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OZET

POLIi ADP-RiBOZ POLIMERAZ iNHiBITORU OLAPARIBIN
NANOTASIYICI ILAC SEKLINIiN GELiSTiRILMESI,
KARAKTERIZASYONU VE SH-SY5Y NOROBLASTOMA HUCRE
HATTINDA HIDROJEN PEROKSIT iLE OLUSTURULAN HASARA KARSI
ETKILERININ iNCELENMESI

Elif BAYSALMAN
Doktora Tezi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Tez Damgmant: Prof. Dr. Abdullah Tuncay DEMIRYUREK
Temmuz 2023, 90 Sayfa

Poli (ADP-riboz) polimerazlar (PARP), organizmada hasar goren hiicrelerin onarim
mekanizmalarinda rol oynayan enzimlerden biridir. PARP, DNA hasarinin onarimina
katilir, hiicre farklilagmasi ve apoptozuna kadar gecen siiregte farkli biyolojik yolaklarda
gorev alir. PARP inhibitorlerinden Olaparib’in farmasotik ozelliklerine bakildiginda
yagda ve suda ¢Oziiniirligli diisiik oldugundan (BCS sinif 4) nanosiispansiyon sekline
getirilmigtir. Bu calismada, FDA onayli bir PARP inhibitérii olan Olaparib’in ve
nanoformiilasyonunun hidrojen peroksit (H,O,) ile oksidatif hasar olusturulmus insan
noroblastoma hiicre hattt SH-SY5Yye uygulanarak, ndroblastomalar iizerindeki olasi
antioksidan ve sitoprotektif etkilerini arastirmak ve Olaparib’in bu etkilerini in vitro
ortamda karsilastirmali olarak incelemek amaglanmustir.

Calismamizda Olaparib grubu (OLA) ve nanosiispanse sekilde verilen Olaparib grubu
(NOLA) incelendiginde NOLA 100 uM grubunun, 100 uM alfa lipoik asit grubuna
(ALA) yakin derecede MDA seviyelerinin azalttigi goriilmektedir. Yine 100 uM OLA
ve NOLA gruplarinin her ikisi de alfa lipoik aside benzer sekilde 3-NT ve LDH
seviyelerini diistirmiistiir.

Elde ettigimiz sonuglara baktigimizda bazi parametreler agisindan yiiksek doz Olaparib
uygulamasinin alfa lipoik asite benzer derecede antioksidan ve sitoprotektif etkiler
sergileyebilecegine ait bulgulara ulasilmistir. Ancak bu etkiler inceledigimiz tiim
parametrelerce desteklenmemistir. Bu agidan PARP inhibitorleri ile yapilacak daha fazla
bilimsel veriye ihtiyag¢ vardir. Calisma sonuglar1 6zellikle nanofarmasoétiklerin Olaparib
gibi yagda ve suda ¢oziiniirliigii diisiik olma potansiyeli tasiyan etkin maddeler i¢in
hiicresel emilim ve hedefleme agisindan umut verici olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: PARP, Olaparib, Oksidatif Stres, Nanosiispansiyon, Norotoksisite,
SH-SY5Y



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND CHARACTERISATION OF POLY ADP-RIBOSE
POLYMERASE INHIBITOR OLAPARIB NANOCARRIER DRUG FORM AND
INVESTIGATION OF ITS EFFECTS AGAINST HYDROGEN PEROXIDE-
INDUCED DAMAGE IN SH-SY5Y NEUROBLASTOMA CELL LINE

Elif BAYSALMAN
Ph.D.Thesis, Department of Medical Pharmacology
Supervisor: Prof. Dr. Abdullah Tuncay DEMIRYUREK
July 2023, 90 Pages

Poly (ADP-ribose) polymerases (PARP) are one of the enzymes that play a role in the
repair mechanisms of damaged cells in the organism. PARP participates in the repair of
DNA damage, takes part in different biological pathways in the process up to cell
differentiation and apoptosis. Considering the pharmaceutical properties of Olaparib,
one of the PARP inhibitors, it has been brought into nanosuspension form due to its low
oil and water solubility (BCS class 4). In this study, we aimed to investigate the possible
antioxidant and cytoprotective effects of Olaparib, an FDA-approved PARP inhibitor,
and its nanoformulation on neuroblastomas by applying it to the oxidatively damaged
human neuroblastoma cell line SH-SY5Y with hydrogen peroxide (H20,).

In our study, when the Olaparib group (OLA) and the Olaparib group (NOLA) given in
nanosuspension were examined, it was seen that the NOLA 100 uM group has reduced
MDA levels close to the 100 uM alpha lipoic acid group (ALA). Again, both the 100
uM OLA and NOLA groups reduced 3-NT and LDH levels similar to alpha lipoic acid.
When we looked at the results we have obtained, it has been found that high-dose
Olaparib administration may exhibit antioxidant and cytoprotective effects similar to
alpha lipoic acid in terms of some parameters. However, these effects were not
supported by all the parameters we examined. In this respect, more scientific data is
needed with PARP inhibitors. The results of the study showed that nanopharmaceuticals
can be promising in terms of cellular absorption and targeting for active substances such
as Olaparib, which have the potential to be low in oil and water solubility.

Key Words: Oxidative Stress, Neurodegeneration, PARP, Olaparib, Nanosuspension,
Neurotoxicity, SH-SY5Y



1. GIRIS ve AMAC

Noronlar, santral sinir sisteminin yapi1 taglaridir. Norodejenerasyon, ndronlarin iglevini

engelleyen gesitli hastalik ve durumlari igine alan kapsayici bir terimdir (1, 2).

Noronlar normalde ¢ogalmaz ve kendilerini yenilemezler, bu nedenle hasar gérmeleri
ve Olmeleri durumunda viicut tarafindan yerine konamazlar. Norodejenerasyonda
meydana gelen hasarlarin genellikle irrevesibl olmasi olusan hasarin Onemini

arttirmaktadir (1, 3).

Noronlarda meydana gelen dejenerasyonlar c¢evresel etkilerle, rastlantisal olarak,

genetik yatkinlikla ya da bunlarin kombinasyonlari seklinde ortaya ¢ikabilirler (1, 3).

Norodejeneratif hastaliklar, sinir hiicrelerinin ilerleyici kaybi ile ilerleyen ve bu kayba
bagli olarak sinir sistemi fonksiyonlarinin yitimine neden olan hastaliklar grubudur.
Norodejeneratif hastaliklara 6rnek olarak Parkinson, Alzheimer, Amyotrofik Lateral
Skleroz, Huntington, Spinoserebellar Ataksi, Spinal Miiskiiler Atrofi gibi hastaliklar
ornek verilebilir (1-3).

Son zamanlarda yapilan bazi ¢alismalar ndrodejenerasyon kavramimi bu hastaliklarla
smirl tutmayip; major depresyon, sizofreni, bipolar gibi duygudurum bozukluklarinin
da altinda yatan nedenin de olabilecegini gostermektedir. Bu durum da bize
norodejenerasyon ve noroinflamasyon kavramlarinin etki yelpazesinin ¢ok daha genis
olabilecegine yonelik ipuglart vermektedir. Bu durum ayni zamanda tiim bu
hastaliklarin tamamen ayni olmasa da ortak bir takim noérodejeneratif patolojilerinin

olabilecegini diisiindiirmektedir (4-9).

Norodejenerasyonun altinda yatan pek ¢ok mekanizma vardir. Oksidatif stres de
bunlarin i¢inde One ¢ikanlardan biridir (10). Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile

olusturulan hasar modelleri ile ¢aligmalar bu nedenle son yillarda hiz kazanmistir.

Beklenen ortalama yasam siiresinin ylikselmesi en fazla ndrodejeneratif hastaliklarin
goriilme sikligini arttirmistir. Norodejeneratif hastaliklar, saglik gider hesaplamalarinda

maliyeti en hizli yilikselen hastalik gruplarinin basinda gelmektedir. Gelismis ve
3



gelismekte olan {ilkeler bu giderleri diisiirebilmek i¢in bu hastaliklara yonelik temel ve

klinik ¢alismalara oncelikle destek vermektedir (11).

Normal hiicresel fonksiyonlarin siirdiiriilebilmesi i¢in genom biitiinliigii korunmalidir.
Bu nedenledir ki deoksiribo niikleik asit (DNA) tamir mekanizmalari tiim hiicreler i¢in
hayati O6nem tasir. Poli ADP-riboz polimeraz (PARP) enzimi de DNA tamir

mekanizmasinda rol alan enzimlerden biridir (12).

Yapilan literatiir incelemelerine gére PARP inhibitorlerinin kimyasal analoglartyla
yapilan ¢esitli ¢aligmalarda néroinflamasyon, ndrotoksisite ve ndrodejenerasyon gibi
olgularda umut vaat edici olmasi1 6n goriilmektedir. Bu bakis agisiyla ¢calismamizda
daha once kimyasal analoglarla ¢esitli dejeneratif olgularda denenen veya denenmis
PARP inhibitorleri yerine, FDA tarafindan ilk onay alan ajan olan Olaparib tercih
edilmistir. Calismamizda in vitro c¢alismalarda insan ndron hattina en yakin tercih
olmasindan dolay1 SH-SYS5Y noronblastoma hattinda nérodejenerasyonu taklit etmek
amaciyla hidrojen peroksit (H,O;) ile indiiklenen oksidatif hasara karsi Olaparib’in

etkileri incelenmistir.

Calismamizda PARP  inhibitorlerinin ~ farmasétik — siirliliklarinin - giderilmesi,
biyoyararlaniminin arttirillmasi ve toksisitesinin incelenmesi amactyla nanoformiilasyon
seklinde verilmesinin faydali olacagi goriisiiyle nanosiispanse edilmis Olaparib
uygulamasina yer verilmistir. Bunun i¢in de denenen dozlardan en optimumu,
konvansiyonel ve nanosiispansiyon formu olmak tizere iki farkli farmasotik sekil ile
SH-SY5Y noéronblastoma hattina uygulanarak karsilagtirmali olarak etki ve toksisite

bakimindan incelenmistir.

Hazirlanan bu tez ¢alismasinda yeni terapdtik ajanlarin kullanildiklart endikasyondan
farkli olas1 etkilerinin aragtirlmasina ve aynm1 zamanda nanoformiilasyonlarinin

gelistirilmesine 151k tutmak amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Norodejenerasyon
Noronlar, sinir sisteminin temel yap1 taglaridir. Kendilerine has iglevleri bulunmaktadir.
Noronlar arasindaki sinaptik baglantilar vasitasiyla hedef bolgedeki diger noéronlara

uyarici Veya inhibe edici mesajlar gonderirler (13, 14).

Olgun somatik hiicrelerin aksine, noronlar minimum rejeneratif kapasiteye sahip
hiicrelerdir. Sinir sisteminde gerekli fizyolojik islevini saglamak i¢in hayatta kalmalari
gerekir. Noronal dliimler her ne kadar uygun sinir sistemi gelisimini desteklemek i¢in
gerekli olsa da, eriskin bireylerde noéronal kayiplar kagmilmaz olarak fonksiyonel

diistislere yol agar (14).

Noronlarin strese olan yanitlar1 lokalize olduklar1 bolgeye gore farklilik arz
edebilmektedir. Periferik sinir sisteminde (PSS) meydana gelen bir hasarda ndronlarin
rejenerasyon kabiliyeti olmasina karsin, santral sinir sistemi (SSS) néronlarinin bdyle

bir 6zelligi bulunmamaktadir (15).

Periferik noronlar trofik sinyallere kars1 duyarli olup, yaralanma sonrasinda PSS gliasi
(Schwann hiicreleri) rejenere olan aksonlarda biiyiimenin hizlanmasina yardim ederler.
Noron ve cevresindeki glia hiicreleri morfolojik, metabolik ve biyokimyasal degisimle
bu olaya karsi reaksiyon olustururlar. Ancak SSS noéronlarinin boyle bir ozelligi
olmadigindan, meydana gelen hasar ¢ogu zaman geri doniissiiz (irreversibl) etkiler

birakabilmektedir. Bu da SSS noronlarini hasara daha agik hale getirmektedir (15).

Noron kaybina siklikla, bozulmus aksonal tasima ve sinaptik fonksiyon, mitokondriyal
ve lizozomal disfonksiyon, oksidatif stres, mikroglial aktivasyon ve kusurlu néronlarda
iretilen protein agregatlar1 dahil olmak iizere ek patolojiler eslik eder. Yaslanma,
genetik risk ve ¢evresel faktorlerin bir kombinasyonunun néronal homeostazi bozdugu
ve noronal dejenerasyonun baslaticilari olan bu patolojilere neden oldugu

diistiniilmektedir (14, 15).



Santral sinir sistemi (SSS)’nde noronlar oksijene de oldukga duyarlidir. Oksijen miktar1
azaldiginda, noronlarda dejenerasyon bas gosterir. Bu dejenerasyon, hasar ve hatta

bazen 6liimle sonuglanabilir (13).

Norodejenerasyon, beyinde ndéron  kaybinin  veya  hasarmin  gorildiigi
ve noronlarin islevselligini yitirdigi patolojik durumlarin altinda yatan ortak bir
patolojidir. Norodejeneratif bozukluklarin ilerlemesi esas olarak asirt néron kaybi ve
glial hiicrelerin 6liimii ile karakterize edilir. Bu durumda geri doniisimsiiz ve ilerleyici
noron kaybi s6z konusudur ve genetik temelli olabildigi gibi ¢evreden maruz kalinan

kimyasallar tarafindan da tetiklenebilir (13-15).

Travmatik beyin hasar1 ve inme gibi akut hasarlardan Alzheimer hastaligi, amiyotrofik
lateral skleroz (ALS) , Parkinson hastaligi (PH) gibi kronik durumlara kadar degisen
norodejeneratif tim durumlarda hastalik ilerlemesinin temelini ndoronal defektler ve
Oliimler olusturur. Bu hastaliklar i¢in de mevcut tedavi yaklagimlari olsa da hala yeterli

seviyede degildir (16).

Aktif olan ve noronal hiicre Sliimiinii diizenleyen mekanizmalar nekroz, otofaji ve
apoptozdur. Bu Olim paradigmalar1 dejenere olan beyin dokusunda farkli
kompozisyonlar halinde meydana gelebilir. Akut ve kronik norodejenerasyon hem

apoptotik hem de nekrotik hiicre 6liimii ile iliskilidir (16).

Otofaji, yanlis katlanmis proteinlerin ve hasarli organellerin hiicrelerden uzaklagtirildig:
ana siirectir. Otofajinin bozulmasinin bir¢ok norodejeneratif hastalik ve patoloji ile
iliskili oldugu bulunmustur, bu da otofajinin nérodejenerasyon siirecinde hayati bir rolii
oldugunu diisiindiirmektedir. Son zamanlarda, giderek daha fazla sayida ¢alisma, otofaji
indiikleyicilerinin, birgok norodejeneratif hastaligin deneysel modellerinde koruyucu bir
rol sergiledigini bildirmistir. Bu tarz veriler otofajinin arttirllmasiin nérodejeneratif

hastaliklar i¢in potansiyel bir tedavi yaklasimi olabilecegini diisiindiirmektedir (17).

Yanlis katlanmig proteinlerin agregasyonu, Endoplazmik Retikulum (ER) stresi,
mitokondriyal yaslanma ve disfonksiyon, noroinflamasyon ve lizozomal sorunlar,
ROS’larin  asir1  saliverilmesi  norodejenerasyonu  tetikleyen yaygin  baglatici

mekanizmalardandir. Ortalama yasam siliresinin uzamasi norodejeneratif hastaliklara
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rastlanma sikligin1 artirmaktadir. Bu durum da yaslanmanin nérodejenerasyonda etkili

olabilecegini diistindiirmektedir (17, 18).

Son zamanlarda yapilan bazi ¢alismalar, nérodejeneratif hastaliklarda ve yaslanmada
poli (ADP-riboz)-polimeraz (PARP) enziminin inflamasyon ve otofaji diizensizliginden
kaynaklanan norodejeneratif hastaliklar ve yaslanma patogenizinde Onemli roller
iistlenebilecegini ortaya koymaktadir (19, 20). Norodejeneratif hastaliklarin birgogunda,
biligsel bozukluk ve/veya motor yetersizlik ile karakterize edilen kronik noérolojik
durumlar yer alir ve siklikla yaslt bireylerde goriiliir. Norodejeneratif hastaliklarin
mekanizmalari, yaslanan hiicrelerde de gozlenen DNA hasari, inflamasyon ve otofaji
diizensizligini i¢ermektedir. Son yapilan c¢alismalar, PARP-1'in nérodejeneratif
hastaliklarda ve yaslanmada da aktive oldugunu, bunun da ndroinflamasyona, otofaji

diizensizligine ve mitokondriyal disfonksiyona yol a¢tigini ortaya koymustur (19-21).

2.1.1. Oksidatif stres ve nérodejenerasyon

Oksidatif denge, organizmanin homeostazi i¢in énemli parametrelerden bir tanesidir.
Hiicresel metabolizma sirasinda aciga hidroksil radikali, siiperoksit radikali ve hidrojen
peroksit gibi bir takim ROS’lar olusur. ROS’lar1 detoksifiye eden antioksidan ajanlarin,
tiretilen ROS’lara yetersiz kalmasi oksidatif stres tablosunu olusturur (22). ROS
miktarindaki bu artisin sonucunda hiicre membranlarinda hasar olusur. Buna bagh
olarak da hiicre igcinde bulunan protein, lipit, DNA gibi yapilarda bozulmalar meydana
gelir (23).

