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OZET
D-ERYTHRO-MAPP VE NANOPARTIKUL FORMULASYONUNUN MEME
KANSERI HUCRELERINDE APOPTOZ iLE ILISKIiLI OLUM YOLAKLARININ
IN-VITRO VE IN-ViVO OLARAK ARASTIRILMASI
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Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Temmuz 2022
Danigman: Prof. Dr. Hatice Mehtap KUTLU

(Ikinci Danisman: Dog. Dr. Salih GENCER )

Meme kanseri hem kadinlarda hem de erkeklerde goriilen ve 6liim orani yiiksek bir
kanser tlriidiir. Meme kanserinin tedavisi i¢in standart ilaglar ve tedavi yaklasimlari
gelistirilmesine ragmen basarili tedaviyi gerceklestiren bir ajan ve uygulamasi heniiz
gelistirilememistir. Seramidler hiicre biiylimesini baskilama, apoptozu tetikleme ve
yaslanmay1 diizenleme gibi antiproliferatif yanitlara aracilik etmektedir. Hiicrelerdeki
seramid seviyesine bagli olarak hiicreler 6liime veya sagkalima yonlendirilmektedir. Bu
tez ¢alismasinin amaci bir seramidaz inhibitéri olan D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN
formiilasyonunun meme kanserinde sitotoksik, antikanser ve antiproliferatif
ozelliklerinin in-vitro ve in-vivo olarak incelenmesidir. MCF-7 hiicrelerindeki sitotoksik
etki MTT testi ile, hiicre 6liim yollar1 anneksin-V, hiicre dongiisii ve mitokondri zar
potansiyeli degisiklikleri ile belirlenmistir. Konfokal mikroskopi ile morfolojik
degisiklikler ve gegirimli elektron mikroskopi yontemi ile de ince yapisal degisiklikler
belirlenmigtir. MCF-7 hiicreleri {izerindeki invazyon, koloni olugturma ve yara iyilesme
etkileri de incelenmistir. Ayrica gen ve protein ekspresyon seviyeleri tizerindeki
degisiklikler de tespit edilerek, BALB/c farelerde meme kanseri modeli olusturulmus ve
timor dokusundaki D-e-MAPP ve KLN formiilasyonunun etkileri immunhistokimyasal
isaretleme ile, morfolojik degisiklikler konfokal mikroskopi ve TEM mikroskopi ile

goriintiilenmis ve western blot ile protein ekspresyon seviyeleri incelenmistir.

Anahtar Sozciikler: Meme kanseri, D-erythro-MAPP, Kat1 lipid nanopartikiil.
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ABSTRACT

IN-VITRO AND IN-VIVO INVESTIGATION OF D-ERYTHRO-MAPP AND
NANOPARTICLE FORMULATION OF APOPTOSIS-RELATED DEATH PATH IN
BREAST CANCER CELLS

Hiiseyin IZGORDU

Department of Biology
Programme in Moleculer Biology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, July 2022
Supervisor: Prof. Dr. Hatice Mehtap KUTLU
(Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Salih GENCER)

Breast cancer is a type of cancer that occurs in both men and women and has a high
mortality rate. Although standard drugs and treatment approaches have been developed
for the treatment of breast cancer, an agent that performs successful treatment and its
application have not been developed yet. Ceramides mediate antiproliferative responses
such as suppressing cell growth, triggering apoptosis and regulating senescence.
Depending on the level of ceramide in the cells, the cells are directed to death or survival.
The aim of this thesis study is to examine the cytotoxic, anticancer and antiproliferative
properties of D-e-MAPP and D-e-MAPP SLN formulation, which are ceramidase
inhibitors, in breast cancer in-vitro and in-vivo. The cytotoxic effect in MCF-7 cells was
determined by the MTT test, cell death pathways were determined by annexin-V, cell
cycle and mitochondrial membrane potential changes. Morphological changes were
determined by confocal microscopy and fine structural changes were determined by
transmission electron microscopy. Invasion, colony formation and wound healing effects
on MCF-7 cells were also investigated. In addition, the changes on gene and protein
expression levels were determined, a breast cancer model was established in BALB/c
mice and the effects of D-e-MAPP and SLN formulation in tumor tissue were visualized
by immunohistochemical marking, morphological changes were visualized by confocal
microscopy and TEM microscopy, and protein expression levels were visualized by

western blot examined.

Keywords: Breast cancer, D-erythro-MAPP, Solid lipid nanopatrticle.
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

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

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Hiiseyin IZGORDU
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1. GIRIS

Kanser terimi Yunancada yenge¢ anlamina gelen ‘“karkinos” kelimesinden
Hipokrat tarafindan tiiretilmistir. Ozellikle bu terimin secilmis olmasi tiimdrlerin
uzantilarinin yengeg¢ bacaklarindaki dokunaglara benzetilmis olmasidir. Kanser karmasik
bir hastaliktir ve 200'den fazla farkli tipi tanimlanmistir [1]. Oldukga hizli yayilis gosteren
kanser hastaligi, mortalite bakimindan kalp ve damar hastaliklarindan sonra diinya
genelinde ilk sirada gelmektedir. Diinyada her yi1l 11 milyon kisi, Tiirkiye'de ise 150 bin
kisi kansere yakalanmaktadir [2]. Malign tiimorler de hiicrelerin anormal biiylimesi
nedenli karmasik kanser hastaligi grubudurlar. Maligniteye yol agan, hiicre 6zellikleri ve
biyolojik durumlar biiylime sinyallerinde kendi kendine yeterlilik, sinirsiz replikasyon
potansiyeli, biiylimeyi baskilayan sinyallerden kaginma, programlanmis hiicre liimiine
diren¢ (apoptoz), siirekli anjiyogenez, doku invazyonu ve metastaz seklinde
siralanmaktadir (Sekil 1.1). Bu o6zelliklerin altinda yatan en 6nemli etken birden fazla
ayirt edici islevi destekleyen genetik ¢esitliligin tireticisi olan genom kararsizligidir [3,4].
Kanser genel olarak, hiicrelerin boliinebilme yeteneklerini kaybetmeleri ile birlikte
kontrolsiiz boliinme ve ¢ogalma ile meydana gelen, genetik alt yapist olan ve ¢evresel
etmenlerin etkisi altinda olan malign bir hastalik seklinde tanimlanmaktadir. Kanser, ayn1
zamanda hem protein kodlayan hem de kodlamayan genlerin arasindaki dengenin
bozulmasindan kaynaklanabilen ¢ok faktorlii ve ¢ok asamali karmagik bir hastaliktir [5-

6].

Biiyiime sinyallerinde
kendi kendine yeterlilik
Biytime karsit

sinyallere kars1
duyarsizlik

Siirsiz ¢ogalma
potansiyeli

Sekil 1.1. Kanser hiicrelerinin ozellikleri [3].
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Kanser, her dakika biiyiliyen ve insan 1rki i¢in kiiresel bir tehdide doniismeden dnce
onlenmesi gereken toplum saglig1 sorunlarindan birisidir. Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz
bliytimesi ve yakindaki doku ve organlara yayilmasi ile karakterizedir. Saglikli hiicrelerin
kontrolstiz bir sekilde ¢ogalip diger dokulara go¢ edip lokalize olabilen kanser hiicrelerine
doniismesinde farkli faktorler kilit rol oynamaktadir. Bu faktorler tiitiin, mikro
organizmalar, sagliksiz beslenme, genetik mutasyonlar, hormonal faktorler ve bagisiklik

etmenleridir [7].

Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra kiiresel olarak ikinci 6nde gelen 6liim
nedenidir [8]. Birgok kanserde Oliim oranlar1 diismesine ragmen kanser vakalarinin
insidans1 hala artmaktadir ve 2025 yilina kadar yilda 20 milyondan fazla yeni kanser
vakast beklenmektedir [9]. Tiim maligniteler arasinda akciger kanseri, diinya ¢apinda
kanser insidans1 ve mortalitesinde ilk siradadir [10]. Akciger, meme ve kolorektal kanser
tiirleri diinya ¢apinda en sik teshis edilen kanserlerdir [ 10]. Kanser, invazyon ve metastaz
yoluyla yayilma ozelligine sahip kontrolsiiz hiicre boliinmesi ile basitce
tanimlanabilmektedir. Istila, kanser hiicrelerinin tiimériin ortaya ¢iktig1 yerin dtesinde
doku ve organlara yayilmasidir [11]. Metastaz, malign hiicrelerin viicudun uzak
bolgelerine go¢ etmesi ve burada kanserli hastalarin ¢cogunun 6liimiiyle sonuglanan yeni
tiimorlerin olusmasi olarak tantmlanmaktadir [12]. Iki tiir tiimor vardir: kotii huylu ve iyi
huylu tiimorler. K6tii huylu tiimdrlerin aksine, iyi huylu tiimoérlerde yayilma ve/veya istila
ozelligi bulunmamaktadir. insan kanserlerinin %90 deri, akciger ve meme bezleri gibi
epitel dokularindan kaynaklanan malign karakterli karsinomlardir. Fibroblastlar ve
osteoblastlar gibi epitelyal olmayan hiicrelerden kaynaklanan sarkomlar daha diisiik
malignite sikligina sahip kanserlerdir [13]. Kanser tek bir hastalik degildir, aslinda
Hannahan ve Weinberg (2011) tarafindan detaylandirildigi gibi siklikla gelisen farkli
fenotipler sergileyen bir hastaliklar toplulugudur. Kanser hastaliginin 6zellikleri ise hiicre
Olimiine direng, metabolizmanin deregiilasyonu, immiin yikimdan kag¢inma,
anjiyogenezi indiikleme, proliferatif sinyallemeyi siirdiirme, aktivasyon invazyon ve daha
fazla metastaz, bliylime baskilayicilardan kaginma, stirekli boliinme ile 6liimsiizliiktiir
[14]. Kanser olusumu, mutasyonlarin birikmesi ve kontrolsiiz hiicre béliinmesini i¢eren
¢ok asamali bir siirectir ve bu siireglerin gelismesi uzun yillar almaktadir. Normal
hiicrelerde onkogenlerin aktivasyonu, timor baskilayici genlerin inaktivasyonu ve
proliferasyon ve hayatta kalmanin uyarilmasini diizenleyen epigenetik degisiklikler gibi

genetik degisikliklerin birikmesiyle baslamaktadir. Genetik faktorlerin disinda, kanser
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gelisimi ile iligkili farkli ¢evresel faktorler vardir. Vakalarin ¢ogunda kanserler biiyiik
Olclide cevresel faktorlere ve sagliksiz yasam tarzina (%90-95) maruz kalmanin bir
sonucudur, oysa kalitsal mutasyonlar ve hormonlar gibi genetik yatkinligin %5-10 oldugu
tahmin edilmektedir [15]. Epigenetik degisiklikler, cevre ve genom arasinda bir kdprii
olarak diisiiniilebilir, hiicre biiylimesini ve farklilasmasini etkileyen cesitli genlerin ve
proteinlerin aktivitesini diizenler ve bdylece normal hiicrelerin ileri derecede kotii huylu
hiicrelere donlismesinde rol oynamaktadir [16, 17]. Kanser tedavisindeki baslica
ilerlemeler arasinda cerrahi, radyasyon, kemoterapi, hormon (endokrin) tedavisi,
immiinoterapi ve biyolojik olarak hedeflenen tedaviler yer almaktadir [18]. Belirli bir
kanser tipine veya kanser alt tipine 6zgii molekiiler yolaklari hedefleyerek, hedefe yonelik
tedavilerin kemo ve radyoterapi gibi geleneksel tedavilerden daha az toksik ve daha etkili
tedavi sagladig1 disiintilmiistiir. Kanserin birgok ayirt edici 6zelligine miidahale edebilen
hedefe yonelik ilaglarin mevcudiyetine ragmen, dikkate deger bir inter- (hastaya 6zgii) ve
intra-tiimor heterojenligi (ayn1 kanser i¢inde) vardir. Bir bireyin biyolojisi ve molekiiler
genetigi hakkinda daha derin bir bilgi gereksinimi sunmaktadir. Molekiiler diizeyde, bilim
adamlari, kanser olusumunu kontrol eden sinyal yollarinda yer alan genler ve proteinler
hakkinda genis bir bilgi yelpazesine sahiptir, ancak karmasik yolaklarin ve biyokimyasal
etkilesimlerin anlasilmasi, genel yanita bakmay1 gerektirmektedir. Erken tan1 ve tedavi,
sagkalim oranlarim1 iyilestiren ve insidans oranlarin1 azaltan kanser tedavisi

programlarinin ¢ogunun mevcut hedefidir.

Tlimorigenez, onkojenik mutasyonlarin hem dogrudan hem de dolayli sonucu
olarak hiicresel metabolizmanin yeniden programlanmasina baglidir. Kanser hiicresi
metabolizmasinin ortak bir 6zelligi, siklikla besin agisindan fakir bir ortamdan gerekli
besinleri alma ve bu besinleri hem canlilig siirdiirmek hem de yeni biyokiitle olugturmak
icin kullanma yetenegidir. Kanserle iliskili metabolik yeniden programlamaya eslik
edebilen hiicre i¢i ve hiicre dis1 metabolitlerdeki degisikliklerin gen ekspresyonu,
hiicresel farklilasma ve tiimor mikrogevresi lizerinde etkileri vardir. Kanserle iliskili
bilinen metabolik degisiklikler alt1 adet ayirt edici 6zellikte toplanmaktadir. Bunlar, (1)
diizensiz glikoz ve amino asit alimi, (2) besin alim modlarinin kullanimi, (3) glikoliz/TCA
dongiisii ara triinlerinin kullanimi biyosentez ve NADPH iiretimi, (4) azot igin artan
talep, (5) metabolit giidiimlii gen diizenlemesindeki degisiklikler ve (6) mikro ¢evre ile
metabolik etkilesimlerdir. Birkag¢ tiimor tipi bu alt1 6zelligin timiinli gosterirken, ¢ogu

sadece birkacin1 gostermektedir. Tek bir tiimdriin sahip oldugu spesifik isaretler,
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nihayetinde daha iyi tiimor siniflandirmasina katkida bulunabilmekte ve tedavinin

yonlendirilmesine yardimci olabilmektedir [19].

Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii meme kanserdir ve akciger kanserinden sonra
kadinlarda kansere bagli oliimlerde ikinci sirada yer almaktadir. Diinyada yaklasik bir
milyon kadina ve Amerika Birlesik Devletleri'nde 200.000 kadina her y1l meme kanseri
teshisi konmaktadir. Ayrica, Amerikan Kanser Dernegi'ne gore, meme kanseri, Amerika
Birlesik Devletleri'nde her yil yaklagik 40.000 6liimden sorumludur ve Diinya Meme
Kanseri Konferansi'na gore diinyada yaklasik 400.000 kisi bu hastaliktan 6lmektedir.
Prognoz ve sagkalim orani, kanser tipine ve evrelemeye bagli olarak degismektedir.
Viicudun diger bolgelerine yayilmadan once lokalize meme kanserine yakalanildiginda
bes yillik sagkalim oran1 %97'nin iizerindedir. Hastalik lenf bezlerine yayildiginda bu
oran yaklasik %50'ye, uzak organ bolgelerine yayildiginda ise %20'in altina diismektedir
[20].

Cogunlukla memede agrisiz kitleler veya agrili kitleler ile fark edilir ancak daha az
siklikta kendini gosteren semptomlarla ortaya ¢ikabilmektedir. Bu semptomlar; meme
derisinde tahris, kizariklik ve pullanma, sisme, kalinlasma, bozulma, hassasiyet, meme
bas1 deformiteleri veya stirekli akinti. Agr1 daha az goriilen semptomdur ancak iyi huylu
tiplerde agrili memeye neden olabilmektedir [7,21]. Meme kanseri genellikle siit
kanallarinin i¢ astarinda veya onlara siit saglayan lobiillerde baglamaktadir. Duktal
karsinom olarak bilinen siit kanalinda baslayan meme kanseri en sik goriilen tiptir, lobiiler
karsinom olarak bilinen lobiillerden gelisen meme kanseri ise ¢ok daha az yaygindir. Kot
huylu bir tiimdr viicudun diger bolgelerine yayilabilme yetenegindedir. Meme kanseri
metastazlarinin en sik goriildiigi yerler lenf diigiimleri, akciger, karaciger, kemik ve

beyindir [22].

Son yillarda meme kanserinin erken tani ve tedavisindeki gelismeler 6liim oraninda
ciddi bir azalmaya neden olurken, bu gelismeler hastaligin tamamen tedavi edilmesinde
yetersiz kalmustir. Ornegin erken teshis ile meme kanserinden sag kurtulan kadin sayis
artmis olsa da, metastatik meme karsinomu i¢in kemoterapi tedavisi goren hastalarda
terapiye cevap oranlari hala % 50-60 civarindadir. Buna ilaveten hastalarin sadece % 10-
15'inde tam iyilesme goriilmiistiir. Bu diisiik tedavi oran1 tiim diger etkenlerin yani sira
hastaligin patofizyolojisindeki mekanizmay1 anlamadaki yetersizlik ve tedavi i¢in yeni

ilag ve yaklagimlarin eksikliginden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle kanser tedavisi i¢in
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yeni terapotik stratejilerinin gelistirilmesi, kullanimi ve yeni anti kanser 6zellikli ilaglarin

gelistirilmesi kritik bir oneme sahiptir [23,24].

Kanser aragtirmalarinda sfingolipid metabolizmasi ve bunun kanser ile iliskisi son
zamanlarda bir¢ok ¢alismada yer almaya baglamistir. Sfingolipidler, kanser hiicresi sinyal
iletim ag1 igerisindeki sinyal islevlerini kontrol ederek, biiyiime, proliferasyon, gog,
invazyon ve metastaz gibi cesitli biyolojik islemleri diizenlemektedirler. Seramid,
sfingozin ve sfingozin-1-fosfat; hiicre proliferasyonunu ve apoptozu kontrol etmekte
gorev alan sfingolipid metabolitleridir. Seramid ve sfingozin {iretimi, kemoterapi,
radyasyon veya oksidatif stres ile indiiklenmektedir ve bu sfingolipidler hiicre 6liimiine,
yaslanmaya ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasina aracilik etmektedirler [25]. Seramidler
DNA hasarina, strese, hipoksiye ve apoptotik molekiillerin indiiksiyonuna yanit olarak
hiicrede birikmektedirler [26]. Seramidazlar araciligiyla tiretilen seramid molekiilii hiicre
proliferasyonunun negatif bir diizenleyicisi olarak goérev yaparak apoptozu tesvik
etmektedir [27]. Buna zit olarak, sfingozin kinaz araciligiyla iiretilen sfingozin-1-fosfat
(S1P), hiicrenin biiyiimesi, hayatta kalmasi, hareketinin diizenlenmesi, apoptozu inhibe
etme gibi faaliyetlerinin yaninda invazyon, anjiyogenez, vaskiiler olgunlagsmasini da
diizenlemektedir [27]. Sifigosin-1-fostat (S1P), seramid bagimli apoptozis
mekanizmasinin baskilayict etkenidir. Bu nedenle hiicre igindeki seramid ve S1P
seviyelerinin dengesi hiicrenin yasam ve Oliimiiyle yakindan iliskilidir. Bu sebeple
seramidaz enziminin diizenlenmesi ile hiicre i¢i seramid, sfingozin ve S1P oranlarinin
kontrolii, apoptozis mekanizmasinda kilit rol oynamaktadir [28]. Seramidaz enzimleri,
sfingosin iiretmek i¢in seramidi hidrolize eden ilaglara ve radyasyona kars1 direncli olan
anahtar enzimlerdir. Bu 0Ozelliklerinden dolayi, son yillarda sfingolipid
metabolizmasindaki bu merkezi enzimler kanser tedavisi stratejilerinin ve ilaglariin
gelistirilmesinde yeni hedefler olarak gosterilmektedir. Bu enzimlerin inhibitorleri, yeni
antikanser ilac1 olarak miikemmel potansiyele sahip olup literatiirde belirtilmistirler [29].
Seramidin sentetik bir analogu olan D-erythro-MAPP (n-[(1S,2R)-1-hydroxy-1-
phenylpropan-2-yljtetradecanamide) insan promiyelositik 16semiden (HL-60) izole
edilen alkali seramidaz (alkCDaz) secici olarak inhibe ettigi bildirilmistir. Ajanin ICsp
degeri 1-5 mM'dir ve konsantrasyona ve zaman bagimli biiyiime baskilamasi ve bunun
da GO / Gl faz hiicre dongiisliniin durdurulmasina bagli olarak meydana geldigi

bildirilmistir [30].



Bu tez kapsaminda bir seramidaz inhibitérii olan D-erythro-MAPP ve yeni
sentezledigimiz kat1 lipid nanopartikiil formunun (KLN) in vitro olarak meme kanseri
hiicrelerinde neden olabilecegi anti kanser etkiler, hiicre 6liim mekanizmalari, hiicresel
diizeyde ince yapisal ve morfolojik degisiklikler ile sitotoksik, antiproliferatif etkileri
arastirllmistir.  Ayrica D-erythro-MAPP ve KLN formunun apoptotik hiicre 6lim
mekanizmalarini tetikleyen genlerin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi, bu genlerin
western blot yontemi ile protein seviyelerinin arastirilmasi ve kanser metastazinda
invazyon ve koloni olusumundaki rolleri belirlenmistir. Bununla birlikte flow sitometride
hiicre dongiisii, Anneksin-V ve mitokondrial membran potansiyeli etkisinin sonuglari
arastiilmistir. /n vivo olarak da BALB/C farelerde meme kanseri tiimérii olusturulup
timor dokusunda D-erythro-MAPP ve KLN formunun gostermis oldugu hiicresel
diizeyde ince yapisal ve morfolojik degisiklikler ile protein diizeyindeki etkileri
arastirilmig ve timor ve dokularda histolojik ¢alismalar yapilmigtir. Bu tez ¢alismasi ile
belirttigimiz veriler ile mevcut kemoterapi, immiinoterapi ve radyasyon terapisi gibi
cesitli geleneksel kanser terapilerinin disinda anti kanser ila¢ yiiklii nanopartikiil
uygulamasi kullanilan bir yaklasimin, meme kanseri tedavisinde uygulanabilmesine

yonelik bir ilag ve ilag gelistirme arastirmasidir.

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri Tamm ve Genel Ozellikleri

Kadinlar arasinda en c¢ok goriilen kanser ¢esidi meme kanseridir. Kadinlarda
meydana gelen tiim kanser tiirlerinin %33’linden ve kanserle iligkili oliimlerin ise
%20’inden sorumludur. Ulkemizde kadin ve erkek kanserleri dagilimi Sekil 2.1°de
goriilmektedir [31]. Diinya saglik orgiitiiniin (WHO) sonuglarina gére kadinlarda kanser

nedenli 6liim nedenlerinin nerdeyse %15’inden meme kanseri sorumludur [32].

AKCIGER 62.3 I 442 MEME

PROSTAT 37.1 I 20 4 TiROID

KOLOREKTAL 224 I 133 KOLOREKTAL
MESANE 20.9 I 105 UTERUS KORPUSU
MIDE 17.1 7.9 MIDE

LARINKS 81738 AKCIGER

NHL 7273 OVER

BOBREK 6.9 5 NHL

BEYIN, SINIR SISTEMI 5745 UTERUS SERVIKSI
PANKREAS 56045 BEYIN,SINIR SISTEMI

800 600 400 200 00 200 400 600

Sekil 2.1. Tiirkiye'de Saglik Bakanlig kayitlarma géore 2018 yili kadin ve erkek kanserleri [31].
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Bu kanser tirli meme dokusunun duktal ve lobular epitelinden meydana
gelmektedir. ilerlemesi oldukea sessiz ve kendini belli etmediginden teshis ve tedavisinde
olduk¢a dikkatli olunmasi gerekmektedir [32]. Meme kanserine yakalanan kadinlarin
yaklagik %35°lik kisminda metastaz olusmakta ve bundan kaynakli olarak o&liim
goriilmektedir. Meme kanseri igin bircok risk faktorleri; Degistirilemeyen risk
faktorleri; meme kanseri Oykiisii, dens meme yapisi, yas, genetik faktorler, 1k, ailede
kisisel meme kanseri, meme kanseri disinda kanser Oykiisii, cinsiyet, benign meme
hastaliklar1, LKIS, boy, kemik dansitesi, intrauterin maruziyet, adet diizeni, preeklampsi,
gogiis radyoterapisi, Yasam tarz ile iliskili olanlar sosyoekonomik seviye, gebelik,
dogum Oykiisii, laktasyon, obezite, oral kontraseptif, hormon replasman tedavisi, alkol,
egzerzis, fizik aktivite, Tartismal risk faktorleri 6strojen metabolizmasi, abortus, yagl
beslenme, meme implantlari, sigara, cevresel karsinojenler ve gece ¢alismasi olarak
tanimlanmustir [31]. Meme kanserinde en biiyiik risk faktoriidiir kadin cinsiyet faktoriidiir
ve erkeklere gore 100 kat daha sik goriliir. Yas etkeni goz Oniine alindiginda ise
kadinlarin %72-75’1 postmenopozal donemde ve %?28-30’u premenopozal donemde

meme kanserine yakalanmaktadir [33,34].

2.2. Meme Kanseri’nin Molekiiler Siniflandirilmasi

Meme kanseri, heterojen bir tiimore sahip olmasi sebebiyle histopatolojik,
molekiiler ve klinik 6zellikleri ile siniflandirilir. Fakat geleneksel yontemlerle patolojik
ve histolojik siniflandirma yapmak hem tedaviyi hem de prognozu zorlastirmaktadir [35].
Meme kanserinin molekiiler yonden subtipleri belirlenmis ve elde edilen bilgilerin biiyiik
kism1 son zamanlarda edinilmis olmasina ragmen molekiiler siniflandirma i¢in yeni

bilgilir elde etmeye devam edilmektedir [36].

Bir kanser tiiriine isim konulurken koken aldigi dokuya gore adlandirilir. Bundan
dolay1, memeden tiireyen hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalma ve biiylimesi sonucu meme
kanseri olusur [37]. Histopatologlar yaptiklari morfolojik deneyler sonucunda meme
kanserinin heterojen bir yapiya sahip oldugunu tespit etmislerdir. Bu heterojen yap1 ve
molekiiler profilleme teknikleri ile tiimor evresi, histolojik tipi, lenf nodlarina yayilma,
Ostrojen reseptorii (ER) ve insan epidermal biiyltime faktorii 2 (HER2) gibi belirteglerin
kullanilmasiyla siiflandirilma yapilmistir. Modern molekiiler yontemler ile DNA mikro
analizleri sonucunda bu kanser gen ekspresyon profili vasitasiyla, ER, PR, triple negatif

ve HER2 seklinde simiflandirilmis ve sonu¢ olarak meme kanseri 5 alt birimi



tanimlanmistir bunlar; luminal A tipi, HER2, luminal B tipi, bazal tip ve normal tip
seklindedir (Tablo 2.1) [38].

e Luminal A tipi olan meme karsinomu, hormon reseptor pozitif grubundaki tiim
meme kanserleri igerisinde %60 oranindadir. Luminal A tipi tlimorler 1yi prognoz
Ozelligi gosterdikleri i¢in hormon tedavilerinde basar1 elde edilmektedir. Bu
meme kanseri tipi, insan epidermal biiyltime faktor 2 (HER2)’si negatif, strojen
reseptorii (ER) ve/veya progesteron reseptorii (PR) pozitif olan bir alt tiirdiir [39].

e Luminal B tipi tiimor, hormon reseptor pozitif grubunda degerlendirilen bagka bir
meme kanser timoridiir. HER2 pozitif veya negatif, ER ve/veya PR pozitif ve
proliferasyonu yliksek olan bir meme kanseri alt tipidir. Genel olarak bakildiginda
meme kanserleri icerisinde yaklasik %20 oraninda yer kaplamakta ve prognoz
acisindan ise orta diizey olarak degerlendirilmektedir. Luminal A tipine
benzemesine ragmen daha fazla agresif, yayilmaci ve kotii prognoz 6zelligi ile
bilinmektedir [40,41].

e HER2, hormon reseptor negatif meme kanserleride ise ER ve PR ekpresyonu yok,
HER2 cekspresyonu ve proliferasyon yliksektir. Bu tiirde ise luminal ve bazal
ekspresyon diisiiktiir. Tiim meme kanseri hastalarinin yaklasik %15’ini bu tiir
olusturur ve luminal meme kanseri tiplerine gore hastalik cabuk ilerler ve
prognozu ¢ok kotiidiir. Fakat HER2 proteinini etkileyen ilaclarla tedavi
edildiklerinde bagar1 orami yiiksektir. HER-2 pozitif diger meme karsinomlarina
gore daha kotii prognoza sahip olmasinin nedeni ise oldukca yiiksek farklilasma
yeteneginde ve hizli bir sekilde lenf nodiillerine metastaz yapma egiliminde
olmasidir. Tespit edilmesi patolojik ¢alismalar sonucu ortaya ¢ikmistir. Diger alt
tiplerden farklidir ve ayn1 zamanda kétii prognoz yetenegi gostermektedir [42].

e Normal meme benzeri timor tipleri luminal A ile aym1 6zellikte ER ve/veya PR
pozitif, HER2 negatiftir. Prognoz agisindan bu tiirler luminal A’ya gore daha
kotidiir [43-45].

e Triple negatif/bazal benzeri tiimor tipleri ER, PR ve HER2 negatif olan meme
kanseri alt tiirtidiir. Meme kanseri hastalarinda BRCA1/BRCA2 genlerine sahip
kadinlarda yiliksek oranda goriiliir. Diger tiimdr tiirleri gibi hormon tedavileri ile

birlikte kemoterapi tedavisi gortirler [43-45].



e Claudin-Low tipi tiimdrler, bu alt tiir sik1 baglar1 ve epitel hiicre-hiicre adezyonu
ile bilinir ve bu da claudin 3,4,7 ve E-cadherin genlerinin ekspresyon seviyelerinin
diisik olmasindan kaynaklanir. Meme kanserleri i¢inde %14 oraninda

goriilmektedir [43-45].

