir si¢can
modelinde antiiilserojenik etkisi gosterilmistir.[31,32] B-escin ile yapilan ¢esitli tiimor
dizileri [insan oral mukozal hiicre dizisi (KB hiicreleri), fare karaciger kanseri (H22) ve
sarkom (S180) hiicre dizileri] caligmalarinda tiimor dizilerinin biiyiimesini inhibe
edebilecegi belirtilmistir. B-escinin insan kolon kanseri hiicre ¢izgileri HT-29 ve HCT-
116°da p21 indiiksiyonu yoluyla antikanser aktivitesini gozlemlemislerdir. B-escinin
fosfo-Rb ve siklin A seviyelerini disiirerek, G1-S fazinda insan kolon kanseri
hiicrelerinin biiylimesinin durdurulmasina ve proliferasyonun inhibisyonuna yol agtigini

belirtmislerdir.[33]

Escinin insan pankreas kanseri iizerine yapilan ¢aligmada ise kanserli hiicre hatlarinda
%80’lik bir azalma oldugunu ve bdylece escinin pankreas kanseri hiicrelerinin
bliylimesinin gii¢lii bir inhibit6érii oldugunu bulmuslardir[34]. Baska bir calismada ise
osteosarkom {izerinedir ve bu c¢alismada osteosarkom hiicrelerinde apoptozun
indiiklendigi ve escinin bu hiicreler iizerinde antiproliferasyon etkisine sahip oldugunu

tespit etmislerdir.[35]
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Tablo 1.2. S-escinin in vitro ve in vivo ¢alismalardaki anti-kanser etkilerif33]

S.No. Type of cancer Organ site/cell lines or animal model Molecular markers
|mhibition
tinduction

In vitro studies

1) Human oral, mice liver KB cells(thuman Oral) Growth

cancer and sarcoma cell line
2) Human colon cancer

3) Hepatocarcinoma

4) Human tumor cells

5) Human prostate cancer cells
6) Human hepatocarcinoma

7) Human hepatocarcinoma

8) Human cholangiocarcinoma

9) Lung carcinoma

10) Human pancreatic cancer

11) Human lung cancer

In vivo studies
1) Colon cancer

2) Hepatocarcinoma
3) Human pancreatic cancer

4) Human lung cancer

H22 and S180 (Mice)
HT-29, HCT-116

HepG2

KBM-5 , A293 H1299

Jurkat, U266

CRPC, PC-3 and DU-145

HepG2, PLC/PRFS

SMMC-7721

QB(939, Sk-ChA-1, and MZ-ChA-1

A549
BxPC-3 & Panc-1

H460

AOM induced ACF, Formation in
F344 rats
H22 tumors on nude mice

BxPC-3 nude mice
NNK induced lung cancer in A/J mice

1pRB, cyclins A and E

1p21, apoptosis

1G1/S phase

Tapoptosis

1COX-2, IAP-2, ICAM-1, MMP-9

VEGF, Bel-2, Cyclin-D1, NfKB, IKK-y

1Bcl-2, BelxL, xIAP, cIAP1

TApoptosis, G2/M arrest

ISTAT-3, c-SRC, JAK2, Cyclin D1, Bcl-2,
BelxL, Survivin and VEGF

tCaspase-3.9 and 8 activity

Bcl-2

1G1/S and G2M phases

|caspase-3 activity

INOS, JAK, STAT 1 & 3 p38 MAPK

le-Myc, COX-2, cyclin D1, survivin,
Bcl-2 and Bel-xL

fcaspase-3 activity

tAldh1A1, RhoA, Rock

ip21

|Preneoplastic lesions, ACF formation

143.5 % tumor inhibition
|Reduced tumor volume
140-53 % lung tumor inhibition

1.4. Apoptoz

Viicudumuzdaki tiim hiicrelerin bir yasam dongiisii vardir. Her hiicre dogar, ¢cogalir
(proliferasyon), farklilasir (diferansiasyon) ve Oliir (apoptozis). Bu olaylar bir denge
halinde devam etmektedir.[36] Apoptoz koken olarak Yunanca’dan gelmektedir.
Apo(=ayr1) ve ptozis(=diisen) kelimelerinin birlesmesiyle olusmus sonbaharda yaprak
dokiimiinii tanimlayan kelimedir.[37] Apoptozis, ilk kez 1970 yilinda Kerr ve arkadaslari

tarafindan hiicrenin fizyolojik 6liimii olarak tanimlanmistir.[38]

Apoptozu kapsamli olarak tasvir edecek olursak; belirli bir uyarana maruz kaldiktan
sonra ihtiya¢ duyulmayan, fonksiyonlar1 bozulan, biyolojik gérevini tamamlamis ya da
hasarlanmis olan hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglayan, programli hiicre dliimiidiir.
Apoptozis, doku homeostazinda ve zararli hiicrelerin uzaklagtirilmasinda goérev
almaktadir. Hiicre oliimiliniin hem artis1 hem de yetersizligi, bazi hastaliklara sebep

olabilmektedir. Kanser ile apoptozun dogrudan iliskili oldugu saptanmistir. Kanserde,
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hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii arasindaki denge bozulmakta ve hiicreler apoptozu
gerceklestirecek Oliim sinyallerini alamamaktadirlar.[39] Apoptozis bazi etkenler
tarafindan olusabilmektedir. Apoptozisi uyaran etkenleri, hiicre hasar1 veya anormalligi,

trofik faktorlerin geri ¢ekilmesi ve eksternal aktivatorler olarak 3 baslikta incelenir.
Hiicre hasar1 veya anormalligi: Iskemi, toksik ajanlar, radyasyon, neoplaziler ve yaslhlik.

Trofik faktorlerin geri g¢ekilmesi: ndrotrofinlerin ortamda bulunmamasi ve biiyiime

faktorleri apoptoza sebep olur.

Eksternal aktivatorler: diger gruptan farkli olarak hiicrelerde Ozellikle apoptozisi

uyarirlar. Bunlar arasinda glukokortikoidler ve viral enfeksiyonlar sayilabilir.[40]
1.4.1. Apoptoz mekanizmalari

Apoptozun iki temel mekanizmasi vardir. Bunlar, 6liim reseptorlerine oliim
ligandlarinin baglanmas: ile aktiflestirilen ekstrinsik yolak ve hiicre i¢i sinyaller sonucu
aktive olan instrinsik (Mitokondriyal) yolaktir. Her iki yolakta bir seri kaspazi aktive

ederek anahtar hiicresel proteinleri hedefler ve bu hiicreleri parcalar.[39]

Instrinsik yolak; proapoptotik proteinlerden olan Bid, bir antiapoptotik protein olan
Bcl-2’yi inaktive eder. Bax ve Bak’i aktiflestirmesinin ardindan, mitokondriyon
membraninda por olusumunu indiikleyip zar potansiyelini degistirir. Zar potensiyelinin
degismesinin sonucunda, mitokondriyon membranindaki porlardan sitokrom-c, Smac
(second mitochondria-derived activator of caspase), Endo-G, Ca™" ve AIF (apoptoz
indiikleyici faktor) salinimini uyarir. Sitokrom-c, Oksidatif fosforilasyon i¢in gerekli olan
elektronu tasir. Smac IAF (inhibitor apoptotik faktor)’ii inhibe edip apoptozu hizlandirir.
Bu esnada ortamda IAF oldugundan dolayi, kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonu engellenir.
AIF cekirdege gecerek onu parcalara ayirir. Endo-G’nin gorevi ise DNA’yi
parcalamaktir. Mitokondriyal porlardan salinan sitokrom-c, Apaf-1(apoptotik proteaz
aktive eden faktor) ve ATP’nin olmasiyla sitozolde apoptozom denilen bir kompleks
olusturmaktadir. Apoptozom, kaspaz-9°u, kaspaz-9 ise prokaspaz-3’ aktif kaspaz-3 haline
getirir. Aktif kaspaz-3 de ICAD (inaktif kaspaz aktive edici DNaz)’1 inaktiflestirerek
CAD’1 serbestlestirir. CAD’1n serbest kalmasi, ¢ekirdekte kromatin yogunlagmasina ve

DNA’nin niikleozomal alt birimler halinde fragmente olmasina sebep olmaktadir.
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Ekstrinsik yolak; burada reseptorler trimer yapi kazanir. Bunun sebebi; 6lim
sinyallerinin (FasL, TNF-alfa, TRAIL), hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerine (Fas,
TNFR, DRS5) entegre olmasidir. Bu sekilde trimerik yap1 kazana reseptor, adaptor
molekiilleri ve prokaspazla birleserek DISC denilen yapiy1 olusturur. Ardindan, inaktif
durumdaki prokaspaz-8’in uzun ve kisa kollar1 kesilerek aktif kaspaz-8’in olusmasi
saglanir. Dogrudan ve dolayli yollar ile kaspaz-3, aktif kaspaz-8 ile aktive olur. Her iki
yol ile aktif olan kaspaz-3 yine CAD aktivasyonu ile DNA fragmantasyonuna neden

olur.[40]

Sekil 1.4. Apoptotik yolaklar[39]

Intrensek yolak Ekstrensek yolak
Ohumlny‘trl

Bid ve bax: B hiicre lenfoma-2 (Bcl-2) ailesi iiyeleri; t-Bid in c-terminal bolgesinin kesilerek olusan aktif formu,; Apaf-
1:Apoptotik proteaz aktive edici faktor-1; Apoptozom: dATP, sitokrom-c ve Apaf-1°den olugan ¢oklu protein kompleksi.

1.4.2. Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yontemler
1.4.2.1. Morfolojik goriintiileme yontemleri
Istk mikroskobu kullanimi

Hematoksilen boyama: Hem hiicre kiiltiirii hem de doku boyamalari i¢in kullanilir.
Apoptotik hiicre saptanmasi i¢in ilk metod olarak kullanilmasi, oldukca elverisli ve
avantajlidir. Boyamada kullanilan hematoksilen boyasi, kromatini boyadigi icin
apoptotik hiicreler nukleus morfolojisine gore degerlendirme alinir. Hiicre kiigiilmesi
“cell shrinkage”, sitoplazmik kii¢iilme “cytoplasmic shrinkage”, kromatinin kondanse

olmast “nuclear condensation” ve nukleus zarinin periferinde toplanmasi, nukleusun
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kiictilmesi “pyknosis” veya pargalara boliinmesi “nuclear fragmentation” hematoksilen

boyama ile gézlenebilen degisikliklerdir.