Artan oksidatif stres ile olusan ROS’lar hiicre i¢i lipit ve protein yapilarinda ¢ift bag
iceren gruplara ve DNA’da baz ciftlerine saldirarak, hidrojen atomunu koparmak
suretiyle zincirleme oksidasyon reaksiyonlarini baglatirlar. Bu durumda DNA

zincirlerinde rastgele kirilmalar ve baglanmalar meydana gelebilmektedir (21, 23).

Hasarin derecesi ve organizmanin buna verecegi yanita gore olusan tablo
degisebilmektedir. Oksidatif stres bazen hiicreyi apoptozla 6liim yoluna gotiirse de
bazen kanser, norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet veya
otoimmiin bozukluklarin gelisimine kadar bir¢ok hastaligin patolojisine eslik de edebilir

(21, 23).
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Sekil 2.1.0ksidatif dengenin bozulmas: ve etkileri (24)

Oksidatif stresin tiretimi, bir DNA onarim enzimi olan poli (ADP-riboz) polimeraz-1'in
(PARP-1) agir1 aktivasyonu ile de iligkilidir. DNA iplik kopusuna cevap olarak PARP-1
enzimi, B-nikotinamit adenin diniikleotidi (NAD") nikotinamit (NA) ve uzun poli
(ADP-riboz) polimerlerine doniistiriir. PARP-1 asin1 aktive edildiginde, anaerobik
glikoliz ve ATP yetersizligine yol agan mitokondriyal solunum gibi NAD" bagiml
stiregleri bozabilir. Bunun sonucunda ise ATP yetersizligi, enerji yetmezligi ve noronal

oliim gergeklesir (25, 26).

Oksidatif stres, asir1 peroksit iiretimi ve antioksidanlarin tiikenmesi yoluyla ndronal
disfonksiyon ve Oliimiin bir baglaticisidir. Oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki
dengesizligin neden oldugu oksidatif stres, noronal disfonksiyon ve ndronal Sliimiin

tetikleyicisidir (27).

Oksidatif stres, pek cok norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde onemli bir rol

oynar. Beyin, oksidatif strese karsi diger organlardan daha savunmasizdir.



Insan  beyni, viicut agirhgnin  sadece  %2'sini  olusturmasina  ragmen,
metabolizmamizdan saglanan oksijenin yaklasik %20'sini tiiketir. Bu yiiksek oksijen
tilkketimi, beynimizi oksidatif strese maruz kalma riski acgisindan diger organlara gore
daha acik ve duyarli hale getirir. Yiiksek metabolik aktiviteye sahip oldugu i¢in de
noronlar oksidatif etkilere ve mitokondriyal disfonksiyona karst savunmasizdir.
Lipitlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin oksidasyonu Alzheimer, ALS, Parkinson,
demans ve bunun gibi pek c¢ok ndrodejeneratif temelli hastaligin temelinde 6nemli

etkilere sahiptir (28).

Beyin, norotransmisyon siiregleri icin kritik olan ve noronal etkilesimlerin ve biligsel
fonksiyonlarin temeli olan fosfolipitler agisindan zengindir. Beyin fosfolipitleri yiiksek
oranda c¢oklu doymamis yag asidi (Poly Unsaturated Fatty Acids, PUFA) ozellikle
dokosaheksaenoik asit ve arasidonik asit igerir. Serbest radikal olusumundaki artig

durumlarinda, beyindeki PUFA igeriginin giderek azaldigi goriilmiistiir (24, 29, 30).
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Sekil 2.2. Reaktif oksijen tiirlerine bagli olusan lipit peroksidasyon iiriinleri (24)

Beyinde artan oksidatif stres sonucu gergeklesen lipit oksidasyonu, lipit
hidroperoksitlerinin miktarmi artirir. Bu yapilar serbest radikal artiginin oldugu

durumlarda kararsiz yapiya biirlinlir ve kendiliginden ayrisabilir. Yine beyin omurilik



stvis (BOS) igeriginde yapilan olglimlerde oksidatif stres artisina bagli durumlarda

MDA diizeylerinde de bir artis oldugu yapilan ¢alismalarda dogrulanmistir (31, 32).

Izoprostan {iretimi de lipit peroksidasyonunun bir baska sonucudur. Esterifikasyon
yoluyla arasidonik asitten iiretilen izoprostanlarin, artan oksidatif stres kosullarinda

BOS’ta artmis oldugu yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir (32, 33).

Oksidatif strese bagli proteinlerin oksidasyonu BOS’taki 3-Nitrotirozin (3-NT)
miktarinda, niikleik asit oksidasyonu sonucu da 8-hidroksi deoksiguanozin (8-OHdG)

miktarinda artis oldugu ¢aligmalarda gosterilmistir (34-37).

Tim bu veriler dogrultusunda norodejeneratif hastaliklarda 6nemli oranda kan-beyin

bariyerini (KBB) asabilen antioksidanlara ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir.

2.2. Serbest Radikaller ve Hidrojen Peroksit

Son 20 yil igerisinde serbest radikallerin memelilerde hem zararli ve hem de yararh
etkileri oldugu anlasilmistir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS, Reactive oxygen species) ve
reaktif nitrojen tiirleri (RNS, Reactive nitrogen species)’ni i¢ine alan bu kavram birgok
biyolojk siirecin konusunu olusturur. Son orbitallerinde eslesmemis elektron cifti
barindiran bu molekiiller, oldukga elektrofilik yapilar olup, hiicrede proton barindiran
niikleofilik yapilara (niikleus, mitokondri gibi) saldirarak bazi olumsuz tablolarin
olusmasindan sorumlu tutulurlar. Bu sebeple ROS ve RNS’nin agir1 miktarda bulunmasi
organizma i¢in zararli olarak kabul edilirken; makul konsantrasyonda bulunmasi halinde
hiicresel ve intraselliiler sinyal molekiilleri olarak davranarak biyolojik prosesleri

kolaylagtirmakta gorev alirlar (38).

Hiicreler, hassas ve kompleks savunma sistemi tarafindan oksidatif strese karsi
korunmaktadir. Serbest radikallerin biyolojik aktivitesi, endojen antioksidanlar ve
antioksidan enzimler tarafindan dengede tutulmaktadir. ROS’un sorumlu tutuldugu

patolojilerde, antioksidan ajan uygulamasi tedavi yaklagimlari arasindadir (39).

Serbest radikaller, membran iizerinde bulunan doymamis yag asit zincirlerinin g¢ift
baglarina da duyarhidir. Lipit peroksiyon reaksiyonlart sonucanda alkanlar,

izoprostanlar, malondialdehit (MDA) olusmaktadir (38, 39).
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Serbest radikaller, amino asit rezidiilerine atak yapabilirler. Hidroksil (OH") radikali
fenilalanin amino asidine atak yaparak orto, meta, para tirozine doniistiiriir. Stiperoksit
(O2) anyonu ve Nitrik Oksit (NO) reaksiyonu ile meydana gelen peroksinitrit (ONOQO")
ise tirozin rezidilerini orto pozisyonundan nitrolize ederek 3-nitrotirozini meydana
getirir (39).

Lizin, arjinin, prolin ve treonin amino asitlerin oksidasyonu sonucu karbonil tiirevler
keton ve aldehitler olusur. Karbonil seviyeleri spektrofotometri, Western Blot, ELISA,

immunassay ve GC/MS metotlari ile tayin edilebilir (39).

Serbest radikaller DNA ve RNA hasarini indiiklerler. DNA ve RNA’nin en popiiler
biomarkerlari guanin baz oksidasyonu iriinleri olan 8-0kso-7,8-dihidro-2'-

deoksiguanozin (8-OHdG) olup HPLC ile saptanmas1 miimkiindiir (39).

Koenzim Q10, vitamin C, vitamin E, B12, beta karoten, resveratrol, glutatyon ve bu

bunlarin prekiirsorleri antioksidan ajan olarak kullanilabilmektedir (39).

Hidrojen peroksit (H.0,), elektron transport zincirinde O, indirgenmesiyle meydana
gelmektedir ve organizma ig¢in yararh etkilere sahiptir. Sitotoksik etkisinden dolay1
hiicre iceresindeki tliretimi siki bir sekilde regiile edilir. H,O; iiretiminin major kaynagi
mitokondridir ve sitozolik kararli konsantrasyonu (Steady state) antioksidan enzimlerin
yardimiyla siirdiiriilir. H,O, hiicrede ikincil mesajc1 olarak davranir, hiicre
proliferasyonu, apoptoz, vaskiiler remodelleme ve immiin hiicre aktivasyonun sinyal
iletimini regiile eder. Sinyal molekiili olarak davranmasi i¢in hiicredeki kararl
konsantrasyonunun sentez ve metabolizma regiilasyonu ile belirli seviyede kalmasi
gerekir. NADPH oksidazlar, insiilin sinyalizasyonu, anjiyogenezis, biiyiime ve

farklilagma gibi fizyolojik siireglerde rol oynarlar (39).

Hidrojen peroksitin diigiikk diizeyi antioksidanlarin aktivitesini tetikleyerek, ROS
seviyesini diislirir ve boylece hiicrenin hayatta kalmasina katki saglar. Yiiksek
konsantrasyonu ise prooksidanlar1 aktive eder, ROS’u arttirir ve hiicreyi apoptoza
indiikler. Fizyolojik kosullarda H,O; seviyesi 1-15 uM’dir. H,O, konsantrasyonu 50
uM astiginda sitotoksik etkiye sahiptir, 100 uM asarsa ciddi patolojilere neden
olabilmektedir (39).

Hiicrenin H,0, maruziyetinde TRPM2 kanali aktivasyonu gergeklesir ve buna bagl
olarak PARP enzimi aktive olur (38).
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Sekil 2.3. Hidrojen peroksit ve oksidatif stres (39)

2.3. SH-SYSY Noroblastoma Hiicre Hatti

Bu hat SSS’nin in vitro modellemesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. SH-SY5Y
hiicre hatti, 1970 yilinda 4 yasindaki kanser hastasi kiz ¢ocugundan alinan metastatik bir
kemik tiimoriinden olusturulmustur. Bu noroblastom hiicre hattt SK-N-SH'nin (ATCC
HTB-11) ii¢ kez pasajlanmus bir alt hattidir (40).

SH-SY5Y noéroblastoma hattt hem tutunan hem de yiizen hiicreler olmak iizere iki tip
hiicre bulundurur. Hat 37°C’de, %5 COy’de, nemli ortamda %15 fetal sigir serumu
(fetal bovine serum, FBS), penisilin (100 1U/ml) ve streptomisin (100 pg/ml) eklenmis

Eagle’in minimum temel besiyerinde kiiltiire edilir (40).

SH-SYSY hiicre hattinin bir diger 6zelligi dopamin beta hidroksilaz enzim aktivitesine
sahip olmasidir. Bu sayede dopamini noradrenaline cevirebilmektedir. Yine aym
zamanda glutamati dekarboksilleyerek gamma amino bitiirik asit (GABA) formuna da

doniistiirebilmektedir (41).
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SH-SYS5Y hiicrelerinin tercih edildigi bir diger alan ise sinyal ileti sistemi
caligmalaridir. Ozellikle, NO ve Na'/K*-ATPaz pompasinin aktivitesinin incelendigi

calismalarda yine bu hat 6n plana ¢ikmaktadir (41).

2.3.1. SH-SY5Y Néroblastoma hattinin avantaj ve dezavantajlari

In vitro ¢alismalarda kullanilan pek ¢ok ndron hatt1 olmakla birlikte, bircogu fare ve
sican kaynakli primer ndron hatlar1 olup, kararsiz karyotiplere sahip olabilirler. Bu
sebeple gen ekspresyonu calismalari ve hiicre sinyalizasyonunun tekrarlanabilir
caligmalar1 i¢in problemlidir. Maksimum on besinci pasaja kadar tretimi saglikli

sonuglar verebilir (41).

Tim bu bakimlardan SH-SY5Y hiicre hatti adrenerjik, kolinerjik ve dopaminerjik
aktivite bakimindan, insan fizyolojisini daha iyi yansitmaktadir. Tirozin hidroksilaz
(TH) ve dopamin-B-hidroksilaz enzimlerini igermektedir (41). Immiinoloji,
norobiyoloji, noroviroloji, sinirbilim ve toksikoloji alaninda yapilan c¢aligmalarda

siklikla tercih edilen hatlardandir (42).

2.4. Poli (ADP-Riboz) Polimeraz (PARP) Enzimi

Poli ADP-Riboz Polimeraz (PARP) DNA zincir kiriklarini onarmaktan sorumlu olan
genom biitlinliigiiniin korunmasinda 6nemli roller iistlenen, niikleer bir enzimdir. Poli
(ADP-Riboz) Sentaz (PARS) veya Poli (ADP-Riboz) Transferaz (PART) olarak da
bilinmektedir (43-46).

Poli ADP-riboz (PAR) ile ilgili ilk galismalar 1963’te Strazburg’da Dr. Paul Mandel ile
memeli niikleusunda; 1964°te ise Dr. R.J.Collier ve Dr. A.M. Pappenheimer tarafindan

difteri toksini lizerinde yapilmistir (47).

Poli ADP-riboz polimeraz (PARP) enzimi hiicrenin yasamsal faaliyetlerini diizenleyen
ve genis etkilere sahip olan post-translasyonel modifikasyonlardan sorumlu ADP-
ribozilasyon reaksiyonunu katalizleyen, DNA varliginda aktif olan multifonksiyonel bir

yapidadir (48, 49).

Bu enzim akseptor proteinler lizerine ADP-ribozil iiniteleri transfer ederek poli ADP-

riboz zinciri olusturur. PARP enzimi DNA onarimi, hiicre transformasyonu, apoptoz,
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genomik stabilite ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi gibi O6nemli hiicresel

faaliyetlerde rol oynar (48, 49).

ADP - ribozilasyon reaksiyonlar1 metilasyon, fosforilasyon, glikozilasyon, asetilasyon
gibi posttranslasyonel modifikasyonlardir. Bu reaksiyonlarda indirgeyici bir substrat

olan NAD koenzimi kullanilir (48).

NAD" &karyotik hiicrelerde enerji metabolizmasindaki olaylarda temel bir
koenzim/transmitter molekiildiir. Redoks tepkimelerinin dengelenmesi ve ATP iiretimi
direkt hiicrelerdeki NAD" diizeylerine baglidir. Bu molekiiliin kimyasal yapisi, oksidatif
fosforilasyon sirasinda ATP’nin {iretimine Onciilik eden mitokondriyal elektron
transport zinciri enzimleri aracihifiyla katalizlenen reaksiyonlarda hem NAD'n
oksidasyonu yoluyla elektron akseptorii olarak; hem de NAD" n rediiksiyonu ile

elektron dondrii olarak gérev yapmasina olanak tanir (48).

NAD" ayn1 zamanda ¢ok yonlii ADP-ribozilasyon reaksiyonlari igin bir substrat veya
onciil molekiil gibi ayr1 bir fonksiyona da sahiptir. NAD"’m ADP-ribozun bir alicisi
olarak bulundugu bu diizenleyici islevlerde, hiicre ici NAD" miktarinin azalmamast igin

devamli bir NAD iiretimine ihtiya¢ vardir (49-51).

ADP-ribozilasyonu esnasinda belli bir aminoasit tizerine ADP-riboz iinitesi eklenir.
ADP-ribozilasyonu mono ADP-ribozilasyon ve poli ADP-ribozilasyon olmak tizere iki
tipte gergeklesir. Poli ADP-ribozilasyonu monodan farkli olarak ADP-riboz
tinitelerinden meydana gelmis bir polimer zinciri olusturur. PARP i¢in akseptor gorevi
goren yapilar ise Topoizomeraz I, II, DNA polimeraz a, , DNA ligaz gibi enzimlerdir

(48, 49, 52).

Bugiine kadar 18 adet PARP {iyesi enzim tanimlanmigtir. PARP protein ailesinin en bol
bulunan ve lizerinde en ¢ok g¢alisma yapilan liyesi ise PARP-1 izoformudur. Daha az
bilinen PARP-2 ve PARP-3 de, PARP-1’in bulunmadigi bélgelerde DNA tamirinde
gorev almaktadir (52).

PARP-1, baslica poli (ADP-riboz) (PAR) sentezleyen enzimdir ve PAR sentezinin
yaklasik %90’n1 olusturur. 116 kDa molekiil agirligmma ve 1014 tane aminoasit
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kalintisina sahip olan PARP-1, ¢ift ¢inko atomu igeren bir N-terminal DNA baglanma
bolgesi, bir ¢ekirdek lokalizasyon sinyal bolgesi, bir merkezi otomodifikasyon bolgesi
ve bir de NAD" dan ADP-riboz yapilarii protein akseptdriine transfer eden C-terminal

katalitik bolgesinden olusmaktadir (53).

Cinko parmak motifleri PARP-1’in hasarli DNA iizerinde bolgesini tanimasi ve tek ya
da ¢ift zincir kirikli bolgelere PARP’1n yiiksek afinite ile baglanmasi i¢in gereklidir.
Cinko atomlarindan biri ¢ift zincir kiriklarina karst PARP-1’1 aktive ederken, digeri tek
zincir kiriklarina karst aktivasyonu gergeklestirir (54-56). PARP1 null fareler
yasayabilir ve gelisimlerini normal olarak siirdiirebilir. Fakat hem PARPI hem de

PARP2 delesyonu embriyonik 6liimle sonuglanir (57).