Tablo 2.1. Molekiiler agidan meme kanserinin alt tiplerinin suniflandiriimast [32].

Molekiiler Subtip ER PR HER2  Ozel Molekiiler Ozellikleri
Luminal A + ar = BRCA2 mutasyonu
Luminal B + + - TP53 gen mutasyonu

Bazal benzeri - - - BRCAI mutasyonu

HER-2 - - + TP53 gen mutasyonu
Normal epitel benzeri = e - TP53 gen mutasyonu
Claudin low - - - Diisiik E-cadherin seviyesi

2.3. Meme Kanserinin Molekiiler Mekanizmasi

Meme kanserinin meydana gelmesinde etkili olan etmenler kalitsal veya cevresel
olmasi fark etmeksizin aslinda hiicrenin genetigi ile iliskili oldugu i¢in, meme kanseri bir
genetik hastaliktir [46]. Molekiiler biyoloji ve genetik alanindaki son gelismeler ile,
meme kanserine yatkinligi olan bir ¢ok gen tespit edilmistir. Meme kanserinde 6zellikle
p53, BRCA1 ve BRCA2 spesifik gen mutasyonlar1 yatkinlik agisindan tespit edilirken
degerlendirilir. Hiicre siklusunun kontrolii, DNA onariminda gorev alan ve timor
baskilayic1 bir gen olan BRCA1l’de meydana gelen mutasyonlar, meme kanseri

olusumunda BRCA2 gen mutasyonlarina gore daha baskindir [47,48].

BRCAL ve BRCA2 genlerine ait mutasyonlara sahip aile fertlerinin daha yiiksek
riskte meme kanseri oldugu tespit edilmistir. Kanser genetiginde, tespit edilen bu
mutasyonlarin varligi kanserli hastaya ve ailesine olan yaklasimi1 olumsuz etkilemektedir.
Elde edilen bu bilgi sonucunda meme kanserinde erken tanida, korunmada ve tedavinin
planlamasinda genetik verilerin kullanilmasi literatiirde kendine yer bulmustur [49, 50].
Timor baskilayict gen (p53) ve HER2/neu (onkogen) gibi genlerin ¢ok miktarda
ekspresyonu meme kanseri hiicrelerinde bir ¢ok molekiiler degisikliklere neden
olmaktadir. Bununla birlikte BRCA1 ve BRCA2 genlerinde meydana gelen mutasyonlar
meme kanserinde olduk¢a yaygin olarak goriilmektedir. Meme gelisimindeki etkili olan
Ostrojen, prolaktin gibi hormonlarin ve biiyiime faktorlerininde neme kanseri olusumunda

kritik rollerinin oldugu tespit edilmistir [48]. Meme kanserinin meydana gelmesinde
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birgok tiimor supresor genler, onkogenler ve DNA tamir genlerinin neden oldugu tespit
edilmistir. EGFR, HER-2/neu, Ras, c-Myc, Siklinler, siklin bagimli kinazlar ve
inhibitorleri kanser olusumunda rol alan onkogenlerdendir. Tiimor supresor genlerden
p53, ATM, PTEN, BRCA-1 ve BRCA-2 genlerinin meme kanserine neden oldugu
belirlenmistir. Meme kanserlerinin meydana gelmesinin biiylik ¢ogunlugu tesadiifi ve
nadir olarak bilinirken, tiim olgularin %5-10’unu kalitsal nedenli ailesel meme kanseri
sebebidir. BRCA genindeki mutasyonun kesfedilmesinden sonra BRCA-1 ve BRCA-2
genlerinin tim ailesel kanserlerin %45-50’sinden sorumlu oldugu tespit edilmistir

[51,52].

2.4. Meme Kanseri Tedavi Stratejileri

Meme kanserinde tedavi sekli oldukg¢a farkli ve ¢ok sayida olmasina ragmen hangi
yontemin kullanilacaginin tespit edilmesinde en 6nemli etken kanserin hangi asamada
oldugudur. Bununla birlikte hastanin genel saglik durumu, yasi ve menapoz durumu
tedavi seklini belirlemede olduk¢a 6nemlidir [53]. Meme kanserinin tedavisinde cerrahi
tedavi, radyoterapik tedavi, hormonal tedavi ve kemoterapik tedavi yontemleri tercih
edilmektedir. Bu tedavi yontemlerinin yaninda biyolojik yontemler de kanser tedavisine
temel tedavi yontemlerine destek olarak uygulanmaktadir. Tedavide kullanilan bu
yontemlerin her birinin avantaji oldugu gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Kanserin
kisiye 0zgili bir hastalik olmasi, tedaviye yanitda her bir bireyde degisiklik gdstermesi
nedeniyle tek ve kesin bir tedaviden bahsetmek etmek neredeyse imkansizdir. Cerrahi,
radyoterapi ve kemoterapi tedavi yontemleri tek basina uygulanabildigi gibi gerekli
sartlarda Once cerrahi miidahale sonrasin da radyoterapi ve kemoterapi tedavi

uygulanabilmektedir [54].

2.4.1. Cerrahi tedavi uygulamalari

Meme kanserinde tedavide uygulanan en yaygin yontem cerrahi operasyondur.
Cerrahi operasyon iki yolla uygulanir, ilki memenin alinmadig1 yalnizca tiimoriin alindigt
cerrahi operasyondur ve buna “bdlgesel mastektomi” cerrahi yontemi denir. ikincisi ise
tiim meme dokusunun ¢ikarildig: “total mastektomi” cerrahi yontemidir. Bazi durumlarda
kanserin yogunluguna ve tiimoriin invazyonun durumuna bagli olarak hastanin koltuk

altindaki lenf nodiilleri de alinabilir ve bunada “modifiye radikal mastektomi” cerrahi

yontemi denir [55]. Son yillarda rekonstriiktif cerrahi ile tiim memenin alindigi
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durumlarda kisinin psikolojisi olumsuz etkilendiginden alinan meme dokusu yerine yeni

bir meme dokusu implant1 yapilmaktadir [56].

2.4.2. Radyoterapi tedavi uygulamalari

Radyoterapi tedavisi kanser hiicrelerinin kontrolsiiz cogalmalarin1 engellemek ve
en Onemlisi bu hiicreleri 6ldiirmek maksadiyla yiiksek enerjili 1sinlarin (x-1s1nlarn)
kullanildig1 bir tedavi yontemidir. Radyasyon tedavisi iki sekilde uygulanabilir bunlar,
viicut disindan uygulanan “eksternal radyasyon” yontemi digeri ise “internal radyasyon”
yontemi direkt olarak tiimoriin i¢ine radyoaktif ajan enjekte ederek uygulanan yontemdir.
Radyoterapide amag¢ saglam dokulara zarar vermeden kanserli dokuyu yok etmektir.
Ayrica bu yontem meme kanseri semptomlarina sahip ve merkezi sinir sistemine veya
kemik dokusuna yayilmis olan kanser hiicrelerini 61diirmek i¢in de uygulanabilmektedir
[57].
2.4.3. Kemoterapi tedavi uygulamalari

Kanserde tlimdriin anti-kanser ila¢ kullanarak tedavi edilmesi sekline kemoterapi
denir [58]. Kanser hastalarinda kemoterapi ameliyattan once veya ameliyattan sonra
olarak iki farkli sekilde uygulanir. Adjuvan kemoterapi olarak bilinen yontem cerrahi
miidahale sonrasinda ortamda bulunabilecek kanserli hiicreleri yok etmek amaci ile
uygulanir [59]. Neo-adjuvan kemoterapi ise hastaya cerrahi islem yapmadan 6nce verilir
ve bunun amacida operasyon dncesi timor boyutunu kiiciiltmek ve hastaligi kontrol
altina almaktir [60]. Cerrahi operasyon sonrasinda verilen kemoterapi hastalarin saglikli
yasam siiresini olumlu yonde etkiledigi ve bu siirenin onemli Olgiide arttigi tespit
edilmistir [59]. Kemoterapi tedavisinden saglanan basari timor boyutuna ve timoriin
molekiiler yapisina (ER/PR veya HER2 pozitifligi) gibi bircok etkene gore degisiklik
gosterir [58]. Kemoterapide uygulanan ilag dolagim yoluyla tiim viicuda dagilabilir ve
buda asil amag olan kanserli hiicreleri yok etmenin yaninda kanser olmayan hiicrelerede
zarar vererek olumsuz etkilere sebep olur.
2.4.4. Hormonal tedavi uygulamalari

Meme kanserinin hormonal tedavisinde amag, kanserli hiicreleri ve dolayisiyla
dokuyu etkileyen hormonlarin salinimini azaltma, artirma veya bloke etme gibi
aktivasyonlar engellemek amaciyla 6strojen hormonunun yapiminin (Hormon analoglari
ve aromataz inhibitorleri gibi) veya fonksiyonunun (antidstrojenler) engellenmesidir. Ilk

kez 19. yilizyilda bir genel cerrah olan Beatson, ileri evre meme kanserli hastalarda
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Ostrojenin Onemini gostermistir [61, 62]. Hormon reseptdr pozitifligi tespit edilen
hastalarda antidstrojen ilaclarla ya da dstrojen sentezinin engellenmesiyle %70 oraninda
basarili sonuglara ulasilabilmektedir [63]. Meme kanserinde 6zellikle Gstrojen hormonu
kanserli hiicrelerinin ¢ogalmasini ve yayiliminm arttirmaktadir. Bu hormonun etkisini
azaltmak icin kanserli dokuda hormon reseptdrlerinin tespiti yapilmali ve sentezin

engellenmesi gerekmektedir [64].

2.4.5. Biyolojik tedavi uygulamalari

Kanser de biyolojik tedavi sekli, viicut savunma sistemlerinin harekete gecirilmesi
esasina dayanan monoklonal antikorlar ve bazi spesifik asilar araciligi ile uygulanan bir
tedavi yoOntemidir. Hiicre ¢ogalmasi engelleyen cesitli hiicre sinyal yolaklarmin
inhibisyonlarin1 veya diizenlenmelerini saglayan c¢esitli molekiillerin kullanimi ve bu
ajanlara yonelik olarak gelistirilen monoklonal antikorlarin kullanilmasini saglayan
cesitli molekiillerin tedavi amacgh hastalarda uygulanmasi giiniimiizde oldukc¢a
yayginlasmaya baslamistir [65]. Meme kanseri tedavisi i¢in kullanilan biyolojik tedavi
ajanlarindan bazilar1 kanabinoidler anjiyogenez inhibitorleri ile Bevacizumab,
Ranibizumab, Thrombospondin, Thrombospondin, Talidomid gibi molekiillerdir. Ayrica
tirozin kinaz inhibitorleri olan Gefitinib, BIBW 2992, Lapatinib ve Neratinib ilaglar da

meme kanserinin tedavisinde kullanilmaktadir [66].

2.5. MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Hatti

Hiicre kiiltiirii glinlimiizde birgok hastalikta ve ozellikle kanser alanindaki
arastirmalarinda olduke¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Hiicre kiiltliriinde tanimlanmis
bir kanser hiicre hattindan hiicreler ¢ogaltilarak tizerinde bir¢ok in-vitro deneyler ve
arastirmalar yapilmaktadir. George Gey tarafindan 1951 yilinda ilk kanser hiicre hatti
Baltimore laboratuvarinda elde edilmistir [67]. MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatt1 69
yasindaki Kafkas bir kadinin meme dokusundan alinan adherent yapidaki hiicrelerdir.
Oldukga yaygin olarak kullanilan meme adenokarsinomundan tiirevlendirilmis bir epitel
kanser hiicre hatti olan MCF-7, baskalagsmis meme epitel dokusunun 6zelliklerine sahiptir
[68]. MCF-7 hiicrelerinin karakteristik 6zellikleri ise; ER+, PR+/- ve HER2", plevral
efiizyon, invaziv duktal karsinom (siit bezlerinde) ve hormonal tedaviye cevap verirken
cogunlukla kemoterapi tedavisine karst duyarlidir. Bu hiicre hatti adherent hiicre
yapisinda olmasindan dolay1 in-vitro kiiltiir ¢alismalarinda kolaylikla ve ¢ogunlukla
kullanilabilmektedir [69, 70). MCF-7 hiicreleri, 20-25 mikron hiicre biiyiikliigiinde olan
yapisik hiicrelerdir [68].
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2.6. 4T1 Fare Meme Kanser Hiicre Hatti

Karmanos Kanser Enstitiisii’nde Fred Miller ve arkadaslan tarafindan fareden
izole edilen 4T1 meme kanser hiicre hattt metastatik 6zelligi yiiksek bir kanser modelidir
[71,72]. In-vitro hiicre kiiltiirii ortaminda ¢ogaltilan 4T1 meme kanser hiicre hattina ait
hiicrelerin, deney hayvanlarina verilerek olusturulan in-vivo deneysel kanser modeli
calismalarinda gosterdigi metastaz 6zelligi ve yayildig: dokular akciger, karaciger, beyin
ve kemiktir [73]. Yapmis oldugu metastaz 6zellikle, insan meme kanserinin de metastaz
yaptig1 organlara benzerlik gostermesi sebebiyle, 4T1 meme kanser hiicre hattinin

deneysel calismalarda oldukga tercih edildigi bildirilmistir [74].

2.7. Hiicre Oliim Mekanizmalari

Canlilarda embriyo gelisiminde ve erigkin dokularinin korunmasinda kilit rol
oynayan hiicre 6lim mekanizmalar1 6nemli bir fizyolojik olaydir. Yasamin devam
ettirilebilmesi i¢in organizmada 6len hiicre sayisi ile boliinen hiicre sayisinin dengede
olmas1 ve dokulardaki toplam hiicre sayisinin stabilitesinin bir dengede bulunmasi
gerekir. Ornegin kemik iligindeki siirekli yeni hiicre iiretime karsi insanlarda her giin
5x10%° kadar kan hiicresi hiicre 6liimii sekilleri ile yok edilerek denge korunur. Bunun
disinda programlanmis hiicre 6liimii savunma sistemi mekanizmasinin bir parcasi olarak
hasara ugramis ya da tehlike potansiyeline sahip hiicrelerin yok edilmesinden de
sorumludur. DNA’da meydana gelecek bir hasar durumunda, programlanmis hiicre
olimii devreye girer ve kansere neden olabilecek zararli mutasyonlara sahip olan
hiicreleri tespit eder ve ardindan yok eder [75]. Hiicrede dejeneratif hastaliklar ile kanser
gibi otoimmiin hastaliklar proliferasyon ve hiicre 6liimii arasindaki dengenin bozulmasi
durumunda meydana gelmektedir [76, 77]. Bu denge mekanizmalar evrimsel siireg
boyunca korunmus ve ¢ok iyi bir sekilde denetlenmistir, hiicre i¢inden ve disindan
uyaricilar ile baglatilabilen programli hiicre 6liimii, bircok kontrol mekanizmasi ile
diizenlenmektedir.
Hiicre 6liim mekanizmalar ile ilgili ¢alismalar son yillarda oldukga artmistir. Programl
hiicre 6liim mekanizmalarindan apoptoz ve nekrozdan farkli olarak hiicre 6liim sekilleri
tanimlanmistir. Bunlar, otofaji, nekroptozis, piroptozis, paraptozis ve mitotik katastroftur
[78, 77].
2.7.1. Otofaji

Otofaji kelime anlamu olarak kendi kendini (auto) yeme (phagy) anlamina gelen,

hiicre i¢ci organellerin ve makro molekiillerin lizozomal enzim aktivitesi sonucunda
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yikilmasi durumudur. Evrimsel olarak korunmus otofaji tiim Okaryotik canlilarda
meydana gelen bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Genel anlamda, otofaji hiicresel strese
yanit olarak hiicre kalite kontroliinii saglamak i¢in hayatta kalma mekanizmasi olarak
bilinmektedir. Otofajide, otofagozom adi verilen bir yap1 olusur. Bu yapida yikilmasi
planlanan protein veya organeller sitoplazma i¢inde olusturulan ve preotofagozom olarak
bilinen bir membran sistemiyle ¢evrelenir. Olusturulan otofagozom, membranda yer alan
spesifik reseptorler araciligiyla lizozomlara taginir ve lizozomal enzimler sayesinde i¢erik
pargalanir. Bu islem sirasinda enerji ve yeni proteinlerin yapimi i¢in ortama ¢ikan
proteinler ham madde olarak kullanilabilir. Hiicreler karsilagtiklar1 bir stres durumunda
canliliklarin1 koruyabilmek ve hayatta kalabilmek i¢in otofajiyi kullanirlar. Bu nedenle
kendi organel ve proteinlerini enerji iiretebilmek igin kullanabilirler. Ozetle otofaji
herhangi bir uyaran sonucunda ortaya ¢ikan metabolik streslere karsi adaptasyon yaniti

olmaktadir [79].
2.7.2. Nekroz

"Nekrotik hiicre 6limii" veya "nekroz", morfolojik olarak hiicre hacminde bir artig
(onkoz), organellerin sigsmesi, plazma zar1 yirtilmasi ve ardindan hiicre i¢i igerigin kaybi
ile karakterize olarak bilinmektedir. Uzun bir siire boyunca nekroz, yalnizca kazara
kontrolsiiz bir hiicre 6liimii sekli olarak diisiiniilmiistiir ancak nekrotik hiicre 6liimiiniin
bir dizi sinyal iletim yolu ve katabolik mekanizma tarafindan ince bir sekilde
diizenlenebilecegi birgok calisma ile gosterilmistir. Ornegin, 6liim alam reseptdrleri
(TNFR1, Fas/CD95 ve TRAIL-R) ve Toll benzeri reseptorlerin (TLR3 ve TLR4),
ozellikle kaspaz inhibitorlerinin varliginda nekrozu ortaya cikardigir gosterilmistir.
TNFR1-, Fas/CD95-, TRAILR- ve TLR3-aracili hiicre 6liimii goriiniiste kinaz RIP1’e
baglidir [80, 81]. Fas, TNF reseptorlerinin aktivasyonu veya hiicresel stres sonucu RIP1
ve RIP3 (Receptor interacting proteinler) aktive olur. RIP1 ve RIP3 mitokondriyonu ya
direkt aktive eder ya da NADPH oksidazin olusturdugu ROS ile indirekt olarak etkileyip
nekrozu indiikler [82].

2.7.3. Nekropitozis

Nekropitozis, biyokimyasal ve morfolojik 6zellikleri ile nekroz, ancak reseptor
aracili yoniiyle ile apoptoz ile benzerlik gosterir. Bu 6liim sekli, tiimor nekroz faktor
reseptorii (TNFR), Fas ligand aktivasyonu, viral-RNA ve DNA gibi uyaricilar ile hiicre
O0limii baslatmaktadir. Fakat apoptozun tersine kaspaz bagimsiz bir yol izler.

Nekropitozis, hiicre 6liimii sekillerinden nekrotik 6liim seklinin yeniden diizenlenmis bir

14



formudur. Apoptozda meydana gelecek olan problemler sonucunda tiimér nekroz faktor

alfa (TNFo) tarafindan hiicreler uyarilarak aktive edilmektedir [83, 84].
2.7.4. Piroptozis

Bu hiicre 6liimiinii tanimlamak amaciyla Yunan kokenli kelimeler olan, yangin
veya ates anlamima gelen “pyro” ve dokiilme anlamina gelen “ptosis” kelimeleri
kullanilmistir. Antimikrobiyal kaynakli bir cevap olan inflamasyon esnasinda meydana
gelen programli hiicre 6liimii tiiriidiir. Piroptozis, kaspaz-1 bagimli hiicre 6liim seklidir.
Kaspaz-1 apoptotik hiicre 6liimiinde gorev almaz ve kaspaz-1 yoklugunda hiicreye gelen
cok sayidaki apoptotik sinyal normal olarak cevaplanir. Inflamatuar sitokinlerden
interlokin-1 (IL-1) ve interlokin-18 (IL-18)’in aktif formlarna doniismeleri kaspaz-1
sayesinde olur. Viriis enfekte oldugunda makrofajlar kaspaz-1’i aktive eder ve bunun
sonucunda inflamatuar sitokinleri uyararak hiicre Oliimiinii baslatir. Yapilan birgok
calismada kaspaz-1’¢ bagimli hiicre 6liimiiniin immiin sistem, merkezi sinir sistemi ve
kardiyovaskiiler sistem olmak iizere birgok farkli biyolojik sistemde fizyolojik roliiniin
oldugu gosterilmistir [84-86].

2.7.5. Paraptozis

Paraptozis, morfolojik olarak programli hiicre oliimii olarak kabul edilesede
biyokimyasal olarak apoptozdan farklidir. Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (ILGF-1)
gibi bliylime faktorlerine cevap olarak olusmaktadir. Paroptozis bir¢ok hiicrede biiylime
faktorii olan ILGF-1 reseptor ile baglatir ve hiicre icindeki mitojen aktive edilmis protein
kinaz (MAPK) ailesinin iiyelerinin de iginde bulundugu sinyal yolaklar1 ile gelisir.
Paroptozisin durdurulmasi kaspaz inhibitorleri veya antiapopitotik Bcl-2 benzeri
proteinlerin ekspresyon seviyelerinin artmasi ile olur. Bu hiicre liimiiniin karekteristik
yapisi hiicre i¢cinde mitokondriyal sismenin olmasi ve sitoplazmada ¢ok sayida biiyiik
vakuollerin meydana gelmesi ile karakterizedir [84, 87].

2.7.6. Mitotik katastrof

Hiicrede mitoz sirasinda gerceklesen hiicre hasar1 veya kontrol noktalarindaki
(G1, S ve G2 kontrol noktalarinda ve DNA hasar1) aksakliklar sonucunda meydana gelen
Oliim seklidir. Hiicre boliinmesi mitoz tamamlanmadan durdurulur ve kromozomlarda
meydana gelen bozukluklar sonucunda hiicre metafaz sirasinda oliir [77,88]

2.7.7. Apoptoz
Okaryotik organizmadaki hiicreler dogarlar, belirli bir siire yasarlar ve sonra

oOliirler. Yasam siireleri hiicreden hiicreye degismektedir. Apoptoz li¢ temel olayda
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karsimiza ¢ikmaktadir: Gelisim siirecinde organizasyonun tamamlanmasi, homeoztasisin
saglanmasi ve organizma biitiinliigline tehdit olusturan hiicrelerin uzaklastiriimasinda.
'Apoptoz' ifadesi, hiicre 6liimiiniin belirli bir morfolojik yoniinii tanimlamak i¢in Kerr ve
arkadaglan tarafindan 1972 yilinda kullanilmistir. Apoptozda hiicre seklinin yuvarlak
hale gelmesi, psddopodlarin geri ¢ekilmesi, hiicre hacminde azalma (piknoz), kromatin
yogunlasmasi, niikleer pargalanma (karyoreksis), plazma zar1 kabarmasi goriiliir [89].
Apoptoz, gelismis organizmalarda meydana gelen programli hiicre 6liim mekanizmasi
olarak tanimlanmaktadir. Programli hiicre 6liimii olan apoptoz; hiicrede DNA hasarinin
bulunmasi, viriisle enfekte olma durumu, hiicrenin normal diizeninde meydana gelen
kusurlar ve hasar olmasi durumlarinda gergeklesir. Ayrica, apoptoz fizyolojik normal bir
gelisim i¢in gereklidir [90]. Kanserde apoptoz, hiicrenin kontrolsiiz gogalmasi, hasarli bir
sekilde boliinmiis olan hiicreler, kontrol mekanizmalarindan kendini kurtaran hiicrelerin
ortadan kaldirilmasinda ve ¢ok fazla metabolik sorunun tanimlanmasinda 6nemli bir yer
tutmaktadir. Normal doku ve organlarin homeostazisi saglamak ve nekrotik olmayan
hiicreyi 6liime gétiiren siire¢ “apoptoz” veya “apoptozis” olarak tanimlanmaktadir [90].

Programlanmis hiicre Sliimiiniin bir bi¢imi olan apoptoz, bir hiicrenin bir
organizmadan diizenli olarak ayrilmasiyla sonuglanan koordineli ve asamali bir
biyokimyasal reaksiyonlar dizisidir. Bu normal biyolojik siire¢, embriyogenez sirasinda
uygun organ gelisimi ve patojenlere maruz kalmaktan zarar goren veya onkojenik
transformasyona ugrayan hiicreler gibi anormal hiicrelerin ¢ikarilmasi i¢in gereklidir.
Hiicrenin hayatta kalmasi ve apoptoz arasindaki gegis siki bir sekilde diizenlenir ve bir
organizmanin gelisimi ve iyiligi icin kritik oneme sahiptir. Ornegin, hiicre Sliimiinii
onleyen apoptotik yoldaki kusurlar, kanserde oldugu gibi gelisimsel anormalliklere veya
diizensiz doku biiylimesine yol agabilir. Buna karsilik, programlanmamis veya erken
apoptoz, otoimmiin, norolojik ve kardiyovaskiiler bozukluklara katkida bulunan
fonksiyonel hiicrelerin kaybina neden olabilir. Sonug¢ olarak, ¢esitli hastaliklarin
gelisimini daha iyi anlamak ve potansiyel terapdtik hedefleri kesfetmek i¢in apoptotik
slirecin manipiilasyonu esastir [91].

Apoptozun uyarilmast ve proapoptotik proteinlerin aktivasyonu, kaspaz
aktivasyonu (sistein proteazlari) ile sonuglanir. Kaspazlar (sistein bagimli, aspartat
spesifik peptidazlar), protein substratlari i¢cinde benzersiz bir 4 amino asit dizisini tantyan
ve onlar1 bir aspartat kalintisindan ayiran sistein proteazlaridir. Kaspazlar, hiicre

sagkalimin1i veya Oliimiinii diizenlemenin yani1 sira iltihaplanma, c¢ogalma ve
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farklilasmada ©nemli bir rol oynar. Genellikle hiicrelerde inflamatuar ve baslatici
kaspazlar, dimerizasyon altinda aktive olan monomerler olarak bulunurlar [92-94].
Yiiriitiicii kaspazlar, yapisal ve diizenleyici hiicre proteinlerine saldirir, boylece bir kaspaz
kaskadimin baslamasina yol agar. Son olarak, kaspaz aktivitesi, homeostazin
korunmasinda yer alan ¢esitli proteinlerin ve hiicre bilesenlerinin onarilmasinda veya
hiicre dongiisiiniin protein diizenleyicileri, yapisal proteinler, vb. olan ¢esitli proteinlerin
bozunmasiyla sonuclanir. Efektor kaspazlarin ve bunun sonucunda aktive olan enzimler
(endoniikleazlar, jelsolin, vb.) ¢esitli hiicre i¢i hedefleri etkiler: intraniikleer lamina
bozulmasi, DNA biitlinliigiiniin bozulmasi, spesifik kromatin sikigsmasi, hiicre iskeleti
bilesenlerinin bozulmasi, mitokondri, Golgi aygiti, endoplazmik retikulum, vb. kaspazlar
icin bilinen hedeflerin sayisi stirekli artmaktadir. Kaspaz aracili mekanizmaya ek olarak,
apoptotik 6liimde rol oynayan kaspazdan bagimsiz bir yol vardir, burada flavoprotein AIF
(apoptozis indiikleyici faktdr) ve endoniikleaz G mitokondriden ¢ikar, ¢ekirdege yer
degistirir ve niikleer DNA'y1 biiyiik pargalara ayirir [95-97]. Bu hiicre o6limii
mekanizmasi sirasinda gozlenen biyokimyasal ve morfolojik belirtiler apoptoza benzer.
Apoptoz sirasinda morfolojik degisiklikler, hiicre i¢i bilesenlerin cesitli derecelerde
bozulmasi olarak kendini gosterir. Apoptozun son adimlar1 sitoplazma yogunlagmasi,
cekirdeklerin ve tiim hiicrelerin parcalanmasi, ardindan niikleer parcalar, Golgi aygitinin
elemanlari, mitokondri vb. igerebilen apoptotik cisimlerin olusumudur. Apoptotik
hiicreler ve apoptotik cisimler, belirli sinyal ve adezyon molekiillerini acia c¢ikararak
komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan taninan ve bdylece fagositoza katkida
bulunan yiizey molekiilleridir [98]. Bu tiir ylizey molekiilleri arasinda fosfatidilserin,

lizofosfolipidler, vitronektin, trombospondin gibi molekiiller vardir.

Fagositoz ayrica, yutulmaya uygun olmayan hayati hiicrelerin taninmasi i¢in
gerekli olan Olmekte olan hiicrelerin yilizeyinde CD31'in inaktive edilmesiyle de
kolaylastirilir. Apoptoz indiiksiyonu i¢in dis ve i¢ mekanizmalar vardir. Dis yolak,
proapoptotik sinyal molekiillerinin yiizey reseptorleri ile etkilesimleri ve ardindan
sitozolik kaspaz kaskadi aktivasyonu araciligiyla yonlendirilir. Hiicre i¢i mekanizmada,
mitokondri, endoplazmik retikulum, Golgi aygiti gibi ¢esitli organellerden salinan
proapoptotik proteinlerin bir sonucu olarak veya proapoptotik proteinleri kodlayan
genlerin indiiklenmis ekspresyonu nedeniyle sitozolde bir kaspaz kaskadi aktive olur

[99].
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Apoptoz meydana gelen hiicreler, ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal 6zellikler

gostermektedir. Bunlar;

Hiicre hacminde azalma: Hiicre iskeletinin hiicre membraninda yeniden
diizenlenmesi ile meydana gelir. Sitoplazmanin biiziilmesi ve kiigiilmesi ile
olusur. Hiicre i¢i organeller kiimelenir [77].