Giemsa boyama: Hematoksilen boyamada oldugu gibi nukleus morfolojisi esas
alinarak apoptotik hiicreler taninir. Giemsa boyamanin hematoksilen boyamadan tek farki

sitoplazma sinirlar1 hematoksilen boyamaya gore daha iyi segilir.[42]
Floresan mikroskobu / Lazerli konfokal mikroskop kullanimi

DNA’ya baglanabilen floresan boyalar sayesinde hiicrenin kromatini yani nukleusu
gorliniir hale gelebilir. Bu boyalar hiicre kiiltiirli ¢alismasinda kullanilirsa canli ve 6li
hiicre ayrim1 yapilmasina olanak saglar. Giemsa ve hematoksilen boyamanin kullanildigi
ornekler yontem prensibi geregi dlmektedir. Canli ve 6lii hiicreleri ayirmak i¢in 2 farkli
boya kullanilir. Biri (6rn: Hoechst boyasi) canli veya 6lii tiim hiicreleri boyayabilen boya
digeri (6rn: propidium iyodiir) ise sadece Olii hiicreleri boyayabilen boyadir. Bu
yontemlerde canliligin belirleyicisi, hiicrenin plazma membraninin intakt (canli) olup
olmadigidir. Canli olan hiicreler propidium boyasi gibi boyalarla boyanamazlar ¢iinkii bu
boyalar sadece membran biitiinliigli bozulmus (6lii) hiicreleri boyamaktadir. Hoechst
boyasi ise tiim hiicreleri boyayarak 6lii veya canli ayirimini saglar. Bu yontemle boyanan

hiicreler floresan mikroskobu ile tanimlanabilir.[43]
Elektron mikroskobu kullanimi

Apoptozis icin kullanilabilecek en degerli yontemdir. Hiicrede gdzlemlenebilen
morfolojik degisikliklerin en dogrusunu gosterdigi yontemdir. Bunlara ek olarak
subseliiler detaylarda incelenebilir (mitokondri durumu, hiicre zar1 ya da nukleus
membran biitiinliigiiniin bozulup bozulmadig: gibi). Nukleus fragmentasyonu, apoptotik
hiicre ile normal hiicre kiyaslamasi ve kromatin kondansasyonu ve fragmentasyonu

elektron mikroskobu ile izlenebilmektedir.[42,44]
Faz kontrast mikroskobu kullanimi

Faz kontrast mikroskobu sadece hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilir. Flask veya
plate’lerde hiicrelerin biiyiitiildiigii ve igerisindeki hiicreleri ya da hiicre toplulugunu

inceleyebilmeye olanak saglar.[43]
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1.4.2.2. immunohistokimyasal yontemler
Anneksin V yontemi

Fosfatidilserin (PS), apoptoza ugramamis hiicrelerin hiicre membranlarinin
sitoplazmik ylizlinde goriiliir. Hiicre apoptoza giderse i¢ ylizeye yerlesen PS molekiilleri
hiicre zariin dis ylizeyine transloke olurlar. Boylece dis yiizeydeki PS’ler floresan bir
madde (F1TC gibi) ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir hale gelir. FITC-
Anneksin V kompleksinin hiicre yiizeyindeki fosfatidilserine baglanma orani flow
sitometri ile Olgiliir. Anneksin V-FITC (green fluorescence) ve non-vital boya olan
propidium iodide ile ayni anda boyanan hiicreler, canli hiicreler(FITC+PI-), erken
apoptotik hiicreler(FITC+PI+) ve gec¢ apoptotik hiicreler(FITC+PI+) birbirinden ayirt
edilebilir.[42,43,45]

TUNEL yontemi

DNA kiriklarmin, in situ (ilk yerinde) olarak taninmasini saglar. Apoptotik
kirilmalar sonucunda DNA uglari, DNA polimeraz veya Klenow fragmenti kullanilarak
isaretlenir. Parafin bloklar, donmusg kesitler, kiiltiiri yapilmis soliisyon halindeki veya
platelere ekilmis ya da lameller {izerinde biiyiitiilmiis hiicrelerde apoptozisin varligi bu
metodla yapilir. “TdT-dUTP nick-end-labelling” sozciiklerinin kisaltilmasiyla “TUNEL”
adin1 almustir.[43]

M30 yontemi

M30 yontemi prensibi, apoptotik hiicreler sitokeralin 18’in kaspazlarin etkisi
sebebiyle kirilmasi sonucu ortaya ¢ikan yeni antijenik bolgenin immiinohistokimyasal
yontemle boyanmasidir. Sadece epitelyal kaynakli dokular kullanilir ¢linkii sitokeratin

18’1 eksprese eden dokular olmak zorundadir.[42]
Kaspaz-3 yontemi

Apoptotik hiicrelerde olusan kaspaz-3 belirlenebilir. Belirlenebilmesi i¢in, dokunun
kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi veya calisilan dokuda apoptozise yol agan ajanin

kaspaz-3’ii kirpip kirpmadig bilinmelidir.[44,46]
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1.4.2.3. Biyokimyasal yontemler
Agaroz jel elektroforezi

DNA’da olusan kiriklar, Agaroz jel elektroforezi ile goriilmektedir. Apoptoziste DNA,
180 baz ¢ifti ve bunun katlarinda olan noktalardan (internukleozomal bélgelerden) kirilir.
Bu kirilmayla olusan yapiya, merdiven goriintiisii “ladder pattern” denir. Bu apoptozisin

karakteristik 6zelligidir. Nekrozdan ayrimi bu sekilde yapilir.[42]
Western Blotting

Immunblotlama da denilen bu ydntem, bir protein karigimi igindeki belirli bir
proteini ve biiyiikliigiinii tespit etmek i¢in kullanilir. Bu metod sayesinde, apoptozise
0zgii bazi proteinlerin eksprese olup olmadiklarinin (6rn: bel-2) ya da kirilip
kirilmadiklarinin (6rn: kaspaz-3) saptanmasi yani sira sitokrom ¢ ‘nin mitokondriye ¢ikip
cikmadigr da belirlenebilir. Sitokrom c tespiti yapilmadan once, alt fraksiyonlama
yapilarak hiicreler mitokondriyal ve sitoplazmik fraksiyonlarina ayrilirlar. Sonrasinda
normalde sitoplazmik fraksiyonda olmasi beklenmeyen sitokrom c’nin bu fraksiyonda

tespit edilmesi halinde hiicrelerin apoptoza gittikleri anlasilir.[43]
Flow Sitometri

Lazer kaynakli florometre ile parcacik 151k yayilimi analizi birlesiminden olusur.
Bu yontemde, farkli molekiiller, hiicreler ve parcaciklar, diisiik ve dik ag¢ili 1s1k yayilimi
kullanilarak biiytikliik ve sekil bakimindan ayrilabilir. Hiicreler, molekiiller vya da
parcaciklar 13-phycoerithin, FITC ve rhodamine-GG gibi 6zel floresan isaretleyicilerle
isaretlenebilir. Bu yontem yardimiyla, floresan madde ile isaretlenmis antikor
kullanilarak apoptozda eksprese oldugu bilinen herhangi bir hiicre ylizey proteini
saptanabilir. Apoptoz flow sitometride iki sekilde belirlenir: 1. Floresan bir madde olan

propidium iyodiir kullanilarak, 2. Anneksin V kullanilarak.[42-44]
1.4.2.4. Immiinolojik yontemler
ELISA

ELISA, apoptozun belirlenmesinde kullanilan bir serolojik tani yontemidir.
Apoptozun ilk olayl, niikleozomlatin salinmasi ve arkasindan olan DNA

fragmentasyonudur. ELISA yontemi ile Kkiiltiiri yapilmis popiilasyonlarda DNA
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fragmentasyonu saptanir ve M30 diizeylerinin 6l¢limii yapilabilmektedir. ELISA yontemi
temeli, antijen-antikor kompleksine bir enzimle isaretli antiglobulinin ilave edilmesi ve
sonra substratin eklenmesi ile eger antijen veya antikor var ise renk olusumunun

gozlenmesidir.[42,43]
Flourimetrik Yontem

Kiiltiirii yapilan hiicrelerin kaspaz aktivitesinini tayin ekmek amaci ile kullanilir.
Flourimetrik yontemde, ilgili kaspazin antikorunun bulundugu "plate"lere hiicre
lizatlarinin konulmasi ile kaspaz molekiilleri tutulur ve ortama kaspazlarin parcaladigi ve
kendisine floresan bir maddenin tutundugu bir substrat ilave edilir. Ortamdaki kaspaz
aktivitesiyle orantili olarak ortaya ¢ikan floresanin siddeti fluorimetre ile 6l¢iilerek kaspaz

aktivitesi bulunur.[42,43]
1.4.3. Apoptoz ve nekroz farklari

Apoptoz ile nekroz bir¢cok Ozellik agisindan oldukga farkli bir hiicre 6liim
mekanizmalaridir. Apoptozis, hem fizyolojik hem patolojik sartlarda meydana gelirken
nekrozis, fizyolojik bir 6lim sekli degildir. Apoptozun morfolojik olarak kendine 6zgii
bir yapis1 vardir. Nekrozda hiicre igine asir1 sivi girmesi sonucu hiicre siser fakat
apoptozda tam tersine hiicre kiiciiliir. Nekroziste, kromatin paterni yaklasik normal
hiicredeki goriintiiye benzer olmasina ragmen apoptotik hiicrenin kromatini niikleus
membraninin g¢evresinde toplanir ve yogunlasir. Nekrotik hiicrenin plazma membrani
biitiinltiigilinii kaybeder ve hiicre i¢cinden disina dogru hiicre i¢i materyal ¢ikis1 gergeklesir.
Apoptotik hiicrede ise hiicre membrani intakttir ve iizerinde kiiciik cepcikler olusur.
Apoptotik hiicre hiiciik cisimlere pargalanirken nekrotik hiicre lizise ugrar. Nekroziste
hiicre igerigi dis ortama salindigindan enflamasyon reaksiyonu uyarilir fakat apoptoziste
apoptotik hiicre komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden

enflamasyon olusmaz.[36]
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Sekil 1.5. Apoptozun morfolojik gériiniimiif36]

Stimulus |

Y

Huicre kdigilir |

Kromatin toplanir ve yogunlagir |

180-200 baz ciftli DNA parcalar |

Apoptotik cisimdkler |

[ Retikiloendotelial hiicreler ile fagositoz |

Tablo 1.3. Apoptoz ve nekrozun kiyaslamasif41]

aktivasyonu,
v'Sitotoksik T lenfositler

OZELLIK APOPTOZ NEKROZ
Yol acan nedenler v Biiyiime faktorii eksikligi, v Iskemi,
v'Hiicre yaslanmasi, v'Hipertermi,
v HIV, v'Hipoksi,
v'Kanser ilaglari, v'Litik viral enfeksiyon,
v'Radyasyon, v'Toksik maddeler,
v Oliim reseptorlerinin v Agir metaller,

v'Siddetli oksidatif stres

Morfolojik ozellikleri

v Hiicre membrani saglamdir.
v'Hiicre kiigiiliir.

v'Biebler olusur.

v'Kromatin kondensasyonu
gergeklesir.

v'Organeller saglamdir.

v Apoptotik cisimeikler olugur.
v Erken evrede fosfatidil serin
translokasyonu gozlenir.

v'Hiicre membran biitiinligii
kaybolur.

v'Hiicre siser.

v'Biiyiik vakuoller olusur.
v'Organeller pargalanir.
v'Hiicre lizisi gergeklesir.
v'Fosfatidilserin
translokasyonu yoktur.

Biyokimyasal 6zellikleri

v'Programlidir.

v ATP gerektirir.

v'DNA kiriklar1 merdiven seklini
alir.

v'Iyon dengesi bozulur.
v ATP gerekmez.
v'DNA rastgele pargalanir.