Merkezi otomodifikasyon domaini poli(ADP-riboz)ilasyon bdlgesini igermektedir ve
PARP-1’in DNA ile baglantisin1 diizenlemekle gorevlidir. C-terminal bolgesi ise,
NAD’m baglandigi bolgedir (52, 58).

PARP-1

Otomatik
modifikasyvon alam

DNA-baglama alam katalitik bélge

1 3n 524 859 908 1014

NH, NLS BRCT m  COOH

P

cinko parmak

Sekil 2.4. PARP-1 enziminin yapisi (54)

PAR bagimh hiicre 6liimiine parthanatos adi verilir ve PARP1 tarafindan asirt PAR
sentezi ile karakterizedir (48). Parthanatos kelimesi “PAR” ve Yunan mitolojisinde
Oliim tanrisi olan “Thanatos” kelimelerinin birlesmesiyle olusmustur (54). Hiicre 6lim
habercisi olarak bilinen PAR’in asir1 olusumundan dolay1 hiicre 6liir (53). Serbest
PAR’larin bazisi niikkleusundan ¢ikar mitokondriye gider ve apoptoz-indiikleyici
faktoriin (apoptosis inducing factor, AIF) mitokondriyel sizmay1 artirir. Parthanatosun
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hiicre 6liimiiniin klasik yolaklarindan farkli olan biyokimyasal 6zellikleri sunlardir: hizli
PARP1 aktivasyonu, erken PAR birikimi, mitokondriyal depolarizasyon, erken niikleer
AIF translokasyonu, DNA fragmentasyonu, hiicresel NAD" ve ATP tiikenmesi ve
apoptoz (48, 59, 60).

Hiicre 6liimii terminoloji komitesi tarafindan parthanatos iki ana kriterle tanimlanir (61).
Birincisi, hiicre éliimiine asir1 PAR sentezi eslik etmelidir. Ikincisi, PARP delesyonu
veya inhibitorleriyle hiicre 6liimii tamamen veya kismen onlenmelidir (61). PARP1
delesyonu, DNA hasar1 ile indiiklenen parthanatik hiicre 6liimiine karsi koruma
saglamak i¢in yeterlidir (60). Parthanatos, noérodejenerasyonu da igeren ¢esitli
hastaliklardaki hiicre Oliimiine aracilik etmektedir (62). Asir1 aktive olan PARPI,
hiicresel enerji kaynaklarindan NAD® ve ATP’nin hizla tilkenmesi sonucu hiicre
6limiine neden olur (63, 64). Bu, kaspazdan bagimsiz bir apoptoz yolagidir (48, 59, 65,
66). Ayrica kaspazlarin PARP-1’i pargaladiklar: ve inhibe ettikleri bilinmektedir (67).
Dolayisiyla asir1 aktif PARP-1 fonksiyonunun inhibe edilmesi inflamasyon ve

norodejenerasyonda etkili olabilir (48, 64, 68).

DNA kiriklari, PARP-1’1 selektif olarak aktiflestirme 6zelligine sahiptir. DNA hasari
durumunda aktiflesen bu enzimler, DNA tamirinde rol alan baz1 enzimlerin
ribozilasyonu ile baz eksizyon tamiri, niikleotid eksizyon tamiri ve homolog

rekombinasyon gibi yollarla hem tek hem ¢ift zincir kiriklarinda onarimi saglar (52).

Hiicredeki hasar PARP enzimini harekete gecirici birtakim sinyaller yollar. Buradaki
sinyallerin sikligi hiicrenin kaderini belirler. Eger sinyal sikligi disiik ise PARP
aktifleserek poli ADP-ribozilasyon ile DNA onarimini gerceklestirir ve hiicre canliligi
sirdiriiliir. Eger sinyal siklig1 yiiksek ise bu durumda hiicre apoptoz veya nekroz

yollarina gotiiriiliir ve onarim yapilmaz (52).

DNA hasar1 agir ise, PARP aktivitesinde asir1 artis gergeklesir, bu halde enerji
metabolizmasinda 6nemli bir koenzim olan hiicresel NAD seviyeleri hizla tiikenir.

NAD’1n tiikenmesi, daha az adenozin trifosfat (ATP) iiretilmesine neden olur (52).
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Bu durumda hiicre, NAD’1 tekrar sentezlemek amaciyla ATP deplesyonu gerceklestirir
ve bu da enerji kitligina sebep olup hiicreyi 6liime siiriikler. Hiicre 6limii AIF bagimli

apoptotik yolla veya nekrotik yolla olmaktadir (69, 70).

DNA hasar1 orta derecede oldugunda PARP inhibitorleri uygulandiginda, baz eksizyon
tamir islemi ger¢eklesmez. DNA kiriklar1 ortamda birikir, hiicre siklusu duraklar ve

replikasyon azalir. Sonugta apoptoz gézlenir (71).

Apoptoz, bilindigi gibi fizyolojik bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Apoptotik hiicre
Olimiiniin gerceklesmemesi kanser ile sonuglanir. Apoptotik uyaranlar arasinda; DNA
hasari, kimyasal ajanlar (6zellikle proteinlerin veya niikleik asitlerin sentezini
baskilayanlar), bliylime faktorlerinin azalmasi ve hiicre Oliim reseptdrlerinin
aktiflestirilmesi yer alir. PARP aktivitesi DNA hasarin1 takip eden siirecte hiicre
icindeki NAD miktar1 ile yakindan iligkilidir. Poli (ADP-riboz) seviyelerinin 6l¢timii
miimkiin olduktan sonra yapilan ¢alismalarda, apoptoz sirasinda hiicre i¢ci NAD
miktarinin azalmasinin PARP aktivasyonuyla dogrudan iliskili oldugu ve hatta PARP
yoklugunda apoptozun engellendigi tespit edilmistir (48, 60, 72).

Masif DNA hasarinda ise PARP-1 aktivasyonunun, AIF bagimli apoptoz ile iligkili
oldugu gosterilmistir (60, 74). Tim viicutta Ozellikle immiin sistem ve germ

hiicrelerinde niikleer PARP aktivitesinin yiiksek oldugu goértilmistiir (75).
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Sekil 2.5. Parthanatos'ta PARP-1 aktivasyonu, PAR polimeri ve AIF aracili 6liim sinyalinin sematik
modeli (73)

PARP’lar DNA hasarinin onarilmasi haricinde, kromatin kondensasyonu, DNA
replikasyonu, DNA tamiri, gen ekspresyonu, malign transformasyon, hiicresel
diferansiasyon genomik integritenin siirdiiriilmesi (76), transkripsiyonel seviyede ¢esitli
proteinlerin ekspresyonlarinin diizenlenmesi (77), nekroz ve apoptoz lizerinden hiicre
olimii (75, 78), hiicre replikasyonunun diizenlenmesi (79) ve telomeraz aktivitesinin
diizenlenmesi (80) gibi siireclerden sorumludurlar. PARP-1’in DNA onarimindan baska
diger fonksiyonlar1 arasinda genotoksik strese direnclilik, genomik kararliligin
diizenlenmesi, transkripsiyonel diizenlenme, niikleer proteozomal fonksiyonun

diizenlenmesi, yaglanma gibi ¢ok sayida fizyolojik olay sayilabilir (81).

2.4.1. Poli (ADP-Riboz) Polimeraz (PARP) enzimi inhibitorleri
[lk PARP inhibitorii calismalar1 2003’te baslamistir. Bu ajanlar ilk 6nce kanserli
hastalarda alkilleyici ajanlarin  etkinligini artirmak icin kombine tedavide

diistiniilmistiir. Yapilan ¢alismalarda bu ajanlarin, DNA tamirini azaltma 6zellikleri
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nedeniyle, topoizomeraz-1 inhibisyonu ve radyoterapinin etkisini kuvvetlendirerek

sitotoksisiteyi artirdigi goriilmiistiir (82).

DNA hasar1 yapan uyaranlar PARP-1, PARP-2, PARP-3’iin uyarilmasina ve
aktiflesmesine neden olur. Aktiflesen PARP’lar NAD"’tan ADP-riboz yapilarimi protein
akseptoriine transfer eder. Boylece NAD™1 substrat olarak kullanarak ADP-riboz
polimerlerini iretir. Bu yolla tek zincir DNA kiriklart onarilmis olur. PARP-1’in
inhibisyonu durumunda ise bu tek zincir DNA kiriklar onarilamaz ve ¢ift zincir DNA
kiriklarina doniisiir. Bu bakimdan PARP-1 hem tek zincir hem de ¢ift zincir kiriklarinin
tamirinde 6nemli rol oynar. Niikleotit eksizyon onarimi (NER), baz eksizyon onarimi
(BER) gibi tamir mekanizmalarini tetikler. PARP inhibisyonu nedeniyle onarimi
yapilamayan hiicre apoptoza veya nekroza gider. PARP’lar hiicre Oliimiiniin
diizenlenmesinde ikili rol oynar. PARP-1’in asir1 uyarilmasi apoptotik siire¢ i¢in
gereken NAD" ve ATP’yi azaltarak apoptozu Onlerken; PARP-1’in inhibisyonu ise
apoptozu indiikleyerek hiicre Oliimiine neden olur. Bdylece bu ajanlar hem asir

apoptozun hem de yetersiz apoptozun eslik ettigi hastaliklarda kullanilabilir (83-86).

Tablo 2.1’de ii¢ kusak PARP inhibitorleri listelenmistir. Birinci ve ikinci kusaktaki
ilaglarin potensleri diisiik oldugundan higbiri klinik aragtirmalar i¢in faz ¢alismalarina
almmamustir (87). Ugiincii kusaktaki inhibitdrlerin 4 tanesi (Olaparib, rucaparib,
niraparib ve talazoparib) ABD’de FDA onay1 almistir ve ¢ogunun klinik arastirmalari
devam etmektedir. Fuzuloparib ve pamiparib ise over, fallop tiipii ve primer peritoneal
kanser tedavisi i¢in Cin’de onaylanmis PARP inhibitérleridir (88, 89). PARP enzimi,
DNA hasarinin onariminin yani sira hiicre farklilasmasi ve apoptozuna kadar gecen
siiregte farkli biyolojik yolaklarda da gorev almasi nedeniyle kanser disindaki
hastaliklarda da etkisi incelenmektedir. Ozellikle Alzheimer, Parkinson,
norodejenerasyon gibi patolojilerde arastirmalar siirmektedir. PARP inhibitorlerinin
hiicreleri iyonize radyasyona karsi duyarli hale getirebilecegi c¢ok sayida model

gostermistir (90).
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Tablo 2.1. Kusaklara gore PARP inhibitorleri (12, 43, 52, 90, 91)

Potens Ila¢ 6rnekleri
1. Kusak Milimolar 3-aminobenzamit
konsantrasyonlarda aktif nikotinamit
2. Kusak Orta-mikromolar (mid- 5-methyl dihydoisoquinolinone (PD-
micromolar) 128763)
konsantrasyonlarda aktif 8-hydroxy-2-methylquinazolin-4(3H)-

one (NU-1025)
1,5-dihydroisoquinoline
5-aminoisoquinolinone (5-AlQ)
2-nitro-6[5H] phenanthridinone
4-amino-1,8-naphthalimide (ANI)
N-(6-0x0-5,6-dihydro-phenanthridin-2-
yl)- N,N-dimethylacetamide (PJ-34)

3. Kusak Ultrapotent inhibitorler Olaparib

(paribler)  Diistik mikromolar - yiiksek  Rucaparib
nanomolar Niraparib
konsantrasyonlarda aktif Talazoparib

Veliparib
Mefuparib
Simmiparib
Pamiparib

Fluzoparib

Iniparibin (SAR240550, BSI-201) PARP iizerinde onemli bir inhibitor etkisi yoktur
(90).

Bunlardan Olaparib 2014’te germline veya somatik BRCA(-) mutasyona ugramis
(gBRCAm veya sBRCAmM) ilerlemis epitel over yumurtalik, fallop tipi kanseri olan
yetiskin hastalar icin Olaparib’i (Lynparza®, AstraZeneca Pharmaceuticals LP,
Wilmington, ABD) onaylanmustir. Yine birinci basamak platin bazli kemoterapiye tam

veya kismi yanit veren primer periton kanseri i¢in de endikasyon almistir. Tablet ve sert
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jelatin kapsiil seklinde farmasétik dozaj formlar1 bulunmaktadir. Onerilen Olaparib
tablet dozu giinde iki kez 300 mg’dir (92). Olaparib ayrica BRCA mutasyonlu HER2-
negatif lokal ilerlemis meme kanseri hastalarinin tedavisi i¢in 2019 yilinda
onaylanmistir.  Olaparib, BRCA-mutasyonlu metastatik pankreas adenokarsinomlu
yetigkin hastalarin tedavisi i¢in Aralik 2019°da onaylanmistir. Olaparib ve rucaparib
BRCA1/BRCA2 mutasyonlu metastatik kastrasyona direngli prostat kanseri hastalarinin
tedavisi i¢in 2020’°de onaylanmustir (90).

2016’da ise Rucaparib tekrarlayan over, fallop tiipii veya primer periton kanserinin
idame tedavisi i¢in FDA onay1 alarak piyasaya ¢ikmistir. Rucaparib alacak hastalarin,
daha 6nce platin bazli kemoterapiye tam veya kismi yanit vermis olmasi gerekmektedir.
Tablet ve sert jelatin kapsiil seklinde farmasotik dozaj formlari bulunmaktadir.

Onerilen Rucaparib dozu, giinde iki kez 600 mg'dir (93).

Niraparib, 2017 yilinda platin bazli kemoterapiye kismi veya tam cevap veren niiks
epitel over, fallop tiipii veya primer peritoneal kanserin idame tedavisi i¢in FDA

tarafindan onaylanmstir (94, 95).

Talazoparib, BRCA mutasyonu olan HER2-negatif metastatik meme kanserinde

monoterapi olarak kullanimi FDA tarafindan Ekim 2018’de onaylanmustir (96).

Bunlarin haricinde beyin, metastatik akciger kanseri, primer perkiitan koroner miidahale
goren akut kalp krizi hastalarinda, kolorektal tiimorlerde, gliomada, ilerlemis solid
tiimorlerle veya B-hiicre malignitelerinde, solid metastatik tlimorlii hastalarda, rekiirren
endometrial kanserde, akut miyeloid 16semi (AML), Eving sarkomasi, pankreas,
malignan solid tiimoér, peritonel kanser, akciger kanseri, meme kanseri (TNBC: early
triple-negative breast cancer), jinekolojik kanserler (endometriyum, over, serviks),
kardiyovaskiiler hastaliklar, BRCA (+) pankreas kanseri, diyabetik retinopati,
gastrointestinal tiimorlerde, metastatik kastraksiyon direngli prostat, SSS tiimorleri igin

de devam etmekte olan Kklinik arastirmalar mevcuttur (96-98).

Selektivitesi ve potensleri yliksek olan PARP inhibitdrleri, temozolomid ve sisplatin
gibi gesitli sitotoksik ilaglar ile radyoterapinin etkinligini potansiyalize etmeye yardimci

olurlar (99-101). Klinik olarak kullanima sunulan bu PARP inhibitorleri i¢in onkoloji
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disinda potansiyel olarak terapétik yeni kullanimlarinin (repurposing) arastirilmasinin
yolu agilmustir. Genel olarak, onkolojik olmayan modellerde PARP inhibitorlerinin
etkin dozlar1 (1-5 mg.kg'1 1.p.), kanser modellerinde kullanilan Olaparib dozlarindan
(50-200 mg.kg™.giin™ i.p.) daha diisiiktiir (102-104).

PARP inhibitorlerinin etki mekanizmalar1 goz Oniine alindiginda antikanser aktivite
haricinde de etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu amagcla yapilan arastirmalarda
Parkinson, Alzheimer, Epilepsi gibi hastaliklarda ve ndorodejenerasyon ile ilgili

durumlarda da olumlu veriler elde edildigi goriilmiistiir (105-109).

2.4.2.Olaparib
Olaparib FDA tarafindan BRCA mutasyonlu ve platine duyarli kanser olgularinda
monoterapi olarak 2014 yilinda Lynparza® ile hizlandirilmis onay alan bir PARP

inhibitoridir.

Paribler arasina maliyeti en uygun olan PARP inhibitorii olup, PARP-1 ve PARP-2
enzimlerinin potent inhibitériidiir. Olaparib PARP1 ve PARP2 icin ICsy degerleri
sirastyla 5 nM ve 1 nM’dir (109-115). Aralik 2014°te Olaparib’in kapsiil formu BRCA-
mutasyonu olan over kanserlerinde gilinde iki kez 400 mg kullanimi1 onay almistir.
Kanser hastalarna 400 mg kapsiil formu verildikten sonra Olaparib’in ortalama
eliminasyon yarilanma Omriiniin 11.9 saat, klerensinin ise 8.64 litre/saat oldugu
hesaplanmistir (110). Oral biyoyararlanimi %79 olarak bildirilmistir (116-120). Yeni
gelistirilen tablet formunda oral biyoyararlanim artmistir (108, 109). Tek doz 300 mg
tablet sonrasinda eliminasyon yarilanma omriiniin 14.9 saat, plazma klerensinin ise 7.4
litre/saat oldugu bildirilmistir (108). Olaparib, hepatik ila¢ uptake transportorleri
(organic anion transport polypeptide, OATP)1B1 ve (organic cation transporter,
OCT)1 ile renal uptake transportorleri OCT2 ve (organic anion transporter, OAT)3’i
inhibe eder (113). Bu inhibisyonlar Olaparib’in klerensini etkileyebilir. Olaparib kanser
hastalarinda genelde iyi tolere edilmektedir (113-114). Yapilan bir meta-analize gore
Olaparib’in kanser hastalarinda en yaygin goriilen yan etkilerinin, bitkinlik (fatigue) ve

anemi oldugunu gostermektedir (120-121).