DNA fragmantasyonu: hiicre ¢ekirdeginde meydana gelir ve geri doniisiimsiizdiir.
Bu olay niiklear endoniikleazlarin Ca*? ve Mg*? bagimli aktivasyonlariin
sonucunda olugmaktadir. Bu enzimlerin aktivasyonu sonucunda DNA
parcalanarak kiiciik niikleozomal fragmanlar olugur. Daha sonra niiklear kromatin
kiimelenir ve niikleus ayrik fragmanlar seklinde boliniir [77].

Mitokondriyal fonksiyon kaybi: Mitokondri membran kanallarindaki
gegirgenligin degisimi sonucunda gergeklesir. Mitokondrinin stabilitesi ve
elektron tasima zincir sistemi bozulur. Mitokondri membranindan sitokrom-c gibi
proteinler sitoplazma ig¢ine gecis yapar ve kaspazlarin aktive olmasini saglar.
Kaspazlar sayesinde hiicreyi apoptozdan koruyan proteinler inaktive olur ya da
ortadan kaldirilir. Ayrica apoptozu baskilayan regiilatorleri de inaktive ederek
hiicre 6liimiinii baslatmaktadir. Apoptozun baslamasinda olduk¢a 6nemli olan
Sitokrom c‘nin salinimi, Bc¢l-2 proteinlerinin kontroliindedir [77].

Membran tomurcuklanmasi:  Fosfatidilserin  gibi molekiillerin  plazma
membranindan sitoplazmanin dis yiiziine hareket etmesi sonucu plazma
membraninin biitinliigii bozulur ve tomurcuklanma meydana gelir [77].
Apoptotik cisimciklerin olusumu: Hiicrenin pargalanmasi ile sonuglanan
apoptozun son evresidir. Bu cisimcikler organeller ve niiklear materyalden
meydana gelen sitoplazmik kabarciklardir. Fagositik hiicreler tarafindan hizl bir
sekilde ortadan kaldirilirlar. Apoptotik cisimciklerin yok edilmesi o kadar hizli ve
etkindir ki enflamatuar yanit meydana gelmemektedir. Apoptoz, mitozdan

yaklasik 20 kat daha hizli meydana gelmektedir [77].

Hiicrede apoptozun meydana gelebilmesi i¢in ilk olarak ilgili mekanizmay1 harekete

gecirecek bir sinyalin olugsmasi gerekmektedir. Beklenen bu sinyal hiicre i¢inden veya

disindan gelebilir. Hiicre i¢inden gelecek olan sinyaller, hiicre i¢ci DNA hasari, Ca*2

seviyesinde artis, biyokimyasal dengesizlikler, hiicre iginde pH diisiikliigii ve hiicre siklus

bozukluklaridir. Hiicre disindan gelecek olan sinyaller ise iskemi, toksinler, radyasyon,
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cevresel biiylime faktdrlerinin yetersizligi, yaslanma sinyallerinin seviyesinin yetersizligi
ve Olim reseptorlerinin aktivasyonu gibi hiicrenin disardan maruz kalabilecegi
sinyallerdir. Apoptoz, hiicreye igerden ya da disardan gelen bu sinyallerin kaspaz
sistemini aktive etmesi ile baslar. Kaspazlar, apoptozun gerceklesmesi igin gerekli olan
temel molekiillerdir ve kaspazlarin aktivasyonu iki yolak ile aktiflestirilir. Bunlar
mitokondriyal (intrensek) ve hiicre Olim reseptor (ekstrensek) yolaklardir. Son
zamanlarda endoplazmik retikulum aracili apoptoz isimli iig¢lincii bir yolaktan soz
edilmektedir. Bu yolaklarin aktivasyonlar1 birbirinden farkli sekillerde gergeklesse de

sonunda ortak molekiillerin aktive olmast ile hiicreyi apoptoza gotiirtirler [100,101]

Oliim Reseptérleri Mitokondriyal Yolak
Yolagi

Pro-kaspaz 8 /

< <aTP ® g
o~ APAF-1 ®
_— D Kaspaz ® e
Pro-kaspaz 3 l/—/ ®
<ATP
™ APAF -1
-

Kaspaz 9

“
Hiicresel Hedefler <+— m APOPTOZOM

Sekil 2.2. Apoptozis yolaklari. Intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yolaklar [102].

2.7.7.1. Mitokondriyal (Intrinsik) yolak

Mitokondri, ¢esitli uyaranlarin neden oldugu apoptotik hiicre dliimiinde énemli
bir rol oynar. Mitokondriyal membranlarin gegirgenliginin artmasi nedeniyle sitokrom-c
ve diger bazi proteinlerin mitokondriden sitozole salinmasi, mitokondriye baglh
apoptozda 6nemli bir olaydir. Sitokrom c, ayrica oligomerik proteinler Apafl (Apoptotik
proteaz aktive eden faktor) ve bazi prokaspaz 9 ve dATP molekiillerini igeren apoptozom
olusumu igin bir platform olarak gereklidir [103, 104]. Aktivasyondan sonra, kaspaz 9,
prokaspaz 9'un diger molekiillerini diizenlemek i¢in apoptozomdan ayrilir ve kaspaz 3, 6
ve 7 gibi efektor kaspazlari aktive eder. Bu tiir proteinlerin ve cesitli kaspazlarin
aktivasyonu, apoptoz sirasinda gdézlenen tipik morfolojik ve biyokimyasal degisikliklere
yol agan protein substratlarinin proteolitik parcalanmasiyla da sonuglanir [105]. intrinsik

yolakta apoptozun diizenlemesinde Bcl-2/Bax gen ailesi gorev alir. Bu asamada apoptozu
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baskilayan ‘anti-apoptotik’ ve apoptozu indiikleyen ‘pro-apopitotik’ proteinler gorev
alirlar. Bcl-2 proteinleri niikleer membran, endoplazmik retikulum ve dis mitokondriyal
membran ile iliskilendirilebilir [106]. Hiicrenin apoptoza olan egilimini proapoptotik ve
antiapoptotik proteinlerin konsantrasyonlarinin miktar1 belirler, proapoptotik proteinler
fazla ise hiicre apoptoza yoOnelirlen, antiapoptotik proteinler fazla ise hiicre apoptozdan
kaginir. Proapoptotik proteinler Bak, Bax, Bad, Bid, BclXs, Bim, Puma ve Noxa’dir. Bu
proteinler stoplazma sivisinda bulunurlar. Sitokrom-c ve AIF (Apoptoz indiikleyici
faktor) salimimin artirarak apoptozu neden olurlar. Antiapoptotik proteinler ise Bel-XL,
Bcl-2 ve Mcl-1’dir. Bu proteinler de mitokondrinin dis membraninda, endoplazmik
retikiilimde ve ¢ekirdek zarinda yer alirlar. Ayrica kaspazlarin 6ncii formlartyla AIF ve
sitokrom-c saliimin1 bloke ederek apoptozu inhibe ederler [107-109]. intrinsik sinyal
yolagi bir¢ok faktor ile kontrol edilir. Bunlardan en 6nemlisi de apoptoz inhibitor (IAP)
protein ailesidir. IAP ailesi proteinleri kaspazlara (kaspaz-3, -7 ve -9’a) dogrudan

baglanarak aktivasyonlarini baskilar [110].

2.71.7.2. Hiicre oliim reseptor (Ekstrinsik) yolagi

Hiicre yiizeyinde bulunan 6liim reseptodrlerine, FasL, TNF-alfa, TRAIL gibi
sinyallerin baglanmasiyla reseptorler trimerik yapi1 kazanir. Trimerik yapi kazanan
reseptor; prokaspaz ve adaptor molekiiller ile birleserek DISC (Death inducing singnaling
complex-Oliime neden olan sinyal kompleksi) adi verilen yapryr olusturur. DISC
olustuktan sonra inaktif durumdaki prokaspaz-8, aktif duruma gecer. Aktif kaspaz-8 2
farkl1 yolla kaspaz-3’ii aktive eder. Ya direkt kapsaz-8 kendisi kaspaz-3°ii aktive eder ya
da Bid tizerinden dolayl olarak instrinsik mekanizmada ilk olarak kaspaz-9’u daha sonra
kaspaz-3’ii aktive eder. Ne sekilde olursa olsun aktive olan kaspaz-3 yine CAD (Kaspaz
aktive edici DNaz) aktivasyonu ile DNA pargalanmasina sebep olur [107,109,111]. Son
zamanlarda kesfedilen ekstrinsik yollardan biri de sfingolipid yoludur. Sfingolipidlerden
sfingomyelin hiicre zar1 yapi taglarindan biridir. Sfingomyelinaz radyasyon, kemoterapi
ve Olim reseptorleri ile aktive olarak sfingomyelini seramid’e doniistiiriir. Seramid ise
seramidaz ile sfingozine doniistiiriiliir. Sfingozin de proapoptotiklerden Bid yapimini
artirarak apoptozu tetikler [84]. Son yillarda arastirilan endoplazmik retikulum aracili
yolakta ise hiicre i¢inde kalsiyum artis1 ile endoplazmik retikulumun membraninda
bulunan kaspaz-12 aktive olur. Kaspaz-12’de kaspaz-9 iizerinden kaspaz yolaginin

aktivasyonunu saglayarak apoptozu indiikler [112].
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2.7.7.3. Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yontemler

Hematoksilen-eozin boyama (HE): Bu yontemde elde edile preparatlar 1sik
mikroskobu ile incelenir. HE 6zellikle hiicre kiltiirii ¢calismalarinda ve doku
boyamalarinda oldukga fazla kullanilabilmektedir. HE boyamada, hematoksilen
boyast hiicrede kromatini boyadigindan apoptotik hiicreler niikleus morfolojisine
gore gozlemlenir. Goriilen degisikliklerden bazilari; kromatinin kondanse olmast,
hiicre kiiciilmesi veya sitoplazmik kiiciilme ve niikleus zarinin toplanmasi,
niikleusun kii¢iilmesi veya pargalara boliinmesidir [113, 114].

Giemsa boyama: Bu boyama yonteminde de nukleus morfolojisi esas alinarak
apoptotik hiicreler tamimlanir. Giemsa boyama sonucunda sitoplazma sinirlar
hematoksilen boyamaya gore daha iyi secilebilmektedir fakat hematoksilen
boyamayadan pek farki yoktur [115].

Floresan mikroskopi; floresan maddelerin Hoechst boyasi, DAPI “4,6-diamidine-
2’-phenylindole”, propidium iyodiir, akridin orange, etidyum bromiir, FITC
“fluorescein isothiocyanate gibi boyalarin kullanilmasiyla yapilan bir boyama
seklidir. Kullanilan bu floresan boyalar DNA’ya baglanabilme 6zelliklerinden
dolay1 hiicrenin kromatini boyayarak niikleusu goriiniir hale getirirler. Hiicre
kiiltiiri ¢aligmalarinda, canli hiicre ile yasayan hiicrenin ayiriminin yapilmasinda
kullanilabilirler. Bu amagla canli ve 6lii hiicre ayrimi yapabilmek igin, canl
hiicreleri boyayabilen hoechst boyasi ile sadece o6li hiicreleri boyayabilen
propidium iyodiir beraber kullanilir.

Elektronmikroskopi; Morfolojik degisikliklerin en dogru ve belirgin olarak
gozlendigi yontemdir. Bu mikroskopik yoOntemle hiicrelerde, kromatin
kondansasyonu ve fragmentasyonu, mitokondrinin durumu, sitoplazmik kii¢iilme
ve hiicre zar1 ya da nukleus membraninin biitlinliigliniin bozulup bozulmadig1 gibi
detaylar da incelenebilmektedir [115].

Faz kontrast mikroskopi; bu mikroskop ile sadece hiicrelerin kiiltliriinde hiicreleri
veya hiicre toplulugunu incelemek amaciyla kullanilir. Olen hiicreler yapistiklart
flask tabanindan ayrilacaklari igin besiyeri i¢inde yilizmeye baslarlar ve bu
hiicreler faz kontrast mikroskobu ile gozlenebilirler. Bu yontemde mitoza giden
hiicreler de gozlenebilirler. Fakat bu hiicreler ayn1 zamanda apoptotik hiicrelerin
erken evredeki goriintiileri ile karistirildiklarindan dolayi faz kontrast mikroskobu

ile apoptotik hiicreler lizerinde gelisen cepcikler (blebs) izlenebilir.
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TUNEL yo6ntemi; Apoptoz sonucunda meydana gelen DNA kiriklarinin in situ
olarak taninmasinda kullanilmaktadir [115-117]. Apoptotik pargalanma sonucu
meydana gelen DNA uglar1 Klenow fragmenti veya DNA polimeraz kullanilarak
isaretlenebilmektedir. Fakat terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT)
kullanilarak yapilan isaretleme ¢ok daha duyarli bir yontem olarak kabul
edilmektedir. Genel olarak elde edilen parafin kesitler, TdT ve nonizotopik isaretli
niikleotidler (siklikla biyotinli dUTP) kullanilarak elde edilen in situ isaretleme
ve enzimatik veya floresan goriintiileme sonucunda apoptotik hiicreler
digerlerinden ayirt edilir. Bu yonteme “TdT-dUTP nick-end-labelling”
sozciiklerinin kisaltilmasi olan “TUNEL” yontemi denmektedir [117-119].

M30 yontemi; bu yontemde apoptotik hiicreler, kaspazlarin etkisiyle sitokeratin
18’in ag18a ¢ikan antijenik bolgesinin immunohistokimyasal yontemle boyanmasi
sonucunda elde edilir. Bundan dolay1 bu yontem sadece sitokeratin 18’1 eksprese
eden dokularda kullanilabilir ve bu dokularda epitelyal kaynakli dokulardir.
Kaspaz-3 yontemi; bu yontem ile immunohistokimyasal boyama metoduyla
sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3 tespit edilebilir. Bu yontemi
kullanabilmek i¢in, dokunun kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi veya ¢aligilan
dokuda apoptoza neden olan etkenin kaspaz-3’i kirip kirmadigmin bilinmesi
gerekmektedir [114,120].

Agaroz jel elektroforez yontemi; Agaroz DNA molekiillerini elektroforezle
ayirmak i¢in en ¢ok kullanilan ortamlardan biridir. Genelikle %0.3 ile %2 agaroz
konsantrasyonlar1 molekiillerin biiytikliigiine bagli olarak kullanilir. Agaroz jel
elektroforezinde en ¢ok 50 kb’a kadar olan niikleik asitler ile ayristirilabilir.
Agaroz konsantrasyonu degistirilerek jelde molekiillerin hareket ettigi porlarin
cap1 da ayarlanabilir. Boylece biiylik DNA parcalan i¢in diisiik agaroz, kiigiik
DNA parcalar icin yiiksek agaroz konsantrasyonlari ayarlanarak niikleik asitlerin
en iyi sekilde ayrilmalar1 saglanabilmektedir. Agaroz jellerde DNA pargalarini
goriintiilemek i¢in floresan bir boya olan ethidium bromide kullanilir ve UV 15181
altinda goriintiilenir. Ethidium bromide DNA’nin iki zinciri arasina girer ve 300
veya 360 nm dalga boyundaki 15181 sogurmasi sonucu floresan etki gosterir bunun
sonucunda ise DNA’nin jelde goriiniir hale gelmesi saglanmig olur [121].
Western blotting; Western blotlama ya da immunoblotlama ad1 verilen bu yontem,

bir protein karisimi igindeki belirli biiyiikliikteki bir proteini saptamak igin
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kullanilan temel bir yontemdir. Bu yontem istenilen bir proteine karsi
yonlendirilen yliksek kalitede bir antikorun kullanilmasi sonucuna baglhidir.
Kullanilan bu antikor prob olarak ilgili proteinin bir karisimin i¢inden elde
edilmesini saglamaktadir. Western blot hiicrede istenilen proteinin miktarini tayin
etmede kullanilabilmektedir [121]. Bu yontem ile apoptoza 6zgii proteinlerin
eksprese olup olmadiklarinin (6rn. bcl-2) ya da kirilip kirilmadiklarinin (6rn.
kaspaz-3) tespit edilmesi miimkiindiir.

Flow sitometri; Flow sitometre cihazinin temel ¢aligma mantigi, lazer kaynakl
florometre ile pargacik 1s1k yayilimi analizinin birlesmesinden olusur. Flow
sitometre cihazi ile hiicreler, farklt molekiiller ve parcaciklar farkli agili 151k
yayilimi kullanilarak biiyiikliik ve sekil olarak tespit edilebilmektedir. Tespit
edilmek istenen hiicreler FITC, 13- phycoerithrin ve rhodamine-GG gibi 6zel
floresan isaretleyicilerle veya boya isaretli antikorlarla isaretlenebilmektedir
[118]. Flow sitometri yardimiyla, apoptozda eksprese oldugu bilinen herhangi bir
hiicre yiizey proteini floresan bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak
saptanabilmektedir. Klinikte apoptozun belirlenmesi agisindan en sik kullanilan
yontemdir ¢iinkii kolay uygulanabilir, kisa zamanda sonu¢ verir ve kantitatif
sonug verebilmesi agisindan oldukga kullanighdir.

ELISA; ELISA testi, serolojik tan1 yontemlerinden biridir ve bakteriyel, viral ve
paraziter enfeksiyonlarin tanisinda ayrica apoptozun belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Bu ydntem, antijen-antikor kompleksine bir enzimle isaretli
antiglobulinin ilave edilmesinin ardindan substratin eklenmesi sonucunda
ortamda antijen veya antikor var ise renk olusumunun gézlenmesi prensibine
dayanmaktadir. Cabuk sonu¢ veren ve oldukc¢a duyarlt spesifik bir yontemdir.
Apoptozda meydana gelen ilk olay, sitoplazma i¢ine niikleozomlarin salinmasini
sonucunda DNA fragmentasyonunun olusmasidir [122]. ELISA ile hem hiicre
kiltirinde hem de insan plazmasinda DNA fragmentasyonunu tespit etmek

miimkiindiir [114,123]

2.8. Sfingolipidler

Sfingolipidler, okaryotik hiicre membraninin esas bilesenlerindendir. Biiytik bir

lipit ailesini temsil eden sfingolipidler ilk kez 1884 yilinda isimlendirilmislerdir. Hiicrede

membran akigkanligindan ve yapisinin korunmasindan sorumludurlar ayni1 zamanda,

normal doku ve hiicre homeostazindan da sorumludurlar. Sfingolipidler amfipatik
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ozellikteki molekiillerdir. Yapilarinda hidrofobik ve hidrofilik pargalarda bulunmaktadir.
Hidrofobik olan kisimlar1 18 karbon uzunlugundadir ve sfingoid baza bagh bir yag
asidinden olusur. Hidrofilik olan kisimda ise basit sfingolipidlerde sadece hidroksil
grubunu bulundururken, daha kompleks sfingolipidlerde ise seker, fosfat ve alkol yapida
molekiillerden meydana gelmektedir [124].

Sfingolipidler, membran c¢ift tabakali lipid yapisinin elemanidir ve membranin
akiskanligin1 diizenleyen membran lipidleri ailesinin {yesidirler. Sfingolipidlerden
seramid, sfingozin-1-fosfat, sfingozin ve glukozilseramid, kanser patogenezi ve
terapisinde apoptozu tetikleme, hiicre proliferasyonu, hiicre migrasyonu, yaslanma ya da
inflamasyon gibi farkli acilardan fonksiyon gdsteren biyoefektor molekiillerdir ve timor
stipresor lipidler olarak adlandirilmaktadirlar. Seramid, sfingozin ve sfingozin-1-fosfat;
hiicre proliferasyonunu ve apoptozu kontrol etmekte gorev alan sfingolipid
metabolitleridir. Seramid ve sfingozin iiretimi, kemoterapi, radyasyon veya oksidatif stres
ile indiiklenmektedir ve bu sfingolipidler hiicre 6liimiine, yaglanmasina ve hiicre dongiisii
durdurulmasina aracilik etmektedirler [25]. Seramidler DNA hasarina, strese, hipoksiye
ve apoptotik molekiillerin indiiksiyonuna yanit olarak hiicrede birikmektedirler [26].
Seramidazlar araciligiyla iiretilen seramid molekiilii hiicre proliferasyonunun negatif bir
diizenleyicisi olarak gorev yaparak apoptozu tesvik etmektedir [27]. Buna zit olarak,
sfingozin kinaz aracilifiyla tiretilen sfingozin-1-fosfat (S1P), hiicrenin biiylimesi, hayatta
kalmasi, hareketinin diizenlenmesi, apoptozu inhibe etme gibi faaliyetlerinin yaninda
invazyon, anjiyogenez, vaskiiler olgunlagmasin1 da diizenlemektedir [27]. Sifigosin-1-
fostat (S1P), seramid bagimli apoptozis mekanizmasinin baskilayict etkenidir. Bu
nedenle hiicre igindeki seramid ve S1P seviyelerinin dengesi hiicrenin yasam ve 6liimiiyle
yakindan iligkilidir. Bu sebeple seramidaz enziminin diizenlenmesi ile hiicre i¢i seramid,
sfingozin ve S1P oranlarinin kontrolii, apoptozis mekanizmasinda kilit rol oynamaktadir
[28]. Seramidaz enzimleri, sfingosin iiretmek i¢in seramidi hidrolize eden ilaglara ve
radyasyona kars1 direncli olan anahtar enzimlerdir. Bu 6zelliklerinden dolayi, son yillarda
sfingolipid metabolizmasindaki bu merkezi enzimler kanser tedavisi stratejilerinin ve
ilaglarinin  gelistirilmesinde yeni hedefler olarak gosterilmektedir. Bu enzimlerin
inhibitorleri, yeni antikanser ilaci olarak gelistirme konusunda miikemmel potansiyele

sahip olarak literatiirde belirtilmistirler [29].
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2.8.1. Seramidler

Seramidler, uzunlugu C-14 — C-26 arasinda degisen yag agil zincirine baglanmis
bir amid olan sfingozinden olusan en temel sfingolipidlerdir. Seramidler, sfingomiyelin,
seramid-1-fosfat ve glukozilseramid gibi hidrofilik bas grubundan olusan kompleks
sfingolipidlerin metabolik ve yapisal Onciiliidiir. Endojen (i¢) seramid seviyeleri,
biitiinlesmis ve kompleks metabolik yolaklarla kontrol edilmektedir. Bu yolaklardan her
biri bircok 0zel enzimler ile katalizlenmektedir. Endojen seramid, sfingomiyelini
hidrolize edip seramid olusturan sfingomiyelinazlarin aktivasyonuna ilaveten de novo
yolak ile de olusabilmektedir. De novo yolakta, serin ve palmitoil KoA serin palmitoil
transferaz ile 3-ketosfinganin’e doniistiiriilmektedir (Sekil 2.3). Seramidler, apoptoz,
biiyiimenin durdurulmasi, yaslanma, farklilasma, bagisiklik tepkisine aracilik etme ve
hiicre dongiisii durdurulmasi gibi hayati siire¢lerde sinyal molekiilii olarak 6nemli rolleri
olan bir sfingolipiddir. Yapisal olarak seramidler, cesitli uzunluk, doymusluk ve
hidroksilasyona sahip bir yagl asit zincirinden olusur ve bu zincir, bir amid baglantisi
vasitastyla bir sfingoid bazin amino grubuyla sinirlandirilmistir. Dahasi, sfingomiyelin,
serebrosidler, gangliosidler gibi kompleks sfingolipidlerin hidrofobik omurgasi,
seramidlerden olusur. Yag asit zincirinin uzunlugu agisindan, seramidler 2 ila 28 karbon
arasindadir. C-16 ila C-24 seramidleri memeli hiicrelerinde en bol miktarda bulunur. Bu
yag asitleri genellikle doymus ya da tekli doymamis olup C-2 konumunda (hidroksi yaglh
asit) ya da terminal C atomunda (hidroksi yag asidi) bir hidroksil grubu igerebilir.
Seramidler dogadaki en hidrofobik lipidlerdir, ¢linkii sitosolde ¢o6zelti iginde higcbir
seramid yoktur [125-127].

De novo Sentez Kurtarma Yolu
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Sekil 2.3. Sfingolipid yolunun sematik diyagrami. Grosch vd., (2012) kaynagindan modifiye edilerek
kullanilmistir [125].
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2.8.2. Seramidlerin kanserle iliskisi

Endojen seramidlerin yiikseltilmesi kanser hiicrelerinin biiyiimesini regiile etmek
icin etkili bir metod olarak gosterilmektedir. Daunorubicin, kamptothecin, fludarabine,
etoposide ve gemcitabine gibi kemoterapotikler seramid olusumunu de novo yolaktan
veya sfingozin miyelinazlart aktive ederek arttirmaktadir. Buna alternatif olarak, endojen
seramid seviyesini arttimak i¢in seramid enzimlerini hedeflemek farkli kanser
hiicrelerinde antiproliferatif cevaplarin artmasina yol agmaktadir. Buna ilaveten,
kemoterapotik ajan gemcitabine ve sfingomiyelini kombinlemek in vivo ortamda 6rnegin
pankreatik tiimor biiylimesini sinerjistik olarak inhibe etmistir. Kanser hiicrelerinde
apoptozu tetiklemek icin yeni yaygin bir yaklagim da ekzojen seramid analoglarinin ya
da taklitlerinin terapotik ajanlar olarak kullanilmasidir. Bu seramidlerin tasarlanmasi ve
tasinmasi ile ilgili birgok gelisme vardir. Ornegin, farkli zincirlere sahip piridinium
seramidler sentezlenmistir. Bunlarin 6zelligi sudaki ¢oziintirliiklerinin arttirilmis olmasi
hiicre membranindan permabilitelerinin arttirilmis olmasidir [128-133]. Bu yapilardaki
piridinyum halkasinin pozitif yiikii bu seramid analoglarinin genellikle mitokondri igine
bir kismininda kanser hiicresinin ¢ekirdegine hedeflenebilmesi ve birikimini
saglamaktadir. Bu ¢aligmalar, kanser hiicrelerinin i¢indeki subseliiler yapilarin (6zellikle
mitokondrilerin) genel olarak negatif yiiklii oldugunu belirtmektedir [134]. Bu sebeple,
piridinyum seramidler normal hiicrelere minimum toksisite ile kanser hiicrelerine

hedeflenebilmek igin tercih edilebilirler [134].

2.8.3. Seramidaz inhibitorleri

Seramidazlar (N-asilsfingozin deasilaz), seramidi serbest sfingoid baza ve yag
asidine hidroliz eden molekiillerdir. Sfingozin ve sfingozin-1-fosfatin (S1P) fosforile
edilmis riini olan seramid hiicre Olimiinii indiikleyebildiginden, hiicre
proliferasyonunun ve hayatta kalma sinyallerinin kuvvetli bir indiikleyicisidir.
Seramidazlar, biyoaktif sfingolipidlerin miktarlarinin diizenlenmesinde anahtar bir rol
oynamaktadir. Seramid, Sfingozin ve SI1P; hiicre proliferasyonuna, farklilagsmaya,
apoptozise, adezyona ve migrasyona aracilik eden biyoaktif lipitlerdir. Kanserin tedavisi
zor bir hastalik oldugu kanitlanmistir ve ¢ok az etkili ilag mevcuttur. Yeni, etkili, segici
ve daha az toksik antikanser ajanlarin tanimlanmasi, tibbi kimyada énemli ve zorlu bir
hedef olmaya devam etmektedir. Sfingolipid (SPL) metabolizmasi, ¢esitli hiicre
fonksiyonlarin diizenlenmesinde kilit rol oynayan zengin bir biyoaktif molekiil ag1

saglamaktadir. Seramid, kanser hiicresi biiylimesi ve apoptozun anahtar bir modiilatorii
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olarak ortaya c¢ikmistir. Seramid ve S1P'nin hiicre biiylimesi ve hiicre Oliimiinii
diizenlemedeki rolleri nedeniyle, bunlarin metabolik ve sinyal yollar1 antikanser tedavisi
icin potansiyel hedefler olarak ortaya ¢ikmistir. Endojen seramidi artirmak i¢in bir¢cok
yaklagim arastirilmistir ve birkagi umut verici gortinmektedir [25, 30, 128-134].

2.8.4. D-erythro-MAPP (D-e-MAPP)

D-erythro-MAPP (N-[(1S,2R)-1-Hidroksi-1-Fenilpropan-2 Yl]Tetradekanamit)
seramidin sentetik bir analogudur ve spesifik bir alkalin seramidaz inhibitortidiir (Sekil
2.4). Molekiiler formiilii C23H39NO2 ve molekiil agirligi 361.6 g/mol seklindedir. D-e-
MAPP, stereospesifik olarak alkalin seramidaz'r inhibe eder [http-1]. Hem in vitro hem
de HL-60 hiicrelerinde alkalin seraminidazi segici olarak inhibe ettigi gosterilmistir. Bu
inhibisyon, seramidin sfingosine pargalanmamasi nedeniyle tedavi edilen hiicrelerde
endojen seramid seviyesinde 3 kattan fazla artisa neden oldugu tespit edilmistir. D-
erythro-MAPP hiicre i¢i seramid seviyelerini arttirarak, GO/G1 fazinda hiicre dongiisii
durmasini indiikler ve zamana ve konsantrasyona bagl bir sekilde HL-60 promiyelositik

16semi hiicrelerinin biiytimesini engelledigi tespit edilmistir [135].