Diger ozellikler

v'Hiicreler tek tek veya birkagi
birarada oliir.

v'Fizyolojik sartlarda da
gergeklesebilir.

v'Makrofajlar tarafindan fagosite
edilirler.

v Enflamasyon goriilmez.

v'Hiicreler gruplar halinde oliir.
v Patolojik etkiler sonucu
gergeklesir.

v'Lizozomal enzimler salinir.
v'Enflamasyona neden olur.
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1.5. Sitotoksisite

Sitotoksisitenin sOzciik anlami, canli hiicreler iizerindeki toksik etki oramidir.
Sitotoksisiteyi genel olarak tasvir edersek, molekiiler olaylar sonucu bir¢cok sayida ve
cesitli makromolekiillerin sentezlenmesinin engellenmesi ve bununla birlikte hiicrenin
fonksiyonlarinda ve yapisinda gozle goriiliir hasarlar meydana gelmesidir. Uygulanan
materyalin hiicrenin yasamina olan etkisi ve biyouyumlulugu sitotoksisitede belirleyici
faktordiir. Burada hiicreler sitotoksik maddeyle etkilesime girerse apoptoz, otofaji ve
nekroz gibi olaylar sonucunda Olebilir veyahut sitostazis sebebiyle proliferasyon
ozelliklerini kaybederler.[47,48] Yapilan sitotoksisite caligmalarinin ¢esidi ne olursa
olsun miihim olan ¢alisma sonucundaki canli ve 6li hiicre miktarinin belirlenmesidir.
Sitotoksisite testleri, toksik oldugu diisiiniilen maddenin elverisli hiicre kiiltiiriinde hiicre
cogalma orani ve hiicre iizerindeki toksik etkisi dikkate alinarak degerlendirme yapilan
testler olarak tasvir edilmektedir. Sitotoksisite testleri: hiicre canliligi ve oliimii, hiicre
membrani, hiicre organelleri, protein veya DNA sentezi ve hiicre boliinmesi ile ilgili
bilgiler vermektedir. Sitotoksisite testlerinin yapilma maksadi, morfolojik olarak hiicresel
hasarin gozlenmesi, hiicresel hasarin ¢esitli dl¢lim yontemleri ile belirlenmesi, hiicresel
biiyiimenin belirlenmesi ve hiicresel metabolizmadaki herhangi bir degisikligin
belirlenmesidir.

Sitotoksisite testleri in vivo ve in vitro olmak iizere 2 farkli yontem ile
uygulanmaktadir. In vitro testler, sitotoksisitesi arastirilan madde artan konsantrasyonda
hiicrelere uygulanir ve bu maddenin hiicre morfolojisi ve hiicrelerin yasama oranlari

tizerine etkileri arastirilir.

Sitotoksisite degerlendirme yontemleri 4 baglik altinda incelenmektedir. Bunlar:

1. Canlilik (viability) degerlendiren testler: Kisa donemde, toksik etki sonucunda
kiiltiirde canli kalan hiicre oraninin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

2. Yasam (survival) degerlendiren testler: Uzun donemde olusan toksik
reaksiyonlarin etkilerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

3. Hiicre proliferasyonunu degerlendiren testler: Kiiltiir icerisindeki hiicrelerin
birkag giin sonraki sayimi1 materyalin ¢esitli bilesenlerinin  hiicre
proliferasyonuna etkisinin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir.

4. Metabolik sitotoksisite degerlendirme testleri: Bu testler dogrudan hiicre yagam

degerlendirmesi icin kullanilmamaktadir. Hiicre sayisindaki artig, total protein
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miktar1 veya DNA artis1 belirlenebilmektedir. Bu testler ile tetrazolyum tuzunun
formazon kristaline indirgenmesi ya da DNA veya protein sentezi saptanarak
metabolik aktivite belirlenebilmektedir.

Sitotoksisite testleri:

» Notral kirmizi testi

Tripan mavisi testi

Alamar mavisi testi

Stilforodamin B

SH-timidin testi

MTT, XTT, WST testleri

Laktat dehidrojenaz testlerini icermektedir.[47-49]

YV V V V V V

1.5.1. MTT Kolorimetrik sitotoksisite testi

Sitotoksisite testlerinde en yaygin kullanilan enzimatik bir test olan MTT
(tetrazolium tuzu 3-[4,5- dimethythiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) testidir.
MTT testi ile hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani kolorimetrik yontemle kantitatif
olarak belirnebilmektedir. MTT, pozitif yiiklii bir birlesiktir ve Okaryot hiicrelerin
membranini kolaylikla gecerek hiicre i¢inde indirgenebilir. Fakat indirgenme sonucu
olusan formazan, suda ¢Ozlinmez niteliktedir ve kristal seklinde ¢okelmektedir. MTT
testinin prensibi, saglam hiicrelerde mitokondrinin MTT boyasinin tetrazolium halkasini
parcalayabilmesidir. Bu halkanin par¢alanmasi sonucu soluk sar1 renkli MTT boyasi koyu
mavi-mor formazan {iriiniine doniismektedir. MTT testinin sonucunda, canli ve
mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mavi-mor renkte boyanirken 6lii ya da

mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir.[47, 49-51]

Canl hiicre sayisindaki herhangi bir artis veya azalma, 540 ve 720 nm'de bir plaka
okuyucu kullanilarak optik yogunlukta (OD) yansitilan formazan konsantrasyonunun
dlciilmesiyle saptanabilir. Ila¢ duyarliligi &lgiimleri icin, ilaglarla inkiibe edilmis
hiicrelerin bulundugu oyuklarin OD degerleri, ilaglara maruz birakilmayan hiicrelerin

bulundugu oyuklarin OD'si ile karsilastirilir.[51]
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Sekil 1.6. MTT bilesiginin kimyasal yapisi[49]

1.6. Nanobilim ve Teknoloji

Nano, herhangi bir fiziksel biiyiikliigiin bir milyarda biri anlamina gelmektedir.[52]
Nanobilim, metrenin bir milyarda biri olan nano boyutta maddenin farklilasan fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerini anlamay1 saglayan bilimdir. Nanoteknoloji ise milyarda bir birimde
atomlar ve molekiiller seviyesinde (1-100nm aralig1) calisarak, gelistirilmis veya
tamamen yeni fiziksel, kimyasal, biyolojik ozelliklere sahip yapilarin ortaya
cikarilmasidir. Bagka bir deyisle, nano boyutta yeni yapilar tasarlayarak veya yapilara

yeni 6zellikler kazandirarak ¢esitli alanlarda kullanmay1 hedefleyen teknolojidir.[53,54]

Nanoteknolojinin amaglarini siralayacak olursak:

e Nanometre boyutunda yapilarin fiziksel 6zelliklerinin anlagilmasi,
e Nanometre 0lcekli yapilarin analizi,
e Daha dayanikli, daha aktif, daha hizl yapilar,

e Daha az malzeme ve enerji kullanimi olarak siralanabilir.

Nanobilim ve nanoteknoloji alanindaki ¢alisma ve arastirmalar her gegen giin hiz
kazanmakta ve giinliik yasam icerisinde kullanilmaktadir. Nanoteknolojik iirtinler, saglik,
ilag sanayi, tekstil, elektronik, otomotiv, gida, boya gibi bir¢cok farkli alanda
kullanilmaktadir. Ornegin, giiniimiizde kullanilan ilaclar genellikle tiim dokulara
homojen dagilmakta ve viicudun lokal bir bolgesini tedavi etmesi gerekirken tiim
viicudun kritik i¢ organlarini, karaciger, bobrek gibi organlara yan etki yapmaktadir.
Goriildiigi gibi bu yontemin bir¢ok dezavantaji vardir. Bu yontem yerine, nanopartikiiller
kullanilan ilaglar kullanilirsa, ilacin dogrudan etki etmesi istenilen hasta bolgeye ya da
hasta dokuya direkt gonderilebilmektedir. Nanobilim ve teknoloji saglik alanindada aktif

olarak kullanilmaktadir. Kanser teshislerinde biiylik rol oynamaktadir. Nanoteknoloji
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yardimiyla tiimorler erken donemde teshis edilebilmektedir. Kullanilan nanoyapilarin tek
bir tiimdr hiicresine bile girebilecek durumda olmasi goriintiileme tekniklerinin limitlerini
arttirmaktadir. Ornegin, meme kanseri teshisinin konulmast i¢in 1.000.000. tiimér hiicresi
olmas1 gerekirken, nanoteknoloji sayesinde 100°den az tiimor hiicresinin olusturdugu
durumda bile meme kanseri teshis edilebilmektedir.[52,55]

Nanoteknolojide kullanilan malzemelerin boyutu 100 nm’nin altina indiginde y1gin
hallerinden bagimsiz olarak farkli 6zelliklere sahip olurlar. Ornegin, yi1gin olarak bulunan
altin 1064°C’de erirken, altindan elde edilen nanopartikiiller yaklasik 300°C’de
erimektedir. Nanoteknolojide tek bir ¢esit nano malzeme kullanilmamaktadir. Nanobilim
ve teknolojide kullanilan nano malzemeler: nanopartikiiller, karbon nanotiipler, lipit

nanotiipler, nanokompozitler ve nano kristallerdir.[56]

1.7. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, boyutlar1 0,1 nm vel00 nm arasinda kalan tozlar olarak
tanimlanmakta ve nanoboyutlu malzemelerin ve bodylece nanoteknolojinin temelini
olusturmaktadirlar. Bir partikiilii nano O6l¢ekli olarak adlandirabilmek i¢in en az bir
boyutunun 100 nm’den kiigiik olmast gerekir.[57,58] Nanoparcaciklar veya
nanopartikiiller ayrica "sifir boyutlu" nanomalzemeler olarak da adlandirilmaktadir.[59]
Nanopartikiiller diger kullanilan ticari malzemelerden farkli ve iistiin olan ozellikler
icermektedirler. Ornegin, kuantum boyut etkileri, elektronik yapisinin boyut bagimliligs,
ylizey atomlarmin benzersiz karakterleri ve yiiksek yilizey/hacim oram1 gibi.
Nanopargaciklarin yiizey alani/hacim oraninin mikropartikiillere gore ¢ok yiiksek olmasi
hem in vitro hem in vivo c¢alismalarinda daha c¢ok tercih edilmesini saglamistur.
Nanopartikiiller kanser teshis ve tedavisinde, hedefli ilag saliminda, biyosensorler gibi tip
ve biyoteknoloji alanlarinda olduk¢a sik kullanilmaktadir[58,60]. Son yillarda
nanopartikiiller ~oldukca genis alanlarda kullanilmaktadir. Nanopartikiillerin

gelistirilmesinin ve kullanilmasinin sebepleri sunlardir:

1. Advers ilag reaksiyonlarinin toksisitesini ve olusumunu azaltir.
Daha iyi ila¢ kullanimi saglar.
[lag salinim hizin1 ve yerini kontrol eder.

Daha ongoriilebilir bir ilag dagitim sistemi saglar.

M

Daha fazla kolaylik ve daha 1yi hasta uyumu saglar.
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[lacin terapétik (ilacin birim doz basina genel farmakolojik yaniti) etkisini arttirir.
Tekrar iiretilebilirdir.

Dondurularak kurutulabilir, boylece kuru formda elde edilebilir.

© % N o

Toksik degildir ve biyobuzunurdur[61].

Nanoboyutlu malzeme olarak tanimlanan yapilar, nanokristaller, nanopartikiiller,
nanotiipler, nanoteller, nanogubuklar gibi farkli siniflara ayrilmis olsa da tiimiine

nanopartikiiller sistemler denilmektedir.[60]

Sekil 1.7. Nanopartikiil sistemleri[60]
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1.7.1. Kat1 lipid nanopartikiiller (KLN)

Kat1 lipid nanopartikiiller (KLN’ler), suda veya sulu bir yiizey aktif cisim ¢ozeltisi
icinde dagilmig bir fizyolojik lipitten olusan mikron alt1 kolloidal tasiyicilardir[62].
KLN’ler 50-1000 nm arasinda, biyoparcalanabilen ve biyouyumlu kati lipidlerin yiizey
etken maddeler ile stabilize edildigi bir sistemdir[63]. Kat1 lipit partikiiller, 1990’larin
basinda emiilsiyonlar, lipozomlar ve polimerik partikiiler sistemlere alternetif tasiyici

sistemler olarak gelistirilmeye baglanmistir[64].
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Sekil 1.8. Kat: lipit partikiillerin geligsimi[64]
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KLN'ler tipik olarak kat1 lipit (ler), siirfaktan (lar), ko-siirfaktan (istege bagli) ve
aktif bilesenlerden (tipik olarak ilaglar) olusmaktadir[65]. Kat1 lipitten yapilan
nanopartikiiller, lipofilik 06zellikteki etkin maddelerin parenteral, oral ve topik
uygulanabilmesini saglamaktadir. KLN’ler genel olarak oda ve viicut sicakliginda kati
olan ve biyolojik olarak biyobozunabilen lipitlerle hazirlanmaktadirlar[66]. Kat1 lipid
nanopartikiillerinin lipit matriksini, gliseritler (trilaurin, tristearin, trikaprin), yag asitleri
(stearik asit, behenik asit), kolesteril asetat ve mumlar olusturmaktadir. KLN’ler, etkin
maddelerin absorbe edilme ve viicut i¢indeki etki yerine ulasma hizini (biyoyararlanim)
arttirmak, duyarli etkin maddelerin yapilarini korumak ve lipofilik etkin maddelerin

kontrollii salinim sistemlerini olusturmak i¢in hazirlanmaktadir[67].
1.7.1.1. Kat1 lipid nanopartikiillerin yapisi

Temel olarak, KLN’ler tek tabakali fosfolipid bir kabuga sahip kati bir lipit
cekirdekten yapilmaktadir ve fosfolipidlerin lipofilik kismi, lipit matriksine
gomiiliidiir[ 68].