22



2.4.3. Nanoformiilasyonlar ve avantajlari

Son yillarda sik¢a karsilastigimiz bir kavram nanotasiyict ilag sistemleridir.
Disiplinlerarasi bir bilim olan nanoteknoloji ve nanotip uygulamalari giderek
yayginlasarak gelencksel tedavilerin yerini almaya baslamistir (122, 123). Gelisen
farmasotik kimya ¢alismalar1 birgok molekiiliin ilag seriivenini hizlandirirken karsimiza
diisiik biyoyararlanim, diisiik ¢oziiniirliikk gibi sorunlar daha fazla ¢ikabilmektedir (122-
124). Bu kisithiliklarin giderilmesi amaciyla farmasotik teknoloji alaninda yapilan yeni
nanoformiilasyonlar ve uygulamalar bir¢ok etkin maddenin Oniinii agarken, ozellikle
kemoterapide sik¢a uygulanan spesifik hedefleme uygulamalar1 da tedavi basarisini ve

etkinligini artirmada 6nemli yaklasimlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (121, 122).

Nanotagtyic1 sistemlerin bu avantaji sadece kanser hiicreleri {izerinde degildir.
Hedefleme kolayligi, diisiik toksisite ve istenilen bdlgede terapotik doza kolay erisim
gibi avantajlarin, KBB’yi ge¢mesi arzulanan SSS’de etkili bircok ila¢ icin de

uygulanabilmesi olduk¢a giincel yaklasimlar arasindadir (122).

Son yillarda yapilan ¢alismalar incelendiginde noérodejeneratif hastaliklarin teshis ve
tedavisi i¢in nanoteknolojiden faydalanildigina sik¢a rastlanmaktadir. Ciinkii
norodejeneratif hastaliklarin tedavisindeki en 6nemli zorluk, hedefe yonelik ilag dagitim
sisteminin  gelistirilmesidir  (123). Geleneksel nérodejeneratif hastalik  tedavi
protokollerinde semptomlar1 azaltmak hedeflenirken, nanokorlar, nano-antikorlar ve
lipit nanopartikiiller gibi bazi giincel nanoteknoloji yaklagimlarinin sinir hiicrelerinde
apoptozu geriletebildigi, iltihaplanmay1 azaltabildigi ve beyin dokusunda ila¢ dagitimini

iyilestirebildigi bazi ¢alismalarca desteklenmistir (124, 125).

Yapilan literatlir taramalarinda c¢esitli PARP inhibitorleri kullanilarak yapilmis gesitli
nanotastyict ilag sistemleri oldugu gorlilmiistiir. Bu seklide uygulandiginda
konvansiyonel uygulamalara kiyasla daha iyi ve etkili yamitlar alindig1 yayinlarda

bildirilmistir (126, 127).
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2.4.4. Nanoformiile edilmis Olaparib ve avantajlar

Son zamanlarda yapilan bazi ¢aligmalarda Olaparib’in ve kimyasal analoglarinin pek
cok nanofarmasdtik formla verilis denemelerine rastlanmistir. Bu  seklide
uygulandiginda konvansiyonel uygulamalara kiyasla daha iyi ve etkili yanitlar alindigi

yayinlarda bildirilmistir (121, 122).

Nanotasiyic1 sistemlerin hedefleme kolayligi, disiik toksisite ve istenilen bolgede
terapdtik doza kolay erisim gibi avantajlarinin yani sira, kan beyin bariyerinden (KBB)
gecis ihtimalini yiikseltmesi, 0zellikle santral sinir sisteminde etkili bir¢ok ilag i¢in de

uygulanabilmesi bu dozaj formlarini cazip kilmaktadir (122-123).

2011 yilinda yapilan bir ¢alismada Olaparib’in afinitesini ve baglanma yiizdesini
artirmak amactyla manyetik nanopargacik tabanli bir yaklasimla PARP nanosensorii
hazirlanmistir. Bu ¢alisma sonucunda nanoformiilasyonun ilacin baglanma afinitesinde
artis saglandig1 goriilmistiir (126-130). Prostat kanseri ve Pten/Trp53 eksikligi olan bir
fare modelinden iiretilen radyasyona direngli hiicreler ve tiimérlerin, Olaparib’in lipit
bazli enjekte edilebilir bir nanoformiilasyonu olan NanoOlaparib ile muamele
edildiginde radyasyona duyarli hale geldigi bildirilmistir (131). Karboplatin ve Olaparib
kombinasyonunun kanser hiicrelerinde sinerjistik toksik etkisi lipozom seklinde
hazirlanan nanoformiilasyonla tiimor hiicrelerine karsi secicilikte belirgin bir etkinlik
artisin oldugu ve etkinin de 6nemli dl¢lide arttigi gosterilmistir (132). Bu galismalarin
hemen hepsi kanser hiicrelerinde sitotoksik etkiyi arttirmaya, sinerjistik etki saglamaya

ve toksik etkiyi azaltmaya yonelik oldugu goriilmektedir.

Olaparib, diisiik hiicre membrani permeabilitesi ve sulu soliisyonlardaki diistik
¢oziinilirliigiinden dolayr Biopharmaceutical Classification System (BCS) tarafindan
smif 4 ilag olarak smiflandirilmistir (119). Olaparib’in bu kisitliliklarini1 ortadan
kaldirmak veya azaltmak i¢in bu projede nanotasiyici ilag seklinin hazirlanarak in vitro

uygulamayla insan néroblastoma hatt1 olan SH-SY5Y’ye verilmesi hedeflenmistir.

2.4.5. Nanosiispansiyonlar

Yeni farmasotik tirtinlerin tiretimindeki en kritik engel, suda ve yagda ¢ozinirligiin

biyoyararlanima uygun seviyede olmamasidir. Bu sorunu gidermek ve biyoyararlanimi

arttirmak icin farmasotik teknoloji alaninda pek cok farkli yaklasim gelistirilmektedir.
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Bunlardan birisi de nanostispansiyonlardir ve son yillarda popiilerlik kazanmustir.
Nanosiispansiyon, ¢ok ince kolloidal kati ilag partikiillerinin sulu bir tasiyici iginde ve
yiizey aktif maddelerle stabilize edilmis dagilimidir. Bu formiilasyonlarda etkin madde
partikiillerinin boyutlu 1000 nm’den kiigiik olup, genellikle 200-600 nm araligindadir.
Hazirlanmalar1 basit olup, diger tekniklere gore daha avantajlidir (134-136).

Nanosiispansiyon hazirlamanin bir diger amaci, hedeflenen dokularda daha yiiksek ila¢
absorpsiyonu elde etmek igin partikiil boyutunu kiigiilterek ve ilag partikiillerinin yiizey
alanin1 arttirarak ilacin ¢oziiniirliglini arttirmaktir. Nanosiispansiyon sadece ilag
¢cOziiniirliigiinii  1iyilestirmekle kalmaz, ayni zamanda ilacin farmakokinetigini,
giivenligini ve etkinligini de arttirir. Emilimin artmasi, suda ¢oziinme profili diisiik olan
ilaglarin hedef dokuda istenilen konsantrasyona ve yiiksek fiziksel/kimyasal kararliliga
sahip sekilde ulasabilmesi nanosiispansiyonlarin avantajlar1 arasinda gosterilebilir
(134).

Ayrica diger kolloidal sistemlere kiyasla teknik gereksinim basitligi ve maliyet etkinligi

ozelliklerinden dolay1 nanosiispansiyonlar avantajlar igermektedir.

Nanosiispansiyonlarin etkinligi ve biyoyararlanimi etkileyen baslica faktorler ise
partikiil boyutu ve dagilimi, morfolojik ozellikler, kristal yapi, stabilizanlar ve

uygulama yoludur (136).

Depolama sirasinda dagilmis nanopartikiillerin sedimantasyon hizindaki artis nedeniyle
fiziksel kararsizlik yasanabilmesi dezavantajlar1 arasindadir. Uygun polimer se¢imi ile
bu durumun iistesinden gelinebilir. Bir diger dezavantaj ise bazi formiilasyonlarin

hacimleri sebebiyle tasima ve nakliye sikintisi yasanabilmesidir (137, 138).

2.4.6. Nanosiispande edilmis Olaparib ve avantajlar

Yapilan literatiir incelemelerinde Olaparib’in ve kimyasal analoglarinin ¢esitli
nanoformiilasyonlarinin ¢alismalarda kullanildigi goriilmiistiir. Olaparib’in olas1 faydali
etkisini destekleyecek bulgulara ¢alismamizda erisilir ise ilacin ilerleyen asamalarda
KBB’yi gecebilmesi gerekmektedir. Olaparib’in yagda ve suda ¢oziiniirliigliniin diisiik
olmasi (BCS smif 4) ¢oziiniirliik ve buna bagli olarak emiliminin az olmasi ajan igin

dezavantajdir (Sekil 2.6). Bu limitasyonlarinin giderilmesi amaciyla bu ajanlarin daha
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kiiciik  partikiil ~ biiytikliigiine

sahip

olmasin1  saglayacak  ve

boylelikle

biyoyararlanimlarin1 artiracak nanoformiilasyonlar seklinde verilmesinin daha faydali

ve verimli olacagi goriisiiyle Olaparib’in konvansiyonel verilis haricinde bir de uygun

nanoformiilasyonunun in vitro denenmesi fikri ¢alismamizin hedeflerindendir.

Smif 1 Simf II
Yiksek Cozinirlik Disiik Coziniirlik
Yitksek Permeabilite Yitksek Permeabilite

Simf I Smf IV

Yitksek Cozunirlik Diisiik Cozinirlik

Diisiitk Permeabilite Diisitk Permeabilite
yiksek Coziniirhik

IqeanLId g

Sekil 2.6. BCS Siiflandirmasi (139)

Nanosiispansiyon seklinin tercih edilmesinde uygun maliyet, hizli ve pratik hazirlama

kolayligi ve uygulama avantaji saglamasi, konvansiyel verilisle ayn1 sekilde in vitro

uygulanabilmesi ve degisik konsantrasyonlarinin tarafimizca hazirlanabilmesi agisindan

bu formiilasyon tercih edilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismanim tamamu in vitro yontemlerden olusup Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda yapilmis olup, Etik Kurul iznine
gerek duyulmamistir. Gaziantep Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan kismen desteklenmistir (Proje Numarasi: TF.DT.20.10). Tez ¢alismasi ayni
zamanda konusu bakimindan “Nanobiyoteknolojik Giidiimlii ilaglar” 6ncelikli baslig

altinda YOK 100/2000 Oncelikli Alan Doktora Programi gatisi altindadir.

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda insan ndroblastoma hiicre hatt1 olan SH-SY5Y hiicre hatt1 kullanilmistir.
Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (ATCC) temin edilen SH-SY5Y (ATCC,
CRL-2266) hiicreleri Atatiitk Universitesi’'nden almmistir. Tim kiiltiir calismalar
laminar akimli kabin (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, ABD) i¢inde, steril

sartlarda gerceklestirilmistir. Calismada 2 ile 9. arasindaki pasajlar kullanilmistir.

3.2. SH-SY5Y Hiicrelerinin Uretimi ve Pasajlanmasi

-80 °C’de muhafaza edilen SH-SY5Y noéroblastoma hatlart bir siire oda sicakliginda
bekletildikten sonra dondurma vasat1 uzaklastirilmistir. Uzerine %10 fetal sigir serumu
(FBS, HyClone, Global Life Science, Pasching, Avusturya), %1 penisilin/streptomisin
(Capricorn Scientific, PS-B, GmbH, Ebsdorfergrund, Almanya) ve Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) igeren besiyeri (Gibco, Grand Island, NY, ABD) yeterli
miktarda karisim hazirlanarak ilave edilmis ve 10 dk 10 000 rpm santrifiij islemine tabi
tutulmustur (Eppendorf Centrifuge, 5810R, Merck, Darmstadt, Almanya). Sonrasinda
supernatant kismindan ayrilan pellet kismi yine uygun miktarda besiyeri karisimi ilave

edilerek pasajlanmaya uygun hiicre grubu olarak kullanilmistir.

Pasajlanmaya uygun SH-SY5Y hatt1 75 cm?®lik flasklara (T75) ekilerek Resim 3.1°de
gosterildigi gibi uygun miktarda besiyeri karigimi ilave edilmistir. Hiicrelerin
morfolojisi inverted mikroskop (Leica, DM IL LED, Wetzlar, Almanya) altinda kontrol
edilerek, %5 CO; ve 37°C kosullarin1 saglayan etiivde (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, ABD) inkiibasyona birakilmistir. SH-SY5Y hiicrelerinin durumu belirli
araliklarla inverted mikroskop (Leica, DM IL LED, Wetzlar, Almanya) altinda kontrol
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edilerek ve yiizeyi kaplama oranlar1 yaklasik %70’e ulastiginda doz uygulamasina hazir
hale gelmektedir. Genellikle pasajlamadan 48 saat sonra bu konfluasyona ulagsmak

mumkin olmaktadir.

Resim 3.1. 75 cm?lik flaska hiicre ekimi

3.3. SH-SY5Y Hatlarinin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Hiicre hatlarinin uzun siire muhafaza edilebilmesi i¢in -80°C’den -120°C’ye kadar
araliklarda dondurucularda saklanmasi gerekir. Bu kosullarda hiicre canliliginin
korunmasi islemi igin ise klasik besiyeri kullanilmaz. Dondurma vasati dedigimiz 6zel
karisim igerisinde saklanmasi gerekmektedir. Biz ¢aligmamizda dondurma vasati olarak
%10 oraninda dimetilsiilfoksit (DMSO) %90 oraninda FBS’i tercih ettik. Bu
karistmdaki DMSO hiicre yapisint koruma Ozelliginden 6tiirii bircok dondurma
vasatinda tercih edilen bir kimyasaldir (41, 42). Baz1 hatlarin %90 besiyeri veya DMEM
ortamina %10 oraninda DMSO eklenerek saklandigi da bilinse de bizim ¢alismamizda

FBS tercih edilmistir.
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Hatlar dondurma islemi 6ncesi yiiksek konfluasyona ulasan flaskalara tripsin (HyClone,
Global Life Science, Pasching, Awvusturya) uygulamasi yapilarak tabandan
kaldirilmistir. Sonrasinda 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij (Eppendorf Centrifuge,
5810R, Merck, Darmstadt, Almanya) edilerek, siipernatant kismi uzaklastirilmistir.
Dondurulmaya kaldirilan hiicrelerin 6zel kriyoviyallere alinmast ve uygun dondurma

vasatinin ilave edilmesi ile hatlar dondurucuya girmeye uygun hale getirilmistir.

3.4. H,O, Dozlarimin Belirlenmesi

Norodejenerasyonda kronik oksidatif stresin rol oynadigi diisiiniilerek oksidatif hasar
olusturma modelleri agisindan kronik H;O; maruziyeti uygun goriilmiistiir. Yapilan
literatiir taramalarinda 100, 200, 300 uM dozlarda hasar olustuguna dair veriler olmasi
tizerine 0’dan baslayarak Resim 3.2°de oldugu gibi 24’lii kuyucuklarda doz ¢aligmasi
yapilmistir (38). %70 canlilik oranin1 saglayacak H,O, dozu tespit edilerek bu doz
norodejenerasyon i¢in tez calismasi boyunca kullanilan hasar dozu olarak kabul

edilmistir.

Canlilik orani tayini icin hem MTT hem de MTS sitotoksisite testleri ile ayr1 ayri
kullanilmistir. Boylelikle hem yontem kiyaslamasina gidilmis hem de canlilik tayini

sonucunun kesinliginin arttirilmasi amaglanmustir.
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Resim 3.2. H,0,’ye bagl hiicre hasar1 tayini deneyi esnasinda olusan formazan kristalleri
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3.5. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Yapilan 6n calismada 30 puM H3O, uygulamasinin %70 canlilik sagladigi tespit
edilmistir. Bu sebeple norodejenerasyon taklidi i¢in uygun hale gelen SH-SY5Y
noronblastoma hatlarina Olaparib’in  etkisi bakilirken bu doz uygulanmistir.
Konvansiyonel verilis ve Nanosiispanse formiilasyonlar incelenirken de Olaparib’in
etkisi Tablo 3.1. ve Tablo 3.2.°de gosterildigi sekilde gruplar olusturularak

incelenmistir.