OH

HN \”/C 4aHz
O
D-e-MAPP
Sekil 2.4. D-erythro-MAPP kimyasal yapi gosterimi [136]

2.9. Sitotoksisite Testleri

Kimyasal, biyolojik ve fiziksel faktorler hiicreleri farkli derecelerde etkileyerek
sitotoksisiteye neden olabilir. Bir bilesigin biyolojik karakteristigini anlamak i¢in toksik
veya toksik olmayan etkilerini belirlemek esastir. /n vitro sitotoksisite deneyleri (hiicre
canlilig1 deneyleri), genellikle olasi ila¢ adaylarim1 degerlendirmek veya bazi bilesiklerin
sitotoksik profillerini arastirmak i¢in kullanilan hiicre kiiltiiri tabanli  6lglim
yontemleridir. Bu yontemlerle bir¢ok bilesigi kisa siirede degerlendirmek ve daha sonraki
hayvan deneyleri igin gerekli temel bilgileri elde etmek miimkiindiir. Farkli

mekanizmalara ve cesitli hassasiyetlere sahip kolorimetrik, enzimatik, liiminometrik
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prensiplere vb. dayali bir¢ok hiicre canlilig1 tahlil yontemi mevcuttur. MTT, MTS, XTT,
WST, LDH enzim tahlili, alamar mavi yontemi, ATP biyoliiminesan testi gibi birgok
yontem bulunmaktadir [137]. Sitotoksik analizler ile bilinmeyen terapétik ve toksik
etkilere neden olabilecek bir ajanin 6zellikleri arastirilir ve bu analizlerin bulgular
gelecekteki kanser modelleri ve klinik deneyler i¢cin 6n verileri olusturmaktadir. Bu
nedenle sitotoksisite ¢alismalarindan elde edilen verilerin dogrulugu ve giivenilirligi son
derece degerlidir [137]. Hiicreler sitotoksik bir ajana maruz kaldiklarinda apoptoz, otofaji
ve nekroz nedeniyle Olebilir veya sitostaz nedeniyle proliferatif o6zelliklerini
kaybedebilirler [138]. Hiicre bazli sitotoksisite ¢aligmalari, test edilen bir ajanin sitostatik
ve sitotoksik etkileri hakkinda genel bilgi saglar [139]. Hiicre canliligini ve ¢ogalmasini
belirlemek i¢in boyama, kolorimetrik, luminometrik ve enzimatik yontemleri kullanan
cesitli testler vardir [140-142]. Kolorimetrik yontemlerin temel prensibi, ¢ogalmis
hiicrelerin ve tetrazolyumun artan mitokondriyal dehidrojenaz aktivitesinden olusan suda
¢oziinmeyen formazan kristallerinin (mor) spektrofotometrik 6lgiimiine dayanir [139].
Tetrazolyum halkas1 mitokondriyal dehidrojenaz ve rediiktaz tarafindan pargalanabilir ve
bu nedenle sadece canli hiicreler tarafindan bir renk reaksiyonu baslatilabilir [143].
Canliligin1 yitirmis hiicrelerde herhangi bir renk olusmaz [139]. Tetrazolium tuzu bazl
testler (6rn., MTT, MTS, XTT ve WST-1), kanser arastirmalarinda hiicre

proliferasyonunu ve canliligini degerlendirmek i¢in en sik kullanilan testlerdir [144].

2.9.1. MTT testi

Mossman (1983) tarafindan gelistirilen MTT bilesikleri, 6karyotik hiicre zarindan
kolaylikla difiize olabilir ve formazan kristallerine indirgenir. Canli hiicre sayis1 ile dogru
orantili olan formazan miktari, ¢oklu plak okuyucu ile 570 nm absorbansta optik
yogunluk ile dlgiilmektedir [145]. MTT reaktifi (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
2H-tetrazolyum bromdir), dort nitrojen atomu igeren pozitif yiiklii bir dortlii tetrazol halka
cekirdeginden olusan bir mono-tetrazolyum tuzudur. Iki fenil pargasi ve bir tiyazolil
halkas1 igeren ii¢ aromatik halka icerir. MTT'nin azalmasi, ¢ekirdek tetrazol halkasinin
bozulmasima ve formazan adi verilen mor-mavi suda c¢oziinmeyen bir molekiiliin
olusmasina neden olur. MTT reaktifi, muhtemelen pozitif yiikii ve lipofilik yapisi
nedeniyle canli hiicrelerin mitokondriyal i¢ zarinin yani sira hiicre zarindan da gegebilir
ve metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan formazana indirgenir [144,146]. MTT
yontemi tipik olarak hiicrelerin MTT ile inkiibasyonundan birkag saat sonra

gerceklestirilir. Uretilen suda ¢dziinmeyen formazan daha sonra Dimetil siilfoksit
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(DMSO) gibi bir ¢oziicii ile ¢oziiliir. Daha sonra, homojenlestirilmis MTT-formazan
¢Ozeltisinin absorbans ve diger mekanizmalarla 1s1k iletiminin azalmasi, MTT'den
tiiretilen formazanin en fazla absorbe ettigi bir dalga boyunda (yaklasik 570 nm) optik
yogunlugu (OD) agisindan bir mikroplaka okuyucu tarafindan &lgiiliir. Olgiilen OD
degerlerinin, formazan konsantrasyonunun ve dolayisiyla MTT'nin hiicre i¢i azalmasinin
bir temsili oldugu varsayilir. Bu, hiicre proliferasyonunu/canliligini, ilag sitotoksisitesini
ve hiicrelerin mitokondriyal/metabolik aktivitesini 6lgmek icin ortak bir arag olarak
yaklagik kirk yildir MTT testinin uygulanmasinin temeli olmustur [147].
2.10. Nanopartikiiller

Nanoteknolojinin, bilimin ¢esitli alanlarinda nanoyapilar1 ve nanofazlar
uygulayarak biyolojik ve fiziksel bilimlerin 6niindeki engelleri astig1 gosterilmistir [148].
Ozellikle nanotip ve nano bazl ilag dagitim sistemlerinde, bu tiir parcaciklara biiyiik ilgi
gosterilmistir [149, 150]. Nanomalzemeler, biyosensorlerden, mikroakiskanlardan, ilag
dagitimindan ve mikroarray testlerinden doku miihendisligine kadar nanotip sinirlarini
etkileyen, boyutlart 1 ile 100 nm arasinda degisen bir malzeme olarak iyi tanimlanabilir
[151-153]. Nanoparcaciklar atomik veya molekiiler diizeyde tasarlanmig malzemeler
igerdiginden genellikle kiiglik boyutlu nanokiirelerdir [154]. Bu nedenle insan viicudunda
daha biiyiik malzemelere gore daha serbest hareket edebilirler. Nano 6lgekli pargaciklar
benzersiz yapisal, kimyasal, mekanik, manyetik, elektriksel ve biyolojik oOzellikler
sergilerler [155]. Nanotip, tibbi biyoloji ve hastalik énleme ve iyilestirmede nanobilim
bilgi ve tekniklerinin kullanimini uygulayan gelismekte olan bir alandir. Nanorobotlar,
tani, iletim ve duyusal amaglar i¢in nanosensorler ve canli hiicrelerdeki malzemeleri
harekete gecirme gibi nanoboyutlu malzemelerin kullanimini igerirler. Ornegin, kanser
teshisinin hem tedavi hem de goriintiileme yontemlerini birlestiren nanopargacik tabanlt
bir yontem gelistirilmistir [156]. 11k nesil nanopargacik bazli terapi, su anda FDA onayli
olan lipozomlar ve miseller gibi lipid sistemlerini kapsamaktadir [157]. Bu lipozomlar ve
miseller, altin veya manyetik nanopartikiiller gibi inorganik nanopartikiiller igerebilir
[158]. Bu ozellikler, ilag dagitimi, goriintiileme ve terapétik islevler lizerinde durularak
inorganik nanopargaciklarin kullaniminda bir artisa izin verir. Nanoilaglar, absorptif
endositozun tipik alim mekanizmalarin1 sergiledikleri i¢in daha yiiksek oral
biyoyararlanim gosterirler [158].

Nanopartikiiller (NP), boyutlar1 10 ila 1000 nm arasinda degisen nano varliklar
olarak kabul edilmektedirler. Aslinda, daha kiiciik boyutlar1 nedeniyle, ¢ok daha yiiksek
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Ozgiil ylizey alami sunarlar, ¢linkii bir pargacigin toplam yiizey alani, capiyla ters
orantilidir. Ayrica, boyuttaki bu kii¢lilme daha kolay bir yonetim saglar. Nitekim, NP'ler
parenteral uygulama i¢in daha uygundur. Ek olarak, nanoyapilarin farelerin mide-
bagirsak dokusuna alim etkinliginin, 1-10 um araligindaki partikiillerden 15-250 kat daha
yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayrica, NP'ler, temel hiicresel islevleri kontrol eden
varliklarla ayni aralikta boyutlara sahiptir [159-164]

Bir ilag molekiiliiniin belirli organ bolgelerine hedeflenen teslimi, farmasotik
bilimlerdeki en =zorlu arastirma alanlarindan biridir. Lipozomlar, miseller ve
nanopartikiiller gibi kolloidal dagitim sistemleri gelistirerek, ilag dagitimini iyilestirmek
icin yeni siirlar agildi. Nanopartikiiller, 6zel 6zellikleri kiigiik partikiil boyutu, genis
ylizey alani ve yiizey Ozelliklerini degistirme kabiliyeti ile diger dagitim sistemlerine
kiyasla ¢ok sayida avantaja sahiptir [165]. Nanopartikiiller, aktif prensiplerin (ilag veya
biyolojik olarak aktif materyal) ¢6ziindiigii, tutuldugu ve/veya aktif prensibin adsorbe
edildigi veya eklendigi 10 ila 1000 nm (1.0 pm) arasinda degisen kati koloidal
partikiillerdir [166]. Son yillarda, kii¢iik molekiiler agirlikli ilaglarin yani sira proteinler,
peptitler veya genler gibi makromolekiillerin hiicrelere ve dokulara verilmesi i¢in uygun
bir ara¢ sundugu ve bunlari1 enzimatik bozulmaya karsi korudugu i¢in, ila¢ dagitimi igin
nanoteknoloji gelistirmek i¢cin 6nemli ¢abalar sarf edilmistir [167]. Nanopartikiillerin ilag
tagtyict sistemler olarak avantajlart biyolojik olarak parcalanabilmeleri, toksik
olmamalar ve daha kararli olduklari i¢in daha uzun siire saklanabilmeleridir [166]. On
yildan beri katt lipid nanoparcaciklarinin (KLN) lipid emiilsiyonlari, lipozomlar ve
polimerik nanoparcaciklar gibi kolloidal ilag dagitim sistemlerine alternatif ila¢ dagitim
sistemi olarak kullanilmast i¢in denemeler yapilmaktadir. KLN, farkli kolloidal
tastyicilarin avantajlarini birlestirir ve bazi dezavantajlarin1 da ortadan kaldirir. KLLN,
ilaglarin biyoyararlanimim iyilestirmek i¢in kullanilabilir, 6rn. siklosporin A [168] ve

kamptotesin gibi lipofilik ilaglarin siirekli salinimini elde etmek i¢in [169].

2.10.1. Kat1 lipid nanopartikiiller (KLN)

Kat1 lipid nanopartikiiller (KLLN), kati lipidlerden (yani oda sicakliginda ve ayrica
viicut sicakliginda kati olan lipidler) yapilmis ve ylizey aktif maddeler tarafindan stabilize
edilmis parcaciklardir. Tanim olarak, lipidler yiiksek oranda saflastirilmis trigliseritler,
kompleks gliserid karisimlari ve hatta mumlar olabilir. Tk galismalarda 1993 ve 1996
yillarinda yapilmis olup, KLN'nin farkli iiretim yontemlerini icermektedir. Parenteral

uygulama ile ilgili olarak KLNin ana 6zellikleri, mitkemmel fiziksel stabilite, dahil
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edilen kararsiz ilaglarin bozulmadan korunmasi, dahil etme modeline bagli olarak
kontrollii ilag salimmmi (hizli veya siirekli), iyi tolere edilebilirlik ve bolgeye 6zgi
hedeflemedir. Yetersiz yiikleme kapasitesi, depolama sirasinda polimorfik gegis sonrasi
ilag atilim1 ve dispersiyonlarin nispeten yiiksek su igerigi (%70-99.9) gibi potansiyel
dezavantajlar da gozlenmistir. Geleneksel KLN'in ilag¢ ylikleme kapasitesi, ilacin lipid
eriyik i¢indeki ¢oziiniirligl, lipid matrisinin yapist ile sinirlidir. Lipid matrisi 6zellikle
benzer molekiillerden (yani tristearin veya tripalmitin) olusuyorsa, birka¢ kusuru olan
mitkemmel bir kristal olusur. Dahil edilen ilaglar yag asidi zincirleri arasinda, lipid
katmanlar1 arasinda ve ayrica kristal kusurlarinda yer aldigindan, yiiksek diizeyde diizenli
bir kristal kafes, biiylik miktarlarda ilact barindiramaz. Bu nedenle, daha yiiksek ilag
yiiklemesi i¢in daha karmagsik lipidlerin (mono-, di-, trigliseritler, farkli zincir
uzunluklari) kullanilmasi daha mantiklidir. Yiiksek derecede diizenli lipid parcaciklarina

gegcis, ayn1 zamanda ilag atilmasinin nedenidir [170,171].

KLN'nin Avantajlari;

» Akut ve kronik toksisite tehlikesini azaltan biyolojik olarak pargalanabilen
fizyolojik lipidlerin kullanim1 ve iiretim yontemlerinde organik ¢oziiciilerden
kaginilmasi [171],

» Suda az ¢oziiniir molekiillerin iyilestirilmis biyoyararlanimi [172],

> llaclarin bolgeye 6zel teslimi, dermal uygulama yoluyla deriye gelistirilmis ilag
penetrasyonu,

» Biiyiitme imkani,

» Kimyasal olarak kararsiz ajanlarin bagirsaktaki bozulmadan ve hassas
molekiillerin dis ortamdan korunmasi,

» KLN'ler, lipozomlara kiyasla daha iyi stabiliteye sahip olmalari,

» Kararsiz dahil edilmis bilesigin hapsedilmis biyoaktif ve kimyasal {iretiminin
biyoyararlanimini arttirmalart,

» Yiksek konsantrasyonda fonksiyonel bilesik elde edilebilmesi,

» Liyofilizasyonun miimkiin olmasidir [173, 174].

KLN'nin Dezavantajlari
» Zayif ilag yiikleme kapasitesi,
» Depolama sirasinda polimerik gegisten sonra ilag atilmasi

» Dispersiyonlarin nispeten yiiksek su igerigi (%70-99.9) [173, 174]
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Sekil 2.5. Kati bir lipid nanoparcacigimin diyagrami (http-2)
2.10.2. Kat1 Lipid Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

2.10.2.1. Homojenizasyon yéntemi

Kat1 lipid nanoemiilsiyonlarinin {iretimi i¢in kullanilan bu yontem oldukga
giivenilirdir. Siviy1 yiiksek basingla (100-2000 bar) birka¢ mikron araligindaki dar bir
bosluktan iten yiiksek basingli homojenlestirmeyi igerir. Akiskan, 1000 km/saatin
tizerinde ¢ok yiiksek viskozitede ¢ok kisa bir mesafeye hizlanir. Cok yiiksek kesme
gerilimi ve kavitasyon kuvvetleri pargaciklart mikron alti aralifina kadar bozar. Bu
yontem temelde iki genel yaklasim ile yapilir bunlar, sicak homojenizasyon ve soguk
homojenizasyondur.

e Sicak homojenizasyon genellikle lipidin erime noktasinin {izerindeki
sicakliklarda gerceklestirilir. lag yiiklii lipid eriyiginin ve sulu emiilsiyonlastirict
fazin (ayn sicaklik) bir 6n emiilsiyonu, yliksek parcalamali karistirma cihazi ile
elde edilir. Nihai iiriin, sicak emiilsiyonudur ve bu emiilsiyonun sogutulmasi,
lipidin kristallesmesine ve KLN'lerin olusumuna yol agar. Lipid fazinin diisiik
viskozitesi nedeniyle daha yiiksek islem sicakliklarinda daha kiiciik partikiil
boyutlar elde edilir. Ancak yliksek sicaklik, ilacin ve tastyicinin bozunma hizina
yol agar. Homojenizasyon sicakligmin veya dongli sayisinin arttirilmasi,
genellikle pargaciklarin yiiksek kinetik enerjisinden dolay1 pargacik boyutunun
artmasiyla sonuglanir. Genellikle 500-1500 bar basingta 3-5 homojenizasyon
dongiisti kullanilir [170,175].
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¢ Soguk homojenizasyon, sicakliga bagli bozunma problemlerinin, ilacin sulu faza
kaybinin ve sicak homojenizasyon yontemiyle iliskili béliimlemenin iistesinden
gelmek i¢in gelistirilmistir. Nanoemiilsiyonun kristalizasyon asamasinin
karmasikligindan dolay1 lipidin Ongoriillemeyen polimerik gegisleri, birkag
modifikasyon ve/veya siliper sogutulmus eriyiklerle sonuglanir. Burada ilag erimis
lipide dahil edilir ve lipid eriyigi kuru buz veya sivi nitrojen kullanilarak hizla
sogutulur. Kat1 malzeme bir har¢ degirmeni tarafindan 6giitiiliir. Hazirlanan lipid
mikropartikiilleri daha sonra oda sicaklifinda veya altinda soguk bir emiilgator
solisyonunda dagitilir. Homojenizasyon sirasinda lipidin kat1 halini saglamak i¢in
sicaklik etkin  bir sekilde diizenlenmelidir. Bununla birlikte, sicak
homojenlestirme ile karsilastirildiginda, daha biiyilik pargacik boyutlar1 ve daha
genis bir boyut dagilimi, soguk homojenlestirme numunelerinin tipik 6zelligidir
[176].
2.10.2.2. Ultrasonikasyon yéontemi
Ultrasonikasyon veya yiiksek hizli homojenizasyon, KLN'lerin {iretimi i¢in bagka
bir yontemdir. Bu yontemin avantaji, kullanilan ekipmanin laboratuvar 6lgeginde yaygin
olarak bulunmasidir. Bununla birlikte, bu yontem, mikrometre araligina kadar degisen
daha genis boyut dagilimi gibi sorunlardan muzdariptir. Potansiyel metal
kontaminasyonlari, depolama iizerine partikiil bliylimesi gibi fiziksel kararsizliklar bu

teknikle iligkili diger dezavantajlardir [177]

2.10.2.3. Mikroemiilsiyon yontemi

Gasco ve arkadaslar1 (1997), mikroemiilsiyonlarin seyreltmesine dayali olarak
KLN'ler gelistirdiler. Bunlar, tipik olarak stearik asit gibi diisiik erime noktali bir yag
asidi, bir emiilgatér (6rn. 6rnegin biitanol, sodyum monooktilfosfat) ve sudur. Sicak
mikroemiilsiyon, karistirma altinda soguk suda (2-3°C) dagitilir [178]. Sicak
mikroemiilsiyonun soguk suya tipik hacim oranlar1 1:25 ila 1:50 araligindadir. Seyreltme
islemi, mikroemiilsiyonun bilesimi tarafindan kritik bir sekilde belirlenir. KLN
dispersiyonu, graniilasyon islemiyle tabletler ve peletler gibi kati iirlinlere aktarmak i¢in
graniilasyon sivist olarak kullanilabilir, ancak partikiil iceriginin diisiik olmasi
durumunda ¢ok fazla suyun ¢ikarilmasi gerekir. Nanopartikiiller sadece sulu faza (aseton)
cok hizli dagilan solventlerle iiretilirken, daha biiyiik partikiil boyutlar1 daha lipofilik
solventlerle elde edilebilmektedir [179].
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2.10.2.4. Siiperkritik akiskan teknolojisi

Bu yontem KLN'lerin {iretimi i¢in uygulanan yeni bir tekniktir [180]. Bir akiskan,
basinci ve sicaklig ilgili kritik degerlerini astiginda siiper kritik olarak adlandirilir.
Sivinin bilesikleri ¢cozme yetenegi artar. Bu teknoloji, siiperkritik ¢ozeltinin (RESS) hizli
geniglemesi, gazla doymus ¢ozeltiden (PGSS) parcaciklar, aerosol ¢oziicli 6ziitleme
¢oziiclisli (ASES), emiilsiyonlarin siiper kritik siv1 6ziitlenmesi (SFEE) gibi nanopargacik
tiretimi i¢in ¢esitli islemlerden olusur. Bu teknigin avantajlari, siispansiyonlar yerine kuru
toz olarak elde edilen partikiiller olan solventlerin kullanilmasindan kaginmay1 igerir,
hafif basing ve sicaklik kosullar1 gerektirir. Karbondioksit ¢ozeltisi, bu yontem i¢in bir
¢oziici olarak iyi bir se¢imdir [181].
2.10.2.5. Coziicii emiilsifikasyon-difiizyon Yontemi

KLN'ler ayrica solvent emiilsiyonlastirma-difiizyon teknigi ile iiretilebilir.
Ortalama partikiil boyutu, organik fazdaki lipid konsantrasyonuna ve kullanilan
emiilgatore baglidir. Bu teknikle ortalama 30-100 nm ¢apinda pargaciklar elde edilebilir.
Bu teknigin en 6nemli avantaji, hazirlama sirasinda 1sidan kaginmasidir. Burada, lipid
matrisi suyla karismayan organik c¢oziicli i¢inde c¢oziillir, ardindan sulu bir fazda
emiilsifikasyon yapilir. Coziicii, indirgenmis basing altinda buharlastirilarak lipidin sulu
ortamda ¢okeltilmesiyle olusturulan nanoparcaciklarin dagilmasiyla sonuglanir [182,
183].
2.10.2.6. Piiskiirtmeyle kurutma yontemi

Sulu bir KLN dispersiyonunu bir ilag {irlinliine doniistiirmek i¢in liyofilizasyona
alternatif bir tekniktir. Bu, liyofilizasyondan daha uygun maliyetli bir yontemdir ve erime
noktas1 >70°C olan lipidin kullanilmasiyla yapilabilir. Bu yontem, yiiksek sicaklik kesme
kuvvetleri ve partikiiliin kismen erimesi nedeniyle partikiil agregasyonuna neden olur.
Freitas ve Mullera'ya (1998) gore en iyi sonuglar, suda trehaloz ¢ozeltisinde %1'lik KLN
konsantrasyonu veya etanol-su karisimlarinda %10 trehaloz (10/90 v/v) ile elde edildi
[184].
2.10.2.7. Solvent enjeksiyon yéntemi

Burada kat1 lipid, suyla karisabilen bir ¢6ziicli iginde ¢oziiliir. Lipid ¢dziicii
karisimi, stirfaktanli veya stirfaktansiz karistirilan sulu faza enjekte edilir. Son olarak,
dispersiyon fazla lipidi ¢ikarmak i¢in siiziiliir. Sulu faz i¢indeki emiilsiyon, enjeksiyon
bolgesinde lipid damlaciklar tiretmeye ve solvent diflizyonu tamamlanana kadar

KLN'leri stabilize etmeye yardimci olur [185]. Mishra vd., (2010), deri alt1 yoldan
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asilama icin Hepatit B yiizey antijeninin verilmesi i¢in Solvent enjeksiyon yontemini
kullanarak KL N'leri hazirlamis ve degerlendirmistir [186].
2.10.3. Kat1 Lipid Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Biyofiziksel ozelliklerin biyolojik aktiviteyi, biyolojik dagilimi ve toksisiteyi
etkiledigi bilindiginden, morfolojik 6zellikler gibi partikiil 6zelliklerinin kantitatif analizi
cok bilgilendirici olabilmektedir. Katmanlilik, boyut, sekil ve polidispersite gibi
nanopargacik ozelliklerini degerlendirmek i¢in siklikla ¢esitli teknikler kullanilir [187].
Kalite kontrolii i¢in kati lipid nanoparcaciklarinin yeterli ve uygun karakterizasyonu
gereklidir. Bununla birlikte, kati lipid nanopartikiillerinin karakterizasyonu, partikiillerin
kolloidal boyutu ve dagitim sisteminin karmagiklig1 ve dinamik dogasi nedeniyle ciddi
bir zorluktur. Lipid nanopartikiiller i¢in degerlendirilmesi gereken dnemli parametreler
sunlardir; partikiil boyutu, boyut dagilim kinetigi (zeta potansiyeli), kristallik derecesi ve
lipid modifikasyonu (polimorfizm), ek kolloidal yapilarin (misel, lipozom, siiper
sogutulmus eriyikler, ila¢ nanopartikiilleri) bir arada bulunmasi ve dagitim siire¢lerinin
zaman Olgegi, ilag igerigi (kapsiilleme verimliligi ve yiikleme kapasitesi), in vitro ilag
salim1 ve ylizey morfolojisi. Parcacik boyutu ve boyut dagilimi, dinamik 11k sa¢ilimi
(DLS), statik 1s1k sa¢ilimi (SLS), transmisyon elektron mikroskobu (TEM), taramali
elektron mikroskobu (SEM), atomik kuvvet mikroskobu olarak da bilinen foton
korelasyon spektroskopisi (PCS) kullanilarak incelenebilir. (AFM), taramali tlinelleme
mikroskopisi (STM), donma kirilma elektron mikroskobu (FFEM) veya kriyoelektron
mikroskobu (Cryo-EM). Bu mikroskopi teknikleri, nanopargaciklarin morfolojisini
incelemek icin de kullanilir. Goriintiileme teknikleri arasinda AFM, nanoparcaciklar
tizerinde boyut, sekil ve ylizey morfolojik bilgilerini elde etmek icin yaygin olarak
uygulanmaktadir. 0.01 nm'ye kadar yiizey detaylarini ¢dzebilir ve numunenin kontrastl
ve li¢ boyutlu bir goriintiisiinii tretebilir. X 1sm1 kirmmimi ve diferansiyel taramali
kalorimetrik analiz, nanopargaciklardaki kristal durum ve polimorfik degisiklikler
hakkinda bilgi verir. Konfokal lazer tarama mikroskobu (KLTM), nanopartikiillerin
hiicrelerle etkilesimi hakkinda bilgi verir. Niikleer manyetik rezonans (NMR),
nanoparg¢aciklarin hem boyutunu hem de niteliksel yapisini belirlemek i¢in kullanilabilir.
Kimyasal kaymanin sagladigi segicilik, nanopargacik igindeki bilesenlerin
fizikokimyasal durumu hakkinda bilgi saglamak i¢in molekiiler hareketlilige duyarlilig
tamamlar. Lipid nanopargaciklari i¢in dnemli bir karakterizasyon teknigi, kat1 hal

ozelliklerinin belirlenmesidir. Bu, lipid nanopargaciklarina veya lipid matrisine dahil
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edilen ilacin fizikokimyasal Ozelliklerindeki olas1 degisiklikleri saptamak i¢in ¢ok
onemlidir. Pargaciklarin kristal ham maddelerden iiretilmesine ragmen, emiilgatorlerin
mevcudiyeti, hazirlama yontemi ve karsilasilan yiiksek basing (6rnegin HPH), dokme
malzemelere kiyasla matris bilesenlerinin  kristalliklerinde degisikliklere neden
olabilecegi kanitlanmistir. Bu, sivi, amorf veya sadece kismen Kristalize metastabil
sistemlere yol agabilir [188]. Polimorfik doniistimler, aktif ve yardimci maddelerde
kimyasal ve fiziksel degisikliklere (6rn. sekil, ¢oziiniirliik, erime noktasi) neden olabilir.
Lipid nanopargaciklarimin kati hal analizi genellikle: X-ray kirinimi, sicak asama
mikroskopisi, Raman spektroskopisi ve Fourier-doniisiimlii kiziltesi spektroskopisi
[189].

36



3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

3.1.1. MCF-7 ve 4T1 hiicreleri

American Type Culture Collection’dan (ATCC) MCF-7 insan meme kanseri hiicre
hatt1 elde edilmistir. American Type Culture Collection kodu HTB-22 olan MCF-7
hiicreleri, ATCC’nin mevcut protokolii dogrultusunda ¢ogaltilarak -196°C’de siv1 azot

tankinda stoklanmustir.

American Type Culture Collection’dan (ATCC) 4T1 fare meme kanseri hiicre hatti
almmistir. ATCC stok numarast CRL-2539 olan 4T1 hiicreleri ATCC’nin protokolii goz

Oniine alinarak ¢ogaltilmis ve -196°C’de siv1 azot tankinda stoklanmuistir.

3.1.2. Kullamlan kimyasallar ve sarf malzemeleri

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

Dimetil siilfoksit (DMSO),

Aktl (B-1): sc-5298 (Santa
Cruz),

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difenil-2H-tetrazolyum bromiir)

GAPDH (6C5): sc-32233

(Santa Cruz),

Roswell Park Memorial Institute medium
(RPMI)

Bcl-2 (C-2): sc-7382 (Santa
Cruz),

Fetal Bovine Serum (FBS)

B-Actin
(Santa Cruz),

(C4): sc-47778

Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10000
U/mL penisilin, 10mg/mL streptomisin)

PARP-1 (B-10): sc-74470
(Santa Cruz),

Tripsin-Etilendiaminotetraasetik asit

(Tripsin/EDTA)

Kryotiip

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS) (Sigma)

Seliiloz membran diyaliz

tiipti (Sigma-Aldrich)

Osmium tetraoksit

Steril falkon tiipler (15 ve 50
mL) (TPP, Isvigre)

Glutaraldehit

Yuvarlak lamel (Biolab)
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Tablo 3.1. (Devam) Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

Propilen oksit Steril tek  kullanimhk
filtreler (0,22 mikron ¢apinda)
Uranil asetat Bakir grid (EMS)
Kursun sitrat (Electron Microscopy Enjektorler (10, 20 ve 50 mL
Science) hacimlerinde),
96, 12 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP, Pastor pipetler
Isvigre)
25 ve 75 cm2’lik flask (TPP, Isvicre) The Muse™ MitoPotential
Kit (BD, Pharmingen, USA)
Cam pipetler (1, 2, 5 ve 10 mL The Muse™ Cell Cycle Kit
hacimlerinde) (BD, Pharmingen, USA)
The Muse™ Annexin V apoptosis | RT2 First Strand Kit; RT2 Profiler
detection kit (BD, Pharmingen, USA) PCR Arrays (Qiagen)
Araldit
3.2. Metod

3.2.1. Kati lipid nanopartikiil sentezi ve karakterizasyonu

3.2.1.1. Kan lipid nanopartikiil sentezi

D-e-MAPP yiiklii kati1 lipid nanopartikiilleri (KLN) sentezlemek icin sicak
homojenizasyon metodu uygulanmistir. Kati lipid nanopartikiillerin elde edilmesi i¢in %3
lipit (compritol), %5 D-e-MAPP ve %1 oraninda Tween-80 maddeleri karistirilarak
kullanilmistir. 11k olarak lipidin 80°C’de erimesi saglanarak, D-e-MAPP ve sonrasinda
Tween-80 eklenerek ultraturaks ile 20.500 rpm’de 60 saniye karistirilarak D-e-MAPP
yuklii kati lipid nanopartikiil formiilasyonuna ulasilmistir. Bos kati lipid nanopartikiillerin
elde edilmesinde ayn1 yontem kullanilmistir fakat D-e-MAPP eklenmemistir. Elde edilen
karigimlar sogutulduktan sonra ve 0.25um’lik filtrelerden gegirilip sonra kullanima hazir

hale getirilmistir [170, 190].