Sekil 1.9. Kat: lipid nanopartikiillerin temel yapisi[68]

ilag
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Kat1 lipid nanopartikiiller temel olarak bu yapida gosterilse de, aslinda tek bir
yapida olmayip dahil edilen ila¢ molekiiliiniin konumuna bagli olarak ii¢ farkl

morfolojiye sahiptir[65].

e ilagla zenginlestirilmis kabuk modeli
e ilagla zenginlestirilmis ¢ekirdek modeli
e Homojen Matris Modeli (Kat1 ¢ozelti modeli)

Sekil 1.10. Kat: lipid nanopartikiillerin ila¢ katilma modelleri: a) Ilacla zenginlestirilmis kabul modeli b)
Ilagla zenginlestirilmis ¢ekirdek modeli c) Homojen matris modeli[69]

b
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e Illacla zenginlestirilmis kabuk modeli

Ilagla zenginlestirilmis kabuk modeli, ilacla zenginlestirilen bir dis kabukla cevrili
bir lipit ¢ekirdegidir. Bu yap1, sicak sivi damlaciklari faz ayrilmasinin bir sonucu olarak
lipit nanoparcaciklari olusturmak tizere hizla sogudugunda elde edilmektedir. Bu kabuk
modelinin morfolojisi, liretim sirasinda ortaya ¢ikan bir lipit ¢cokeltme mekanizmasi ve
sogutma agsamasinda meydana gelen ilacin yeniden boliimlendirilmesiyle olmaktadir.
Burada kullanilan yontem olan sicak homojenizasyondan sonra her damlacik eritilmis
lipit ve ilacin bir karisimidir. Hizli sogutma, dis sivi lipitte ila¢ konsantrasyonunda eslik
eden bir artisla ¢ekirdekte lipit ¢okelmesini hizlandirmaktadir. Tam sogutma, ilagla
zenginlestirilmis kabugun ¢6kmesine yol agmaktadir[65]. Bu yapisal model, bir patlama
olarak salinan ilaglarin dahil edilmesi i¢in olduk¢a uygun bir modeldir. Béyle bir hizli
salimim, kati lipit nanopartikiillerin okliizif etkisine ek olarak, artan ila¢ penetrasyonu
gerektiren dermatolojik KLN formiilasyonlari i¢in oldukga istenilen bir durumdur. flacin
sirfaktan-su karistmindaki yiiksek sicakliklarda ¢oziiniirliigii, ilacin kabukta ¢okelmesini
etkileyebilen bagka bir faktordiir. Sicak homojenizasyon islemi sirasinda, yiizey aktif
cismi ¢ozeltisindeki ¢ozlinlirliigiiniin artmast nedeniyle ila¢ kismen lipit ¢ekirdeginden

disar1 ¢ikar. Bununla birlikte, dispersiyon sogutuldukea ilacin siirfaktan ¢ozeltisi igindeki
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¢Oziiniirliigl azalir. Bu, lipit ¢ekirdegi katilasmasinin halihazirda bagladigi durumlarda

kabukta ila¢ zenginlesmesine yol agmaktadir.[69,70]
e ilagla zenginlestirilmis ¢ekirdek modeli

Yeniden kristallesme mekanizmasi, ilagla zenginlestirilmis kabuk modeli i¢in tarif
edilenin tersi oldugunda, ilagla zenginlestirilmis bir ¢ekirdek modeli elde edilmektedir.
Ilagla zenginlestirilmis ¢ekirdek modeli, lipit eriyikindeki aktif bilesen konsantrasyonu
yiiksek oldugunda ve doyma ¢oziiniirliigiine yakin oldugunda gerceklesebilmektedir. Bu
morfoloji, ilacin lipitten Once kristallesme egilimi gosterdiginde elde edilmektedir.
Kizgin yag damlaciklarmin sogutulmasi ¢ogu durumda aktif maddenin eriyik i¢indeki
¢cOziinlirliglinii azaltmaktadir. Doygunluk c¢oziinlirliigli asildiginda, aktif molekiiller

cokelir ve ilagla zenginlestirilmis bir ¢ekirdek olusumu ortaya ¢ikar.[65,69]
e Homojen Matris Modeli

Homojen matris modeli olarak da adlandirilan kati bir ¢ozelti modeli, ilag
molekiillerde veya amorf kiimelerde lipit matrisinde homojen olarak dagildiginda elde
edilir. Bu model genellikle soguk bir homojenizasyon teknigi ile hazirlanan lipit
nanopargcaciklar, ylizey aktif maddeler veya ilag ¢oziindiiriicii molekiiller kullanilmadan
sicak bir homojenizasyon teknigi kullanilabilecek sekilde yiiksek derecede lipofilik
ilaglar eklenen model olarak tarif edilebilmektedir. Soguk homojenizasyon teknigi
kullanildiginda, ¢6ziindiiriilmiis ilag dokme lipit icinde dagitilir. Yiiksek basingh
homojenizasyona tabi tutuldugunda, mekanik ¢alkalama, homojen bir matris ile lipit
nanopargaciklarin olusumuna yol agar. Sicak bir homojenizasyon teknigi ile iiretilen lipit
damlaciklar1 hizla sogutuldugunda benzer bir sonug elde edilir; damlaciklar kristallesme
egilimindedir ve ilag ile lipit arasinda faz ayrimi yoktur. Homojen matris modeli,
parcaciklardan uzun siireli salinim sergileyen ilaglarin dahil edilmesi i¢in

uygundur.[65,69]
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Tablo 1.4. Kati lipid nanopartikiillerin ilag uyum modellerini karsilastirma[71]

Homojen matris modeli

Tlacla zenginlestirilmis

kabuk modeli

Tlacla zenginlestirilmis

cekirdek modeli

Soguk homojenizasyon

teknigiyle olusumu

Sicak homojenizasyon

teknigiyle olusumu

Dispersiyon sogutmasi, lipitte

¢Oziinen ilacin asir1

doygunluguna yol agar.

flagta ¢oziinen vyiizey aktif

madde kullanilmaz.

Lipidin yeniden kristallesme
sicakliginda lipit ¢ekirdeginin

olusumu

Erimis lipitte ilacin dagilist

[lag lipit matrisinde

dagilmustir.

Elde edilen dispersiyonun
sogutulmasi, ilacin lipit fazina

yeniden boliinmesine yol acar.

Son olarak, daha fazla sogutma
lipitin yeniden kristallesmesine

yol agar.

Lipid ve ilag arasinda giiclii bir

etkilesim vardir.

Cevreleyen zarda ilacin

konsantrasyonu

Ilaca zenginlestirilmis

¢ekirdek olusumu.

1.7.1.2. Kat1 lipid nanopartikiillerin kullanim alanlar:

flag verilmesi icin lipit nanopartikiillerinin basarili bir sekilde uygulanmasi, gesitli
anatomik bariyerlere niifuz etme yeteneklerine, iceriklerinin siirekli salinmasina ve
nanometre boyutundaki stabilitelerine baghdir. KLN, kiiciik boyut, genis yiizey alani,
fazlarin ara yiizlerde etkilesimi gibi benzersiz 6zellikler sunar ve ilaclarin, ndtrasotiklerin
ve diger malzemelerin performansini artirma potansiyeli nedeniyle avantajlidir. ilag
ekleme ve birakma, potansiyel ilag tasiyici sistemlerinin tasariminda, gelistirilmesinde ve
degerlendirilmesinde O6nemli bir aragtir[61]. Bununla birlikte, KLN'ye ilacin dahil
edilmesi ile ilgili bir¢ok ¢alisma vardir. Salim mekanizmalar1 hakkindaki veriler halen az
olsa da, kat1 lipid nanopartikiiller, ilaglarin biyoyararlanimlarini arttirmak ve lipofilik
ilaglar icin kontrollii salim testi olarak kullanilabilmektedir[66]. KLN’lerin farkl
kullamm alanlari da vardir. Ornegin, KLN, molekiiler giines kremleri gibi
kozmesotiklerin dermal uygulamasi ve UV blokerleri i¢in tagiyicilar olarak kullanilmistir.
Lipid nanopartikiillerinin kozmetik yararlar1 arasinda aktif maddelerin kimyasal
stabilitesinin arttirilmasi, ciltte film olusumu, kontrollii tikanma, cilt hidrasyonu, ilag
hedefleme, gelismis cilt biyoyararlanimi ve lipit nanopartikiillerin topikal formiilasyonlar
olarak fiziksel stabilitesi bulunmaktadir. Buna ek olarak, bir in vivo ¢aligmada, geleneksel
bir krem formiilasyonuna % 4 KLN ilave edildikten 4 hafta sonra cilt hidrasyonunun %31

arttig1 gézlemlenmistir[72].
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Bir baska kullanim alani ise, asilar icin potansiyel yeni adjuvan olarak KLN
kullanimidir. Adjuvanlar, bagisiklik yanitim1 arttirmak i¢in asilamada kullanilir. Daha
giivenli yeni alt birim asilar asilamada daha az etkili olmasindan dolay1 daha etkili
adjuvanlar gerekmektedir. Adjuvan alanindaki yeni gelismeler emiilsiyon sistemleridir.
Bunlar viicutta hizla parcalanan su icinde yag emiilsiyonlaridir. Kati haldeyken,
KLN'lerin lipit bilesenleri, bagisiklik sistemine daha uzun siireli maruz kalma saglayacak
sekilde daha yavas bozunmaktadir. Kat1 lipit nanopartikiiller, kanser kemoterapisinde de
kullanilmaktadir. Son yirmi yildan beri, birka¢ kemoterapotik ajan KLN iginde
kapsiillenmistir ve bunlarin in-vitro ve in-vivo etkinligi degerlendirilmistir. Bu
caligmalarin sonuglarinin kemoterapotik ilaglarin etkinligini arttirdigi, ayn1 zamanda
bunlarla iliskili yan etkilerin ayn1 anda azaldig1 gosterilmistir. Ilaglarin stabilitesinin
arttirilmasi, cesitlendirilmis fizikokimyasal 0Ozelliklerin kemoterapotik ajanlarinin
kapsiillenmesi, ila¢ etkinliginin arttirilmasi, farmakokinetigin iyilestirilmesi ve in vitro
toksisitenin azaltilmasi, KLN'nin kemoterapétik ilaglarin verilmesi i¢in uygun bir tasiyici
olmasini saglayan énemli 6zelliklerinden oldugu goriilmiistiir. Normal doku toksisitesi,
zayif Ozgiillik, stabilite ve ilaca direngli tiimoér hiicrelerinin goriilme sikligi gibi
antikanser bilesiklerle sikca karsilasilan bazi engeller, KLN kullanilarak bunlarin
verilmesiyle en  azindan  kismen  asilmaktadir.  Kolloidal  partikiillerin
RES(Retikiiloendotelyal ~ Sistem) makrofajlar1  tarafindan hizli  bir  sekilde
uzaklastirilmasi, kemik iligi ve kati tiimorler gibi viicudun baska yerlerindeki dokular1

hedeflemenin 6niinde biiyiik bir engeldir[73].
1.7.1.3. Kat1 lipid nanopartikiillerin avantaj ve dezavantajlari

Kat1 lipid nanopartikiiller; lipozomlarin, emdiilsiyonlarin ve kat1 partikiillerin
sagladig1 avantajlarin birlesimini icermektedirler. KLN’ler, diisiik sistemik toksisite ve
diisiik sitotoksisiteye sahip olmalari, organik ¢oziicii kalintis1 igermemeleri, biiyiik
Olcekte tiretimlerinin miimkiin olmasi gibi yag emiilsiyonlarinin ve dokulara etkin madde
hedeflenebilmesi gibi lipozomlarin avantajlarini tagimaktadirlar. ilaveten, kati lipid
matrisleri sayesinde kontrollii etkin madde salim1 ve kimyasal bozunmaya kars1 etkin
maddelerin korunmasi gibi kati polimerik nanopartikiillerin avantajlarima da

sahiptirler[ 74].
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KLN’lerin avantajlarini su sekilde 6zetleyebiliriz:

Kontrol ve / veya hedef ilag salimu.