Nihai gruplar tayin edilirken 24’liikk kuyucuklarda yapilan doz ¢alismalarinda anlamli
bulunan ilk Olaparib dozu ile onun Oncesi ve sonrasinda eslik eden dozlar baz
alimmistir. Nanoformiilasyon ile geleneksel (konvansiyonel) formiilasyon arasindaki

fark da kiyaslanmistir.
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Tablo 3.1. Konvansiyonel verilisteki Olaparib gruplari

Gruplar Konvansiyonel Form
KONTROL DMEM Igeren Besiyeri
OKSIDATIF HASAR 30 uM H,0;
POZITIF KONTROL 100 uM Alfa Lipoik Asit (ALA)
TEDAVI DOZU 30 uM H20; + 100 uM ALA
TASIYICI Dimetil siilfoksit (DMSO)
10 nM OLA 30 uM H,0;, + 10 nM Olaparib
100 nM OLA 30 uM H,0; + 100 nM Olaparib
1 uM OLA 30 uM H,0; + 1 uM Olaparib
3 uM OLA 30 uM H,0; + 3 uM Olaparib
10 uM OLA 30 uM H,0;, + 10 uM Olaparib
30 uyM OLA 30 uM H,0; + 30 uM Olaparib
100 uM OLA 30 uM Hz0, + 100 uM Olaparib
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Tablo 3.2. Nanosiispansiyonla verilisteki Olaparib gruplari

Nanosiispande Form

Gruplar
KONTROL DMEM Igeren Besiyeri
OKSIDATIF HASAR 30 uM H,0,
POZITIF KONTROL 100 uM Alfa Lipoik Asit (ALA)
TEDAVI DOZU 30 uM H,0; + 100 uM ALA
Etkin Madde Icermeyen Bos
TASIYICI _
Nanosuspansiyon
30 uM H,0; + 10 nM Nanosuspande
10 nM NOLA )
Olaparib
30 uM H,0;, + 100 nM Nanosuspande
100 nM NOLA _
Olaparib
30 uM H,0;, + 1 uM Nanosuspande
1 uM NOLA _
Olaparib
30 uM H,0; + 3 uM Nanosuspande
3 UM NOLA _
Olaparib
30 uM H20;, + 10 uM Nanosuspande
10 uM NOLA _
Olaparib
30 uM H,0; + 30 uM Nanosuspande
30 uM NOLA _
Olaparib
30 uM H,O;, + 100 pM Nanosuspande
100 uM NOLA _
Olaparib
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3.6. MTT ve MTS Testi ile Toksisite Degerinin Belirlenmesi

Hiicresel metabolik aktivitenin 6l¢iildiigli testlerden biri 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testidir. Bu test yardimiyla hiicre proliferasyonu ve
sitotoksite hakkinda bilgi sahibi olunmaktadir. Testin esasi, proliferasyona ugrayan
canli hiicrelerin mitokondrisinde bulunan dechidrojenaz enzimleri ile olusan
tetrazolyumun selat olusturarak mor renkli formazan kristallerine doniismesidir (Sekil
3.1). Suda c¢ozinmeyen bu kristaller DMSO vasitasiyla ¢oziiliinerek 570 nm’de
absorbans dalga boyunda spektrofotometrik olarak tespit edilir. Olgiilen absorbansin
kuvveti ile degeri canlilikla dogru orantilidir (140, 141).
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MTT Formazan
(3-(4.5-dimethyithiazol- 2-y1)- 2.5 ((E.2)-54 5 dmethyRthiazol-2-¥1)- 1.3
diphenyitetrazobum bromide) diphenytformazan)

Sekil 3.1.Tetrazoliumun mitokondriyal aktivite ile formazana doniisiimii (141)

MTT’de olusan ve dogrudan ¢oziinebilir olmayan formazan kristalleri yerine son
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
MTS de tercih edilmeye

zamanlarda yeni bir tetrazolyum tuzu olan

karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum]
baslanmistir. Bu tuzun avantaji, kuyucuklardan sivi alma basamagiin ortadan
kalkmasidir. Bu durum zaman ve hiicre kaybi gibi olasi hatalar1 ortadan kaldirmaya
yardimci olur. Ayrica MTS’de higbir yikama veya ¢oziindiirme basamaginin olmayist
da canlt hiicrelerin miktar tayinini daha hassas olarak 6lgmeye olanak saglamaktadir

(142, 143).
Canli hiicrelerdeki dehidrojenaz enzimleri NAD(P)H’ye bagl sekilde MTS tetrazolyum

bilesigini Sekil 3.2°deki reaksiyonda oldugu gibi meydana getirmektedir. Olusan tuzlar
490-500 nm’de absorbans olgiilerek canlilik hakkinda kantitatif veriler elde edilir.
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Sekil 3.2. MTS nin formazana enzimatik doniisiimii (142, 143)

SH-SY5Y néroblastoma hatlari 5x10° hiicre/ml olacak sekilde taze besiyeri ile
siispansiyon haline getirilmistir. Bu karigim belirli araliklarla yavas sekilde ¢alkalanarak
homojen bir sekilde 96’l1 kuyucugun her bir kuyucuga 100 pl hiicre igeren
siispansiyonu ilave edilmistir. Sonrasinda 37°C ve %5 COy’li etiivde 24 saat
inkiibasyona birakilarak hatlarin yiizeye tutunmalari saglanmustir. inkiibasyon siiresi
sonunda belirlenen dozlarda Olaparib iceren besiyeri hazirlanip ve eski besiyeri 96’11

kuyucuklardan uzaklastirilarak yerine etkin madde igeren doz gruplart uygulanmstir.

MTS 6l¢iimii i¢in hazir proliferasyon solusyonu (CellTiter 96® AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay, Promega Corporation, ABD) kullanilmistir. Supernatanttan
ayrilan her bir kuyucuga 10 pl soliisyon konulup 37°C’de 3 saat inkiibe edilmistir. 490
nm’de absorbans Sl¢iimii yapilmistir (Epoch, BioTek Instruments, Inc, Winooski, VT,
ABD).

MTT ol¢iimii i¢in 48 saat inkiibasyona birakilan hiicrelerden Once siipernatant
uzaklastirilmistir. Ardindan MTT (Sigma, St. Louis, MO, ABD) ¢ozeltisinden 10
ul/kuyucuk olacak sekilde kuyucuklara ilave edilerek plaklar 1s1k almayacak bigimde

aliminyum folyo ile kapatilip, etiivde 4 saat boyunca tekrar inkiibasyona birakilmistir.

Bu siire sonunda MTT ve MTS deney esasinca olusan formazan Kristallerini
gozlemlemek miimkiindiir. Olusan bu kristalin renk siddeti bize canlilik oran1 hakkinda
fikir vereceginden kantitatif 6lglim igin biitiin kuyucuklara Resim 3.3’te gosterildigi
tizere %5’lik DMSO karisimi 100 pl/kuyucuk olacak sekilde konulmustur. Plaklar
absorbans degerleri MTT i¢in 570 nm, MTS i¢in 490 nm dalga boyunda mikroplak
okuyuculu spektrofotometre ile Ol¢lilmiistir (Epoch, BioTek Instruments, Inc,
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Winooski, VT, ABD). Her gruba ait absorbansin ortalama degeri (OD) alinarak %

canlilik agagidaki formiile gore hesaplanmstir.

% canlilik = [(uygulama grubu OD degeri) / ( kontrol grubu OD degeri)] x 100

Resim 3.3. MTT ve MTS deneyi esnasinda olusan formazan kristalleri

3.7. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Sitotoksisite Testi

Laktat dehidrogenaz (LDH) enzimi hiicrelerde canliligin dlgiilmesinde sikg¢a kullanilan
spektrofotometrik testlerden biridir. LDH tiim hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan bir
enzimdir. Ancak hiicre herhangi bir hasara maruz kalirsa hiicre disina salinir ve bdylece

miktar artar.

Kitte oncelikle LDH, laktatin piriivata oksidasyonunu katalizleyerek NADH olusturur.
Ardindan olusan bu NADH, tetrazolium tuzu ile reaksiyona girerek sonugta kirmizi-
pembe bir renk meydana getirir. Deney, NADH varliginda, LDH’in Katalizledigi
reaksiyon araciligiyla piruvatin indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Olusan rengin
siddetinin 490 nm’de kantitatif olarak Ol¢limii ise bize hasarin derecesi hakkinda fikir
verir. Calismamizda LDH sitotoksisite tayini icin ELISA kiti (Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, ABD) kullanilarak yapilmistir.
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SH-SY5Y hattim1  5x10° hiicre/ml yogunlugunda igeren hiicre siispansiyonu
hazirlanmistir. Bu siispansiyon, 96 kuyucuklu plaklara 100 pl/kuyucuk olacak sekilde
paylastirilmigtir. Ardindan %5 CO, igeren 37C°’deki inkiibatérde 48 saat boyunca
bekletilip, ardindan supernatantlar plakalardan uzaklastirilmistir. Uzerine taze besiyeri

icerisinde hazirlanan doz gruplar1 uygulanip 48 saat tekrar inkiibe edilmistir.

Tim gruplarina ait supernatantlar toplanarak 10000 g’de 10 dk santrifiij edilmistir
(Eppendorf Centrifuge, 5810R, Merck, Darmstadt, Almanya). Santrifiij sonrasi
stipernatantlar 96 kuyucuklu plakaya her bir kuyucuga 50 ul ilave edilip, tizerine 50 ul
LDH reaksiyon tamponu konarak 45 dk boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.
Sonrasinda 490 nm dalga boyunda mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede

absorbanslar dlgiilmiistiir (Epoch, BioTek Instruments, Inc, Winooski, VT, ABD).

3.8. Olaparib icin Etkin Dozun Tespit Edilmesi

SH-SY5Y hiicreleri 24’li kuyucuklara hiicre sayisi 5x10° hiicre/ml olacak sekilde
ekilmistir. Hiicreler 37°C ve %5 CO’li etiivde 24 saat inkiibasyona birakilarak
tutunmalar1 saglanmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda belirlenen dozlarda Olaparib
iceren besiyeri hazirlanmis ve eski besiyeri dokiilerek hazirlanan karigim 24’li
kuyucuklara dagitilmistir. Deneye kontrol grubu olarak yalnizca besiyeri igeren
kuyucuklar ile besiyeri/DMSO karigimi igeren kuyucuklar dahil edilmistir. Uygulama
sonrasinda MTT uygulanarak hiicresel canlilik tayini Resim 3.4’te gosterildigi gibi

yapilmistir.

Resim 3.4. 30 uM H,0,’ye bagl hiicre hasarini farkli dozlarda Olaparib uygulamasi sonucu canlilik
miktarina etkisnin MTT ile incelenmesinden bir kesit
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3.9. Nanoformiilasyonun Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Diisiik ¢oziiniirliige sahip etkin madde Olaparib’in olas1 hedefi SSS’dir. Bu nedenle
limitasyonlariin giderilmesi amaciyla nanoformiilasyonunun hazirlanarak geleneksel
verilise gore kiyaslanmasinin yapilmasi amaciyla Biruni Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali’ndan destek almmuistir. Ilgili Anabilim
Dalinda Prof. Dr. I. Tuncer Degim ve Dr. Ogretim Uyesi Gamze Camlik’1n 6ngdriisii ile

Olaparib’in nanosiispansiyonu hazirlanarak karakterizasyonlar1 yapilmustir.

Buharlagtirma teknigi ile Olaparib’in nanosiispansiyon formu hazirlanmigtir. Bunun igin
oda sicakliginda iki ayr1 beherde 10 ml etil alkol (EtOH) igerisine 650 mg Eudragit RS
100 ilave edilerek ¢oziinmesi saglandiktan sonra beherlerden birisine (A beheri) 50 mg
Olaparib ilave edilmistir. Diger beher ise (B beheri) bos formiilasyon olarak

birakilmistir.

Hazirlanan A ve B beherleri manyetik karistiricida 1000 rpm hizda donmeye birakilan
% 0.02 Tween 80 igeren ¢ozelti ilizerine damla damla eklenmistir. Nanopartikiillerin
olusmasini takiben 10 dk daha karistiricida birakilmistir. Ardindan Litesizer 500 (Anton
Paar, Graz, Avusturya) cihazinda partikiill bulytkligi ve dagilimi o6lgiimleri

gerceklestirilmistir.

3.10. Partikiil Boyutu ve Dagihiminin incelenmesi

Hazirlanan nanosiispansiyonun partikiil boyutu O6l¢timii Litesizer 500 (AntonPaar,
Avusturya) cihazi yardimiyla gerceklestirildi. Ornekler deneylerden once partikiil
boyutu analizlerine tabi tutulmus ve partikiilsiiz (stiziilmiis) distile su ile 10-20 kat

seyreltilmistir.

3.11. Hiicre Morfolojisinin Faz Kontrast Mikroskobu ile incelenmesi

SH-SYS5Y hattinin goriintiilerini incelemek i¢in H,O, oksidatif stresi oncesi ve 48
saatlik stres sonrasi faz kontrast inverted 11k mikroskobu (Leica, DM IL LED, Wetzlar,
Almanya) kullanilarak 20X ve 40X’de goriintiileri incelenmistir. Kontrol gruplarinda

adezyon ve canlilikta bir sorun olmadig1 gézlemlenmistir.
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3.12. Taramah Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM)
Analizi

Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM), bir elektron

mikroskobu tiirii olup, odaklanmis bir elektron demeti yollamak suretiyle incelenecek

numunenin yiizeyini tarar. Boylelikle kompozisyon hakkinda morfolojik inceleme

imkani sunar. Elde edilen sinyaller elektronlarin numunedeki atomlarla etkilesmelerinin

tiriiniidiir. Ilgili dedektdrlerce toplanan bu sinyaller, cihazin ekramina aktarilarak iig

boyutlu goriintii elde edilme imkani saglanir.

Calismamizda hazirlanan nanoformiilasyon hakkinda detayl1 bilgi sahibi olabilmek i¢in
Gaziantep Universitesi Ulug Bey Arastirma Merkezi’ndeki SEM cihaz1 kullanilmistir.
SEM’de goriintii alabilmek i¢in, falkonlara alinan numuneler 3 defa serum fizyolojik ile
30’ar saniye yikanmistir. Sonrasinda 10 ile 50 kat arasi seyreltme uygulanarak oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. Numuneler kuruma islemi bittikten sonra SEM
incelemesine kadar desikatdr icerisinde bekletilmistir. Istenilen iletkenligin
saglanabilmesi i¢cin 150 sn boyunca altin/paladyum (Au/Pd) kaplama materyali ile

kaplanmuistir.

SEM incelemesi Oncesi, ornekler piring tasiyicilar izerine yerlestirilmistir. Gaziantep
Universitesi Ulug Bey Arastirma Merkezi’nde Resim 3.5 ve Resim 3.6°da gosterilen

GeminiSem 300 (Zeiss, Oberkochen, Almanya) cihazi ile goriintiiler alinmstir.
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Resim 3.5. SEM’de goriintii alma ekrani

Resim 3.6.Zeiss Gemini Sem 300 cihazi



3.13. Nitrik Oksit (NO) Miktar Tayini

Nitrat ve nitrit, NO'nun birincil oksidasyon iiriinleridir ve plazmadaki stabil nitrat/nitrit
seviyeleri, genellikle NO olusumunun bir gostergesi olarak kullanilmaktadir. Bu
calismada kullanilan teknik (NO/ozon kemiliiminesans), nitrat/nitriti tekrar NO'ya

cevirerek, NO seviyesini gaz fazinda 6lgmektedir.

Resim 3.7. Reaksiyon ortami haznesi

1500 g'de 10 dk santrifiij edilerek diiz tiiplere alinan ve analize kadar -80°C'de saklanan
numuneler, 0°C'de mutlak etanol ile 1:2 h/h karisiminda deproteinize edilerek, 30 dk
boyunca 0°C'de inkiibe edilmis, ardindan 20800 g'de 5 dk boyunca santrifiij edilmistir.
Pelletler atilarak ve siipernatant, NO/ozon kemiliiminesans teknigi NO analyzer (Model
280i NOA, Sievers Instruments, Boulder, CO, ABD) cihazinda NO diizeylerini 6l¢mek
icin kullanilmistir. Nitrit, nitrat ve S-nitroso bilesiklerini NO'ya doniistiiren indirgeyici
madde (95°C'de 1 mol/L HCl'de ¢6zlinmiis vanadyum III kloriir) ile reaksiyona girmek
i¢in numuneler ve standartlar sisteme enjekte edilmistir (Resim 3.5). Siirekli bir saf azot
akimi, elde edilen NO'yu reaksiyon ortaminda kemiliiminesans sinyali Resim 3.8 ve
Resim 3.9°daki gibi 6l¢iilmiistiir. Numunenin NO konsantrasyonu, sodyum nitrat ile
elde edilen standart egriden yararlanilarak belirlenmistir. Veri toplama ve analiz igin

NOAnalysis software (version 3.21, Sievers, Boulder, CO, ABD) kullanilmistir.
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Resim 3.8. Reaksiyon ortaminda kemiliiminesans sinyali
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Resim 3.9. Reaksiyon ortaminda kemiliiminesans sinyalinin olusturdugu pikler

3.14. SH-SY5Y Homojenatinda Malondialdehit Testi
Malondialdehit (MDA) ii¢ ve lizeri cift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu
sonucu olusan bir bilesik olup, lipit peroksidasyonunun miktar1 hakkinda fikir veren bir

parametredir.

41



Olgiim igin ELISA kiti (Solarbio, MDA kit BC0020, Beijing, Cin) kullanilmistir. Noron
homojenat1 10000 g de 10 dk santrifiij edilip, kitin i¢eriginde bulunan reajanlar sirasiyla

uygulanmistir. 532 nm’de spektrofotometrik olarak olgiilmiistiir.