3.2.1.2. Partikiil boyutu ve zeta potansiyel él¢iimii
Zetasizer Nano Series (Nano-ZS) (Malvern Insturuments, Ingiltere) cihazi
kullanilarak D-e-MAPP yiikli kati lipid nanopartikiiliin zeta potansiyel ve elektriksel
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iletkenlik dlgiimleri yapilmistir. Olgiim sirasinda kati lipid nanopartikiiller sodyumkloriir
ile iletkenligi 50uS’ye ayarlanmistir daha sonra distile suda seyreltilerek siispanse
edildikten sonra kiivete konularak cihaz okuma bdlgesine yerlestirilmistir. Olciimler
yapilirken cihazin sicakligi 25°C ve 151k sagilim agis1 90° olacak sekilde diizenlenmistir.
Her 6l¢iim {i¢ tekrar olacak sekilde yapilmis ve elde edilen degerlerin ortalamasi

almmstir [170, 191]

3.2.1.3. Kat1 lipid nanopartikiillerin morfolojik incelenmesi

Elde edilen kat1 lipid nanopartikiillerin yilizey morfolojisini incelemek amaciyla D-
e-MAPP ve D-e-MAPP yiiklii KLN taramali elektron mikroskobu kullanilarak (SEM)
boyutlarinin 6l¢timleri gergeklestirilmistir. Bu 6l¢iim sirasinda D-e-MAPP ve D-e-MAPP
yiiklii KLN’den birer damla alinarak karbon bant yapistirilan 6rnek tutucu (Stub)’lara
damlatilmistir. Daha sonra desikatérde kurumasi amaciyla bekletilmistir. Ornekler
kuruduktan sonra 1 dakika boyunca altin ile kaplama islemi gerceklestirilmistir. Daha
sonra SEM (Zeiss UltraPlus) 6rnek aparatina yerlestirilip morfolojik yapilar1 ve boyutlari

goriintilenmistir [191].

3.2.2. MCF-7 ve 4T1 Hiicrelerinin Cogaltilmasi

MCEF-7 ve 4T1 hiicreleri stok halinde oldugu siv1 azot tankindan ¢ikarildiktan sonra
hiicre igerigi eritilip %10 serum (Fetal Bovine Serum/FBS) iceren RPMI-1640 besi yeri
eklenen falkon tiip icerisine almmistir ve 1200 rpm’ da 10 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrast tlip i¢erisindeki slipernatant kismi1 uzaklastirildiktan sonra, hiicreler yeni
besi yeri ortamindaki kiiltiir flasklarina alinmistir ve 37°C’de, %5 CO2 ve uygun nem
standartlarina sahip etiivde inkiibe edilmistir. Bu yontemle cogalmasi saglanan hiicreler
7. pasajdan sonra deneylerde kullanima hazir hale gelmistir. Deneylerde kullanilan kanser

hiicrelerinin flask tabanini %85 oraninda kaplamis olmasina dikkat edilmistir.

3.2.3. MTT sitotoksisite testi

Insan meme kanseri hiicre hatt1 olan MCF-7 hiicreleri MTT sitotoksisite testi igin
96 kuyucuklu plakalara, her kuyuya 5x10° hiicre gelecek sekilde ekilmistir. 96°lh
plakalara ekilen hiicreler 37°C’de ve %5 karbondioksitli etiivde kuyulara yapismalari igin
inkiibasyona birakilmistir. Tez kapsaminda kullanilan D-e-MAPP ve D-e-MAPP yiikli
KLN formiilasyonu 3.125-100 uM konsantrasyon araliginda seri diliisyon yapilarak 24,
48 ve 72 saat olacak sekilde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklara

MTT boyasi (Smg/mL) 20 pL olacak sekilde eklenmistir. Daha sonra 37°C’de 4 saat daha
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inkiibasyon siiresi beklenmistir. Inkiibasyon sonucunda plakada bulunan her kuyucuk
igerisindeki sivi kisim bosaltilarak 200 L. DMSO ilave edilip ELx808-IU (Bio-Tek,
USA) plaka okuyucusunda 570 nm dalga boyunda okuma gerceklestirilmistir. Kontrol
grubu olarak D-e-MAPP ve D-e-MAPP yiikli KLN formiilasyonu uygulanmayan
hiicreler kabul edilmistir. Canlilik degerleri hesaplanirken her doz i¢in kontrol grubuna
gore hesaplama yapilmistir. Uygulanan D-e-MAPP ve D-e-MAPP yiiklii kat1 lipit nano
partikiillerin MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri tizerindeki ICso konsantrasyonu elde
edilen canlilik degerleri kullanilarak GraphPad 8.0 programi ile hesaplanmigtir. Ayni
islem bos nano partikiiller ile de tekrar edilmistir [192].

3.2.4. Hiicrelerdeki morfolojik degisikliklerin konfokal mikroskopi ile belirlenmesi

D-e-MAPP, D-e-MAPP yiiklii KLN formiilasyonun MCF-7 insan meme kanseri
hiicreleri iizerinde neden oldugu morfolojik degisiklikler konfokal mikroskopi yontemi
ile incelenmistir. Konfokal mikroskopta incelenmek {izere MCF-7 hiicrelerinin hazirlik
asamasinda ilk olarak kuyu basina 3x10° hiicre yogunlugunda 6 kuyucuklu plakalarda
inklibasyon yapilmis olan hiicreler D-e-MAPP ve D-e-MAPP yikli KLN
formiilasyonunun 1Csp konsantrasyonlari ile 24 saat siiresince bekletilmistir. 24 saatlik
inkiibasyon sonunda besi yeri atilmig, hiicreler PBS ile yikanarak glutaraldehitte
fiksasyon islemi yapilmistir. Fiksasyon sonrasinda tekrar PBS ile yikanan hiicreler
falloidin ve akridin oranj boyalar1 ile boyanmistir. Boyama islemi yapilan hiicrelerde
meydana gelen morfolojik farkliliklar konfokal mikroskopta (Leica TCS-SP5 1) Leica

Confocal Software Version 2.00 yazilimi ile gériintiileme yapilmistir [193].

3.2.5. Hiicrelerdeki ince yapisal degisikliklerin gecirimli elektron mikroskobu ile
goriintillenmesi

Gegirimli elektron mikroskobunda (TEM) D-e-MAPP ve D-e-MAPP yiikli KLN
formiilasyonunun MCF-7 hiicreleri iizerindeki ince yapisal degisiklikleri incelemek
amactyla 1x10%/mL hacmindeki MCF-7 hiicreleri her grup igin 3 tekrarhi sekilde flasklara
ekilerek, 24 saat boyunca CO2’li etiiv igerisinde inkiibe edilmistir. MTT testi sonucunda
elde edilen 1Cso konsantrasyonlart MCF-7 ekilen flasklara uygulanarak 24 saat etiiv
icerisinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda MCF-7 hiicreleri doku takibine
alindiktan sonra 18 saat boyunca +4°C’de glutaraldehit iginde fiksasyon iglemi
yapilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda tampon ile yikanan hiicrelere osmiyum

tetraoksit ile ikincil fiksasyon uygulamasi yapilmistir. Daha sonra hiicreler %50, %70,
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%90, %96 ve absoliit etil alkol ile alkol serisinde dehidrasyon islemi yapilmustir.
Dehidrasyonu yapilan hiicreler propilen oksit ile seffaflagtirilip ve resine alistirilmigtir.
Daha sonra resin ile bloklanip, 60°C’de etiivde 48 saat siiresince polimerizasyonu
yapilmistir. Traglanmaya hazir hale getirilen bloklardan 80-100 nm’lik ince kesitler
halinde elde edilmistir. Elde edilen kesitler bakir gridlere alinip, kursun sitrat ve uranil
asetatta boyandiktan sonra TEM’de 120 KV’de (Biotwin FEI, USA) goriintiileri elde
edilmistir [194].

3.2.6. Akis sitometrisi yontemi

3.2.6.1. Akus sitometrisinde anneksin V-FITC boyama teknigi ile apoptoz tayini

Flow sitometrisinde anneksin-V FITC deneyi i¢in ilk olarak MCF-7 hiicreleri 6
kuyucuklu plaklarda her kuyuda 5x10° hiicre yogunlugunda ekilmistir ve 24 saat
stiresince, 37°C’de, %5 karbon dioksitli etiiv igerisinde ¢ogaltilmistir. 24 saatlik siire
neticesinde MCF-7 hiicreleri D-e-MAPP, D-e-MAPP yiiklii KLN ve bos KLN formunun
ICso degerleri ile 24 saat siiresince inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonucunda hiicreler tripsinize edilerek kaldirilip, 2 defa PBS ile santrifiijlenip yikanmasi
saglanmistir. Hiicreler yikandiktan sonra 1 mL igerisindeki sayisi hesaplanmistir. Akis
sitometri tiipiine 100 pL hiicre 6rnegi ve 100 pL anneksin eklenip oda sicakliginda
karanlik ortamda 15 dakika bekletildikten sonra hiicre analiz cihazinda (Muse™ Cell

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

3.2.6.2. Akus sitometrisinde hiicre dongiisii etkilerinin arastirilmasi

Tez kapsaminda kullanilan MCF-7 hiicrelerine (5x10°) D-e-MAPP ve D-e-MAPP
nanopartikiillerin 1Cso konsantrasyonlart 24 saat boyunca uygulanmigtir. Uygulama
yapilan MCF-7 hiicreleri tiiplerde ayr1 ayr toplandiktan sonra 1300 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendikten sonra slipernatant1 atilmistir. Tripsinli tampon soliisyonundan 250 uL
her tlip lizerine ilave edilerek hafifce karistirilip ortam sicaklhiginda 10 dakika
bekletilmistir. Siire sonunda her tiipe RNaz tamponu 200uL eklenmistir, ortam
sicakliginda 10 dakika inkiibasyonu yapilmistir. Her tiipe 200uL PI boya soliisyonundan
ilave edilerek karistirilmasi saglanip ve +4°C karanlik ortamda ve buz lizerinde 10 dakika
inkiibasyon islemi yapilmistir. Hiicre ornekleri akis sitometri (Muse™ Cell Analyzer
(Merck, Millipore, Hayward, California, USA) cihazinda okuma yapilmadan 6nce 50 um

lik filtreden gegirilmistir ve analiz edilmistir.
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3.2.6.3. Akus sitometrisinde mitokondri zar potansiyeli degisikliklerinin incelenmesi
Mitokondri, hiicresel enerji dengesini koruyan énemli bir organeldir. Mitokondri
serbest radikallerin birincil liretim yeridir ve apoptoz gibi hiicre 6liim siireglerinin de kilit
diizenleyicilerini icermektedir. Mitokondriyal membran potansiyel degisiklikleri
apoptoz, nekroz ve kaspazdan bagimsiz hiicre 6liim siire¢lerinde rol oynamaktadir.
Mitokondri zar potansiyeli 6lgme deneyi Muse™ MitoPotential Kit prosediiriine gore

asagidaki sekilde yapilmistir;

Calisilan yonteme gore MitoPotential Boyasi 1:1000'1 1X Test Tamponu ile
seyreltilerek Muse™ MitoPotential ¢alisma soliisyonunu hazirlanmigtir. Muse ™
MitoPotential soliisyonu ile inkiibasyon i¢in tiim deney gruplarina ait hiicreler tripsin ile
kaldirilip santrifiijlenip ve besiyeri ile slispanse edildikten sonra deneye hazir hale
gelmistir.  Hiicre o6rneginden alinan 100 pL siispansiyon iizerine 95 puL Muse™
MitoPotential ¢alisma soliisyonu eklenmistir. Daha sonra 20 dk 37°C de inkiibasyon
edilmistir. inkiibasyondan sonra Muse™ 7-AAD soliisyonundan 5 pL eklenmistir. Oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edilen hiicre ornekleri karistirarak Muse™ Cell Analyzer

cithazinda mitokondriyal membran potansiyeli analiz progaminda analiz edilmistir.

3.2.7. In vitro etkin madde salim

Tez calismasi boyunca deneylerde kullanilan seramidaz inhibitérii D-e-MAPP ve
D-e-MAPP nanopartikiil formunun in vitro sartlarda salim deneyi diyaliz membran
yontemi ile yapilmistir. Kullanilan molekiiller diyaliz membranlarina (Dialysis tubing
cellulose membrane, avg. flat width 10 mm (0.4 in.), MWCO: 14000 Da, Sigma-Aldrich,
USA) yerlestirilmis ve pH 5.5 ¢dziinme ortamia konulmustur. Ornekler su banyosuna
yerlestirilmis ve ortam sicakligi 37°C’de sabit tutulmustur. Deney boyunca 6lgiim
yapmak i¢in belirli zaman siirelerinde 2 mL 6rnek alinmistir. ELISA okuyucuda (HTX
Synergy, BioTek, USA) alinan Ornekler belirlenen dalga boyunda analiz edilmistir.
Olgiimlere baslamadan 6nce kullanilan D-e-MAPP ve D-e-MAPP nanopartikiil formunun
dalga boyunu tespit etmek i¢in spektrofotometrede 100-900 nm dalga boyunda genis bir
aralikta okuma yapilarak bu maddelerin dalga boylar1 tespit edilmistir. Daha sonra
hesaplamalar1 yapabilmek icin y=mx+n ve R? degerini verecek olan dogru grafigi elde
edilmistir. Bu grafigi bulmak icin baslangic konsatrasyonundan baslayarak yariya
seyreltme yoluyla her seyreltmede Ol¢lim alinarak denklem elde edilerek grafik

olusturulmustur. Deney i¢in pH 5.5 tampon ¢o6zeltisi hazirlanmistir ve kullanilacak olan
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membran 1 gece dnceden %70’lik alkolde bekletilmistir. Bekleme siiresinden sonra 18
cm boyutunda membran kesilerek alt kisminda baglanmis ve sizdirmaz hale geldiginden
emin olunduktan sonra i¢ine 2 ml deney ¢6zeltisinden eklenmistir ve agzi kapatilmistir.
Hazirlanan membran pH:5.5 olan tampon igerisine konularak +37°C’lik su banyosuna
almmustir. i1k olarak 0.saat dl¢iimii spektrofotometre cihazinda yapilmistir. Daha sonra
belirli araliklarla tampondan &rnek aliarak dlgiim yapilmistir. Olgiim igin alinan miktar
tekrar ilave edilerek tampon miktar1 sabit tutulmustur. Daha sonra okunan absorbans
degerleri y=mx+n formiiliinde x yerine konur ve her 6l¢iim saati i¢in salinim miktari

bulunur [195].

3.2.8. Real Time RT-PCR, gen ekspresyonu analizi

3.2.8.1. RNA izolasyonu basamag

RNA isolation NucleoSpin RNA (MACHEREY-NAGEL) kiti ile yapilmistir. Su
basamaklar igerir; ilk olarak D-e-MAPP ve D-e-MAPP nanopartikiil formunun ICso
degerleri uygulanan MCF-7 hiicreleri 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
hiicreler flask ortamindan 5x10° yogunlukta olacak sekilde toplanmus santrifiij edilmis ve
elde edilen pellet kisimlari ile deneyler gergeklestirilmistir. Tiim islemler buz iizerinde
yapilmistir. Hiicre liziz basamagi bu islemde kitin i¢inden ¢ikan RA1 soliisyonundan
3500 pl tizerine 35 pl Betamerkapto etanol eklenir ve bu karisimdan her 6rnegin pelleti
iizerine 350 pl eklenmistir. Bu islemde pellet jel kivamina gelene kadar pipetaj
yapilmistir. Daha sonra 11.000 g de 1dk +4°C’de santrifiij islemi yapilir santrifiij sonunda
tist kistmda ki tiip atilmistir. Her tiipe 350 pl %70 lik etanol eklenmis ve ornekler kitin
i¢cinden ¢ikan mavi renkli tiiplere aktarilir. Sonra 30 sn 11.000 g de santrifiij islemi yapilir
ve bu basamaktan sonra hep alttaki sivi kismi atilir iistte kalan tiiple devam edilmistir.
Her tiipe 350ul kitin iginden ¢ikan MDB soliisyonundan eklenir ve 1 dk 11.000 g de
santrifiij islemi yapilmistir. Her tiipe 95ul rDNase eklenmis ve 15 dk oda sicakliginda
bekletilmistir. Daha sonra attaki siv1 atilir her 6rnek tizerine RAW?2 soliisyonundan 200ul
eklenir 30 sn 11.000 g de santrifiij islemi yapilmistir. Sonra attaki sivi atilir her 6rnek
tizerine RAW3 soliisyonundan 600 pl eklenir 30 sn 11.000 g de santrifiij islemi
yapilmistir ve islem 2 kez tekrarlanmistir. Son basamakta her 6rnege 45 ul RNase-free
dH20 eklenir ve 11.000 g de 5dk santrifiij islemi yapilmistir. En sonunda altta kalan sivi
RNA olarak elde edilmistir. Elde edilen RNA’lar agaroz jelde kontrol edilerek oérnekler
etiketlenip RNA -80°C kaldirilir.

43



3.2.8.2. cDNA’ya Cevirme basamagt

Bu asamada High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems™) Kit kullanilmistir. Deney siireci boyunca buz iizerinde calisilmistir. i1k
olarak elde edilen RNA’lar agaroz jelde kontrol edilmistir. Daha sonra kitin prosediiriine

gore asagidaki 1 ve 2 numarali karisimlar hazirlanmigtir.

1. Sul RNA
2ul Buffer GE
3ul Nucleas-Free Water
Toplam 10ul olacak ve tiipte baloncuk olmayacak ve tiipler 42 °C’de 8
dk bekletilir.
2. 4pl 5x Buffer BC3
1ul Control P2
2ul Reverse Mix Enzim
3ul Nucleas-Free Water
Toplam 10pl olacak sekilde hazirlanmistir.

Daha sonra 1 ve 2 de hazirlanan karisim birlestirilmis ve 37°C’de 60 dk 95°C’de 5
dk olacak sekilde dongii hazirlanarak PCR cihazinda RNA’lar cDNA doniistliriilmiistiir.
PCR dan sonra her 6rnek tlizerine 91ul dH20 eklenerek -20 °C kaldirilmastir.

3.2.8.3. RT2 Profiler PCR Array ile Apoptoz ile iliskili genlerin ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesi

Hiicrelerden izole edilen RNA’lar ters transkripsiyon ile cDNA’ya cevrilmis ve
cDNA'’lar Real-Time PCR i¢in kalip olarak kullanilmistir. RT? Profiler PCR Array (96-
Well Format and 384-Well [4 x 96] Format, QIAGEN) kiti kullanilarak Real-time PCR
gerceklestirilmistir.

Real-time PCR ig¢in;

Tablo 3.2. PCR mix karisumi

2X RT?SYBR Green Mix 1350 pl
cDNA 102 pl
Nucleas-Free Water 1248 pul
Toplam 2700 pl
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Toplam hacim kuyu basina 21 pL olacak sekilde reksiyon karisimi 96’lik well
plakaya yerlestirilmistir. 96’lik well plaka {izeri seal ile kapatilmistir. Daha sonra plate
cihaza yerlestirilerek asagidaki protokole gore reaksiyon gergeklestirilmistir. Daha sonra

cihazda export meniisiinden veriler pc ye kaydedilmistir.

Tablo 3.3. Real Time PCR dongii asamalart.

| i
i 1
= 95°C de 0.15sn 95°C"de 0.5sn :
: Baslangig :
| i
@ 60°Cde 1dk | 65°C°de 0,05 sn i
| 2 ~ I
| i
| i
i i
| i
i 1
i I

39 tekrar

3.2.9. Hiicre hatlarinda invazyonun belirlenmesi

D-e-MAPP ve D-e-MAPP nanopartikiill formunun MCF-7 hiicreleri tizerindeki
invazyon analizleri Corning Transwell plateler (Corning) kullanilarak yapilmistir.
Transwell chamberlarin membrant 75 pl, matrijel (2 mg/ml, Sigma) ile kaplanarak ve
37°C’de 2 saat inkiibe edilmistir. RPMI (%10 FBS) biiyiime ortaminda biiytitiilen MCF-
7 hiicreleri tripsin ile toplandiktan sonra, FBS icermeyen RPMI igersinde 1x10%ml hiicre
olacak sekilde hiicre siispansiyonu hazirlanmistir. Matrijel ile kapl transwell chamber
sisteminin Uist kismina (chamber) her hiicre hatt1 icin 200 pl hiicre siispansiyonu, alt
kismina (chamber) ise 600 pl %10 FBS iceren RPMI biiyiime ortami eklenmistir. Kontrol
grubu icin list kisma sadece 200 pl hiicre slispansiyonu alt kisma ise 600 pl %10 FBS
iceren RPMI biiylime ortami1 eklenerek her hiire hattt i¢in bir kontrol sistemi
hazirlanmistir. Transwell chamber sistemleri 24 saat karbondioksit inkiibatoriinde (37°C,
%5 COz2) inkiibe edilmistir. Daha sonra chamber’in iist kisminda invazyon olmayan
hiicreler ve matrijel bir pamuk kiirdan yardimi ile uzaklastirilmistir. Membranimn alt
kisminda invazyon yapan hiicreler PBS ile yikanip %4’liikk paraformaldehid ile fikse
edilmistir. Daha sonra giemsa ile 1 dakika boyanmistir. Mikroskop altinda invazyon
yapan hiicrelerin sayisint bulmak i¢in membran {izerinde 8 farkli alan (200x) sayilmis ve

invazyon orani hesaplanmistir [196].

3.2.10. Soft agar koloni deneyi
Koloni formasyon deneyi i¢in 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilen MCF-7
hiicreleri D-e-MAPP ve D-e-MAPP nanopartikiil formunun uygulanmasinin ardindan 15

giin boyunca %5 COz iceren nemli 37°C’de inkiibe edilmistir. Her 3 giinde bir besiyeri
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degistirilmis ve mikroskop altinda incelenmistir. Her bir koloninin minimum 50 hiicreye
ulagmasi ve birbirlerine yakin temasta bulunmamalar1 géz oniinde bulundurularak deney
15. giiniinde durdurulmustur. Hiicrelerin bulundugu ortamdaki besiyeri ortamdan
uzaklastirilmistir. Daha sonra hiicreler 1X PBS ile yikanmis ve bu islem 3 kez tekrar
edilmistir. Akabinde kristal violet ile oda sicakliginda inkiibe edilerek hiicrelerin
boyanmasi saglanmistir. Boyama igleminden sonra kuyucuklar distile su ile dikkatli bir
sekilde yikanip koloniler mikroskop altinda sayilmistir. Minimum 50 hiicreden olusan

gruplar koloni olarak kabul edilmistir [197].

3.2.11. Yara iyilesmesi (Scratch testi)

MCF-7 hiicrelerinin gocii, bir yara iyilesme yontemi kullanilarak incelenmistir.
Bu yontemde %10 FBS igeren RPMI igindeki MCF-7 hiicreleri (1x10° hiicre/ mL), alt1
kuyucuklu plakanin her kuyucuguna ekilmis ve 37°C ve %5 CO2’de inkiibe edilmistir.
MCEF-7 hiicreleri kuyucukta tam tabaka olusturduktan sonra, D-e-MAPP ve D-e-MAPP
nanopartikiil formu uygulanmistir. Daha sonra steril bir pipet ucu ile yatay olarak her bir
kuyucukta bir ¢izik olusturulmustur. Hiicresel artiklar, PBS ile yikanarak
uzaklastirllmistir. Sonrasinda yara olusturulan kisim, mikroskopta incelenerek 0. saat
olarak goriintiisii kaydedilmistir. Olusturulan yaranin 6., 12. ve 24. saat degisimleri 151k

mikroskopunda incelenerek goriintiilenmistir [198]

3.2.12. Western Blotlama

Protein izolasyonu siiresince buz kaliplar lizerinde ¢alismistir. Tamamen yiizeyi
kaplamis olan hiicrelerden olusan flasklar ilk 6nce 10 ml soguk 1X-DPBS ile yikama
islemi yapilmistir. Sonra DPBS uzaklastirilmis ve her flaska 500 ul RIPA buffer + 1 pl
(ImM) PMSF inhibitorii eklenmistir. Sonra flaskin igindeki tiim hiicreler tamamen
kazima islemi yapilarak alinmis ve bir ependorfe aktarilmigtir. Daha sonra ependorf
yaklasik 1 dk vortex yapildiktan sonra buz i¢inde 5 dk bekletilmistir ve bu islem 3 defa
tekrar edilmistir. Vortex isleminden sonra ependorflar 14.000 RPM’de 10 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij isleminden sona slipernatant bir ependorfa alinmis ve proteinler elde
edilmistir. Deney anindan kullanimi1 kolay olmas1 i¢im elde edilen tiim proteinleri 100er
ml olacak sekilde alilkotlar halinde bélerek -80°C saklanmistir. Elde edilen proteinlerin
tayin islemi Bradford Reagent kitine gore yapilmigstir.

Western blot i¢cin 2 adet %12,5’luk SDS jel kullanilmistir. Jellere ornekler

yiiklenmeden once lizerlerine yiirlitme tamponu eklenip 120V 15 dk yiirlitme islemi
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yapilmigtir. Tim 6rnekler laemmli buffer eklenerek 95°C de 10 dk denetiire edildikten
sonra 2 jele de esit miktarda yiiklenmistir. SDS jel iizerine yiiriitme tamponu eklenerek
ornekler 6nce 70V da 10 dk ardindan 100-120 V arasinda jel bitene kadar yiirtitilmiistiir.
Daha sonra jellerden bir tanesi kontrol amagh olarak coomassie brilliant blue ile 10 dk
boyanmis ve destaining buffer ile yikanmistir. Bu islem western blot dncesi kontrol
amagli yapilmistir. Proteinlerin jelden PVDF membrana transferi i¢in Semi-dry yontemi
kullanilmistir. Bu yontemde Jelin yiiriimesinin bitmesine 10 dk kalak blotlama kagitlar
transfer buffer icine alinip 1slatilmistir. PVDF membran 6nce metanolde (%100°lik) 5 dk
sonra transfer bufferde 5 dk islatilmigtir. Daha sonra Jel yiirlitme islemi bittikten sonra
saf su i¢ine alinmigtir. Sonra en altta 3 adet blot kagidi onlarin {istinde PVDF membran
onunda {istiinde Jel en iistte de 3 adet blot kdgidi olacak sekilde siralama yapilmis ve
blotlama cihazinda ve 60 dk 100V da blotlama islemi yapilmistir. Transfer islemi
sonrasinda PVDF membran ponceau S boyasi ile boyanmis ve transferin saglikli bir
sekilde gerceklesip gergeklesmedigi kontrol edilmistir. Transfer isleminin ardindan
PVDF membran %S5 lik siit tozu ile oda sicakliginda 1 saat bloklanmistir. Bloklamadan
sonra PVDF membran primer antikor olan His-tag antikoruna konmus ve 14-16 saat +40C
de rototorda inkiibe edilmistir. Daha sonra membran TBS-T bufferla 10 ar dakika 3 set
yikanmis ve sekonder antikora konulmustur. Burada da oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edildikten sonra tekrar membran TBS-T bufferla 10 ar dakika 3 set yikanmistir. Son
olarak membran TBS ile 1 kez yikanmis ve goriintiileme i¢in ECL ile 2 dk karanlikta

muamele edilip goriintiileme islemi gergeklestirilmistir.

3.2.13. in-vivo Hayvan Deneyi

Bu c¢alismada, 20-25 gram 6-8 haftalik 50 adet BALB/C irki disi fareler
kullanilmistir. Deney oncesinde hayvanlar, standart pelet yem ve musluk suyu ile
beslenerek, kontrollii laboratuvar sartlarinda muhafaza edilmislerdir. Rastgele secilmis
olan hayvanlar her grupta 10 hayvan olacak sekilde 5 gruba ayrilmistir. Anadolu
Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma ve Uygulama Biriminden temin edilen
hayvanlar, deney siiresince 12;12 aydinlik/karanlik 1s1iklandirmasi olan, 1s1 (2242 C°) ve
nemi (%45-50) otomatik olarak ayarlanmis odalarda yasatilmistir. Deneye baglanmadan
once hayvanlarin ortam kosullarina adaptasyonu saglanmasi i¢in 1 hafta beklenmistir. Bu
adaptasyon siireci boyunca tiim fareler polikarbonat seffaf kafeslerde standart yem ve

¢esme suyu ile beslenmistir [199-201]. Daha sonra hayvanlar gruplara ayrilmistir;
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Gruplar:

Grup: D-e-MAPP Grubu (100 mg/kg intraperitonal)

Grup: D-e-MAPP KLN Grubu (100 mg/kg intraperitonal)

Grup: Bos KLN Grubu (100 mg/kg intraperitonal)

Negatif Kontrol Grubu (DMSO verilen)

Grup: Pozitif Kontrol Grubu (Serum Fizyolojik verilen) [202,203]

o &~ Dk

3.2.13.1. Meme kanseri olusturma
Kanser olusturma: Her fareye 1x10° 4T1 meme kanseri hiicresi 100 pl icerisinde
4. meme cifti yag dokusundan verilmistir. Yaklasik 9. Giin sonunda tiimor ¢ap1 100 mma3

oldugu zaman deneye baglanmistir [204-206].