Kolloidal biiyiikliikte olmasi

Sulu dispersiyonlari uzun siire stabil kalabilir.

Lipofilik ve hidrofilik etkin maddeler hapsedilebilir.
Miikemmel biyouyumluluk.

Farmasatiklerin stabilitesini arttirir.

Yiiksek ve gelismis ilag icerigi.

Kapsiillenmis bilesiklerin salim kinetigi iizerinde daha iyi kontrol.
Tutulan biyoaktif bilesiklerin gelismis biyoyararlanimi.
Kararsiz birlesik bilesiklerin kimyasal korumasi.

Uretimi biyopolimerik nanoparcaciklara gére ¢cok daha kolay.
Ozel bir ¢oziicii gerekmez.

Etkin maddenin kontrolli salinimi

V V.V V V VYV V V V VYV V V VYV V

Ekonomik olarak kabul edilebilir bir tasiyici sistemdir.[73-75]

KLN’ler pek ¢ok avantaja sahip olmalarina ragmen kullanimlarini smirlayan,

dezavantajlar1 olarak sayilan faktorlerde vardir[74]:

Parcacik biiytimesi

Ongoriilemeyen jellesme egilimi

Polimerik gegislerin beklenmedik dinamikleri
Dozlama sorunlari

KLN dispersiyonlarinin su igeriginin (%70- 99.9) yiiksek olmasi

YV V. V V V V

Nispeten diisiik etkin madde ylikleme kapasitesi.[61, 72-75]

1.7.1.4. Kat1 lipid nanopartikiillerin sentez yontemleri
Yiiksek basin¢cli homozenizasyon yontemleri

Lipozomlar ve emiilsiyonlar, yiiksek basin¢li homojenizasyon ile kolayca ve biiytik
Ol¢ekte tretilebilir. Aym teknik kat1 lipit nanoparcaciklarin veya nano-siispansiyonlarin
tiretilmesi i¢cinde kullanilir. Yiiksek basingli homojenizasyon (HPH), KLN'nin
hazirlanmasi i¢in giivenilir ve gii¢lii bir teknik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Farkli

boyutlardaki homojenizatorler, cesitli lireticilerden makul fiyatlarla ticari olarak temin
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edilebilir. Diger tekniklerin aksine, 6lgek biiyiitme ¢ogu durumda sorun olusturmaz. HPH
dar bir bosluktan (birka¢ mikron araliginda) yiiksek basingli (100-2000 bar) bir siviyi iter.
S1v1, cok yiiksek bir hiza (1000 km / s'nin {izerinde) ¢cok kisa bir mesafede hizlanir. Cok
yiiksek kesme gerilimi ve kavitasyon kuvvetleri, partikiilleri mikron alt1 araliga kadar
pargalar. Homojenizasyonun iki genel yaklasimi, sicak ve soguk homojenizasyon
teknikleri KLN iiretimi i¢in kullanilmaktadir. Her iki durumda da, hazirlik agamasi ilacin
emiilsifikasyon siiresi, ilacin lipit eriyik i¢inde ¢6zlilmesi veya dagilmasi gibi karistirma
hiz1 da dahil olmak iizere metre ile toplu lipit i¢ine katilmasini igerir[61,71].
o Sicak homojenizasyon

Sicak homojenizasyon genellikle lipitin erime noktasinin iizerindeki sicakliklarda
gerceklestirilir. Ilag yiiklii lipit eriyiginin ve sulu emiilsiyonlastiric1 fazinin (ayni sicaklik)
bir 6n emiilsiyonu, yiiksek kesmeli karistirma cihazi (Ultra-Turrax) ile elde edilir. Nihai
iirlin, sicak y/s emiilsiyonudur ve bu emiilsiyonun sogutulmasi, lipitin kristallesmesine ve
KLN'lerin olusumuna yol agmaktadir. Lipid fazinin diisiik viskozitesi nedeniyle daha
yiiksek iglem sicakliklarinda daha kiicilik partikiil boyutlar1 elde edilir. Bununla birlikte,
yiiksek sicaklik ilacin ve tasiyicinin bozunma hizina yol agar. Homojenizasyon
sicakliginin veya devir sayisinin arttirilmasi, genellikle partikiillerin yiiksek kinetik
enerjisine bagl olarak partikiil biiylikliigiinlin artmasina neden olur. Genel olarak, 500-
1500 bar basingta 3-5 homojenizasyon dongiisii kullanilir. Sicak homojenizasyonun {i¢
temel sorunu vardir. Birincisi ilacin sicakliga bagli bozunmasi, ikincisi ilacin
homojenlestirme sirasinda sulu faza niifuz etmesi ve Tgiinclisi nanoemdiilsiyonun
kristalizasyon agsamasinin karmagikligidir ve birkag degisiklige ve / veya asir1 sogutulmus
eriyiklere yol agmaktadir[71,75].
o Soguk homojenizasyon

Sicak homojenizasyon ile iligkili ¢esitli sorunlarin {istesinden gelmek i¢in soguk
homojenizasyon gelistirilmistir. Nanoemiilsiyonun kristallesme asamasinin karmasik
olmasindan dolay1 lipitin Onceden belirlenemeyen polimerik gecisleri, birkag
modifikasyon veya siliper sogutulmus eriyik ile sonuglanmaktadir. Burada ilag erimis lipit
icine dahil edilir ve lipit eriyik kuru buz veya sivi azot kullanilarak hizla sogutulur. Kati
madde bir har¢ degirmeni tarafindan Ggiitliliir. Hazirlanan lipit mikropartikiilleri daha
sonra oda sicakliginda veya altinda bir soguk emiilsiyonlastiric1 ¢ozeltisi i¢cinde dagitilir.
Homojenizasyon sirasinda lipitin kat1 halini saglamak i¢in sicaklik etkili bir sekilde

ayarlanmalidir. Bununla birlikte, sicak homojenizasyon ile karsilastirildiginda, daha

31



biiyiikk parcacik boyutlar1 ve daha genis bir boyut dagilimi, soguk homojenlestirme
numunelerine has bir 6zelliktir[73,75].

Sekil 1.11. KLN ’lerin tiretimi i¢in sicak ve soguk homojenizasyon yontemi[76]

Eritilmis lipitte etkin
maddenin disperse edilmesi

veya ¢oziindurulmesi

/\.

SICAK HOMOJENIZASYON
YONTEMI

SOGUK HOMOJENIZASYON
YONTEMI

swak sulu yuzey etkin madde
corzeltisinde etkin madde yiklu
lipitin disperse edilmesi

kuru buz veva sivi azot alhnda
etkin madde yiiklii Lipitin
solidifikasyonu

|

!

bir kanstinict kullamlarak on-kangim /
fn-emulsiyon formuna déniagtinilmes:

havan/degirmende
Ogititme (50-100 pm)

|

!

lipitlerin erime noktas
iistiindeki bir sicaklikta

saguk sulu ylizey etkin
madde ¢izeltisinde toz lipitin

vuksek basingh dispersiyonu
homaojenizasyon {=dn-siispansiyon)

| |

oda sicakh veya
altinda yiksek basmch
l homojenizasyon

sicak y /s nano-emulsivonu

solidifikasyon
ve kristalizasyon

\»

Kat: Lipit Nanopartikiil
(SLN)

Mikroemiilsiyon yontemi

Mikroemiilsiyon, oda sicakliginda lipit kati ile bir mikroemiilsiyon olusturacak
sekilde lipitin erime noktasinin {izerindeki bir sicaklikta iiretilmelidir. Bu
mikroemiilsiyonlar, bir lipofilik faz, ylizey aktif madde, ¢cogu durumda bir yardimci yiizey
aktif madde ve sudan olusan berrak veya hafif mavimsi ¢dzeltilerdir. Once lipit (yag asidi

veya trigliserit) eritilir; bir yiizey aktif madde, yardimci yiizey aktif madde ve su karisimi,
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lipit faz1 ile ayni sicakliga isitilir ve yumusak karistirma altinda lipit eriyigine ilave edilir.
Bilesikler dogru bir oranda karistirildiginda, seffaf ve termodinamik olarak kararli
mikroemiilsiyon sistemi olusur. Bu mikroemiilsiyon daha sonra ince sulu pargaciklar
olusturan lipit fazim1 ¢okeltmek i¢in hafif sulu bir karistirma altinda soguk sulu bir
ortamda (2-3 © C) dagitilir. Suya bir mikroemdilsiyon eklenmesi, ince tanecikler olusturan
lipit fazinin ¢dkelmesine yol acar. Mikroemiilsiyon teknigi ile SLN'nin biiyiik dl¢ekli
tiretimi de miimkiindiir ve 6l¢eklendirme sirasinda dikkate alinmasi gereken ana proses
parametreleri arasinda mikroemdiilsiyon ve su sicakligi, su ortamindaki sicaklik akiglar

ve karistirtlmamasi gereken termodinamik 6zellikleri yer almaktadir[72].

Coziicii emiilsifikasyon-evaporasyon veya ¢oziicii difiizyon yontemi

Bu yontemde, lipit su ile karismaz bir organik ¢oziicii icinde ¢oziiliir. Daha sonra
yiizey aktif madde igeren sulu bir fazda bir emiilsiyon olusmaktadir. Coziciiyi
emiilsiyondan ¢ikarmak i¢in diisiik basing altinda buharlastirma kullanilir. Buharlagma
nanopartikiillerin sulu fazda dagilmasma yol agar (sulu fazda lipit ¢okeltme islemi
kullanilarak). Soguk homojenizasyondan farkli olarak, bu yontem herhangi bir termal
gerilime girmeyecektir, ancak bu yontemde kullanilan organik ¢oziicii bir dezavantajdir.

Partikiil boyutu kat1 lipit ve ylizey aktif maddeye gore degisebilir[71].

Yiiksek hizda homojenizasyon/Ultrasonikasyon yontemi

Her iki yontem de sik olarak kullanilmakta ve uygulanmasi kolay yontemlerdendir.
Genellikle bir arada kullanilan bu yontemler, belli bir siire boyunca yliksek sicakliklarda
uygulanmaktadir. Yiiksek hizda karigtirma yonteminin dezavantaji, mikrometre boyutuna
varabilen genis partikiil biiyiikliigii dagilimina sahip {iriin vermesidir. Bu da, saklama
sirasinda partikiil biiyiimesi gibi fiziksel stabilite problemlerine sebep olmaktadir.
Bunlara ek olarak, ultrasonikasyon yontemi kullaniliyorsa, metal kontaminasyonu

dikkate alinmalidir[74].