3.15. SH-SY5Y Homojenatinda Dinamik Tiyol/Disiilfit Diizeyleri Olciimii

Noroblastoma hiicre homojenati 6rneklerindeki dogal tiyol (—SH) ve toplam tiyol (—SH
+ —S—S-) igerigi, Total Thiol Assay ve Native Thiol Assay Kkitleri (Rel Assay
Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak o6l¢iilmistiir. 96’11 kuyucuklarda yapilan
deney icin 10 pul Reagent 1 ve daha sonra her bir kuyucuga 10 pl analiz edilecek
ornekler ve grafik eldesi i¢in kalibrasyon ¢ozeltisi ve distile su eklenmistir. Hafifce
karistirilan mikroplaka 100 saniye oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonras1 kuyucuklara 110 pl Reagent 2 eklenmistir. Plaka hafifce tekrar karistirilip 200
saniye oda sicakliginda toplamda 5 dk’y1 gegmeyecek kadar inkiibe edilmistir. 415 nm
dalga boyunda o6l¢iilen 1. absorbans degerleri kaydedilip, sonrasinda hizli bir sekilde
kuyucuklara 10 ul Reagent 3 eklenmistir. Tekrar hafifce karistirtlip 5dk inkiibe edilen
mikroplakalarin 415 nm dalga boyunda 2. absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Elde edilen
2. absorbans degeri ile 1. absorbans degeri arasindaki fark gercek absorbans degeri olup
bu degerler iizerinden lineer grafik ve denklem ¢ikartilarak numunelerdeki total tiyol

konsantrasyonu pmol/L olarak hesaplanmustir.
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3.16. SH-SY5Y Homojenatinda Nitrotirozin Diizeyi Ol¢iimii

Nitrotirozin diizeyi, Nitrotyrosine ELISA Kit (MBS807887, MyBioSource, Inc. San
Diego, CA, ABD) kullanilarak o6l¢iilmiis olup, mevcut nitrotirozin seviyelerinin
gostergesi olan streptavidin peroksidaz emilimini 450 nm'de spektrofotometrik olarak
Resim 3.10°de gosterildigi gibi 6lgiilmek suretiyle nitrotirozin diizeyi tespit edilmistir
(Epoch, BioTek Instruments, Inc, Winooski, VT, ABD).

Resim 3.10. Spektrofotometrik 6lciimi cihazi

3.17. Western Blot Analizi

SH-SYS5Y noroblastoma hattinin pasajlamalart 6’11 kuyucuklarda yapilarak hiicreler
olgunlasinca ilag uygulamasi yapilarak 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonra
HEPES buffer ile hiicre lizat1 elde edilmistir. Lizat hazirlamak i¢in hiicreler soguk PBS
ile yikanarak, 3000 rpm’de +4°C’de santrifiij edilmistir. Slipernatant kismi atilarak
pellet tizerine 200 pl HEPES buffer eklenmistir. Pelletlerin ¢6ziinmesi saglanarak 30 dk
buz iizerinde bekletilmistir. Her 10 dk bir vorteksleme islemi yapilip 10000 rpm
+4°C’de 15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant kisim yeni bir tlipe
alinarak analiz i¢in esit parcalara boliinerek iki defa 30 sn siiresince sonikator ile
(Sonopuls Bandelin, Berlin, Almanya) sonikasyon islemine tabi tutulmustur.
Siipernatant igeren homojenatlar 20800 g’de 10 dk santrifiije edilerek siipernatantlar
alimmistir.  Siipernatant fraksiyonlarinda mikroplaka spektrofotometrisi  yontemi

kullanilarak (Take 3 Plate, Epoch, IL, ABD) protein miktar1 dl¢timii yapilmistir. Protein
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Ol¢timii yapildiktan sonra kuyucuga numune + 5 ul sample buffer + HEPES buffer
konarak her kuyucuga esit protein olacak sekilde hesaplamalar yapilmistir. 1 mm
kaliginda 10 kuyucuklu % 10’luk SDS-poliakrilamit jeller hazirlanmigtir. Siipernatantlar
Laemli tamponu ile karistirilarak Resim 3.11°de gosterildigi gibi 50 ug protein/kuyucuk
olacak sekilde kuyucuklara Ornekler ve protein marker (10-175 kDa) yiiklenmistir.
Elektroforez tankina yerlestirilen jele running buffer ile 1 saat 50 V ve 2 saat 80 V’da
elektroforez islemi uygulanmistir. Jel boyutunda kesilen PVDF membran, metanol ile
aktiflestirilmistir. Sonrasinda siyah filtre-islak beyaz Watman kagidi-jel-membran-
1slak beyaz Watman kagidi-siyah filtre olacak sekilde kasete yerlestirilmistir. Jelden
membrana proteinlerin gegmesi amaglandigi i¢in jel negatif ugta, membran pozitif ucta
olacak sekilde yerlestirilmistir. Tank transfer buffer ile doldurulup ve +4°C’de 25 V’da
gece boyu 1slak transfer islemi yapilmistir. Transfer igslemi Ponceau boyamasi ile
kontrol edilmistir. Ponceau kirmizisindan kurtulmak i¢in membran 3 kez 10 dk TBST
(Tris Buffer Saline %0.05 Tween) ile yikanmigtir. Renk kaybolduktan sonra membran
%5 NFDM/TBST ile 1 saat oda sicakliginda bloklama islemi yapilmistir. Bloklama
isleminden sonra membran 3 kez 10 dk TBST ile yikanmistir. %3 BSA/TBST
sollisyonu ile primer antikor (anti-PARP1 STJ97648, St John’s Laboratory Ltd,
Londra, Ingiltere); %1 NFDM/TBST (anti-PARP2 STJ94959, St John’s Laboratory Ltd,
Londra, ingiltere) 1/1000 oraninda diliie edilmistir. 10 pl/10 ml olacak sekilde membran
+4°C’de gece boyu inkiibe edilmistir. Yiikleme kontrolii olarak beta aktin (sc-47778,
Santa Cruz, Dallas, ABD) 1/1000 oraninda TBST ile diliie edilerek kullanilmistir.
Sabah oda sicakliginda 3 kez 10 dk TBST ile yikanmistir. %3 BSA/TBST soliisyonu ile
%1 NFDM/TBST (PARP2) sekonder antikor (goat anti-rabbit HRP, R-05072, Advansta
Inc, San Jose, CA, ABD) 1/1000 oraninda (10 pl/10 ml) ve sekonder antikor (anti-
mouse HRP, sc-516102, Santa Cruz, Dallas, ABD) 1/1000 oraninda diliie edilerek
membranlar oda sicakliginda 1.5 saat inkiibe edilmistir. 3 defa 10’ar dk TBST ile
yikanmigtir. ECL primer ile kemiliiminesans olarak bantlar goriintiilenmistir. Image J
(1.52v) programi ile dansitometrik analiz yapilarak bantlar hakkinda fikir sahibi

olunmustur.
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Resim 3.11. Western Blot’ta hiicre lizatlarin1 kuyucuklara yiikleme iglemi

3.18. Istatistiksel Analiz

Tez calisgmamizda tiim deneylerin tekrar sayist lictiir. Elde ettigimiz verileri
degerlendirmek igin SPSS paket programi (SPSS Inc., versiyon 22.0, Chicago, IL,
ABD) ve GraphPad Instat versiyon 3.05 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
ABD) kullanilmistir. Veriler ortalama + standart sapma (S.D.) olarak belirtilmistir.
[statistiksel anlamlilik degeri p iki yonlii olup, 0,05°den kiigiik olan degerler anlaml
bulunmustur. Calismamizda iki grubun ortalamalarini karsilastirirken eslesmemis
Student t-testi, yiizdelerin karsilastirilmasinda Ki-kare testi kullamlmstir. ikiden fazla
grup ortalamalarinin karsilastirilmasinda ANOVA devaminda ise Student-Newman-
Keuls veya Dunnett testi tercih edilmistir. Degigkenlerin dagilimmi Kolmogorov-
Smirnov normalite testi araciligiyla yapilmistir ve hepsinin normal dagilima uygun

oldugu belirlenmistir (p>0.1).
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4. BULGULAR

4.1. Karakterizasyon Bulgular

Calismada morfolojik incelemeler igin faz kontrast mikroskobuna ait veriler Resim 4.1
ve Resim 4.2°de sunulmaktadir Goriintiiler son ila¢ uygulamasindan 48 saat sonra
alimmistir. Bu verilere gore SH-SYS5Y néroblastoma hatlarinin ilag uygulamasina uygun
proliferasyona ve hiicre konfluensine sahip oldugu ve ilag uygulamasi sonrasi hasar
grubu ile negatif ve pozitif kontrol gruplari arasinda morfolojik farkliliklar oldugu

gbzlemlenebilir.

4.1.1. Faz Kontrast Mikroskobu goriintiileri

i ;..1
‘.,‘ﬁ //' X
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A: Kontrol Grubu
B: 30 I,LM H202

L. C:ALA+30 uM H,0,

G: 100 uM OLA

Resim 4.1. Olaparib igeren gelencksel verilis igin faz kontrast goriintiileri
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i
3

" A:Kontrol Grubu

A

2 . B: 30 MM H,0,

C: ALA+ 30 uM H;0,
D: TASIYICI
' E: 1M NOLA
A 'E: 10 uM NOLA

G: 100 uM NOLA

Resim 4.2. Olaparib iceren Nanosiispansiyon igin faz kontrast goriintiileri
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4.1.2. Taramah Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM)
goriintiileri

SEM’e ait bulgular Resim 4.3 ve Resim 4.4’te gosterildigi gibidir. 200 nm Olgekte

yapilan gorintiilemeye gore partikiil biyiikliiginiin nano Olgege uygun oldugu

goriilmektedir.

ZEISS  Signal A = SE2 WD = 7.7 mm Date :24 Jan 2023 200 nm
. EHT = 15.00 kV Mag= 75.00 KX ULUTEM

ZEISS  Signal A = SE2 WD = 7.7 mm Date :24 Jan 2023 200 nm
. EHT = 15.00 kV Mag = 100.00 K X ULUTEM

Resim 4.4. Nanosiispansiyonu hazirlanmig Olaparib’in SEM goriintiisii
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4.2. Partikiil Boyutu Ol¢iimii Bulgular

AntonPaar Litesizer 500 cihazinda partikiil biiyiikligii ve dagilimi Ol¢limleri
gerceklestirildi. Buna gore elde edilen dlglimler Tablo 4.1.ve Tablo 4.2°de gosterildigi
gibidir.

Verilere gore partikiil boyutlar1 nano seviyede olup, dagilimlart homojendir.

Tablo 4.1. Nanopartikiil (NP) partikiil boyut ve dagilimi

Partikiil boyutu (nm) PDI (%)
40.96 24 .4
39.84 25.6
37.69 24.5
37.81 23.6
37.99 24.9
36.85 24.0
36.95 24.4
36.95 23.4
36.80 24.0
36.76 24.3
Ortalama + SD: 37,86 | Ortalama + SD: 24,31 =+
+1,437 0,631
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Tablo 4.2. Olaparib-Nanopartikiil (O1-NP) partikiil boyut ve dagilimi

Partikiil boyutu (nm) PDI (%)
37.75 25.3
37.32 26.2
40.17 24.2
40.38 24.9
38.66 25.2
38.41 23.9
39.48 24.8
37.76 24.4
39.84 25.9
37.98 24.5
Ortalama + SD: 38,77 5+ | Ortalama + SD: 24,93 =+
1,11 0,733

Olaparib iceren nanopartikiil i¢in partikiil biiylikliigi dagilimi 6l¢iimiinden bir 6rnek

Sekil 4.1°de sunulmustur.
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Particle size distribution by intensity
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Distribution [%]

=
T T T T N T

oo T T T T T T T T TTTT T T T T T T T T T T T T T T T T
LR e] .00 1000 10000 Ee o]
Particle diarneter [nmi]

Sekil 4.1. Olaparib igeren Nanosiispansiyon icin partikiil biiylikligii dagilim dl¢ctimii 6rnegi
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4.3. Biyokimyasal Bulgular
4.3.1. H;0; Dozlarmin belirlenmesine ait bulgular

100 -

+a [=x] [2.2]
[=] =] [=]
1 i 1

Hiicre canhligi (%)

]
=]
1

O L]
Kontrol 10 20 30 40 50 75 100 200

H,0, (uM)

Sekil 4.2. H,0O, uygulamasi sonucu MTT canlilik testi

24 kuyucuklu plakalara 3 tekrarl olacak sekilde ekim yapilan hiicrelerde pozitif, negatif kontrol, Olaparib
(OLA) ve Nanoolaparib (NOLA) gruplar: arasinda MTT sitotoksisite seviyeleri karsilagtirilmistir. Veriler
+SD olarak verilmistir ANOVA + Dunnett testi ile yapilan istatistiksel verilere gore p<0.01 olarak
hesaplanmustir.

Tez ¢alismamizda SH-SYSY noroblastoma hattinda Olaparib’in etkisini arastirabilecek
kadar hasarli, canliligi devam ettirecek kadar makul seviyede bir hasar elde etmek igin
H,0O; ile sifirdan baslayarak 200 uM araligina kadar konsantrasyonlarda uygulamalar
yapilip, canlilik tayini sonuglari izlenmistir. Uygulanan tim konsantrasyonlarda
istatistiksel olarak anlamli farklilik yakalanmis olup (p<0.01), ¢alismamizda %70
oraninda canlilik olusturacak olan H,O, konsantrasyonu 30 puM H,0, olarak
bulunmustur ve calismanin devaminda hasar olusturma agisindan bu konsantrasyon

kullanilmistir (Sekil.4.2).

4.3.2. MTT ve MTS Testi ile sitotoksisite incelemesi bulgulari

Calismanin bu kisminda 30 uM H,0O, uygulanarak %70 canlilik saglanan hasar
gruplarina olas1 antioksidan ve/veya iyilestirici etki 6ngordiigiimiiz Olaparib’in sifirdan
baslanarak 10 nM, 100 nM, 1 puM, 3 pM, 10 puM ve 100 pM olmak iizere

konsantrasyonlarda uygulamasi yapilarak etkileri incelenmistir.
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Burada tedavi grubu olarak alfa lipoik asitin (ALA) 100 uM dozu segilmis ve

Olaparib’in etkileri bu gruba gore kiyaslanmustir.

Sitotoksisitede meydana gelen degisimler MTT ve MTS olmak iizere iki farkli sekilde
Olctilmiistiir. Buradaki amag¢ hem sitotoksisite kiyaslamasinda dogru sonug elde etmek;

hem de MTT ve MTS yontemlerini kendi aralarinda kiyaslamaktir.

MTT OOLA ENOLA
120 -

+++
100 +
++ ++

trte +

=]
o

Hiicre Canhihg (%)
& 3

20 o

Kontrol 30puM 100 uM ALA+30 DMSO  10nM  100nM  1uM  3pM  10pM  30pM 100 puM

H202  ALA uUMH202 ) .
Olaparib/Nano Olaparib + H,0, (30 uM)

Sekil 4.3. Hasar olusturulan gruplara Olaparib uygulamasi sonrast MTT ile sitotoksisite tespiti

24 kuyucuklu plakalara 3 tekrarl olacak sekilde ekim yapilan hiicrelerde pozitif, negatif kontrol, Olaparib
(OLA) ve Nanoolaparib (NOLA) gruplar: arasinda MTT sitotoksisite seviyeleri karsilagtirilmistir. Veriler
+SD olarak verilmigtir. *** p<0.001 H,0O, ile Tasiyic1 ve Kontrol gruplart karsilagtirildiginda, 1if
p<0.001 H,O, ile ALA+H,0, karsilastinldiginda, + p<0.05 H,0, ile 10 uM OLA ve NOLA
karsilastirildiginda, ++ p<0.01 H,O; ile 30 uM OLA ve NOLA karsilastirildiginda, +++ p<0.001 H,0,
ile 100 uM OLA ve NOLA karsilagtirildiginda

Buna gére MTT’de negatif kontrol grubu olarak tasarlanan 30 uM H,0, grubu kontrol
ve tastyict gruba gore hiicre canliligi acisindan anlamli derece (p<0.001) diisiik
bulunmustur. Tedavi grubu olarak tasarlanan 30 uM H,O; + 100 uM H,O, grubu,
negatif kontrole gore sitotoksik agidan anlamli derecede (p<0.001) olumlu etkiler
gostermistir. Olaparib uygulanan gruplara baktigimiz zaman ise, 10 uM OLA ve NOLA
grublarinin negatif kontrole gore sitotoksik ac¢idan anlamli derecede (p<0.05) olumlu
etkiler sergiledigi goriilmektedir. 30 puM OLA ve NOLA gruplari ile 100 uM OLA ve
NOLA gruplarinin negatif kontrole gore sirasiyla anlamli derecede p<0.01 ve p<0.001
olumlu etkiler sergiledigi Sekil 4.3’te goriilmektedir.
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Sekil 4.4. . Hasar olusturulan gruplara Olaparib uygulamasi sonras1t MTS sitotoksisite tespiti

24 kuyucuklu plakalara 3 tekrarl olacak sekilde ekim yapilan hiicrelerde pozitif, negatif kontrol, Olaparib
(OLA) ve Naonoolaparib (NOLA) gruplart arasinda MTS sitotoksisite seviyeleri karsilagtirilmgtir.
Veriler +SD olarak verilmistir *** p<0.001 H,O, ile Tasiyict ve Kontrol gruplari ayri ayr
karsilastirildiginda, {1} p<0.001 H,0,ile ALA+H,0; karsilastirildiginda + p<0.05 H,0, ile 1 uM OLA ve
3 uM OLA ayn ayn karsilastirildiginda, ++p<0.01 H,O, ile 10 uM OLA karsilastirildiginda, +++p<0.001
H,0, ile 100 uM OLA ve 100 uM NOLA ayri ayr karsilastirildiginda

MTS grubuna bakildiginda, sonuglarin MTT grubu ile benzerlik tasidigi Sekil 4.3’te
goriilebilmektedir. 30 uM H,0; grubu hem tasiyict hem de kontrol grubu ile ayri ayri
karsilastirildiginda  MTT’de oldugu gibi yiiksek anlamlilik derecesine sahiptir
(p<0.001). ALA+ 30 uM H,0; pozitif kontrol grubu da hasar grubuna gore yiiksek
anlamlilik derecesine sahiptir (p<0.001). 10 uM, 30 pM, 100 uM OLA ve NOLA
gruplarmin da hasar grubuna kiyasla, tipki MTT’de oldugu gibi anlamli seviyede
yuksek canlilik yilizdesine sahip oldugu goriilmiistiir. MTS verilerinde MTT den farkl
olarak 1 uM ve 3 uM OLA dozlarinda da hasar grubuna gére anlamli derecede yiiksek
canlilik oranlar1 oldugu, ancak buradaki anlamliligin diger gruplardan gorece daha

diisiik seviyede (p<0,05) oldugu Sekil 4.4’te goriilmektedir.