Timor capr Olgiimii: Kumpas haftada 2 kez ile Olglim yapilmistir. (axb2)/2
formiilii kullanilacaktir. a: uzunluk b: genislik. Tiimor ¢apr 200 mm3 gectigi zaman

servikal dislokasyon ile sakrifiye edilmistir [204-206].

Tiim deneysel ¢alismalar steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Histolojik calismalar i¢in doku Ornekleri %10’luk formaldehit
igerisine alimistir. Western blot i¢in dokudan 6rnek alinip protein izolasyonu yapilmistir

[204-206].

3.2.13.2. Histolojik Calismalar

Orneklerinin Parafin Takibi ve Kesit Alma

Bu agamanin basamaklar1 séyledir;

Doku Tesbiti,

%10 formaldehid (n6tral-tamponlanmis),

Doku Takibi

Doku Gémme (Bloklama)

Doku Kesimi (Mikrotom Cihazi)
Deparaffinize Islemi (Cihaz_Manuel)

Boyama Teknigi (Biopsi) (Hematoxilen Eozin)

vV V.V V V V VYV V

Monte Etme (Kapama Islemi) asamalaridir.

Doku Gomme (Bloklama); Bu asamada amac¢ farelerden alinan dokularin

mikrotom cihazinin blok tutucu yuvasinda kesit alinabilecek hale getirilmesidir. Bunun
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icin ilk olarak metal gdémme kalibina parafin dokiildiikten sonra dokular bir pens
yardimiyla kaliba yerlestirilmistir. Kaliplar soguk odaya alinmistir. Kalip igindeki
dokularin tabana esit olarak yapismalar saglanmistir. Daha sonra blok kaseti konduktan

sonra kasetin deliklerini gecinceye kadar parafin ilave edilmistir.

Doku Kesimi (Mikrotom Cihazi); Blok kaseti Mikrotom cihazi blok tutucu
yuvasina takilmistir. Doku biitiinliigline ulasabilmek i¢in dokunun 6n yiizii tiraglanmastir.
Alman kesitlerin kalinligi 5 mikrom kalinlifinda olmustur. Bir fir¢a yardimiyla su

banyosuna kesitler alindiktan sonra suda agilan kesitler lama aktarilmistir.

Son olarak lamdaki doku iizerine entellan damlatilmistir. Lam lamel ile kapatilmis

ve daimi preparat haline getirilmistir.

3.2.13.3. Hematoksilen-Eosin Boyama Yéontemi:

Deney gruplarindan alinan doku kesitleri 60°C etiivde 60 dakika bekletildikten sonra 15
dakika ksilolde bekletilerek parafinden arindirilmalart saglanmigtir. Daha sonra lamlar
sirasiyla azalan alkol serilerinden gegirilip (%100, %96, %90, %70) 1 dakika akar suda
yikandiktan sonra, Harris Hematoksilen’de 2 dakika boyanmis ve 4 dakika boyunca akar
suda yikanmustir. Daha sonra %1 Amonyak-Su karisimina batirilip tekrar 2 dakika akar
suda yikandiktan sonra lamlar 2 dakika Eozinde bekletilip artan dereceli alkol
serilerinden gegirilerek (%70, %80, %96, %100), 4 dakika ksilolde bekletilip entellan ile
kapatilmistir.

3.2.13.4. Immunhistokimyasal Boyama Yontemi

Elde edilen dokulardan 3pum kalinliginda kesitler alinmistir. Kesitler 60°C etiivde 1 saat
bekletildikten sonra, 15 dakika ksilolde bekletilerek deparifinizasyon islemi yapilmistir.
Daha sonra azalan alkol serilerinden gegirilen lamlar Rehidrate (%100, %96, %80, %70)
edilmistir. Ortamdaki alkolii uzaklastirmak amaciyla iki kez 1’er dakika distile su ile
muamele edilmigtir. Antigen maskesini kaldirmak i¢in 1/50 dilue EnVision FLEX Target
Retrieval Solution High Ph (GV804 Dako) PT Modiilii (A80400012 LabVision)
uygulanmistir. IHC Boyama cihazinda rack yuvalarina lamlar coverplate ile birlikte
takilmistir. PBS ile 7 dakika yikama yapilmis ve 10 dakika %3 liik hidrojen peroksit (TA-
125-HP ThermoScientific) ile etkin birakilan dokular endojenperoksidaz aktivitesi bloke
olmas1 saglanmistir. PBS ile yikandiktan sonra 10 dakika Protein Bloke edilmistir. (TA-
125-PBQ ThermoScientific). Antibadyler ile inkube edildikten sonra PBS ile 5 dakika
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yikama yapilmistir. AmplifierQuanto (TL-125-QPB ThermoScientific ) ile 20 dakika
bekletilmistir. HRP PolymerQuanto (TL-125-QPH ThermoScientific) 30 dakika
bekletilmistir. Her asamada PBS ile yikama yapilmistir. Pozitif hiicreleri belirleyebilmek
icin DAB Chromogen (TA-125-HAThermoScientific) ile boyama yapilmistir. Zemin
boyamasi icin 1 dakika siireyle Hematoksilen (HHS32Sigma) uygulanmigtir. Distile su
ile 4 dakika yikandiktan sonra lamlar alkol serilerinden gegirilerek (%70, %80, %96,
%100), 4 dakika ksilolde bekletildiktan sonra entellan ile kapatilmistir.

3.2.13.5. Histolojik skorlama-H-SCORE
Kesitlerdeki immiin pozitif boyanmalar 151k mikroskobu altinda 200X biiyiitmede

iki kisi tarafindan degerlendirilmistir. Boyanma yogunluklarina gore;

e 0 (boyanma yok),

e 1 + (zayif, fakat tespit edilebilir boyanma),
e 2 ++ (orta siddetli boyanma)

e 3 +++ (yogun boyanma)

Degerleri verilerek asagidaki formiilde hesaplamalar gergeklestirilmistir.

H-SCORE=3 x Yogun boyanan hiicre yiizdesi + 2 x Orta siddette boyanan hiicre
ylizdesi + 1 x Zayif siddette boyanan hiicre yiizdesi + 0 x Boyanmayan hiicre yiizdesi.
(Diger bir ifadeyle H-SCORE = > -Pi (i + 1), i=yogunluk skoru, Pi=ilgili hiicre yiizdesi).
Elde edilen skorlarin ortalamasi alinmis ve istatistiksel analizi gerceklestirilmistir [207,

208].

3.2.13.6. Doku Orneklerinin Gegirimli Elektron Mikroskobik (TEM) Takibi
Dokularda Gegirimli Elektron Mikroskobik goriintiileme i¢in su basamaklar

gerceklestirilir;

1. Fiksatif Hazirlama: Ilk olarak fiksatif hazirlanmistir bunun igin Na,HPO4 ve
KH2PO4 karistirilarak, tampon soliisyonu hazirlanmstir. Incelenecek hiicrelerin
yapist ve biiytlikliigline gore, hiicreler tespit icerisinde 6-24 saat arasinda +4 °C’de
fikse edilmistir.

2. Yikama: Hiicrelerden fiksatifi uzaklastirmak amaciyla hiicreler tampon ¢ozeltisi
ile 3 defa 15 dakika boyunca yikanmistir.

3. Ikinci Tespit (Osmium Tetraoksit): Bu asamada yikanms hiicreler %1°lik OSO4

icerisine alindiktan rotatorda 2 saat siireyle dondiiriilmiistiir. Hiicrelerin fikse
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edilmeleri saglanmistir. Bu siire sonunda tampon ile 3 defa 15 dakika boyunca
yikanmustir.

4. Dehidratasyon: Etil alkol ile muamele edilmistir.

5. Seffaflandirma: Bu basamakta Propilenoksitte 2 kez 30 dakika boyunca
tutulmustur daha sonra Resint propilenoksit (1/1) karisimda 2 saat siireyle
rotatorda dondiirilmiistiir.

6. Bloklama: Taze olarak hazirlanmis resinle bloklama islemi yapilmistir. 48 saat
boyunca 60 °C’de polimerizasyon islemi yapilmustir.

7. Resin Soliisyonunun Hazirlanmasi: Araldit CY212 20 ml, DDSA 20ml, BDMA
0,6 ml, Dibiitilfitalat 1 ml kimyasallar karistirilarak hazirlanmistir.

8. Kesitlerin Boyanmasi: Uranil asetat boyast hazirlanmistir

9. Kursun Sitrat Boyasinin Hazirlanmasi: Kursun Sitrat boyasi hazirlanmistir;

A karisimi ve B karigimi hazirlanmistir; B karigimi iizerine 0,5ml A karisimi eklenip,

kuvvetlice ¢alkalanarak karistirtlmistir. (ph 12-13 arasinda olmalidir). Temiz bir siseye
alindiktan sonra karanlikta ve +4°C’ de saklanmistir. Boyanan kesitler gecirimli elektron

mikroskobunda incelenip, fotograflart ¢ekilmistir.

3.2.13.7. Doku Orneklerinin Konfokal Mikroskobik Analizi

Elde edilen dokular 37 °C’de 24 saat siiresince bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda
PBS ile yikanan dokular, 15 dakika boyunca oda sicakliginda %2 gluteraldehid ile fikse
edilmistir. Fikse edilen dokular PBS ile yikandiktan sonra phalloidin ve akridin oranj ile
boyanmistir. Doku {izerindeki yapisal degisiklikler Leica TCS- SP5 Il konfokal
mikroskop kullanilarak goriintiilenmis ve software (Leica Confocal Software Version

2.00) kullanilmastir.

3.2.14. Istatistiksel Analizler

Tez kapsaminda yapilan deneylerden elde edilen veriler ortalama + standart hata
seklinde belirtilmistir. GraphPad 8.3 programi kullanilarak verilerin anlamliliklart ve
grafikleri elde edilmistir. Deney gruplarinin istatistiksel olarak degerlendirmesi
yapilirken kontrol grublarinda elde edilen verilere gore hesaplamalar yapilmigtir. RT-
PCR i¢in sonuglar AACT metodu ile bilgisayar programinda tek yonlii varyans analizi
kullanilarak belirlenmistir. Web tabanl Qiagen firmasinin “RT? Profiler™ PCR Array
Data Analysis” programinda bulunan, analizler kullanilarak sonuglar degerlendirilmistir.

P<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Kat1 Lipid Nanopartikiil Sentezi ve Karekterizasyon Bulgulari

Tez kapsaminda sentezlenen D-e-MAPP kati lipid nanoformulasyonun
karakterizasyonu gerceklestirilmis ve mevcut literatiirde yer almakta olan kati lipid
nanopartikiil formlarin 6zelliklerine sahip oldugu ve basarili bir sekilde sentezlendigi
ortaya konulmustur. Nanopartikiillerin karakterizasyonu ile ilgili elde edilen veriler Tablo
4.1°de, morfolojik ozellikleri de Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. D-e-MAPP ve sentezlenen kati lipid nanopartikiil formunun partikiil boyutu ve polidispers
indeks ozellikleri.

Polidispers indeks

. Partikiil Boyutu
Formiilasyon (PI) [Ortalama
[Ortalama (SD)] (n=3)
(SD)] (n=3)
(nm)
D-e-MAPP 876,2 0,701
D-e-MAPP- 14,85 0,432

Nanopartikiil Formu

A

Sekil 4.1. Yeni sentezlenen A) D-e-MAPP ve B) D-e-MAPP yiiklii kati lipid nanopartikiillerin morfolojik
yapisi.

Tez ¢alismamda elde ettigimiz karakterizasyon sonuglarindan yola ¢ikildiginda D-
e-MAPP vyiiklii katt lipid nanopartikiillerin stabil, yuvarlak sekilli, D-e-MAPP
molekiiliinlin karakterizasyonuna gore yaklasik 62 kat daha kiiciik boyutlu partikiiller
oldugu bununla birlikte kati lipid nanopartikiil formiilasyon 6zelliklerini tasidiklari ortaya

konulmaktadir.
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4.2. MTT Kolorimetrik Testi ile D-e-MAPP ve D-e-MAPP yiikli kat1 lipid
nanopartikiillerin MCF-7 meme kanseri hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerinin
bulgulan

Bu tez calisgmasinin ilk amaci olan kati lipid nano partikiil sentezini
gerceklestirdikten sonra elde ettigimiz nano partikilllerin ve D-erythro-MAPP
maddesinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerini tespit etmek igin MTT
sitotoksisite testi gergeklestirilmistir. Tez arastirmamiz dogrultusunda MTT sitotoksisite
testi ile kullandigimiz hiicreler {izerindeki biiyiimeyi baskilayici konsantrasyonlar ICsg

degerleri belirlenmistir. Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Meme kanseri hiicreleri tizerindeki D-erythro-MAPP ve KLN-D-e-MAPP uygulamas: ile
gerceklestirilen MTT testi sonucundaki ICsy degerleri.

D-e-MAPP D-e-MAPP- KLN
Uygulama siiresi I1Cs0 Degeri I1Cs0 Degeri
24 saat 4,48 uM 15,65 uM
48 saat 18,84 uM 13,98 uM

72 saat 35,73 uM 12,18 uM

D-e-MAPP ve nanopartikiil formunun meme kanseri hiicrelerine uygulanmasi
sonrasinda kanser hiicrelerinin canliliginin doza bagli olarak diistiigiinii gozlemlenmistir.
Hiicrelere uygulanan madde konsantrasyonu arttik¢a hiicre canliliginin inhibisyona
ugradigi tespit edilmistir. D-e-MAPP ve nanopartikiil formiilasyonunun 24 saat siireyle
uygulandigt MCF-7 hiicrelerinin MTT testi sonucunda elde edilen absorbanslardan
hesaplanan canlilik degerlerinin olusturdugu inhibisyon grafigi Sekil 4.2 ve Sekil 4.3°de

gosterilmistir.

53



MCF-7 D-e-MAPP

100 1 —
[ ] 24 saat
I [ 48 saat
@ 72 saat
x
= 504 ) e
© g
o
=
0
o ]
T L] T L] T L] T
Q N o o &) o N
Q P K A A 8
N v N o 'b{:b '\\«
«©

Dozlar (gM)

Sekil 4.2. D-e-MAPP in MCF-7 hiicreleri iizerindeki etkisinin 24, 48 ve 72 saatlik siirelerle uygulandig

canlilik inhibisyon grafigi ve canlilik yiizdeleri. 1Cso degerleri sirasiyla 4,4 uM, 18,8 uM ve
35,7 uM  oldugu belirlenmigtir. (****<0.00001,*** <0.0001)

MCF-7D-e-MAPP-NANO
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50 4
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Sekil 4.3. D-e-MAPP-nanopartikiil formunun MCF-7 hiicreleri iizerindeki etkisinin 24, 48 ve 72 saatlik

siirelerle uygulandigi canlilik inhibisyon grafigi ve canlilik yiizdeleri. 1Csq degerleri sirasiyla
15,6 uM, 13,9 uM ve 12,1 uM oldugu belirlenmistir (****<0.000

MCF-7 hiicreleri iizerine uygulanan D-e-MAPP’1n 24, 48 ve 72 saatlik siirelerle
uygulandig1r canlilik ICso degerleri sirasiyla 4,4 uM, 18,8 uM ve 35,7 uM oldugu
belirlenmistir. Aym1 zamanda D-e-MAPP-nanopartikiil formunun MCF-7 hiicreleri
tizerindeki etkisinin 24, 48 ve 72 saatlik siirelerle uygulandigi canlilik ICso degerleri

strastyla 15,6 uM, 13,9 uM ve 12,1 uM oldugu belirlenmistir.
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4.3. D-e-MAPP ve Nano Partikiill Formiilasyonunun MCF-7 Hiicrelerindeki
Morfolojik Degisikliklerin Konfokal Mikroskopi Bulgulari

Konfokal mikroskopide akridin oranj ve falloidin ile ikili boyama sonucunda D-e
MAPP’1n MCF-7 hiicrelerinin morfolojik yapisinda meydana getirdigi degisiklikler
incelenmistir. D-e-MAPP uygulanmis MCF-7 hiicrelerinin konfokal mikroskobik
gortintiileri Sekil 4.4°de gosterilmistir.

Sekil 4.4. MCF-7 hiicrelerine D-e-MAPP uygulamasi ile gerceklestirilen konfokal mikroskopi goriintiileri.
A) MCF-7 kontrol grubu hiicreleri; Ok-basi: ¢ekirdek, Dikdortgen: normal hiicre yapisi. B), C)
ve D) 24 saat boyunca D-e-MAPP |Csy konsantrasyonu uygulanmis olan MCF-7 hiicreleri;
Yildiz: Hiicre iskeletinde delik olusumu ve parcalanma Ok: I¢i bosalmis hiicreler, Daire:
Membran tomurcuklanmasi.

Konfokal mikroskopide akridin oranj ve falloidin ile ikili boyama sonucunda D-e-
MAPP Nanopartikiil formunun MCF-7 hiicrelerinin morfolojik yapisinda meydana
getirdigi degisiklikler incelenmistir. D-e-MAPP uygulanmis Nanopartikiil formunun
MCF-7 hiicrelerinin konfokal mikroskobik goriintiileri Sekil 4.5’de gosterilmistir.
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Sekil 4.5. MCF-7 hiicrelerine D-e-MAPP Nanopartikiil formunun uygulamast ile ger¢eklestirilen konfokal
mikroskopi goriintiileri. A) MCF-7 kontrol grubu hiicreleri; Ok-bagsi: ¢ekirdek, Yildiz: normal
hiicre yapisi. B), C) ve D) 24 saat boyunca D-e-MAPP Nanopartikiil partikiil formunun ICsg
konsantrasyonu uygulanmis olan MCF-7 hiicreleri; Yildiz: Hiicre iskeletinde delik olusumu ve
parcalanma Ok: I¢i bosalmis hiicreler.

4.4. D-e-MAPP ve Nano Partikiil Formiilasyonunun MCF-7 Hiicrelerindeki Ince
Yapisal Degisikliklerin TEM Mikroskopi Bulgular:

MCEF-7 hiicrelerine D-e-MAPP ve D-e-MAPP kat1 lipid nanopartikiillerinin MTT
testi sonucunda elde edilen 1Cso degeri 24 saat boyunca uygulanmig ve MCF-7
hiicrelerinin ince yapisinda meydana gelebilecek olan degisiklerin, organel ve ¢ekirdek
yapisindaki degisiklikler ile birlikte gegirimli elektron mikroskobunda (TEM) tespit
edilmistir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).

Sekil 4.6. 24 saat boyunca D-e-MAPP "in ICs konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-7 hiicrelerinin TEM
gortintiileri. A) MCF-7 Kontrol hiicreleri; Ok: normal hiicre membrani, Yildiz: normal hiicre
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iskeleti, B) ve C) D-e-MAP i ICsy konsantrasyonuna maruz bwrakilan MCF-T hiicreleri; Ok:
normal hiicre membrani, Yildiz: normal hiicre iskeleti, B) ve C) D-e-MAP’in ICs
konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-7 hiicreleri, OK: membran tomurcuklanmalari.

Sekil 4.7. 24 saat boyunca D-e-MAPP Nanopartikiil formunun ICsy konsantrasyonuna maruz birakilan
MCF-7 hiicrelerinin TEM goriintiileri. A) MCF-7 Kontrol hiicreleri; Ok: normal hiicre
membrani, Yildiz: normal hiicre iskeleti, B) ve C) D-e-MAPP Nanopartikiil formunun ICsg
konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-7 hiicreleri, OK: membran tomurcuklanmalari, Yildiz:
Hiicre iskeletinde delikler, Ok-basi: kromatin yogunlagmasu.

4.5. Akis Sitometrisi Bulgular:

4.5.1. D-e-MAPP ve Nano Partikiil Formiilasyonunun MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki
Ektisinin Akis Sitometrisinde Anneksin V-FITC Boyama Teknigi ile Apoptoz Tayini

Bulgular
APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
201 % 1.73% 315% 11.05 %
34 34 B :
= c
1 -
z 2 D 2
L =
> 3 >
1_'
472 % 1 = 25.80 %
Early Apop. ol - tavApop.
o 1 2 3 4 0 1 2 3 4
A B e ANNEXINV Apoptotic

Live ANNEXIN YV  Apoptotic =

Sekil 4.8. 24 saat boyunca D-e-MAPP in ICsq konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-7 hiicrelerinin akig
sitometrisinde Annexin-V test sonuglari. (A) MCF-7 kontrol hiicrelerinin %91,54 oraninda canly
oldugu, hiicrelerin %2,01'inin ise 61diigii tespit edilmistir. Bu grupta erken apoptotik oran %4,72
iken ge¢ apoptotik oramin %1,73 oldugu tespit edilmistir. (B) 24 saat boyunca D-e-MAPP in
1Cso konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-7 hiicrelerinin anneksin V aktivitesinin akig
sitometrik test sonuglari. Bu grupta olii hiicrelerin %3,15 oldugu tespit edilmistir, yine
hiicrelerin erken apoptotik oran %25,80 iken ge¢ apoptotik oramin %11,05 oldugu tespit
edilmigtir.
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Tablo 4.3. 24 saat boyunca D-e-MAPP formunun ICso konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-7
hiicrelerinin akis sitometrisinde Annexin-V test sonuclari.

Canh Erken Geg Olii
hiicreler Apoptotik Apoptotik Hiicreler
(%0) (%) (%) (%0)
MCF-7 91,54 4,72 1,73 2,01
Kontrol
D-e-MAPP 60 25,80 11,05 3,15
4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
117 % 0.00 % 541% 1223 %
34 : 34
: =
2 5 -
2 3 2
> =
0.00 % 10.52 %
e ' e i
: T y i B A
A e ANNEXINV Apopiotic B e ANNEXINV Apostotic

Sekil 4.9. 24 saat boyunca D-e-MAPP Nanopartikiil formunun ICsy konsantrasyonuna maruz bwrakilan
MCF-7 hiicrelerinin akis sitometrisinde Annexin-V test sonuglari. (A) MCF-7 kontrol
hiicrelerinin % 98,83 oraninda canli oldugu, hiicrelerin % 1,17'sinin ise dldiigii tespit edilmigtir.
Bu grupta erken apoptotik oran ve geg apoptotik oranin %0,00 oldugu tespit edilmistir. (B) 24
saat boyunca D-e-MAPP Nanopartikiil formunun ICso konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-
7 hiicrelerinin anneksin V aktivitesinin akis sitometrik test sonuglari. Bu grupta 6lii hiicrelerin
%3,41 oldugu tespit edilmistir, yine hiicrelerin erken apoptotik oran %10,52 iken ge¢ apoptotik
oramin %12,23 oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.4. 24 saat boyunca D-e-MAPP Nanopartikiil formunun ICsy konsantrasyonuna maruz birakilan
MCEF-7 hiicrelerinin akis sitometrisinde Annexin-V test sonuglari.

Canh Erken Gec Olii

hiicreler Apoptotik Apoptotik Hiicreler

(%0) (%) (%) (%)
MCF-7 Kontrol 98,83 0,00 0,00 1,17
D-e-MAPP 71,84 10,52 12,23 541

Nanopartikiil
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45.2. D-e-MAPP ve D-e-MAPP  Nanopartikiill Formiilasyonunun Akis

Sitometrisinde Hiicre Dongiisii Etkilerinin Bulgular:

DNACONTENT PROFILE DNACONTENT PROFILE
GOG1363
S51

| |
; ;

A 01234567891 g D1 2°3 4567 8 910
DNACONTENT INDEX DNACONTENT INDEX

Count
Count

Sekil 4.10. 24 saat boyunca D-e-MAPP ' ICsy konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-7 hiicrelerinin
hiicre dongiisii dagilumi. A) Kontrol hiicreleri B) D-e-MAPP in ICso konsantrasyonuna maruz

birakilan MCF-7 hiicreleri, Mavi renk debrisi, yesil renk S fazini, acik yesil renk G2 / M fazini
ve kirmizi renk GO / G1 fazimi gostermektedir.

Tablo 4.5.24 saat boyunca D-e-MAPP 'in ICso konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-7 hiicrelerinin akig
sitometrisinde hiicre dongiisii dagilimi sonuglari.

G0/ G1 G2/ M S
(%) (%) (%)
MCF-7 Kontrol 86,8 5,0 51
D-e-MAPP 39,4 19,7 234
DNA CONTENT PROFILE DNA CONTENT PROFILE
1§ GOGI14U3
855
ot G2M 230 -
E 3
5 ] :
A 012345678 910 g 01234567891

DNA CONTENT INDEX G s g

Sekil 4.11. 24 saat boyunca D-e-MAPP Nanopartikiil formunun ICso konsantrasyonuna maruz birakilan
MCE-7 hiicrelerinin hiicre dongiisii dagilumi. A) Kontrol hiicreleri B) D-e-MAPP Nanopartikiil
formunun 1Cso konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-7 hiicreleri, Mavi renk debrisi, yesil
renk S fazini, agik yesil renk G2 / M fazini ve kirmizi renk GO/ G1 fazini géstermektedir.
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Tablo 4.6. 24 saat boyunca D-e-MAPP Nanopartikiil formunun ICso konsantrasyonuna maruz birakilan
MCF-7 hiicrelerinin akis sitometrisinde hiicre dongiisii dagilimi sonuglari.

G0/G1 G2/M S

(%0) (%) (%)
MCEF-7 Kontrol 44.8 28,0 55
D-e-MAPP Nanopartikiil 24,5 22,3 3,9

45.3. D-e-MAPP ve D-e-MAPP Nanopartikill Formiilasyonunun Akis

Sitometrisinde Mitokondri Zar Potansiyeli Degisikliklerinin Bulgular:

CELL HEALTH PROFILE 4 CELL HEALTH PROFILE
f Depolarized/Dead ead ? Depolarized/Dead
- 0.00 % 00 % . 1595 %
3 34
& =
= =1
o 2 = 24
2 2
> =
14
o 0.00 % 1.70 %
3 3 o Depolarized/Liv, Live
0 1 2 3 4
A Lo MITOPOTENTIAL  High B Low MITOPOTENTIAL  High

Sekil 4.12. 24 saat boyunca D-e-MAPP in ICsy konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-7 hiicrelerinin
mitokondri zar potansiyeli degisikliklerinin sonuglari. A) Kontrol hiicreleri, canlilik oram
%100 olarak tespit edilmistir. B) D-e-MAPP "in ICsy konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-
7 hiicreleri, olii hiicrelerin orant %82,35 olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.7. 24 saat boyunca D-e-MAPP formunun ICso konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-7
hiicrelerinin akis sitometrisinde mitokondri zar potansiyeli degisikliklerinin sonuglari.

Depolariz Canh Depolarize Olii
/Canh Hiicreler /Olii Hiicreler
Hiicreler (%) Hiicreler (%) (%0)
(%)
MCF-7 100,00 0,00 0,00 0,00
Kontrol
D-e MAPP 0,00 1,70 15,95 82,35
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Sekil 4.13. 24 saat boyunca D-e-MAPP Nanopartikiil formunun ICso konsantrasyonuna maruz birakilan
MCF-7 hiicrelerinin mitokondri zar potansiyeli degisikliklerinin sonuglari. A) Kontrol
hiicreleri, canlilik orant %100 olarak tespit edilmistir. B) D-e-MAPP Nanopartikiil formunun
ICso konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-T hiicreleri, lii hiicrelerin orant %84,60 olarak
tespit edilmistir.

Tablo 4.8. 24 saat boyunca D-e-MAPP Nanopartikiil formunun ICso konsantrasyonuna maruz birakilan
MCEF-7 hiicrelerinin akis sitometrisinde mitokondri zar potansiyeli degisikliklerinin sonuglart.

Depolarize/Canh Canh Depolarize/Olii Olii
Hiicreler (%) Hiicreler Hiicreler (%) Hiicreler
(%) (%)
MCF-7 0,00 100,00 0,00 0,00
Kontrol
D-e-MAPP 0,05 1,40 13,95 84,60
Nanopartikiil

4.6. In Vitro Etkin Madde Salim1 Bulgular

Tez kapsaminda kullanilan seramidaz inhibitérii molekiil ve onun kati lipid
nanopartikiil formunun ila¢ salim deneyi sonucuna gére D-e-MAPP’1n %50’si ilk 120
dakika i¢erisinde salmistir. Devaminda diizenli ve standart bir salim devam etmis ve salim
profilinde belirgin bir fark goriilmemigstir. 24. Saate bakildiginda ilag¢ saliminin %68
oldugu goriiliirken, 144 saat sonunda ila¢ saliminin %99’a ulastig1 tespit edilmistir (Sekil
20-21). D-e-MAPP Nanopartikiil formunun ise, ilk 15 dakika igerisinde %351’sinin
salindig1, sonrasinda salim hizi azaldig1 4. saat sonunda tekrar salinim yaptiktan sonra 24.
saate ve 96. saatlerde salinim yaparak diizenli bir salim profili gostermekle birlikte 24.
saatte % 91’e ciktig1 ve 96. saatte %97,62’ye ulastigr goriilmiistiir. Bu sonuglar bize
kullanilan nanopartikiil yontemi ile istenilen ila¢ etken maddesinin kontrollii saliniminin

yapilabilmesine olanak saglamaktadir (Sekil 4.15 ve Sekil 4.17).
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y = 2,1749x + 0,0342
R?=0,9813
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Sekil 4.14 D-e-MAPP ’in in-vitro ila¢ salim deneyi konsantrasyona bagl absorbans grafigi. D-e-MAPP 'in
in-vitro ila¢ salim deneyi konsantrasyona bagl absorbans grafigi

0,20000
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Sekil 4.15. D-e-MAPP ' in-vitro ilag salim deneyi konsantrasyona bagli zaman grafigi.

y =0,9178x + 0,0533

R?=0,9965

s

S 15

©c 1

€05

[72]

£ o

¥ 0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500

Absorbans

Sekil 4.16. D-e-MAPP Nanopartikiiliin in-vitro ilag salim deneyi konsantrasyona bagli absorbans grafigi.
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Sekil 4.17. D-e-MAPP Nanopartikiiliin in-vitro ilag salim deneyi konsantrasyona bagl zaman grafigi.