Siiperkritik sivi kullanma yontemi

Bu yontem, KLN'lerin {iretimi i¢in son zamanlarda uygulanan yeni bir tekniktir. Bir
stvi, basmct ve sicakligi ilgili kritik degerlerini astiginda siiperkritik olarak
adlandirilmaktadir. Siiperkritik olan sivinin bilesikleri ¢6zme kabiliyeti artmaktadir. Bu

teknoloji nanopartikiil iiretimi icin siiperkritik ¢ozeltinin (RESS) hizli genislemesi, gaz
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doymus ¢ozeltiden (PGSS) pargaciklar, aerosol ¢oziicii ekstraksiyon ¢oziiciisii (ASES),
emiilsiyonlarin stiperkritik siv1 ekstraksiyonu (SFEE) gibi ¢esitli islemlerden olusur. Bu
teknigin avantajlari, ¢oziiciilerin kullannomindan kaginmayi, siispansiyonlar yerine kuru
toz olarak elde edilen parcaciklarin hafif basing ve sicaklik kosullarin1 gerektirmesini

icerir. Karbondioksit(CO») ¢ozeltisi, bu yontem i¢in ¢dziicii olarak iyi bir se¢imdir[75].

2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Kullamilan cihazlar
¢ Biyogiivenlik kabini Class 2
e Buzdolab1 (+4 °C ve -20 °C)
e Mikroplate okuyucu
e Inverted mikroskop
e Santrifijj
e Otomatik Pipet
e CO; inkiibatorii
e Su banyosu
e Sivi azot tanki (-196°C)
e Flow sitometri

e Ultra-turrax

2.1.2. Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler
e RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium)
e FBS (Fetal Bovine Serum)
e PBS (Phosphate Buffered Saline)
e Tripsin
e Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10000 U/mL penisilin, 10mg/mL streptomisin)
e DMSO ( Dimetil siilfoksit)
e MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid)
e Escin
e Tween 80

e Flask (25 ve 75 cm?’lik)
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e Plaka (6 ve 96 kuyucuklu)

e Pipetler ( 2, 5 ve 10 mI’lik)

e Steril Falkon Tiipler ( 15 ve 50 ml)

e Pastor pipet

e Enjektor (10, 20 ve 50 ml’lik)

o Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron)
e Kryotip

2.2. Metod
2.2.1. Kullanilan besi yerinin hazirlanmasi

Besi yerinin hazirlanmasi i¢in, 500 ml stvi RPMI igine 5 ml Penicilin streptomycine
ve 50 ml FBS ( Fetal Bovine Serum) konularak karistirilir. Karistirilan besi yeri 22 pm’lik

filtreden gecirilir. Hazir olan besi yeri +4°C’de saklanir.

2.2.2. Du-145 hiicrelerinin cogaltilmasi

Deneyde kullanilacak hiicrelerin ¢ogaltilmasi ve daha sonra tekrar kullanilmasi i¢in
gerekli islemler yapilir. Bunlar; stok agma, pasaj islemi, medyum degistirme islemi ve
hiicre stoklamadir.

» Stok agcma

Azot tankinda krotiiplerde stoklanmis olan hiicreler gogaltilmak iizere tanktan
cikarilir. Tiipler elde ovusturularak eritilir. Olasi kontaminasyonlar1 dnlemek i¢in %70’°lik
etil alkol ile silinerek steril kabine alinir. Onceden 1s1itilmis mediumdan 10 ml alinarak
falkon tiipe aktarilir. Tiip icerigi hiicrenin kullanildig1 besi yeri igerisine bosaltilir ve agzi
sikica kapatilarak 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edilir. Santrifiij islemi bittikten sonra
slipernatant atilarak hiicrelerin lizerine yeni besi yeri eklenir. Eklenen yeni besi yeri bir
pipet yardimiyla pipetaj yapilarak karistirilir. Pipetajdan sonra tiipten hiicreli medyum
cekerek flasklara boliistiirtiliir. Flasklar 37 °C ve %5 COz iceren inkiibatérde inkiibasyona
birakilir. Olabilecek kontaminasyonlart goérmek veya pasaj islemine gerek olup

olmadigina karar verebilmek i¢in flasklar giinliik olarak inverted mikroskopta incelenir.

» Pasaj islemi
Giinliik kontrol edilen hiicreler flask i¢inde %80 veya daha ¢ok yogunluga ulagmis

oldugu goézlemlenir ise pasaj islemi uygulanir. Hiicre ile dolu olan flask, inkiibatdrden
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alinarak steril kabin igerisine konur. Flask i¢erisindeki medyum pipet yardimiyla ¢ekilip
atilir. Flask 3 ml PBS ile 1 dakika boyunca yikanir. Daha sonra PBS uzaklastirilir.
Ardindan hiicreler tizerine 2 ml tripsin eklenir. Tripsinli flasklar inkiibatore kaldirilip 3-
5 dakika aras1 bekletilir. Bekleme siiresinin tiim deney boyunca ayni olmasi ¢ok
onemlidir. Clinkii hiicreler tripsine diren¢ gosterebilir. Tripsinli flasklar bekleme stiresi
sonunda inkiibatérden alinip inverted mikroskop altinda incelenir. Hiicreler kalktiysa,
yani yuvarlak goriiniimleriyle yiizer halde goriiniiyorlarsa flask kabine alinir. Kalkmayan
hiicreler i¢in flaskin yan taraflarina hafif¢e vurulup kalkmasi saglanir. Kabine alinan flask
igerisine medyum konulup pipetaj islemi uygulanir. Flasktan alinan hiicreli besi yeri steril
bir falkon tlipe aktarilarak agzi sikica kapatilir. Tiip 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edilir.
Santrifiijden alinan falkon tiip %70’lik alkolle silinerek steril kabin icerisine alinir. Tiipiin
icerisinde hiicreler, dipte beyaz hiicre topluluklar1 (pellet) olarak goriiliir. Ustteki
siipernatant kismi pipetle atilir. Bunun sebebi icerisinde tripsin olmasidir. Tekrar hiicreler
lizerine yeni besiyeri eklenir. Ardindan pipetaj yardimiyla pellet besiyeri icerisine
siispanse edilir. Hiicrenin yogunluguna gore yeni flasklar igerisine 10 ml besi yeri
konarak hazirlanir. Falkon tiip icerisinde siispanse edilen besi yerinden 2 ml kadar
flasklara aktarilir. Inverted mikroskop altinda yogunluklarina bakilir. Bir sonraki
pasajlamaya kadar hiicreler 37 ° C ve %5 COz igeren inkiibatorde inkiibe edilir. Hiicreler

giinliik kontrol edilir.

» Medyum (besiyeri) degistirme

Medyum degistirme islemi genelde stok agma isleminden 1 giin sonra veya flaski
tam kaplamamis hiicreler varsa ve besiyeri hafif renk degistirmisse yapilir. Medyum
degistirme islemi i¢in, flasklarda iiremis ve ¢ogalmis olan hiicreler iizerindeki besiyeri
cekilerek atilir. Bu hiicreler iizerine 10 ml besiyeri eklenerek 37 © C ve %5 CO; igeren

inkiibatorde inkiibaskona birakilir.

» Hiicre stoklama
Flaskin tabanimi bir tabaka seklinde kaplayacak kadar iiremis olan hiicreler steril
kabine alinarak icerisindeki besi yeri uzaklastirilir. 1 dakika boyunca 3 ml PBS ile yikanir.
PBS pipet yardimiyla uzaklastirilir. Hiicrelerle dolu olan flaskin igerisine yaklagik 1 ml
kadar tripsin eklenerek 5 dk inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonunda flask steril kabine

alinarak icerisine 5 ml medyum eklenir ve falkon tiipe aktarilir. 1200 rpm’de 5 dk santrifiij
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edilir. Tiipteki tripsinli besiyeri uzaklastirilir ve pellet iizerine 1.8 ml yeni medyum
eklenerek iyice pipetaj yapilir. Iyice pipetaj edildikten sonra steril kryo tiipe 1.8 ml’lik
igerisinde hiicre olan medyum dikkatlice konur. Uzerine 200 ul DMSO yavas yavas
eklenir. Agzi sikica kapatilan kryo tiip buz dolu bir kap igerisinde dik vaziyette yarim saat
bekletilir. Daha sonra -20 ° C de 2 saat kadar bekletilir. Siire sonunda donan kryo tiipler -
196 ° C’deki azot tankina yerlestirilerek yerleri not edilir. Kryo tiipler {izerine hiicre ad,

stoklama tarihi, stok yapan kisinin ad1 gibi bilgiler asetat kalemi ile yazilir.

2.2.3. Escin yiiklii kati lipid nanopartikiillerin hazirlanmasi

Bu ¢aligmada kullanilacak olan escin yiiklii KLN sicak homojenizasyon yontemi
kullanilarak hazirlanmistir. KLN hazirlanmasinda % 3 lipit, % 5 etken madde ve % 1,2
oraninda Tween 80 kullanilmistir. Sicak homojenizasyon, lipidin erime noktasinin
istlindeki sicakliklarda gergeklestigi icin KLN hazirlanmasinda kullanilan lipit, erime
derecesinin yaklasik 5-10°C {iizerine 1sitilir[74]. 80°C’de eriyen lipidin igerisine etken
madde (escin) ilave edilerek ¢ozdiiriiliir. Daha sonra birka¢ damla Tween 80 eklemesi
yapilarak Ultra-turrax ile 20500 rpm’de yaklasik 1 dakika karistirilir. Boylece elde edilen
homojenizasyon iiriinii, sulu yiizey etkin madde ¢ozeltisi iginde eritilmis lipitten olusan
bir y/s emiilsiyonudur. Karisim oda sicakliginda sogumaya birakilir. Bu soguma sirasinda
katilasan damlaciklar KLN’yi olusturmaktadir[76]. Daha sonra 0.2 um’lik filtrelerden

gecirilerek kullanilana kadar buzdolabinda +4°C’de saklanmustir.

2.2.4. MTT kolorimetrik sitotoksisitite tayini

MTT oOl¢iimii, in vitro kosullarda hiicre metabolizmasini, canliligmi ve
sitotoksisiteyi 6l¢cmek icin kullanilan kantitatif kolorimetrik bir yontem olup hizli kolay
ve yiiksek oranda dogruluga sahiptir. MTT, sar1 renkte olup, yasayan hiicrelerin
mitokondrilerinde  bulunan siiksinat dehidrojenaz enzimine spesifik olarak
baglanmaktadir. Baglanma sonucunda suda ¢6ziinmeyen, koyu mavi renkte kristaller
olusmaktadir. Bu kristaller DMSO ile ¢oziinmektedir. Calismada kullanilan Dul45
hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara, kuyucuk basina 5x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir.
Plakaya ekilen hiicreler asetat kalemiyle isimlendirilip 37°C ve %5 CO2’li etiivde
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra seri diliisyon yontemi ile Dul45 hiicreleri 1,56-
100 uM dozlar1 arasinda kontrol, escin ve escinnano ile 24 saat inkiibe edilmistir. Kontrol

grubu ilag ve KLN icermeyen gruptur. Inkiibasyonun sonunda steril kabine alinan plakaya
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her kuyucuga 20 pul MTT eklenip 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda canli
hiicrelere giren MTT koyu mavi renkli formazan iiriiniine doniistiigii i¢in renk degisimi
gozlenmektedir. Plakadaki her kuyucugun i¢indeki ilagl besi yeri bosaltilip her bir
kuyucuga 100 pl DMSO ¢ozeltisi konulmustur. Burda DMSO ¢ozeltisinin etkisi,
kuyucuklardaki formazan kristallerinin ¢ézlilmesini saglamaktir. Daha sonra DMSO’lu
plaka, plaka okuyucusunda 540 nm’de absorbans degerleri okutulmustur. Deney 3 kez
tekrarlandiktan sonra uyguladigimiz escin ve escin yiiklii KLN’Lerin Dul45 hiicreleri
tizerindeki 1Cso konsantrasyonlar1 canlilik degerleri kullanilarak Microsoft Office Excel

programinda hesaplanmastir.