4.3.3. Laktat Dehidrogenaz (LDH) sitotoksisite testi bulgular:
LDH sitotoksisite testi bize SH-SY5Y hattinda olusan hiicre zar1 hasarimi kantitatif
olarak yansitmaktadir. Test sonunda elde ettigimiz bulgular yiizde olarak

hesaplanmustir.
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Hesaplamalar sonucunda 100 uM OLA ve 100 uM NOLA gruplar tipki tedavi grubu
olarak tasarlanan 100 uM ALA+ 30 uM H;O, gibi hasar grubu olan 30 uM H,0,
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek canlilik oranina sahiptir.
Tedavi grubunun anlamlilik orani Olaparib’li olan gruplara nazaran daha yiiksektir.

I1gili veriler Sekil 4.5’te gdsterilmistir.
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(DMEM) H202  Alfa uM - (DMSO)

lipoik H202
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Sekil 4.5. OLA ve NOLA gruplarinda LDH miktar tayini bulgular

24 kuyucuklu plakalara 3 tekrarl olacak sekilde ekim yapilan hiicrelerde pozitif, negatif kontrol, Olaparib
(OLA) ve Nanoolaparib (NOLA) gruplar1 arasinda LDH seviyeleri karsilastirilmistir. Veriler £SD olarak
verilmigtir.*** p<0.001 H,0, ile Tasiyic1 ve Kontrol ayri ayri karsilastirildiginda, {11 p<0.001 H,O, ile
ALA+H,0; karsilastirildiginda, + p<0.05 H,0, ile 100 uM OLA Kkarsilagtirildiginda , ++ p<0.01 H,0, ile
100 uM NOLA karsilastirildiginda

4.3.4. NO miktar tayini bulgular:

SH-SY5Y noéroblastoma hatlarina yapilan Olaparib ve Nanosiispanse Olaparib
uygulamalariin farkli konsantrasyonlarda uygulamasi yapildiktan sonra, 48 saat sonra
elde edilen supernatantlar toplanarak NO miktar tayini agisindan degerlendirilmistir.
Buna gore elde edilen verilen Sekil 4.6°da oldugu gibidir. Istatistiksel olarak anlamli
bulunan tek grup 10 uM NOLA ile 30 uM H,0, gruplar1 arasindadir (p<0.05).
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Sekil 4.6. OLA ve NOLA gruplarinda NO miktar tayini bulgulari

24 kuyucuklu plakalara 3 tekrarli olacak sekilde ekim yapilan hiicrelerde pozitif, negatif kontrol, OLA ve
NOLA gruplar arasinda NO seviyeleri karsilastirilmigtir. Veriler £SD olarak verilmistir + p<0.05 H,0O; ile
10 uM NOLA karsilagtirildiginda

4.3.5. SH-SY5Y Homojenatinda Malondialdehit 6l¢iimii bulgular:
SH-SY5Y noéroblastoma hattinda doz uygulamalart sonrast ndroblastoma
homojenatlarinda yapilan MDA &lgiimleri sonuglar1 Sekil 4.7°de oldugu gibi olup, bazi

gruplar arasinda anlamli farkliliklara rastlanmistir.

ANOVA + Student Newman-Keuls testine gore 30 uM H,0O; ile hem kontrol hem de
tastyict gruplar arasinda anlamli derece yiikksek MDA seviyelerine sahiptir (p<0.001).

Negatif kontrol grubu olan 30 uM H,0O ile pozitif kontrol grubu olan 30 uM H,0; +
100 uM ALA gruplari arasinda da anlaml fark (p<0.001) olup, 30 uM H,0O, + 100 uM
ALA grubunda daha diisiik MDA seviyeleri 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.7).

100 uM NOLA grubu ile 30 uM H,0O; grubu arasinda anlamli derecede diigiik MDA
seviyelerine ulasildig: tespit edilmistir (p<0.001).
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Sekil 4.7. OLA ve NOLA gruplarinda MDA miktar tayini bulgulari

24 kuyucuklu plakalara 3 tekrarh olacak sekilde ekim yapilan hiicrelerde pozitif, negatif kontrol, Olaparib
(OLA) ve Nanoolaparib (NOLA) gruplar: arasinda MDA seviyeleri karsilastirilmistir. Veriler £SD olarak
verilmistir. ANOVA + Student Newman-Keuls testine gore;*** p<0.001 H,0, ile Tasiyic1 ve Kontrol
gruplart ayr ayri karsilagtirildiginda, $11 p<0.001 H,0, ile ALA+H,0, grubu karsilagtirildiginda, +++
p<0.001 H,0, ile 100 uM NOLA karsilastirildiginda

4.3.6. SH-SY5Y Homojenatinda dinamik Tiyol/Disiilfit diizeyleri 6l¢iimii

SH-SY5Y Homojenatinda dinamik tiyol/disiilfit diizeyi 6l¢iimii sonuglarina ait ¢alisma
verilerine baktigimizda total tiyol miktar tayini i¢in 3 uM NOLA grubu ayni dozda
OLA ile kiyaslandiginda anlamli seviyede diisiik bulunmustur. Benzer anlamlilik

NOLA tasiyici grubu ile OLA arasinda da goriilmektedir (Sekil 4.8).
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Kontrol ~ Tagiyja H202 (30 o-lipoik  o-lipoik  10nM 100 nM 1umM 3uM 100uM  30pM 100 puM
(DMEM) (DMSQ) HM) asit+ asit
H202 Olaparib + H,0,

Sekil 4.8. OLA ve NOLA gruplarinda total tiyol miktar tayini bulgulart

96 kuyucuklu plakalara en az 3 tekrarli olacak sekilde ekim yapilan hiicrelerde pozitif, negatif kontrol,
Olaparib (OLA) ve Nanoolaparib (NOLA) gruplarn arasinda total tiyol seviyeleri karsilastirilmstir.
Veriler £SD olarak verilmigtir. ANOVA + Student Newman-Keuls testine gore*p<0.05 grup i¢i OLA
gruplari ile karsilastirildiginda
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Dogal tiyol seviyelerine baktigimizda grup i¢i ve gruplar aras1 anlamlilik

bulunamamustir (Sekil 4.9).
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Kontrol  Tasiyia H202 (30 a-lipoik a-lipoik  10nM 100 nM 1um 3uM 10uM 30uM 100 uM
(DMEM) (DMSQ) uM) asit + asit
H202 Olaparib + H,0,

Sekil 4.9. OLA ve NOLA gruplarinda dogal tiyol miktar tayini bulgulari
96 kuyucuklu plakalara en az 3 tekrarli olacak sekilde ekim yapilan hiicrelerde pozitif, negatif kontrol,
Olaparib (OLA) ve Nanoolaparib (NOLA) gruplar1 arasinda total tiyol seviyeleri karsilastirilmistir.
Veriler £SD olarak verilmistir. ANOVA + Student Newman-Keuls testi
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Sekil 4.10. OLA ve NOLA gruplarinda disiilfit miktar tayini bulgular

96 kuyucuklu plakalara en az 3 tekrarli olacak sekilde ekim yapilan hiicrelerde pozitif, negatif kontrol,
Olaparib (OLA) ve Nanoolaparib (NOLA) gruplar1 arasinda total tiyol seviyeleri karsilastirilmistir.
Veriler +£SD olarak verilmigtir. ANOVA + Student Newman-Keuls testine gore *p<0.05 grup igi OLA ile
karsilagtirildiginda

Disiilfit seviyelerinin 100 nm NOLA grubu ve 3 uM NOLA grubunda ayni doz OLA
grubuna kiyasla anlamli seviyede diisiik oldugu goriilmektedir. Benzer durum

NOLAda tastyici grup igin de bulunmustur (Sekil 4.10).
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Disiilfit ile dogal tiyol gruplar1 arasindaki oranin, NOLA gruplarinin 100 nM, 3 uM ve
tasiyict gruplarinda OLA’ya kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu Sekil 4.11°de

gosterilmistir.
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Kontrol  Tasiyja H202 (30 a-lipoik a-lipoik  10nM 100 nM 1umM 3uM 10uM 30puM 100 uM
(DMEM) (DMSO) umM) asit+ asit
H202 Olaparib + H,0,

Sekil 4.11. OLA ve NOLA gruplarinda disiilfit/dogal tiyol orani bulgulari

96 kuyucuklu plakalara en az 3 tekrarli olacak sekilde ekim yapilan hiicrelerde pozitif, negatif kontrol,
Olaparib (OLA) ve Nanoolaparib (NOLA) gruplart arasinda total tiyol seviyeleri karsilagtirtlmistir.
Veriler +£SD olarak verilmigtir. ANOVA + Student Newman-Keuls testine gore *p<0.05 grup igi OLA ile
karsilagtirildiginda

Disiilfit ile total tiyol gruplari arasindaki oranin, NOLA gruplarinin 3 uM ve tasiyici
gruplarinda OLA’ya kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu Sekil 4.12°de gosterilmistir.
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Kontrol Tasipja H202 (30 o-lipoik  a-lipoik 10nM 100 nM 1um 3uM 10 uM 30puM 100 uM
(DMEM) (DMSQ) uM) asit + asit
H202 Olaparib + H,0,

Sekil 4.12. OLA ve NOLA gruplarinda disiilfit/total tiyol oran1 bulgulari

96 kuyucuklu plakalara en az 3 tekrarli olacak sekilde ekim yapilan hiicrelerde pozitif, negatif kontrol,
Olaparib (OLA) ve Nanoolaparib (NOLA) gruplart total tiyol seviyeleri karsilastirilmistir. Veriler £SD
olarak verilmigti. ANOVA + Student Newman-Keuls testine goére *p<0.05 grup i¢ci OLA ile
karsilagtirildiginda
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Dogal tiyol ile total tiyol gruplar1 arasindaki oranin, NOLA gruplariin 3 uM ve tastyict
gruplarinda OLA’ya kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu Sekil 4.13°te

gosterilmistir.
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Kontrol Tasima H202(30 o-lipoik a-lipoik 10nM 100 nM 1um 3 um 10uM 30uM 100 uM
DMEM DMSQ) M asit + asit .
(DMEM)  (DMSO)  uM) oo Olaparib + H,0,

Sekil 4.13. OLA ve NOLA gruplarinda dogal tiyol/total tiyol orani bulgulari

96 kuyucuklu plakalara en az 3 tekrarli olacak sekilde ekim yapilan hiicrelerde pozitif, negatif kontrol,
Olaparib (OLA) ve Nanoolaparib (NOLA) gruplar arasinda total tiyol seviyeleri karsilastirilmstir.
Veriler +£SD olarak verilmigtir. ANOVA + Student Newman-Keuls testine gore *p<0.05 grup igi OLA ile
kargilagtirildiginda

4.3.7. SH-SY5Y Homojenatinda Nitrotirozin diizeyi 6l¢ciimii bulgular:

SH-SY5Y Homojenatinda nitrotirozin diizeyi 6lgiimii sonuglarina ait ¢alisma verileri
Sekil 4.14°te oldugu gibi olup, baz1 gruplar arasinda anlaml farkliliklar bulunmustur.
Buna gore kontrol grubu ile hasar grubu, kontrol grubuyla tasiyici grup arasinda anlaml
fark bulunmustur. 30 uM H»O; + 100 uM ALA grubunun 3-NT seviyesinin 30 uM
H,0; grubu ile kiyaslandiginda; anlamli derecede diisiik oldugu goriilmiistiir. Yine 100
puM OLA ve NOLA gruplarinin her ikisi 30 uM H,0; grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli seviyede diisiik 3-NT seviyelerine sahiptir.
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Sekil 4.14. OLA ve NOLA gruplarinda 3-NT miktar tayini bulgulari

24 kuyucuklu plakalara 3 tekrarl olacak sekilde ekim yapilan hiicrelerde pozitif, negatif kontrol, Olaparib
(OLA) ve Nanoolaparib (NOLA) gruplar1 arasinda 3-NT seviyeleri karsilastirilmigtir. Veriler £SD olarak
verilmigtir. *** p<0.001 H,0,-Tastyici-Kontrol; 1ii p<0.001 H,0, ile ALA+H,0, karsilastirildiginda;
+++ p<0.001 H,0; ile 100 uM OLA ve NOLA ile ayri ayri karsilastirildiginda

4.3.8. Western Blot Bulgulari
Geleneksel yolla ve Nanosiispansiyonla uygulanan Olaparib dozlarindan sonra
noroblastoma homojenatlar1 toplanarak PARP-1 ve PARP-2 enzimi agisindan Western

Blota tabi tutulmustur.

OLA-PARP1 enzim ekspresyonu sonuglarina ait bant goriintiileri Resim 4.5 ve Resim
4.6’da gosterildigi gibi olup, dl¢lim yaplan gruplar Sekil 4.15°de gosterilmektedir. Buna
gore Sekil 4.16°da gosterildigi gibi OLA gruplarindan sadece 100 uM OLA ile 30 uM
H,O, arasinda PARP-1 enzimi agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmustur.
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Resim 4.6. OLA-PARP-1 Bant goriintiisii diger gruplar
10-12: H,O,+OLA (1 uM); 13-15: H,0,+OLA (10 uM); 16-18: H,O,+OLA (100 pM)
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Sekil 4.15. OLA grubu PARP-1 Western Blot analizi 6rnek bant goriintiileri
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Sekil 4.16. OLA gruplarinda PARP-1 Western Blot sonuglari

24 kuyucuklu plakalara en az 3 tekrarli olacak sekilde ekim yapilan hiicrelerde pozitif, negatif kontrol,
OLA gruplart arasinda PARP-1 enzim ekspresyonu seviyeleri karsilastirilmistir. Veriler £SD olarak
verilmistir.* p<0.05 H,0, ile H,0,+OLA 100 uM kiyaslandiginda

OLA-PARP2 enzim ekspresyonu sonuglarina ait bant goriintiileri Resim 4.7 ve Resim

4.8°de gosterildigi gibidir.
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Resim 4.7. . OLA-PARP-2 Bant goriintiisii
1,2:Kontrol; 2,3:Tastyic; 4-6: H,0,. 7-9: H,O,+ALA

Betaaktin  WENEE—_ S S S — S— e e e

Pz WSS S e eeenn  wm— w—
Pa—— —— —— —
10 1 12 13 14 15 16 17 18

Olaparib

Resim 4.8. OLA-PARP-2 Bant goriintiisii diger gruplar
10-12: H,O,+0OLA (1 uM); 13-15: H,O,+OLA (10 uM); 16-18: H,O,+OLA (100 pM)
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Sekil 4.17. OLA grubu PARP-2 Western Blot analizi 6rnek bant gériintiileri

OLA-PARP2’de 6lglim yaplan gruplar Sekil 4.17°de gosterilmektedir. Buna gore OLA
gruplarindan hi¢birinde PARP-2 enzimi agisindan anlamh bir fark gériilmemistir (Sekil
4.18).
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Sekil 4.18. OLA gruplarinda PARP-2 Western Blot sonuglari

24 kuyucuklu plakalara en az 3 tekrarli olacak sekilde ekim yapilan hiicrelerde pozitif, negatif kontrol,
OLA gruplar arasinda PARP-2 enzim ekspresyonu seviyeleri karsilagtirilmugtir. Istatistiksel anlamhiliga
rastlanmamustir.

NOLA-PARP1 enzim ekspresyonu sonuglarina ait bant goriintiileri Resim 4.9 ve Resim

4.10’da gosterildigi gibidir.
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Resim 4.9. NOLA-PARP-1 Bant goriintiisii
1,2:Kontrol; 2,3:Tastyict; 4-6: H,0,. 7-9: H,O,+ALA
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Resim 4.10. NOLA-PARP-1 Bant goriintiisti diger gruplar
10-12: H,0,+OLA (1 uM); 13-15: H,0,+OLA (10 uM); 16-18: H,0,+OLA (100 pM)
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Sekil 4.19. NOLA grubu PARP1 Western Blot analizi 6rnek bant goriintiileri

Olgiim yaplan gruplara ait rnek bant goriintiileri Sekil 4.19°da gosterilmektedir. ilgili
gruplara ait olgtimler Sekil 4.20°daki grafikte gosterildigi gibidir. Buna gére NOLA

gruplarindan hi¢birinde PARP-1 enzimi agisindan anlamli fark bulunmamustir.
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Sekil 4.20. NOLA gruplarinda PARP-1 Western Blot sonuglart

24 kuyucuklu plakalara en az 3 tekrarl olacak sekilde ekim yapilan hiicrelerde pozitif, negatif kontrol,
NOLA gruplar arasinda PARP-1 enzim ekspresyonu seviyeleri karsilastirilmistir. Istatistiksel anlamliliga

rastlanmamustir.