4.7. Real Time RT? Profiler PCR Array Gen Ekspresyonu Bulgulari

RT-PCR (Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu); hiicrelerden izole
edilen RNA’nin Revers transkriptaz enzimi sayesinde komplementer cDNA
doniistiiriilmesi sonucunda, gen ekspresyon seviyelerinin 6l¢iilebildigi hizli ve hassas bir
yontemdir. Bu yontemle sayesinde az miktarda RNA ile olusan mesajlar tespit edilebilir
ve ekspresyon miktar1 tespit edilebilir. Olusan RT-PCR firiinleri klonlama da vektor
olarak kullanilabildigi gibi, bu iiriinlerden cDNA kiitiiphaneleri olusturulabilir ayrica
bunlar daha sonra gen kiitiiphaneleri olarak degerlendirilir. Tez kapsaminda meme
kanseri  hiicrelerine  uygulanan D-e-MAPP ve D-e-MAPP  Nanopartikiil
Formiilasyonunun bu hiicreler {izerindeki tetiklenebilecek olan hiicre 6liim yollarinin
belirlenebilmesi i¢in hedeflenen programlanmis hiicre yollarindan apoptoz ile ilgili 84
adet genin ekspresyon seviyelerine bakilmistir. Bu islem igin ilk olarak D-e-MAPP ve D-
e-MAPP kat1 lipid nanopartikiillerin uygulandigi MCF-7 hiicrelerinden RNA izolasyonu
yapildiktan sonra elde edilen RNA’lar cDNA ¢evrilmistir. Daha sonra RT? Profiler PCR
Array yontemi ile toplam 96 gen ve bunlardan 12 si kontrol olmak iizere 84 adet genin

ekspresyon seviyeleri incelenmistir.
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Tablo 4.9. RT? Profiler PCR Array yonteminde kullanilan housekeeping/referans genlerinin analiz sonucu
elde edilen verilerinin aritmetik ortalama degerleri.

Deney Gruplari
Referans Genleri MCF-7 D-e-MAPP  Aritmetik
( Housekeeping) Kontrol De-MAPP Nanopartikiil Ortalamalar
B2M (Beta-2- 23,04 21,78 19,94 21,58
mikroglobulin)
GAPDH 26,19 22,32 18,47 22,32
(Gliseraldehit-3-
fosfat dehidrojenaz)
HPRT1 25,25 24,07 21,71 23,67
(Hipoksantin
fosforibosiltransferaz
1)
RPLPO (Ribozomal 17,55 16,49 15,02 16,35
protein, biiyiik, P0)
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Y vz Buisay
T'Y vz bunsay
Z'Y vz bunsay

cD4ao
IL1o
XIAP
ACTB
THNFSF8
ABL1
CASP1
CASPS
CIDEA
TNFRSF1E
— DAPKL
L. FASLG
CASP6
TRAF2
BNIP3L
THFSF10
BRAF
TNFRSF1A
BAD
PYCARD
CIDEB
AIFM1
TRADD
AKT1
MFKBL

— BAX
NOLZ

DFFA

NODL
CASP10
BCL1O
HPRT1
BAG3
CASP2
TNFRSF11B
LTBR

THF
APAFL
BCL2
CRADD
TPS3BP2
BIRCS

LTA
CASP3
TNFRSF25
BCL2L11
TNFRSF21
BIK

FADD
GAPDH
DIABLO
IGF1R
BCL2L2
TNFRSF10B
BAKL
BCLZLL
P53

MCL1

P73
BCL2L10
CD40LG
BCLZAL
CASP7
TNFRSF10A
CASP14
GADDA45A
TNFRSF9
cYcs

FAS

BFAR
BIRC2
RIPK2

HRK

RPLPO
CASPO

E CASPE8
cD70
CFLAR
BNIP2
BNIP3
cD27
BIRCE
BAGL
BIRC
BID
TRAF3
B2M
CASP4
NAIP

Magnitude of gene expression

min avg max

Sekil 4.18. MCF-7 hiicrelerine D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN uygulamast sonucu RT? Profiler PCR Array
sonuglart kiime diyagrami. (Renk doygunlugu, numunelerde gen ekspresyonundaki farkliliklar:
temsil etmektedir).
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Visualization of log2(Fold Change)

01 02 03 04 035 06 07 08 09 10 11 12

Sekil 4.19. MCF-7 hiicrelerine D-e-MAPP uygulamasi sonucu RT? Profiler PCR Array sonuglar sicaklik

=

m

3]

o

m

n

[0}

haritasi.
Layout 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 mn 12
A ABLT AIFMT AKT1 APAFT BAD BAG1 BAG3 BAK1 BAX BCL1O BCL2 BCL2A1
1.32 2.36 3N 373 3.17 295 2.40 1.34 3.48 238 324 1.32
C A C
B BCL2L1 BCL2L10 BCL2L11 BCL212 BFAR BID BIK BIRC2 BIRC3 BIRCS BIRC6 BNIP2
5.04 1.32 4.69 794 223 4.63 3.63 1.88 3.40 275 2.03 275
A C A A
C BNIP3 BNIP3L BRAF CASP1 CASP10 CASP14 CASP2 CASP3 CASP4 CASPS CASPE CASP7
3.46 6.51 1.98 1.32 1.86 1.32 476 2.51 2.09 1.32 313 4.40
C C A C A
D CASP8 CASPY D27 CD40 CD40LG CD70 CFLAR CIDEA CIDEB CRADD CYCS DAPK1
1.62 1.66 6.81 1.32 1.36 1.32 3.22 132 171 439 315 1.32
c C C A c
E DFFA DIABLO FADD FAS FASLG GADDA45A HRK IGFIR 1o oA TBR MCL1
3.04 479 574 238 1.32 532 1.93 831 1.32 1.32 4.01 1.00
A C C C
F NAIP NFKB1 NOD1 NOL3 PYCARD RIPK2 TNF TNFRSF10A  TNFRSF10B  TNFRSFI1B  TNFRSFIA  TNFRSFIB
2.49 562 2.09 321 3.88 2.40 6.59 377 4.32 3.56 4.00 1.32
A A c
G TNFRSF21  TNFRSF25  TNFRSFO  TNFSF10  TNFSF8 TP53 TP538P2 73 TRADD TRAF2 TRAF3 XIAP
8.65 3.36 2.22 431 1.32 3.69 2.04 4.49 813 4.60 297 766.30
A c A

Sekil 4.20. MCF-7 hiicrelerine D-e-MAPP uygulamast sonucu RT? Profiler PCR Array sonuglart kat
degisimleri.

Visualization of log2(Fold Change)

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
H |

Sekil 4.21. MCF-7 hiicrelerine D-e-MAPP KLN uygulamasi sonucu RT? Profiler PCR Array sonuglar
sicaklik haritasi.
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Layout o1 02 03 04 05 06 07 08 09 10 n 12

A ABLT AlFMI1 AKT1 APAF] BAD BAG1 BAG3 BAK1 BAX BCLIO BCL2 BCL2A1

47 7.48 13.71 9.31 9.09 593 491 3.25 9.13 5.83 7.78 5.60
c A
BClLaL BCl2l10  BCL2LIT  BCL2L2  BFAR BID BIK BIRC2 BIRC3 BIRCS BIRC6 BNIP2
27.67 4.56 23.65  51.88  3.27 975 2476 2.58 707 11.38 3.58 5.65
A A A A
c BNIP3 BNP3L  BRAF  CASPl  CASPIO  CASPl4  CASP2  CASP3 CASP4 CASPS CASP6  CASF7
7.51 22.48 474 1.47 397 49 11.63 10.09 353 -1.47 9.62 48.79
c A A A C A
D CASP8 CASPO CD27 CD40 CD40IG CD70 CFLAR CIDEA CIDEB CRADD CcYcs DAPK
230 2.29 15.82 101 5.04 85 691 147 424 20.58 436 1.20
C A A
E DFFA DIABLO FADD FAS FASIG GADD45A HRK IGFIR Lo A TBR mcu
7.64 3239 4186 316 125 57.39 2.60 60.46 1.00 291 9.90 1.00
A A
F NAIP NFKB1 NOD1 NOL3 PYCARD RIPK2 TNF TNFRSF10A TNFRSF10B  TNFRSFT11B  TNFRSFIA  TNFRSFIB
4.43 20.58 4.53 8.30 1.58 3.48 18.42 39.50 25.16 831 12.55 47
A A A A A C
G TNFRSF2 TNFRSF25  TNFRSF9  TNFSFI0 TNFSF8 P53 TP53BP2 P73 TRADD TRAF2 TRAF3 XIAP
4877 519 2.55 14.14 -1.36 18.83 6.84 76.18 3437 15.55 574 62
A A A

Sekil 4.22. MCF-7 hiicrelerine D-e-MAPP KLN uygulamast sonucu RT? Profiler PCR Array sonuglar kat
degisimleri.

Tez galismasinda MCF-7 meme kanseri hiicrelerine uygulanan D-e-Mapp ve D-e-
Mapp Nanopartikiil Formiilasyonunun bu hiicreler tizerindeki tetiklenebilecek olan hiicre
Olim yollarinin belirlenebilmesi i¢in hedeflenen programlanmis hiicre yollarindan
apoptoz ile ilgili 84 adet genin ekspresyon seviyelerine bakilmistir. Elde edile sonuglara
gore MCF-7 kontrol grubuna kiyasla D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN uygulanan
hiicrelerindeki ilgili genlerin kat degisimleri ifadesi grafikler ile gosterilmistir (Sekil 4.20
ve-4.22). Elde edilen sonuglara gore AKT1, BAX, BCL2 ,BCL2L1, BIK, BNIP3L,
CASP2, CASP3,CASP7, CD27, NFKB1, TNF, TNFRSF21 ve TP53 genlerinde her iki

grupta da yliksek oranda ekspresyon sevilerinde artis oldugu tespit edilmistir.

4.8. Hiicre Hatlarinda Invazyonun Belirlenmesi Bulgulari

Tez kapsaminda kullanilan seramidaz inhibitérii ve yeni sentezlenen kati lipid
nanopartikiil formunun MCF-7 meme kanseri hiicre hatti izerinde invazyon diizeylerine
olan etkileri trans-well matrigel invasion chamber yontemi kullanilarak elde edilmistir.
D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN uygulanan MCF-7 hiicre hattinda hiicrelerin invazyon
diizeyleri kullanilan kontrol grubuna goére, onemli diizeyde azalma gdstermistir (Sekil
4.23). Image] programi kullanilarak hiicre sayimi1 yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore
invaze olmus ortalama hiicre sayilari + standart sapmalar g6z oniinde bulundurularak

degerlendirilmis ve grafik hazirlanmistir (Sekil 4.24).
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MCF-7 Kontrol Grubu MCF-7 D-e-MAPP Grubu

Sekil 4.23. MCF-7 kontrol grubuna kiyasia D-e-MAPP ve D-e-MAPP Nanopartikiil uygulanan MCF-7
hiicrelerindeki invazyon diizeyleri

MCF-7

100

invaze olan hiicre sayisi
(6]
o

o

Sekil 4.24. MCF-7 kontrol grubuna kiyasla D-e-MAPP ve D-e-MAPP Nanopartikiil uygulanan MCF-7
hiicrelerindeki invazyon etkilerinin grafigi. (****<0,0001)

4.9. Soft agar koloni olusum deneyi bulgulari

Tez kapsaminda kullanilan seramidaz inhibitorii ve yeni sentezlenen kati lipid
nanopartikiil formunun MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 {izerinde D-e-MAPP ve D-e-
MAPP KLN uygulanarak koloni olusumu incelenmistir. Kontrol gruplan ile

kiyaslandiginda zamana ve doza bagli olarak koloni olusumunun azaldig: hatta neredeyse
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tamamen engelledigi saptanmistir. Bu bulgular D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN’nin
MCF-7 hiicrelerinde etkili oldugunu ortaya koymustur (Sekil 4.25).

MCF-7 Kontrol Grubu D-e-MAPP Uygulanmis D-e-MAPP KLN Uygulanmis

Sekil 4.25. MCF-7 Hiicreleri iizerine D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN formunun soft agar koloni olusum
sonuclar

4.10. Yara iyilesmesi (Scratch testi) testi bulgular:

Tez kapsaminda kullanilan seramidaz inhibitorii ve yeni sentezlenen kati lipid
nanopartikiill formunun MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 iizerinde etkilerinden yara
iyilesme testi “scratch assay” olarak yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore D-e-MAPP
ve D-e-MAPP KLN uygulanan gruplar da kontrol grubuna kiyasla agilan yarigin
kapanma stiresinin daha az oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu hiicrelerde 24 saat
sonunda acilan yarigin nerdeyse tamaminin kapandig tespit edilmistir (Sekil 4.26, Sekil
4.27 ve Sekil 4.28).

12. Saat

Sekil 4.26. MCF-7 kontrol grubu hiicrelerinin yara iyilesme sonuglari.
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0. Saat 6. Saat 12. Saat 24. Saat

0. Saat 6. Saat 12. Saat 24. Saat

Sekil 4.28. D-e-MAPP KLN uygulanan MCF-7 hiicrelerinin yara iyilesme sonuglari.

MCEF-7 hiicrelerine D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN formunun uygulanmasiyla elde
edilen sonuglar Image J programi ile degerlendirilmistir. Elde edilen sonuclarda ise acilan
yariklarin kapanma oranlarinin D-e-MAPP i¢in %13,4 D-e-MAPP KLN i¢in %13,8 iken
kontrol grubunda %89,1 olarak tespit edilmistir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. MCF-7 hiicrelerine D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN formunun uygulanmastyla elde edilen yarik
agikliklarimin Image J programi sonuglart

MCF-7 D-e-MAPP D-e-MAPP
Kontrol (pxl) (px1) KLN (pxI)
0.Saat 188 175 181
6.Saat 102 169 176
12.Saat 59 161 170
24 Saat 19 153 159

4.11. Western Blot Bulgular:

Bradford yontemi bir soliisyon ic¢indeki protein konsantrasyonunu oOlgmeyi
saglayan ¢ok hizli ve verimli bir test yontemidir. Genellikle 595 nm dalga boyuna sahip
‘coomassie brillant blue *dan olusur ve soliisyon i¢indeki protein miktarina gore gittikge

koyulasan bir mavi renk verir. Genel anlamda coomassie brillant blue, soliisyonlar

70



icerisindeki proteinlere baglanarak 595 nm dalga boylu mavi renge doniisiir. Tez
kapsaminda elde ettigimiz proteinlerin tayini bu yontemle yapilmustir. Ik olarak miktar
bilinen BSA (Bovine Serum Albumin) proteini ile bir y=ax+b grafigi ¢izilmistir (Sekil
4.29) ve grafikte y degeri okunan Ornek degeridir x de aranan protein miktaridir.

Formiilden istenilen 6rnegin protein miktar1 belirlenmistir.

o
©

y =0,0721x + 0,3251
R?=0,9908

Absorbans Degeri
LCooo0o0o000o
O R N WP UL N

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
BSA konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4.29. BSA proteini konsantrasyon grafigi

Tablo 4.11. Protein miktar tayini sonuglar

Deney Grubu Protein ug ug/ ml
(stok) (Stok)
D-e-MAPP MCF-7 24,88 113,09
D-e-MAPP Nano MCF-7 24,00 109,10
D-e-MAPP MCF-7 23,59 107,21
Kontrol

Western blot yontemi ile MCF-7 hiicrelerinde, D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN
formu kontrol grubu ile karsilastirilarak gergeklestirilmistir. Deney gruplan arasinda,
apoptoz ile ilgili olarak Actl, Bcl-2, ve Parp-1 proteinlerinin ekspresyonlarinin
degisimleri inlecenmistir. House-keeping olarak B-aktin ve GAPDH (Gliseraldehit-3-
Fosfat Dehidrojenaz) proteinleri kullanilmistir. Parp-1, Bcl-2 ve Actl proteinlerinin
ekspresyonu incelendiginde, D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN grubunda kontrole gore
artig gorillmiistiir (Sekil 4.30, 4.31 ve 4.32).
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MCF-7
D-e-MAPP
KLN

- - .-

MCF-7 MCF-7
Kontrol D-e-MAFPP

B-aktin

Sekil 4.30. Western blot deney sonucunda kontrol grubuna gore PARP1 proteinin degisimi.

MCF-7 MCEF-7 glfF‘;[LPP
Kontrol e iy
ontro D-e-MAPP KLN

1

e — G —
B-aktin

i ‘:;« e wﬁj Actl

Sekil 4.31. Western blot deney sonucunda kontrol grubuna gore Actl proteinin degigimi.

MCF-7 MCF-7 ;ISFI;;I?APP
Kontrol -e- -
ontrol D-e-MAPP KILN

- - -

B-aktin

Bcl-2

Sekil 4.32. Western blot deney sonucunda kontrol grubuna gore Bcl-2 proteinin degigimi.
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4.12. In-vivo Hayvan Deneyi Bulgular

4.12.1. Immunhistokimyasal boyama bulgular:

Tez kapsaminda farelerden elde edilen meme tiimor dokulari, tlimor supresor geni
p53, Ostrojen reseptdr ER, progesteron reseptdr PR ve CerB2 onkogeni antijenlerinin 151k
mikroskobik diizeyinde hiicrelerdeki yerlesimi ve yogunlugu immiinohistokimyasal
olarak tespit edilmistir. Morfolojik bulgular, histolojik skorlama (H-skor) yontemi ile
semikantitatif verilere doniistliriilerek, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklilik olup olmadigi analiz edilmistir. H-skor, timdr dokularda yer alan 100 ¢ekirdegin
boyanma siddeti degerlendirilerek gerceklestirildi. Veriler 0 (boyanma yok), 1 + (zayif,
fakat tespit edilebilir boyanma), 2 ++ (orta siddetli boyanma), 3 +++ (yogun boyanma)
seklinde degerlendirilmistir. Kontrol grubu olarak kabul edilen Serum fizyolojik
grubunda immiinohistokimyasal boyama sonuglarina baktigimizda D-e-MAPP ve D-e-
MAPP KLN ile tedavi edilen gruplara gore tiimdr supresdr geni p53, Ostrojen reseptor
ER, progesteron reseptér PR ve CerB2 onkogeni antijenlerinin boyanmalarinin daha az
oldugu ve baz1 bolgelerde ¢ok az sayida pozitif boyamalarin oldugu tespit edilmistir.
Ozellikle p53 antijenin boyanma yogunluguna ve istatiksel sonuglarma baktigimiz zaman
deney gruplarinda daha yiiksek sayida oldugu ve boyanmamanin tiimoér dokunun her
yerinde oldugu tespit edilmistir. Tim deney gruplari degerlendirildiginde H-skor
sonuclarina gore PR, p53, Cerb2 ve ER antijenlerinin boyanma sonug¢larinin D-e-MAPP
ve D-e-MAPP KLN gruplarinin istatiksel olarak da anlamli sekilde sonug verdigi tespit
edilmistir (Sekil 4.43). Elde edilen sonuglara gére timor supresor geni pS3 boyanmasinin
tedavi edilen gruplarda anlamh sekilde pozitif sonu¢ vermesi bu hiicrelerde kanser
olusumunun engellenmesinin uygulama yaptigimiz D-e-MAPP seramidaz inhibitorii

aracili oldugunu gdstermistir.
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Sekil 4.33. Meme tiimorii olusturulmus farelerden D-e-MAPP uygulanmuis olanlarin tiimor dokusunun 51k
mikroskobundaki goriintiileri. (== : PR pozitif boyanmis, =; p53 pozitif boyanmis, %,
CerB2 pozitif boyanmus, 3%; ER pozitif boyanmus )

100
80
% 60
T+ 40
20
0
PR p53 CerB2 ER

D-e-MAPP Uygulanmis Grup

Sekil 4.34. Meme tiimorii olugturulmugs farelerden D-e-MAPP uygulanmis olanlarin tiimér dokusunun
immunhistokimyasal boyama sonucu H-skor degerleri
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Sekil 4.35. Meme tiimérii olusturulmus farelerden D-e-MAPP KLN uygulanmuis olanlarin tiimor dokusunun
15tk mikroskobundaki goriintiileri. (==; PR pozitif boyanmis, =; p53 pozitif boyanmus, %
: CerB2 pozitif boyanmus, 3% ; ER pozitif boyanmus )

100
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T+ 40
20
0
PR p53 CerB2 ER

D-e-MAPP KLN Uygulanmig Grup

Sekil 4.36. Meme tiimérii olusturulmus farelerden D-e-MAPP KLN uygulanmuis olanlarin tiimor dokusunun
immunhistokimyasal boyama sonucu H-skor degerleri
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Sekil 4.37. Meme tiimérii olusturulmus farelerden Bos KLN uygulanmuis olanlarmn tiimér dokusunun isik
mikroskobundaki goriintiileri. (==; PR pozitif boyanmis, =>; p53 pozitif boyanmus, &% ;
CerB2 pozitif boyanmis, % ; ER pozitif boyanmus )

80
60
40
20
PR p53

H-skor

CerB2 ER
Bos KLN Uygulanmig Grup

Sekil 4.38. Meme tiimorii olusturulmug farelerden Bos KLN uygulanmis olanlarin tiimér dokusunun
immunhistokimyasal boyama sonucu H-skor degerleri
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Sekil 4.39. Meme tiimorii olusturulmug farelerden DMSO uygulanmis olanlarin tiiméor dokusunun stk
mikroskobundaki gériintiileri. (==; PR pozitif boyanmis, =>; p53 pozitif boyanmus, £%;
CerB2 pozitif boyanmus, ¥<; ER pozitif boyanmus )
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DMSO Uygulanmis grup

Sekil 4.40. Meme tiimérii olusturulmus farelerden DMSO uygulanmis olanlarin tiimor dokusunun
immunhistokimyasal boyama sonucu H-skor degerleri
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Sekil 4.41. Meme tiimorii olusturulmus farelerden Serum fizyolojik uygulanmuis olanlarin tiimor dokusunun
15tk mikroskobundaki goriintiileri. (== PR pozitif boyanmis, =; p33 pozitif boyanmus, 3%

; ER pozitif boyanmis )
50
40
% 30
o .
10
0 ]
PR p53 CerB2 ER

Serum Fizyolojik Uygulanmig Grup

Sekil 4.42. Meme tiimorii olusturulmusg farelerden Serum fizyolojik uygulanmis olanlarin tiimér dokusunun
immunhistokimyasal boyama sonucu H-skor degerleri
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Sekil 4.43. Meme tiimérii olusturulmus farelerden elde edilen tiimor dokularin immunhistokimyasal
boyama sonucu H-skor degerleri. (****<0,0001)

Sekil 4.44. Meme tiimorii olusturulmus farelerden elde edilen tiimor dokularin Hematoksilen-Eosin ile
boyama sonuglart. (A; D-e-MAPP uygulanmig, B: D-e-MAPP KLN uygulanmig, C: Bos KLN
uygulanmig, D: DMSO uygulanmus grup, E: Serum fizyolojik uygulanmis grup)

4.12.2. Konfokal Mikroskop ile Yapisal Degisikliklerinin Goriintiilenmesi Bulgulari

BALB/c farelere ait meme tiimor dokularindan alinan Kkesitler akridin oranj ve
falloidin ile ikili boyama yapildiktan sonra konfokal mikroskopide ayrintili olarak
incelenmistir. Inceleme sonucunda D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN ile tedavi edilen
gruplarda hiicre yapisina bakildiginda kromatin yogunlasmasi, at nal ¢ekirdek olusumu
ve hiicre iskeletinde pargalanma seklinde apoptoz belirtegleri goriilmiistiir. D-e-MAPP
verilen grupta kontrol grubuna gore dokuda hiicreler arasi bosluklar nispeten artmis,
dokuda hafif biiziisme ve gevsemeler goriilmiistiir (Sekil 4.45). D-e-MAPP KLN verilen
grupta hiicreler incelendiginde kontrol grubuna gore hiicrelerde biiziisme ve gevsemelerin

oldugu, hiicreler arasinda bosluklarin arttigi tespit edilmistir (Sekil 4.46). Bununla
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beraber kontrol gruplari olarak kabul ettigimiz DMSO ve Serum fizyolojik uygulanan
gruplarda ise doku genel durumu normal degerlendirilmis hiicre c¢ekirdek ve
iskeletlerinde hasar veya degisiklik goriilmemis ve anlamli derecede saptanmamistir

(Sekil 4.48 ve 4.49).

Sekil 4.45. Meme tiimérii olusturulmus farelerden elde edilen tiimér dokularin konfokal mikroskopi
goriintiileme sonuglari. A-B; D-e-MAPP ile tedavi edilmis grup. (Ok basi: kromatin
yogunlagmast ok: atnal ¢ekirdek olusumu)

Sekil 4.46. Meme tiimérii olusturulmus farelerden elde edilen tiimér dokularin konfokal mikroskopi
goriintiileme sonuglari. A-B; D-e-MAPP KLN uygulanmuis. (Ok basi: kromatin yogunlasmasi
ok: at nali ¢ekirdek olusumu, halka: hiicre iskeletinde par¢alanma)
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Sekil 4.47. Meme tiimorii olusturulmus farelerden elde edilen tiimér dokularin konfokal mikroskopi
goriintiileme sonuglart. A-B; Bog KLN uygulanms. (Ok basi: hasar gormemis hiicre ¢ekirdegi,
ok: saglam hiicre iskeleti)

Sekil 4.48. Meme tiimorii olusturulmus farelerden elde edilen tiimér dokularin konfokal mikroskopi
goriintiileme sonuglari. A-B; DMSO uygulanmig. (Ok basi: hasar gormemiy hiicre ¢ekirdegi,
ok: saglam hiicre iskeleti)

Sekil 4.49. Meme tiimorii olusturulmus farelerden elde edilen tiimér dokularin konfokal mikroskopi
goriintiileme sonuglart. A-B; serum fizyolojik uygulanmis. (Ok basi: hasar gormemis hiicre
cekirdegi, ok: saglam hiicre iskeleti)
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4.12.3. ince Yapisal Degisikliklerin Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile
Goriintiillenmesi Bulgular:

BALB/c farelere ait meme tiimor dokularindan alinan kesitler ince yapisal
degisiklikleri incelemek amaciyla TEM mikroskopisinde ayrintili olarak incelenmistir
(Sekil 4.50). Genel olarak dokulara baktigimizda kontrol grubuna ait DMSO ve Serum
fizyolojik gruplarinda kanser dokusu 6zellikleri goriilmiistiir fakat uygulama yaptigimiz
D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN formunda ise daha ¢ok apoptoz belirtilerine rastlanmistir
bu belirtiler ileri seviye tespih tanesi kromatin yogunlasmasi, hiicre iskeletinde delik

olusumu, ¢ekirdek ve hiicre biiziismesi ve dokularda gevsemeler seklindedir.

Sekil 4.50. Meme tiimorii olusturulmus farelerden elde edilen tiimér dokularin TEM mikroskopi
gortintiileme sonuglart. A: D-e-MAPP ile tedavi edilmis grup, B: D-e-MAPP KLN ile tedavi
edilmig grup, C: Bos KLN uygulanmis grup, D: DMSO uygulanmig grup, E: Serum Fizyolojik
uygulanmig grup. (Yildiz: hiicre iskeleti par¢alanmasi, ok: kromatin yogunlasmasti)

4.12.4. Western Blot Bulgulari

Tez kapsaminda yapilan in vivo deneyleri sonucunda meme tiimori olusturulmus
farelerden elde edilen tiimor dokulardan protein izolasyonu yapilmistir. Western blot
yontemi sonucunda Parp-1 proteinin ekspresyon degisimleri incelenmistir. Elde edilen
sonuglara gore kontrol proteini olan GAPDH’a gére D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN ile
tedavi edilen grupta ekspresyon seviyesi serum fizyolojik grubuna gore artig géstermistir
(Sekil 4.51).
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Sekil 4.51. Meme tiimérii olusturulmus farelerden elde edilen tiimor dokularin Western blot deney
sonuclari.
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5. TARTISMA

Kanser, glinlimiizde Ozellikle gelismis iilkelerde olmak {tizere 6nemli saglik
sorunlar1 arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Kanser olusumuna neden olan faktorlerin
nitel ve nicel artisinin yani sira tani olanaklarinin gelismesi ile paralel bir artig gosteren
vaka sayilari, konuyla ilgili kisi ve kuruluslarin kanserle daha fazla ilgilenmesi sonucuna
yol agmistir. Bu sebeplerden dolay1 kanser tedavisinde son yillarda birgok yeni ilag
gelistirilmesine ragmen kanser tedavisinde kanserli hiicrelerin bu ilaglara direng
gelistirmesi ve kullanilan ilaglarin yeterli olmamasi yeni tedavi yaklasimlarina ve ilaglara
ihtiyacin siirekli hale gelmesine neden olmustur [209]. Meme kanseri kadinlarda ve
erkeklerde goriilen bir kanser tiiriidiir. Bu kanser daha ¢ok kadinlarda goriiliirken
erkeklerde goriilme sikligi daha diisiiktiir. Meme kanseri akciger kanserinden sonra
kadinlarda en sik goriilen kanser ¢esidi olup kanser sebepli 6liimlerde ikinci sirada yer
almaktadir. Ulkemizde meme kanseri %24,1°’lik bir oran ile kadinlarda gériilen tiim
kanser olgulari i¢inde en iist siradadir [210]. Meme kanseri nedenli 6liim oranini azaltmak
icin, yenilikci tedavi stratejileri gelistirmek, bu kanser tiirliniin biyolojisini anlamak, yeni
terapdtik stratejiler ve anti kanser ozellikli ilaclarin gelistirilmesi son derece Gnem

kazanmustir [211-213].