2.2.5. Konfokal mikroskobi yontemi

Konfokal mikroskobi yontemi ile kontrol, escin ve escin yiiklii KLN’nin Dul45
hiicreleri iizerinde sebep oldugu morfolojik degisiklikler incelenmistir. Incelenecek
hiicreler kuyu basina 3x10° hiicre olacak sekilde, 6 kuyucuklu plakaya kontrol, escin ve
escinnano'nun ICso konsantrasyonu ile 24 saat boyunca 37°C ve %5 CO: iceren
inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler, 24 saatin sonunda iizerindeki besi yeri
uzaklastirilip PBS ile yikanmistir. Sonrasinda hiicreler akridin oranj ve falloidin boyalari
ile ikili boyanarak olusan morfolojik degisiklikler konfokal mikroskopta
goriintliilenmistir. Yiksek c¢oziiniirliikte farkli fokal diizlemlerden alinan isaretlenmis
ornekler, kesit katmanlar1 tekrar {ist iiste konulup yapilandirilarak Leica SP5II konfokal

mikroskobunda elde edilmistir.

2.2.6. Akis sitometri yontemi

Akis (Flow) sitometri floresan yogunluguna baglh olarak siispansiyon halindeki
hiicrelerin biiyiikliigline ve graniilaritesine gore tek hiicre seviyesinde kantitatif 6lglim
yapan bir sistemdir[77]. Akis sitometride kullanilan Anneksin V-FITC, hiicrenin dis
yiizeyine transloke olan fosfotidilserine baglanabilen bir protein oldugundan, floresan
madde ile isaretlenerek apoptototik hiicre goriiniir hale gelmektedir. Anneksin V-FITC
kompleksinin hiicre ylizeyindeki fosfotidilserine baglanma orami akis sitometri ile
Olciilebilmektedir[43]. Bu c¢alismada Dul45 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara her
kuyucukta 5x10° hiicre olacak bigimde ekilmistir. Ekimin ardindan 24 saat boyunca 37°C
ve %5 CO; igceren inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda hiicreler kontrol,

escin ve KLN yiiklii escin’nin ICso konsantrasyonlar1 uygulanarak 24 saat bekletilmistir.
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Daha sonra hiicreler flasktan kaldirilmis ve 2 defa 1200 rpm’de 5’er dakika santrifiij
edilmistir. Her santrifiij isleminde PBS ile hiicreler yikanmis ve son PBS eklenmesinden
sonra steril falkon tiip igerisinde siispanse edilmistir. Bu siispansiyondan bir ependorf
tiiptine 100 pl aktarilmistir. Aktarma isleminden sonra iizerine Anneksin V-FITC
soliisyonundan 100 pl konularak 20 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan akis sitometri cihazinda (Muse Cell Analyser, Merk-Millipore)

analizi yapilmstir.

2.2.7. Istatiksel analiz
Microsoft Office Excel programinin tahmin fonksiyonu kullanilarak ICso degerleri
hesaplanmistir ve elde edilen % canlilik degerlerinin kontrole gore anlamli olup olmamasi

Graph Pad Prism 7.0 bilgisayar programui ile yapilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. MTT Kolorimetrik Sitotoksisite Bulgular:

Atkestanesi 0ziitli olan escin’in ve KLN vyiiklii escin formulasyonunun Dul45
prostat kanseri hiicreleri iizerindeki sitotoksisitesi MTT yontemi kullanilarak tespit
edilmistir. Deney sonucunda elde edilen absorbanslardan kontrole gore ylizde canlilik
degerleri hesaplanmigtir. Yiizde canlilik degerleri kullanilarak Excel programinda
%50’sin1 Oldiiren doz yani ICso degerleri hesaplanmistir. MTT yodntemiyle Dul45
hiicrelerine uygulanan 1,56- 100 uM araligindaki escin konsantrasyonu arttikca
hiicrelerin canlilik yilizdelerinde azalma oldugu gozlemlenmistir. Deney sonucunda
Dul45 hiicreleri i¢in escin’in 24 saatlik ICso degeri 11,5 pM olarak hesaplanmigtir. Yine
Dul45 hiicreleri icin escin’in KLN formunun 24 saatlik ICso degeri 6 pM olarak

hesaplanmustir.

3.1.1. Escinin Du-145 hiicreleri iizerindeki sitotoksisite bulgular:

Prostat kanseri hiicreleri olan Dul45 hiicreleri iizerine 24 saat silireyle uygulanan
escin’in bu hiicreler iizerine sitotoksik etkisi oldugu deney sonucunda goriilmiistiir.
Dul45 hiicreleri i¢in 24 saatlik ICso degeri 11,5 uM olarak bulunmustur. Escin’in Dul45
hiicreleri iizerine, diisiik dozlarindan baslayarak sitotoksik etki gdsterdigi ve bu etkinin

doza bagli olarak arttig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 3.1. Escinin Dul45 hiicrelerine 24 saatlik uygulanmast sonucunda elde edilen grafik. (IC50 degeri
11,5 uM olarak hesaplanmistir.)
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3.1.2. Escin yiiklii kati lipid nanopartikiillerin Du-145 hiicreleri iizerindeki
sitotoksisite bulgular:

MTT yontemi kullanilarak Dul45 hiicreleri lizerindeki sitotoksisitesi tespit edilen
escin yiikli KLN 1,56-100 uM araligindaki konsantrasyonlar ile uygulanmustir.
Hiicrelerin %50 sini 6ldiiren doz olan ICso degeri 6 pM olarak bulunmustur. Elde edilen
MTT sonuglarina gore 24 saatlik slire sonucunda Dul45 hiicrelerinin canlilik

yiizdelerinin doza bagl olarak diistiigii saptanmistir.

70
60,98

% Canlilik degerleri
w D w1 (o))
o o o o
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o

[
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Uygulanan Doz (uM)

Sekil 3.2. Escin yiiklii KLN formulasyonunun Dul45 hiicreleri iizerine 24 saat uygulanmasi sonucunda
elde edilen grafik. (ICsp degeri 6 uM olarak hesaplanmistir.)
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3.2. Konfokal Mikroskobi Bulgular:
Dul45 kontrol hiicrelerinin morfolojik yapis1 falloidin ve akridin oranj ile yapilan

ikili boyama uygulamasi sonuglar1 konfokal mikroskobu altindaki goriintiileri ¢ekilmistir.

Gorsel 3.1. Akridin Oranj ve falloidin ile ikili boyanmis Dul45 kontrol hiicrelerinin konfokal
mikroskobik goriintiisii (1). Yildiz; Dul45 hiicre yapisi, Ok; hiicre iskeleti, Ok basi;
Cekirdek yapis.
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Gorsel 3.2. Akridin Oranj ve falloidin ile ikili boyanmig Dul45 kontrol hiicrelerinin konfokal
mikroskobik gériintiisii (2). Yildiz; Dul45 hiicre yapisi

3.2.1. Escinin Du-145 hiicrelerinde neden oldugu morfolojik degisikliklerin konfokal
mikroskobik bulgular:

Escinin Du145 hiicrelerinde neden oldugu morfolojik degisiklikler akridin oranj ve
falloidin ile gergeklestirilen ikili boyama uygulamasi sonucunda konfokal mikroskobu

altinda incelenmistir ve elde edilen mikroskop goriintiileri asagida gosterilmektedir.
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Gorsel 3.3. Escin’in Dul45 hiicrelerinde neden oldugu degisikliklerin konfokal mikroskobik gériintiisii
(1). Ok; Hiicredeki bosluklar, Ok basi; DNA fragmentasyonu.

Gorsel 3.4. Escin’in Dul45 hiicrelerinde neden oldugu degisikliklerin konfokal mikroskobik gériintiisii
(2). Ok, Hiicredeki bosluklar, Ok basi; DNA fragmentasyonu, Yildiz; yuvarlaklagmus hiicre,
Ddértgen, apoptotik hiicre.
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Gorsel 3.5. Escin’in Dul45 hiicrelerinde neden oldugu degisikliklerin konfokal mikroskobik gériintiisii
(3). Ok, Hiicredeki bosluklar, Ok basi; DNA fragmentasyonu, ; Dortgen, apoptotik hiicre.

3.2.2. Escin yiiklii kat1 lipid nanopartikiillerinin Du-145 hiicrelerinde neden oldugu
morfolojik degisikliklerin konfokal mikroskobik bulgular:

Escin yiikli kat1 lipid nanopartikiillerinin ICso konsantrasyonunun 24 saat siire
boyunca Dul45 hiicrelerinin morfolojik yapisi1 iizerinde sebep oldugu degisiklikler
akridin oranj ve falloidin ile gerceklestirilen ikili boyama uygulamasi sonucunda
konfokal mikroskop altinda incelenmistir. Elde edilen mikroskop goriintiileri ve

morfolojik degisiklikler asagida gosterilmektedir.
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Gorsel 3.6. Escin yiiklii kat1 lipid nanopartikiillerinin Dul45 hiicreleri iizerinde neden oldugu morfolojik
degisikliklerin konfokal mikroskobik goriintiisti(1). Ok; hiicredeki bosluklar, Ok basi; DNA

fragmentasyonu, Dortgen; membran tomurcuklanmasi, Yildiz; yuvarlaklagmis hiicre.
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Gorsel 3.7. Escin yiiklii kati lipid nanopartikiillerinin Dul45 hiicreleri iizerinde neden oldugu morfolojik
degisikliklerin konfokal mikroskobik goriintiisti(2). Ok; hiicredeki bosluklar, Ok basi; DNA

fragmentasyonu, Dortgen, membran tomurcuklanmasi.

Gorsel 3.8. Escin yiiklii kati lipid nanopartikiillerinin Dul45 hiicreleri iizerinde neden oldugu morfolojik
degisikliklerin konfokal mikroskobik gériintiisii(3). Ok, hiicredeki bosluklar, Dortgen; DNA
fragmentasyonu, Ok basi; ¢ekirdegin at nali sekline gelmesi, Yildiz; apoptotik hiicre.
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3.3. Akis Sitometri Bulgular:
3.3.1. Anneksin V-FITC uygulamasinin akis sitometrisi bulgular:

Dul45 hiicrelerinin apoptotik profillerinin incelenmesi i¢in akis sitometrisinde
Anneksin-V uygulamasi yapilmistir. Dul45 kontrol hiicrelerinde %95.35 canlilik %1.65

oraninda 6lii hiicreler oldugu gézlemlenmistir.

APOPTOSIS PROFILE

Dead Late Apop./Dead
11.65 % 265 %
3
]
D 27
x
= ;Zi
0.35 %
Earhy Apop.
2 3 4
Live ANMNMEXIN Y Apoptatic

Sekil 3.3. Dul45 kontrol hiicrelerinin apoptotik profili. Olii hiicreler %1.65, Ge¢ apoptotik/6lii hiicreler
%2.65, Canli hiicreler %95.35, Erken apoptotik hiicreler %0.35, Toplam apoptoz %3.00.
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3.3.1.1. Escin uygulanan Du-145 hiicrelerinin anneksin-V bulgular:
Escin uygulanan Dul45 hiicrelerinin, apoptotik profillerinin incelenmesi i¢in akis
sitometrisinde yapilan Anneksin-V uygulamasi sonucunda %85.30 oraninda canlilik,

%6.25 oraninda 6lii hiicrelere rastlanilmistir.