NOLA-PARP2 enzim ekspresyonu sonuclarina ait bant gorintiileri Resim 4.11 ve

Resim 4.12°de gosterildigi gibi olup, Ol¢clim yaplan gruplar Sekil 4.21°de
gosterilmektedir. Buna gore NOLA gruplarindan sadece 100 uM NOLA grubunda

PARP-2 enzimi agisindan anlamli dereceye diisiik seviyeye rastlanmistir (Sekil 4.22).

Betaaktin  em—_  SEEEE—_— S — — —— —

| —— d
x - — — C— —
PAPR2 - - - - -~ — - - -
— — —
iN 9N

2N 3N N an SN 6N 8N

Olaparib-nano

Resim 4.11. NOLA-PARP-2 Bant goriintiisii
1,2:Kontrol; 2,3:Tastyicy; 4-6: H,0,. 7-9: H,O,+ALA

Beta aktin P——— T cmemape =

PARP2 - e e — — o

10N 1N 12N 13N 14N 15N 16N 17N 18N

Olaparib-nano

Resim 4.12. NOLA-PARP-2 Bant Goriintiisti diger gruplar
10-12: H,0,+OLA (1 uM); 13-15: H,0,+OLA (10 uM); 16-18: H,0,+OLA (100 pM)
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Sekil 4.21. NOLA grubu PARP-2 Western Blot analizi 6rnek bant goriintiileri

NOLA - PARP2

=
]
J

=
o
1

o
co
1

Protein/beta-aktin
e
[=)]

0,4 o
*
T

0,2 -

0,0 T T T T T T 1
Kontrol Tasiyici H202 H202-ALA H202+ H202+ H202+
(DMEM)  (DMSOQ) NOLA (1 NOLA (10 NOLA (100

HM) HM) HM)

Sekil 4.22. NOLA gruplarinda PARP-2 Western Blot sonuglari

24 kuyucuklu plakalara en az 3 tekrarli olacak sekilde ekim yapilan hiicrelerde pozitif, negatif kontrol,
Nanoolaparib (NOLA) gruplar arasinda PARP-2 enzim ekspresyonu seviyeleri karsilagtirilmigtir. Veriler
+SD olarak verilmigtir * p<0.05 H,0, ile H,O,+NOLA 100 uM karsilagtirildiginda
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez ¢alismasinda FDA tarafindan antikanser ajan olarak onay alan Olaparib’in, olasi
noroprotektif, antioksidan ve sitoprotektif etkilerini arastirmak ve uygulanan dozlardaki
sitotoksisitesine 151k tutmak amaclanmistir. Bu baglamda SH-SYS5Y noéroblastoma
hattina uygun konsantrasyonda H,O, maruziyetiyle ROS kaynakli hasar olusturulmasi
saglanarak, Olaparib’in pozitif kontroli olarak segilen antioksidan ajan alfa lipoik aside

kars1 etkileri konsantrasyon bagimli sekilde incelenmistir.

Calismamiz  Olaparib’in  SH-SY5Y noroblastoma hattinda antioksidan bir¢ok
parametreyi degerlendirmeye elverisli olmasi bakimindan 6zgiindiir. Sitotoksisitesi
MTT ve MTS yontemleri ile ayr1 ayr incelenerek elde edilen verilerin dogrulugunun

tizerinden gecilmis ve ayrica yontem kiyaslamasi da yapilmistir.

Olusturulan hasarin ROS ile indiiklenmesi SSS’deki endojen ve ekzojen kaynakli

dejenerasyonlara daha genis 151k tutmasi maksadiyla se¢ilmistir.

Olaparib’in BCS Class 4 olmasi sebebiyle KBB’den gecisin, geleneksel veriliste
istenilen konsantrasyonlara erisiminde sikinti doguracagi fikriyle nanoformiilasyon
gelistirilmesi yontemine de gidilmis olup uygun maliyet ve hizli uygulanabilirlik

acisindan nanostispansiyon seklinde uygulama tercih edilmistir.

Bahsi gecen tiim bu uygulamalar calismamizi 6zgiin kilmaktadir.

Calismanin  basinda uygulamast yapilan H;O2’nin 10 pM’dan itibaren her
konsantrasyonda istatistiksel olarak anlamli derecede ndroblastoma hattinda canlilig
azalttigr (p<0.01) Sekil 4.2°’de goriilmektedir. Geri ¢evrilebilir bir hasar olusturmak
maksadiyla, ilgili literatiirlerde de yapilan incelemelerden yola ¢ikarak %70 canlilik

orani saglayan 30 uM tercih edilmistir (145).

SH-SY5Y noroblastoma hatlariin faz kontrast mikroskobundaki morfolojik goriintiisii
OLA grubu i¢in Resim 4.1 ‘de NOLA grubu i¢in Resim 4.2’de gosterilmistir. Buna gore
OLA ve NOLA gruplar hiicre konfluensi, proliferasyonu ve morfolojisi bakimindan
birbirine benzer ve uygun 6zelliklere sahiptir. Doz uygulamasi 6ncesi uygun morfolojik
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Ozelliklere sahip olup, 30 uM H,0, hasar grubunda proliferasyonda goérece azalma,
hiicreler aras1 mesafede artma ozellikleri gdstermistir. ALA grubunda, 30 uM H,0;
hasar grubuna gore proliferasyonda artis oldugu ve kontrol grubuna yakin morfolojik
ozellikler tasidig1 gozlemlenmistir. Ancak bahsi gegen veriler kantitatif olarak

calismamizda ol¢iilmemistir.

SEM analizi ile nanosiispansiyonun karakterizasyon dl¢iimii yapilmis ve partikiil boyutu
incelenmistir. Etkin madde tasimayan bos nanosiispansiyon tasiyicisi igin Resim 4.3;
Olaparib yiiklii nanosiispansiyon i¢in ise Resim 4.4’te goriintiiler sunulmaktadir. Bu
verilere baktigimizda, 200 nm Olgekte yapilan goriintiilemede birim mesafeye diisen

partikiil boyutunun nano seviyeye uygun oldugu desteklenmistir.

Hazirlanan nanosiispansiyonun partikiil boyut ve dagilimima ait veriler Tablo 4.1 ve
Tablo 4.2°’de sunulmustur. Bu verilere gore hazirlanan nanosiispansiyonun partikiil

boyutu nano 6lcek seviyesine dagilimi da homojeniteye uygun olarak hazirlanmistir.

MTT ve MTS yontemlerinin her ikisi ile birlikte incelenen doz bagimli sitotoksisite
calismasinda Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te goriildiigii gibi sonuglar birbiriyle uyumludur.
Anlamli bulunan gruplar da benzerlik gostermektedir. MTS ile yapilan ¢alismada Sekil
4.4°te gosterildigi gibi 1 ve 3 uM geleneksel Olaparib uygulamasinin p<0.05 diizeyinde
bir anlamlilikla daha az sitotoksik yanit olusturdugu veya baska bir deyisle daha yiiksek
canlilik sagladig1 bulunmustur. Bu ydniiyle bakildiginda MTS yonteminin MTT ye gore
daha hassas oldugu diisliniilebilir. Bu fark MTS’de yikama adiminin bulunmamasindan
kaynaklanmis da olabilir (141-143). Bunun haricinde MTS’nin plaka yikama ve hiicre
toplama adimlar1 icermemesi, DMSO ilave edilip kristalin ¢oziinmesinin beklenmemesi
ve buradaki adimdan dogacak hata payinin olmamas1 gibi durumlar uygulama kolaylig
sunmast acisindan avantaj olarak diisiiniilebilir. Olgiim sonrasi plaka iizerindeki
supernatantin uzaklastirilip TBS tamponu ile yikama yapildigi takdirde tabana tutunan

hiicrelerle ¢alismaya devam edilebilmesi de ayrica avantaj saglamaktadir.

Hiicre zarinin biitiinliigii ve zarda meydana gelen hasar acisindan fikir sunan LDH
enzimi ¢alismamizda incelenen parametrelerdendir. Buna goére 100 uM OLA ile negatif
kontrol arasinda (p<0.05) anlamli farklilik bulunmaktadir. 100 uM NOLA ile negatif
kontrol gruplar1 arasinda daha yiiksek (p<0.01) anlamli fark oldugu goriilmektedir
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(Sekil 4.5). Tedavi grubu olarak tasarlanan 100 uM ALA+ 30 uM H202 ile negatif
kontrol grubu 30 uM H,0, arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede (p<0.001) fark
olup, tedavi grubu yiiksek canlilik oranina sahiptir. Bu verilerden ALA ile olusturulan
tedavi grubunun Olaparib’ten ¢ok daha yiiksek seviyede zar biitinligli sagladigi
sonucunu desteklemektedir. 100 uM NOLA ve OLA ile bu seviyeden daha diisiik
olmakla birlikte yine hasara kars1 bir koruma ve/veya antioksidan etki saglandigi, ancak
ALA kadar bir yanit saglanamadigi sonucu ¢ikmaktadir. Bu veri setine gore 100 uM
nanosiispansiyonun ayni konsantrasyonda geleneksel verilise gore antioksidan etki

ve/veya hasara karsi koruma agisindan daha etkili oldugu goriilmektedir.

NO o6l¢iimii sonuglarina bakildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunan tek grubun 10
uM NOLA ile 30 uM H20; gruplar arasinda oldugu goriilmektedir. Bu farkin 30 ve 100
puM  NOLA’da olmamasit bulunan anlamlilifin rastlantisal olabilecegi fikrini
gliclendirmektedir. Geleneksel ve nanosiispansiyon seklinde verilisin anlamli bir fark

olusturmadigi da yine Sekil 4.6’da gosterilmektedir.

Lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA, Sekil 4.7°de gosterildigi tizere 100 uM
OLA ve NOLA grubunda anlamli derecede diisiik seviyelerdedir (p<0.001). Bu
anlamlilik hasara karsi 100 uM ALA ile tedavi grubu olarak diisliniilen grupla ayni
seviyededir. Bu agidan bakildiginda hem geleneksel hem de nanosiispande sekilde
verilen Olaparib’in 100 pM dozda 100 pM ALA kadar anlamli o&lgide lipit

peroksidasyonunu azalttigi goriilmektedir.

ROS’larin organizmadaki bir diger hedef noktasi protein yapilarindaki siilfiir iceren
aminoasitlerdir. Bu aminoasitler tiyol gruplar1 (-SH) igermektedir. Tiyol gruplari
ROS’lar vasitasiyla oksitlendiginde disiilfit (S-S) yapilarina doniisiir. Bu dontisim
reversbl olup, ayn1 zamanda dinamik bir reaksiyondur (146). Bu dinamik denge
tiyol/disiilfit homeastazini olusturur. Calismamizda antioksidan kapasitenin 6l¢iimii ve
degerlendirilmesi acisindan bu dl¢iimlere de yer verilmistir. Dogal tiyol seviyelerine ait
olgtimlere baktigimizda grup i¢i ve gruplar arast anlamlilik bulunamamistir (Sekil 4.9).
Total tiyol miktar tayininde 3 uM NOLA grubu ayni dozda OLA ile kiyaslandiginda
anlaml seviyede diisiik bulunmustur. Benzer anlamlilik NOLA tasiyic1 grubu ile OLA
tastyict grup arasinda da goriilmektedir (Sekil 4.8). Disiilfit ile dogal tiyol gruplari

arasindaki oranin, NOLA gruplarinin 100 nM, 3 uM ve tasiyict gruplarinda OLA’ya
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kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu Sekil 4.11°de gosterilmistir. Disiilfit-total tiyol
gruplar arasindaki orana ait veriler ile, dogal tiyol- total tiyol gruplari arasindaki orana
ait verilere baktigimizda her ikisinde de NOLA gruplarinin 3 pM ve tasiyici gruplarinda
OLA’ya kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’de
gosterilmistir. Dislilfit seviyeleri incelendiginde ise 100 nm NOLA ve 3 uM NOLA
grubunun aynt doz OLA grubuna kiyasla anlamli seviyede diisik Olciimlere sahip
oldugu Sekil 4.10°da goriilmektedir.

RNS, protein yapili molekiillerin yapisinda bulunan tirozin ile reaksiyonu sonucu
meydana gelen bir iriin olan 3-NT seviyesi c¢alismamizda incelenen bir diger
parametredir. Sekil 4.14.’te gosterildigi tizere 100 uM OLA ve NOLA gruplarinin her
ikisi negatif kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli seviyede diigilk 3-NT
seviyelerine sahiptir (p<0.001). Ayni1 anlamhi farklililk tedavi grubunda da
bulunmaktadir. Yalniz bu sonugtan yola ¢ikarak Olaparibin hem geleneksel hem de
nanosiispansiyon seklinin 3-NT seviyesini diistirmesi ac¢isindan olumlu etkiler

sergilemis olabilecegi diisiiniilmektedir.

PARP-1 ve PARP-2 enzim ekspresyonu incelemesi i¢in yaptigimiz Western Blot
deneyinin sonuglarina baktigimizda geleneksel verilisle uygulanan 100 puM OLA’nin
PARP-1 enzim ekspresyonunda anlamli bir azalis sagladigi (p<0.05), ancak diger
dozlarda PARP-1 enzim ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir fark

olusturmadigi bulunmustur (Sekil 4.16).

Geleneksel verilisle uygulanan Olaparib dozlarinin PARP-2 enzim ekspresyonu

seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmadigi gosterilmistir (Sekil

4.18).

Nanosiispansiyonla Olaparib uygulamasinin PARP-1 enzim ekspresyonu seviyelerinde

istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmadigi gosterilmistir (Sekil 4.20)

Nanosiispansiyonla Olaparib uygulanan gruplar arasinda PARP-2 enzim ekspresyonu
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bulunan tek dozun 100 pM NOLA grubu ile
negatif kontrol arasinda oldugu Sekil 4.22°de goriilmektedir (p<0.05).
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Elde ettigimiz sonuglara baktigimizda bazi parametreler agisindan yiiksek doz Olaparib
uygulamasinin alfa lipoik asite benzer derecede antioksidan ve sitoprotektif etkiler
sergileyebilecegine ait bulgulara ulagilmistir. Ancak bu etkiler inceledigimiz tiim
parametrelerce desteklenmemistir. Bu agidan PARP inhibitorleri ile yapilacak daha

fazla bilimsel ¢alisma verisine ihtiyag vardir.

Hasar dozu olusturmada yapilan 6n calisma, H,O,'ye maruz birakmanin, SH-SY5Y
noroblastoma hattinda konsantrasyona bagli hiicre canlihiinda azalma ile

sonuglandigin1 gostermektedir.

MTT ve MTS ile yapilan ikili sitotoksisite testlerinde de uyumluluk goriilmektedir.
MTT’de elde edilen verilerin MTS’de de benzer sekilde olmasi, yontem kiyaslamasi

acisindan ikisinin de giivenilir oldugu fikrini desteklemektedir.

Calisma sonuclar1 ozellikle nanofarmasotiklerin Olaparib gibi yagda ve suda
¢ozunurliugi disik olma potansiyeli tasiyan etkin maddeler i¢in hiicresel emilim ve

hedefleme agisindan umut verici olabilecegini géstermektedir.

Norodejenerasyon ve norodejeneratif hastaliklar artan yasam siiresiyle sik¢a karsimiza
cikan olgulardandir. Konular hakkinda ilgili pek ¢cok calisma yapilsa da patogeneze dair
mekanizmalarin tamami halen net olarak aydinlatilamamistir. Hidrojen peroksit (H20,)
veya hidroksil radikali gibi ROS’un neden oldugu oksidatif stres, NO veya
peroksinitritin (ONOO-) neden oldugu nitrozatif stres, inflamasyonu, iskemi (veya
iskemik reperfiizyon), hipoksi, hipoglisemi ve N- metil- N' -nitro- N gibi DNA-alkile
edici ajanlar-nitrosoguanidin (MNNG), genetik faktorler bu patolojileri tetikledigi
bilinen etkenlerdir (24, 39). Tetikleyici etkenlerden uzak durmak, ilk yaklasim olarak
diistintilebilir. Farmakolojik olarak da hatali protein {iretiminin Oniine gecici ajanlar
diger bir yaklasim olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Oliim ve sinyal ileti yolaklarmin
aydinlatilmasiyla, hatali protein {iiretimi ve agir kusurlu hiicrelerin 6liim yoluna
girmesini saglama fikri de ileride mevcut farmakolojik tedavi yaklasimlari olarak
karsimiza cikabilir. Calismamizla, direkt olarak sinyal ileti yolagi {izerine olmasa da
parthanatos 6liim yolu ve PARP-1 ve PARP-2 enzimlerinin néronal hasarlar tizerindeki
olasi etkileri arastirilmistir. N6ronal hiicre 6liimii anlayisimizda bir¢ok gelisme olsa da
halen 6nemli bosluklar vardir. Molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi i¢in yeni
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arastirmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapilacak destekleyici ¢aligsmalarla
PARP enzim inhibitorleri ve/veya aktivatorleri de ileride SSS hastaliklart ve
norodejeneratif hastaliklar icin farmakolojik tedavi yaklasimlari olarak karsimiza

cikabilir.
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