APOPTOSIS PROFILE

Dead Late Apop./Dead
12.60 % 6.25 %

VIABILITY
i

1 i T W 5.85 %

. g : Earty Apop.
0 1 2 3 4
Live AMMEXIM Y Apoptatic

Sekil 3.4. Escin uygulanan Dul45 hiicrelerinde Anneksin-V uygulamasi sonucu apoptotik profili. Olii
hiicreler %2.60, Geg apoptotik/olii hiicreler %6.25, Canli hiicreler %85.30, Erken apoptotik
hiicreler %5.85, Toplam apoptoz %12.10.
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3.3.1.2. Escin yiiklii kati lipid nanopartikiillerin uygulandigi Du-145 hiicrelerinin
anneksin-V bulgulart

Escin yiiklii kati lipid nanopartikiil formulasyonu uygulanan Dul45 hiicrelerinin,
apoptotik profillerinin incelenmesi i¢in akis sitometrisinde yapilan Anneksin-V
uygulamasi sonucunda %64.40 oraninda canlilik, %26.00 oraninda erken apoptotik

hiicreler gozlemlenmistir.

APOPTOSIS PROFILE

Dead Late Apop./Dead
12.65 % 6.95 %

YIABILITY
e

26.00 %

0 el Early Apop.
0 1 5 3 4
Live AMMNEXIN Y Apoptotic

Sekil 3.5. Escin yiiklii kati lipid nanopartikiil formulasyonunun Dul45 hiicrelerinde Anneksin-V
uygulamast sonucu apoptotik profili. Olii hiicreler %2.65, Geg apoptotik/ilii hiicreler %6.95,
Canli hiicreler %664.40, Erken apoptotik hiicreler %626.00, Toplam apoptoz %32.95.
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4. TARTISMA SONUC

Bilinen tarih boyunca insanlarda ve hayvanlarda sik goriilen bir problem olan
kanser, bir organizmadaki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde boliinmesi, ¢ogalmasi ve
birikmesi anlamini tasimaktadir[4]. Kanserin giinlimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan
biri olmasinin sebebi, sik goriilmesinin yaninda mortalite ve morbiditesinin yliksek
olmasindan kaynaklanmaktadir. Kanserin bilinen pek ¢ok ¢esidi bulunmaktadir. Kanser
cesitlerinden biri olan prostat kanseri, erkeklerde en yaygin goriilen kanser olmakla
birlikte kansere bagli oliimler arasinda akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer
almaktadir. Buna ragmen, prostat kanserinin erken teshisi miimkiin oldugunda sag kalim

oranlar1 ciddi bir sekilde artmaktadir[23].

Kanserin her zaman bir belirti géstermemesi tanisinin konmasinda zorluklara yol
acsa da olusumu ve gelisimi hakkinda bir¢cok calisma yapilmistir[78]. Yapilan bu
caligmalarda kemoterapotik ilaglarda kullanilmistir. Bu ilaglardan biri olan ve ayni
zamanda ¢alismamizda kullanilan ilag olan escin (aescin) ile ilgili bir¢ok ¢alisma vardir.
Atkestanesi tohumundan iiretilen escinin iki formundan biri ve ana aktif bileseni olan -
escin yiiksek sicakliklarda a-escine doniisebilmektedir[24-26]. B-escin ile yapilan
calismalarda insan oral mukozal hiicre dizisi (KB hiicreleri), fare karaciger kanseri (H22)
ve sarkom (S180) hiicre dizileri gibi tiimor dizilerinin biiylimesini inhibe ettigini
gostermislerdir[33]. Ayrica B-escinin iyonlarin kanallarina daha iyi girdigini ve vendz
gerginligini azalttigr ile ilgili calisma bulunmaktadir. Diger yapilan ¢alismalarda (-
escinin insan kolon kanseri hiicrelerinin biiylimesinin durdurulmasinda ve pankreas
kanserinde kanserli hiicre hatlarinda ciddi oranda azalmalar gosterdigini tespit
etmiglerdir[34]. Bagka bir ¢alismada ise osteosarkom {izerine yapilmistir. Bu ¢aligmada
osteosarkom hiicrelerinde apoptozun indiiklendigi ve escinin bu hiicreler iizerinde
antiproliferasyon etkisine sahip oldugunu tespit etmislerdir[35]. Bu ¢aligmalar 15181inda
escinin potansiyel bir kemopreventif bir ajan ve kanser hiicrelerinin biliylimesinin gii¢lii

bir inhibitorii oldugu anlagilmaktadir.

Kanser teshisinde kullanilan mevcut yontemler her zaman yeterli gelmemektedir.
Yapilan c¢alismalarda, kanser ile 1ilgili geleneksel teshis-tedavi yontemlerinin
yetersizlikleri ve yan etkileri goriilmektedir. Mevcut yontemlerde karsilasilan gesitli
problemler bu yontemlerin verimliligini azaltmaktadir. Bu problemler, spektrum

araligiin smirli olmasi, hedef hiicrelerinin tam olarak odaklanamamasi, kullanilan
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kemoterapotik ilaglarin hedef hiicrelere yeterli miktarda niifus edememesidir. Bu sorunlar
son yillarda yapilan nanoteknoloji alanindaki gelismeler sayesinde biiyiik dl¢lide ortadan
kalkmistir. Nanoteknoloji yardimiyla yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalardaki kanser
hiicreleri, erken donemlerinde teshis edilebilmektedir. Nanopartikiiller veya nanoyapilar
tek bir kanser hiicresine bile girebilmesi erken kanser teshislerini miimkiin kilmistir.
Nanoteknolojide kullanilan nanopartikiiller, biyolojik yapilar ile ayn1 boyutta oldugundan
kan dolagimi ile taginabilmektedir. Giiniimiizde kullanilan ve genellikle tiim dokulara
homojen olarak dagilan ilaglar yerine nanoteknoloji sayesinde iiretilen nanopartikiillerin
oldugu ilaclarin kullanilmasi, ilacin dogrudan etki etmesi istenilen bdlgeye veya dokuya

gonderilmesini saglamaktadir.

Calismamizda yeni sentezledigimiz escin yiiklii kat1 lipid nanopartikiillerin (KLN)
ve escinin sitotoksik, antikanser ve antiproliferatif etkilerinin olup olmadigi Dul45
prostat kanseri hiicreleri iizerinde arastirilmistir. Escinin ve escin yiikli KLN
formulasyonunun 1,56-100 uM dozlar1 araliginda uygulanmasi sonucu Dul45 hiicreleri
izerine sitotoksik etkisi oldugu gozlemlenmistir. Escinin 24 saatlik ICso konsantrasyonu
11,5 uM ve escin yiiklii KLN formulasyonunun 24 saatlik ICso konsantrasyonu 6 pM
olarak bulunmustur. Escinin Dul45 hiicreleri iizerine hiicrelerin yarisin1 6ldiiren dozun
24 saatlik uygulanmasinin ardindan goriilmektedir ki escin bu hiicreler iizerinde diisiik
dozlardan baslayarak sitotoksik etki gostermis ve bu etki doza bagli olarak artmistir. Bu
durumun escinin Dul45 hiicreleri {izerinde kanserli hiicre biliylimesini durdurucu etki
gostermesinden kaynaklandigr disiiniilmektedir. Yeni sentezlenen escin yiikli
nanopartikiil formulasyonununda da ayni durum s6z konusu olmustur. Escin yiikli KLN
formulasyonu ve escin karsilastirildiginda 24 saatlik hiicrelerin yarisim1 6ldiiren doz
neredeyse 2 kat diigmiistiir. Bu durum nanopartikiil formulasyonunun kii¢iik boyutlari
sayesinde hiicre icine daha ¢ok etken madde sokmay1 saglayabilecek kapasitede
oldugunun gostergesi olarak yorumlanmistir. Yaptigimiz ¢alismamizda inceledigimiz bir
baska 6zellik ise escin ve escin yliklii KLN formulasyonlarinin Dul45 hiicreleri iizerinde
apoptoz indiikleme 6zelliklerini tespit etmektir. Bu ozelliklerin belirlenmesi amaciyla
Dul45 hiicrelerinin morfolojik yapilar1 konfokal mikroskobunda incelenmistir. Ayrica
akig sitometrisinde Anneksin-V yontemi uygulanarak Dul45 hiicrelerinin apoptotik
profillerine bakilmistir. Yapilan konfokal mikroskobi bulgularinda escin ve escin yiiklii
KLN formulasyonlar1 Dul45 hiicreleri lizerinde DNA fragmentasyonu, hiicre igi

bosluklar ve membran tomurcuklanmasi seklinde degisiklikler meydana getirerek
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hiicreleri apoptoza yonlendirmektedir. Escin ve escin yiikli KLN formulasyonlarinin
Dul45 hiicreleri iizerine yapilan akis sitometri Anneksin-V uygulamasi bulgularinda,
Dul45 hiicrelerinin kontrol grubu olarak secilen grubunda %95,25 canlilik %1,65 o6li
hiicreler, %2,65 ge¢ apoptotik hiicreler ile 90,35 erken apoptotik hiicrelere
rastlanilmistir. Escin uygulanan Dul45 hiicrelerinin Anneksin-V uygulamasi sonucu,
%85,30 canlilik, %2,60 6li hiicreler, %6,25 ge¢ apoptotik hiicreler ve %5,85 erken
apoptotik hiicreler oldugu goriilmiistiir. Escin yiiklii KLN formulasyonunun Anneksin-V
uygulamasi sonucuna bakildiginda ise %64,40 canlilik, %2,65 6lii hiicreler, %6,95 geg
apoptotik hiicreler ve %26,00 erken apoptotik hiicreler olarak hesaplanmistir. Akis
sitometrisinde uyguladigimiz Anneksin-V bulgularinin hepsine bakacak olursak kontrol
grubunda goriilen toplam %3’liikk apoptoz miktar1 escin uygulanan hiicrelerde %12,10 ve
escin yiikli KLN formulasyonu uygulanan hiicrelerde %32,95 oraninda arttig

gozlemlenmektedir.

Gergeklestirdigimiz ¢calismamizda atkestanesi 6ziitiinden elde edilen escin ve escin
yiiklii KLN formulasyonlarinin Dul45 prostat kanseri hiicreleri lizerinde etkili bir
antikanser ve antiproliferatif etki yarattig1 ve ayrica hiicre 6liim mekanizmasi olarak
apoptozu tetikledigi bulgularimizca gosterilmistir. Bu ¢alisma sirasinda antiproliferatif
etkisi belirlenmis olan escin ve escin yiiklii KLN formulasyonlarinin kanser tedavileri
icin kullanilabilecek bir ajan olarak gorev yapabilmesi i¢in ileri aragtirmalara ihtiyag
duyuldugunu Onermekteyiz. Yapilan arastirmamiz neticesinde, escin yiikli KLN
formulasyonunun escine kiyasla hiicre i¢ine daha iyi niifus ettigi ve kontrollii ila¢ salinim1
sebebiyle daha etkin bir apoptotik indiikleme yolunu kullanarak hiicreleri 6ldiirdiiglinti
gormekteyiz. Calismamizin bundan sonra yapilacak olan c¢alismalara 151k tutacagi
kanaatinde olarak ileri in vitro ve in vivo analizler sonucunda escin ve escin yliklii KLN
formulasyonlarinin antikanser ila¢ olarak kanser tedavisi uygulamalari i¢in etkili bir

sekilde kullanilacagini diisiinmekteyiz.
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