Meme kanseri i¢in cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisi ve patolojik
ve klinik sonuglara dayanan yeni hedefe yonelik tedavi gibi farkli tedavi secenekleri
mevcuttur. Meme kanserinin cerrahi, radyoterapi ve kemoterapiyi igeren geleneksel
tedavisi yontemleri anksiyete, depresyon, yasam kalitesinin diismesi, kusma, agri, uyku
bozuklugu gibi birgok yan etki icermektedir [214, 215]. Bu nedenle, kanseri yenmek igin
yeni tedavi stratejileri gelistirilmektedir. Bu noktada hedefe yonelik tedavi, kanserin
tedavisinin yonetilmesi, tedaviye bagl yan etkilerin azaltilmasi, daha spesifik ve etkin
tedavi yoOntemlerinin gelistirilmesi agisindan onemlidir. Meme kanseri tedavisinde
kullanilan ajan molekiiller yiiksek oranda toksik ozellik gostermektedir. Bu kanserin
tedavisinde en ¢ok kullanilan molekiiller Doksorubisin ve Paklitakseldir. Kemoterapide
kullanilan doksorubisin ¢ok fazla yan etkisi olan bir ajandir. En 6nemli yan etkisi uzun
stire sonunda doza bagimli olarak meydana gelen kronik kardiyomiyopatidir. Bunun
yaninda hastalarda lokal toksisite, sa¢ dokiilmesi, mukozit, kemik iligi supresyonu ve
nefrotoksisite gibi sorunlar oldukea sik goriilen yan etkileridir [216]. Klinikte kullanilan
ilk molekiil olan Paklitaksel taksan tiirevi bir maddedir. Bu maddenin kullanilmasiyla

olusan yan etkiler ise Notropeni, asir1 dispne duyarlilik, iirtiker, mukoza hipotansiyon,
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norotoksisite iltihabi, periferal ndropati, mide bulantisi, kusma, diyare, alopesi (sag

dokiilmesi), karaciger fonksiyonlarinda artis, miyopati, pulmoner yag embolisi gibi

etkilerdir [216].

Kanser tedavisinde kemoterapideki olumlu gelismeler, 6liim riskini ve hastaligin
tekrar etmesini 6nemli oranda azaltmis olsa da, meme kanserinin yeniden ortaya ¢ikmasi
klinikte 6nemli bir problem olusturmaktadir. Bundan dolay1, meme kanseri hastaliginin
listesinden gelmek i¢in tedavisinde kullanilabilecek yeni molekiil adaylarinin ve

potansiyel ilaglarin bulunmasina ihtiyag vardir [217].

Kanserin gelisimi ve yayilimmin karmasik mekanizmalara sahip olmasi, invazif
olmasi, agresif biiylime ve durdurulamamasi gibi nedenlerden dolayi klasik tedavilerden
cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi yontemler ¢ogu zaman direngli tlimorlere karsi
yeterince etkili olamamaktadir. Bu nedenden dolayi, kanser tedavisinde yeni antikanser
stratejileri oldukca 6nemli bir yere sahiptir. Kanserin kontrol mekanizmasinda gorevli
olan genlerin daha iyi anlasilmasi, bu hastaligin tedavisinde yeni stratejiler saglamaktadir.
Bircok kanser tiiriinde diizgiin ¢alismayan onkogenler ve tiimor baskilayici genler
kanserin baglangicinda ve biiylimesinde 6nemli bir role sahiptir. Gen tedavisi ve bu
sistemi kontrol altinda tutan kanser hiicrelerini apoptoza yonlendiren genlerin tespit
edilmesi ile bu hastalig1 kaynaginda tedavi etmek ve yok etmek umut verici bir stratejidir
[218].

Kanser hastaligina kars1 gelistirilen etkin tedavi sekillerinden nanotiipler, kuantum
noktalari, polimerler, lipidler, gbzenekli silika ve miseller gibi farkli nanoparcacik veya
nanotastyicilar kullanilmaktadirlar. Bu tasiyicilarin hepsi sekil, biiytikliik, yik, yiizey,
ila¢ yiikleme ve salma kapasitesi gibi bircok fizikokimyasal karakterizasyon acisindan
farkli 6zelliklere sahiptirler. En 6nemlisi de bu tasiyici sistemlere DOX, sisplatin ve 5-
fluorourasil gibi antikanser ajanlar yiiklenerek yeni molekiiller elde edilebilir [219].
Lipofilikligin artisina bagl olarak ila¢ molekiillerinin ve tasiyici sistemlerin membran
gecirgenligini arttirdi@i bilinmektedir [220]. Hedeflenen etkin maddenin kati lipit
nanopartikiil formuna doniistiiriilmesi ile yapisindaki yag, yiizey etkin madde ve yardimci
ylizey etkin maddelerin, hedeflenen etkin maddenin dokulara ve hiicrelere ge¢isini
kolaylastirdigr bilinmektedir [221-223]. Son yillarda daha etkili yeni nesil kati lipid
nanopartikiil (KLN) formlar1 gelistirilmistir. Bunlar nano yapilandirilmis lipid tasiyicilar
(Nano Lipid Carrier, NLC) ve lipit-lipit ilag konjugatlar1 (Lipid-Drug Conjugate, LDC)

olarak tamimlanmistir. Bunlarin en Karakterize ozellikleri katt ve sivi lipitlerin
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karisimlarindan olusan bir ¢ekirdek halinde olmalaridir. Olusan karisim sonucunda
olusan matris, kat1 lipitten daha diistik bir erime sicakliina sahip olmasina ragmen viicut
sicakliginda kati haldedir. KLN’ler, daha fazla etkin madde yiikleme ve ilacin sistemden
kagisini engelleme gibi 6zelliklere sahiptirler [224].

Tez calismamda antikanser ilact olma potansiyeli yiiksek olarak goriilen D-e-
MAPP ve onun kati lipit nanopartikiil formunun insan meme kanseri hiicreleri MCF-7
tizerinde neden oldugu sitotoksik, ince yapisal degisiklikler ve hiicre 6liim yollar
aragtirilmistir. Bu ¢alismada D-e-MAPP ve onun kat1 lipit nanopartikiil formunun (KLN)
ila¢ olma yolundaki hedeflerini insan meme kanseri hiicre hattinda in vitro olarak ve
hayvan deneylerinde in vivo olarak galismistir. Ik olarak bir seramidaz inhibitdrii olan
D-e-MAPP’1n etkinligini arttirmak ve hiicre igine giris miktarini daha da artirabilmek i¢in
onun kati lipit nanopartikiill formu sentezlenmis ve elde ettigimiz yeni partikiiliin
nanopartikiil karakterizasyon analizleri sonu¢lar1 KLN- D-e-MAPP partikiil boyutunun
normal D-e-MAPP partikiillerinden yaklasik 62 kat daha kiigiik oldugunu gostermistir
(Tablo 4.1). Bununla birlikte, SEM mikroskopi bulgularimiz zeta boyutu analizi 6l¢im
sonuglarimizi desteklemistir (Sekil 4.1). Ek olarak, nanopartikiillerin sekillerinin

morfolojik anlamda kiiresel ve piirlizsiiz oldugu goézlemlenmistir.

In vitro etkin madde salim1 deneyi sonuglarina gore seramidaz inhibitdrii molekiilii
olan D-e-MAPP’ %50’sini ilk 120 dakika igerisinde salmigtir. Devaminda diizenli ve
standart bir salim devam etmis ve salim profilinde belirgin bir fark goriilmemistir. 24.
Saate bakildiginda ilag saliminin % 68 oldugu goriiliirken, 144 saat sonunda ilag saliminin
%99’a ulastig1 tespit edilmistir (Sekil 4.15 ve 4.17). Bu sonuglara gore D-e-MAPP
yaklagik 6. glin sonunda tiim maddeyi ortama birakmistir. D-e-MAPP Nanopartikiil
formunun ise, ilk 15 dakika igerisinde %351 sinin salindig1, sonrasinda salim hizi azaldigi
4. saat sonunda tekrar salimim yaptiktan sonra 24. saate ve 96. saatlerde salinim yaparak
diizenli bir salim profili gostermekle birlikte 24. saatte % 91°e ¢iktig1 ve 96. saatte
%97,62’ye ulastig1 goriilmiistiir. Nanopartikiil formunun normal forma gore tiim maddeyi
salma durumu 4. giiniin sonunda olmustur. Bu sonuglar bize kullanilan nanopartikiil
yontemi ile istenilen ilag etken maddesinin kontrollii saliniminin yapilabilmesine olanak
sagladigini ve nano boyutta olan partikiillerin normalden daha hiz olarak nerdeyse 2 giin
daha erken sekilde tiim madde salinimini gergeklestirdigini géstermistir.

Yapilan birgok c¢alisma incelendiginde NOE, Ceranib-2, B13, LCL-464 ve

karmofur gibi seramidaz inhibitorlerinin akciger, kolon, prostat, glioma ve melanom
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kanserlerinde apoptozu indiikledigini bildirmistir. Bu ¢aligmalarda kullanilan seramidaz
inhibitorlerinin MTT test sonuclarina bakildiginda ICso degerleri, NOE’nin kemik
kanserindeki degeri 61 uM [225], Ceranib-2’nin akciger kanser hatlarinda A549 igin 22
uM ve H460 igin 8 uM [226] ayrica fare embriyonik fibroblast hiicreleri (NIH/3T3
normal hiicre dizisi) ve sigan embriyonik fibroblast hiicreleri (SRP7 kanser hiicre dizisi)
icin ICsp degerleri sirasiyla 3 uM ve 5 uM olarak tespit edilmistir [227]. Karmofurun
HCT116 kolon kanseri hiicre hattindaki ICsp degeri ise 8 uM olarak tespit edilmistir
[228]. B13'iin, insan melanomada ve HaCat keratinositlerinde ICso'si 10 uM olarak tespit
edilmistir [229, 230]. Zdzislaw vd. 2008 yilinda yaptiklar1 caligmalarinda MCF-7
hiicrelerinde D-e-MAPP’in etkinligini 48 saat sonunda 1Cso degerini 30uM olarak
bulmuslardir [231]. Yapilan baska bir c¢alismada D-e-MAPP’in HL-60 insan
promiyelositik 16semiden izole edilen alkCDazi1 se¢ici olarak inhibe ettigi bildirilmistir.
Ajanin ICsp degeri 1-5 mM'dir ve konsantrasyona ve zaman bagimli biiyiime baskiladigi
bildirilmistir [135]. Choi vd. (2003) yaptiklar1 bir calismada nétral seramidaz
ekspresyonunun mezengial hiicrelerde yiiksek seviyede ifade edildigini gostermistir.
Aragtirmacilar D-e-MAPP ile gercgeklestirilen nétral seramidaz inhibiSyonunun
kiiltiirlenmis mezangial hiicrelerde ve fare ince bagirsaginin belirli bolgelerindeki
hiicrelerde seramid seviyesini attirtidigini ve buna bagli olarak da apoptotik hiicre 6liimiin
gerceklestigini ifade etmislerdir [232]. Tez kapsaminda tiim deneylerde kullanmak
amaciyla kat1 lipid nano partikiil sentezini gerceklestirilmistir. Daha sonra elde ettigimiz
D-e-MAPP ve D-e-MAPP nanopartikiil formunun insan meme kanseri MCF-7 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkilerini tespit etmek amaciyla MTT sitotoksisite testi
gergeklestirilmistir. MTT sitotoksisite testi ile MCF-7 hiicreleri {izerindeki biiylimeyi
baskilayici konsantrasyonlar (ICso degerleri) belirlenmistir (Tablo 4.2). MCF-7 hiicreleri
tizerine uygulanan D-e-MAPP’1n 24, 48 ve 72 saatlik siirelerle uygulandigi canlilik 1Cso
degerleri sirasiyla 4,4 uM, 18,8 uM ve 35,7 uM oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda D-
e-MAPP-nanopartikiil formunun MCF-7 hiicreleri iizerindeki etkisinin 24, 48 ve 72
saatlik siirelerle uygulandigi canlilik ICso degerleri sirasiyla 15,6 uM, 13,9 uM ve 12,1
uM oldugu belirlenmistir. Elde edilen ICso sonuglar1 yapilan literatiir ¢calismalar ile
paralel sonuglar vermistir (Sekil 4.2 ve 4.3).

D-e-MAPP ve D-e-MAPP nanopartikiil formunun insan meme kanseri MCF-7
hiicreleri iizerindeki potansiyel antikanser etkisi hiicre morfolojisinde meydana gelen

degisikliklerin incelenmesi konfokal mikroskopi ile gerceklestirilmistir. Higbir muamele
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yapilmayan kontrol gurubu MCF-7 hiicreleri ve D-e-MAPP ve D-e-MAPP nanopartikiil
formunun ICso degeri ile maruz birakilan hiicreler karsilastirilmistir (Sekil 4.4 ve 4.5).
Sekil 4.4 A) da MCF-7 kontrol grubu hiicrelerinde normal g¢ekirdek ve normal hiicre
yapist goriilirken B), C) ve D) 24 saat boyunca D-e-MAPP ICs konsantrasyonu
uygulanmis olan MCF-7 hiicrelerinde hiicre iskeletinde delik olusumu ve pargalanma, I¢i
bosalmis hiicreler ve membran tomurcuklanmasi gibi yapilar goriilmiistiir. Sekil 4.5°de
A) MCF-7 kontrol grubu hiicrelerinde normal ¢ekirdek yapisi, normal hiicre yapisi
goriiliirken B), C) ve D) 24 saat boyunca D-e-MAPP nanopartikiil partikiil formunun ICsg
konsantrasyonu uygulanmis olan MCF-7 hiicrelerinde hiicre iskeletinde delik olusumu ve
pargalanma ve i¢i bosalmis hiicreler goriilmektedir. Elde edilen bulgular potansiyel antik
kanser ajaninin uygulandig: hiicrelerde apoptotik 6liim seklinin bariz sekilde gorildigi
belirlenmis ve molekiiliin apoptotik oliimii tetikledigi belirlenmistir. Tez caligmamda
MCF-7 hiicrelerinde meydana gelmesi beklenen ince yapisal degisiklikler gegirimli
elektron mikroskobunda (TEM) degerlendirilmistir. Kontrol gurubu MCF-7 hiicreleri ve
D-e-MAPP ve D-e-MAPP nanopartikiil formunun ICsg degeri ile maruz birakilan hiicreler
karsilagtiritlmistir (Sekil 4.6 ve 4.7). MCF-7 Kontrol hiicrelerinde normal hiicre membrani
ve normal hiicre iskeleti goriilirken D-e-MAPP’in ICsg konsantrasyonuna maruz
birakilan MCF-7 hiicrelerinde membran tomurcuklanmalar1 goriilmiistir. D-e-MAPP
nanopartikiil formunun ICsp konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-7 kontrol
hiicrelerinde normal hiicre membrani1 ve normal hiicre iskeleti goriiliirtken D-e-MAPP
nanopartikiil formunun ICsp konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-7 hiicrelerinde
membran tomurcuklanmalari, hiicre iskeletinde delikler ve kromatin yogunlagmasi
goriilmektedir. Elde ettigimiz bu degisiklikler ile hiicre zarinin aktivitesinin arttid1 ve
tomurcuklanmalar yaptig1 goriilmektedir. Dolayisiyla D-e-MAPP ve D-e-MAPP
nanopartikiillerinin daha ¢ok ¢ekirdek ve hiicre membrani lizerinde etkili oldugunu ayni1
zamanda da c¢ekirdek biiziigmesine neden oldugu i¢in kromatin yogunlagsmasinda da etkili
olarak hiicreyi apoptoz ile dliime gotiirdiigii belirlenmistir.

D-e-MAPP ve D-e-MAPP nanopartikiillerinin MCF-7 hiicrelerindeki apoptoz
tetikleyici etkisi erken ve ge¢ apoptoz ayiriminda kullanilan bir boyama yontemi olan
Anneksin-V analizi ile gergeklestirilmistir. MCF-7 kontrol hiicrelerinin %91,54 oraninda
canli oldugu, hiicrelerin %2,01'inin ise 61diigii tespit edilmistir. Bu grupta erken apoptotik
oran %4,72 iken ge¢ apoptotik oranin %1,73 oldugu tespit edilmistir. 24 saat boyunca D-

e-MAPP’1n ICsp konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-7 hiicrelerinde 6lii hiicrelerin
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%3,15 oldugu tespit edilmistir, yine hiicrelerin erken apoptotik oran %?25,80 iken ge¢
apoptotik oranin %11,05 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.8). Toplam orana baktigimizda
kontrol grubunda canli hiicrelerin oranm1i %91,54 iken deney gurubunda %60,00
oranindadir ve deney grubunda 6liim oran1 %40 seklinde bulunmustur (Tablo 4.3). 24
saat boyunca D-e-MAPP Nanopartikiil formunun MCF-7 kontrol hiicrelerinin %98,83
oraninda canli oldugu, hiicrelerin %1,17'sinin ise 6ldiigii tespit edilmistir. Bu grupta erken
apoptotik oran ve gec apoptotik oranin %0,00 oldugu tespit edilmistir. 24 saat boyunca
D-e-MAPP Nanopartikiil formunun ICsp konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-7
hiicrelerinde o6lii hiicrelerin %5,41 oldugu tespit edilmistir, yine hiicrelerin erken
apoptotik oran %10,52 iken ge¢ apoptotik oranin %12,23 oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.9). Toplam orana baktigimizda kontrol grubunda canli hiicrelerin oran1 %98,83 iken
deney gurubunda %71 oranindadir ve deney grubunda O6liim oran1 %30 seklinde
bulunmustur (Tablo 4.4). D-e-MAPP ve D-e-MAPP nanopartikiillerinin MCF-7
hiicrelerindeki hiicre dongiisii dagilimi sirastyla G1, S ve G2 evreleri degerleri olarak elde
edilmistir. D-e-MAPP kontrol grubu hiicrelerinde G1’de %86,8, S’de %5,1 ve G2
evresinde %5 olarak bulunmustur (Sekil 4.10). 24 saat boyunca D-e-MAPP ICso
konsantrasyonuna maruz birakilan hiicrelerde G1°de %39,4, S’de %23.,4 ve G2 evresinde
%19,7 olarak tespit edilmistir (Tablo 4.5). 24 saat boyunca D-e-MAPP
nanopartikiillerinin ICso konsantrasyonuna maruz birakilan hiicrelerde G1°de %24,5, S’de
%3,9 ve G2 evresinde %22,3 olarak tespit edilirken kontrol grubunda G1°de %44.,8, S’de
%035,5 ve G2 evresinde %28 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.11). Elde edilen bu sonuglara
bakildiginda hiicre dongiisiindeki G1 evresinde her iki durumda da kontrol grubuna goére
deney gurubunda azalma goriilmiistiir bunun yani sira S ve M evrelerindeki hiicre
popiilasyonunun yiizdesini kontrol grubu hiicrelerindekine gore azaldigi goriilmektedir
(Tablo 4.6). Bu durum hiicre dongiisiinde yavaslama ve proliferasyonun yavaslamasi
anlamimi tagimaktadir. Tez calismamda D-e-MAPP’in 24 saat boyunca MCF-7
hiicrelerindeki mitokondri zar potansiyeli degisikliklerinin sonuglarina goére kontrol
hiicrelerinde canlilik oram1 %99,67 olarak tespit edilmis ve D-e-MAPP’mn ICso
konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-7 hiicrelerinde canli hiicreler %17,65 iken 6lii
hiicrelerin oran1 %82,35 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.12). 24 saat boyunca D-e-MAPP
nanopartikiillerinin kontrol hiicrelerinde canlilik oran1 %100 olarak tespit edilmis ve D-

e-MAPP nanopartikiillerinin ICso konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-7 hiicrelerinde
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canli hiicreler %15,40 iken o6lii hiicrelerin oran1 %84,60 olarak tespit edilmistir (Sekil
4.13).
D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN Formiilasyonunun MCF-7 hiicreler iizerindeki

tetiklenebilecek olan hiicre 6liim yollarinin belirlenebilmesi icin RT? Profiler PCR Array
yontemi ile toplam 96 gen ve bunlardan 12 si kontrol olmak iizere 84 adet genin
ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Yapilan bu ¢alismanin sonuglarina bakildiginda D-
e-MAPP uygulanan grupta AKT1 3.91, BAX 3.48, BCL2 3.24, BCL2L1 5.04, BIK 3.63,
BNIP3L 6.51, CASP2 4.76, CASP3 2.51, CASP7 4.40, CD27 6.81, NFKB1 5.62, TNF
6.59, TNFRSF21 8.65, TP53 3.69 kat daha fazla ekspre oldugu tespit edilirken D-e-
MAPP KLN uygulanan grupta ise AKT113.71, BAX 9.13, BCL2 7.78, BCL2L1 27.67,
BCL2L11 23.65, BCL2L2 51.88, BIK 24.76, BIRC5 11.38, BNIP3L 22.48, CASP2
11.63, CASP3 10.69, CASP7 48.79, CD27 15.82, CRADD 20.58, DIABLO 32.39,
FADD 41.86, GADD45A 57.39, IGF1R 60.46, NFKB1 20.58, PYCARD 11.58, TNF
18.42, TNFRSF10A 39.50, TNFRSF21 48.74, TP53 18.63 ve TP73 76.18 genleri D-e-
MAPP uygulanan gruba kiyasla daha fazla ekspresyon gostermislerdir. Bunlar disinda
kalan genler referans genlere (Housekeeping) oranlara daha az sentezlenmislerdir (Sekil

4.20 ve 4.22).

Invazyonun belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismada seramidaz inhibitdrii D-e-MAPP
ve yeni sentezlenen D-e-MAPP kati lipid nanopartikiil formunun MCF-7 meme kanseri
hiicre hatti iizerinde invazyon diizeylerine olan etkileri trans-well matrigel invasion
chamber yontemi kullanilarak yapilmistir. D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN uygulanan
MCF-7 hiicre hattinda hiicrelerin invazyon diizeyleri uygulama yapilmayan kontrol
grubuna gore, 6nemli diizeyde azalma gostermistir (Sekil 4.23). Image] programi
kullanilarak hiicre sayimi yapilmistir. Elde edilen verilere gore kontrol grubuna kiyasla
tedavi edilen gruplardaki hiicrelerin invaze olmalar1 istatiksel olarak da daha az
bulunmustur (Sekil 4.24). Kanserde biiylik bir problem olan hiicrelerin baska dokulara
invaze olmalari bu sayede azaltilarak tedavinin etkinliginin arttirllmis olmasi
saglanmistir. MCF-7 meme kanseri hiicre hatti lizerinde D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN
uygulanarak hiicrelerin  koloni olusumu incelenmistir. Kontrol gruplart ile
kiyaslandiginda zamana ve doza bagli olarak koloni olusumunun azaldig1 hatta neredeyse
tamamen engelledigi saptanmistir. Bu bulgular D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN’nin
MCEF-7 hiicrelerinde etkili oldugunu ortaya koymustur (Sekil 4.25). Meme kanseri MCF-
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7 hiicrelerin yara agikligin1 kapatma deneyi ise “scratch assay” olarak yapilmistir. Elde
edilen sonuglara gére D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN uygulanan gruplar da kontrol
grubuna kiyasla acilan yarngin kapanma siliresinin daha az oldugu tespit edilmistir.
Kontrol grubu hiicrelerde 24 saat sonunda agilan yarigin nerdeyse tamaminin kapandigi
tespit edilmistir (Sekil 4.26, 4.27 ve 4.28). MCF-7 hiicrelerine D-e-MAPP ve D-e-MAPP
KLN formunun uygulanmasiyla elde edilen sonuglar Image J programi ile
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglarda ise agilan yariklarin kapanma oranlarinin D-
e-MAPP i¢in %13,4 D-e-MAPP KLN ig¢in %13,8 iken kontrol grubunda %89,1 olarak
tespit edilmistir (Tablo 4.10). Bu sonuglar bize kanserli hiicrelerin yara agikligini kisa
stirede kapatirken seramidaz inhibitorii olan D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN’nin ortamda
bulunmast ile bu aciklik gerek apoptozun etkisiyle gerekse hiicrelerin tamamen 6lmesi ile
kapanmamuistir. Elde edilen bu sonuglar bize kanserli hiicrelerin hem gog yoluyla hem de
invaze olma sekliyle bagska dokulara metastaz yapmasinin Oniine gegilebilecegini

gostermistir.

Hiicrede meydana gelen DNA hasari, onarim mekanizmasinin kapasitesi astigi
zaman onkogenik silirecin baglamamasi icin hiicre apoptoza yonlendirilir. Bu apoptotik
yolakta p53 proteini hem intrensek yolakta hem de ekstrensik yolakta 6nemli bir rol
iistlenmektedir [233,234]. P53 iin apoptozdaki etkisi, mitokondri membran gegirgenligini
denetleyen, Bcl-2 protein ailesini aktiflestirerek olur. Bel-2 protein ailesinin proapoptotik
tiyeleri, mitokondri membranindan sitoplazmaya sitokrom-c salinimini aktiflestirir ve bu
sayede kaspazlar olurlar. P53 yoklugunda ise apoptotik siire¢ baglamaz ve hiicrede DNA
hasar1 olmasina ragmen apoptozun gerceklesmemesi kanser hiicrelerinin tedavilere
direng gostermesine sebep olur. Kanser, hiicre biiyimesi ve hiicre 6liimii arasindaki
homeostatik dengenin bozulmasi olarak kabul edilebilir. Anti-apoptotik genlerin ve pro-
apoptotik genlerin dengesiz ekspresyonu, kanserin 0Ozelligi olan kontrolsiiz hiicre
boliinmesine neden olabilir. Bcl-2 ekspresyonu kiigiik hiicreli akciger kanserinde sik
goriiliir ve bir ¢aligmada vakalarin %76'sin1 olusturdugu tespit edilmistir [235]. Meme
kanseri hiicre hattt (MCF-7) yapisinda meydana gelen bir hasarin onarilmasi i¢cin DNA
tamir mekanizmast ve bu mekanizmada etkin rol oynayan PARP’lar (Poli ADP-riboz
Polimeraz) biiyiik 6nem tasimaktadir. Kanserli bir hiicrenin programli 6liim yolagina
(apoptoz) siiriiklenebilmesi i¢in s6z konusu tamirde gérevli PARP’larin inhibisyonuna
yani PARP Inhibitér (PARPi) ajanlarina ihtiya¢ duyulmaktadir [236]. Western blot
yontemi ile MCF-7 hiicrelerinde, D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN formunun neden
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oldugu apoptozis ile ilgili proteinlerin ekspresyonlart kontrol grubu ile karsilastirilarak
gerceklestirilmistir. Deney gruplari arasinda, apoptoz ile ilgili olarak Actl, bcl-2, ve Parp-
1 proteinlerinin ekspresyonlarinin degisimleri incelenmistir. House-keeping olarak [-
aktin ve GAPDH (Gliseraldehit-3-Fosfat Dehidrojenaz) proteinleri kullanilmistir. Parp-
1, Bcl-2 ve Actl proteinlerinin ekspresyonu incelendiginde, D-e-MAPP ve D-e-MAPP
KLN grubunda kontrole gore artig goriilmiistiir (Sekil 4.30, 4.31 ve 4.32).

Meme kanseri hastalar1 arasinda sag kalim siirelerinin farklilik gdstermesi,
patolojik alt tiplerin olmas1 [237], tiimér boyutlar1 [238, 239] ve benzeri ¢esitli klinik
belirtilerle iligkilidir. Colombo J ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada ksenograft fare modelinde
inflamasyon iligskili molekiill olan NfkB fiizerinden melatoninin inflamasyona ve
proliferasyona olan etkilerini incelemisler ve sonug olarak melatoninin hayvanlarin timor
boyutlarinda bir azalmaya sebep oldugunu gostermislerdir [240]. Baska bir ¢alismada,
MCF-7 ve T47D hiicrelerinin proliferasyonu {izerine melatoninin olas1 etkileri
incelendiginde, bisfenol A (BPA)’ nin etkisiyle ortaya ¢ikan proliferasyonun melatoninle
azaldig1 gosterilmektedir [241].

Kanserli hiicreler hasarli DNA’ya sahip olmalarina ragmen normal hiicreler gibi
boliinme siirecindeki kontrol molekiillerinden etkilenmeden bdliinmeye devam ettigi
bilinmektedir. p5S3 genlerinde meydana gelen mutasyonlarinin kanserdeki rolii ve 6nemi
bircok ¢alismada vurgulanmistir. Yapilan birgok ¢alismada mutant TP53 molekiiliiniin
apoptozdaki gorevi ve apoptozdan kagis mekanizmasi aydinlatilarak tiimor hiicrelerinin
kontrolsiiz ¢ogalmasi kontrol altina alinabilecegi diislinlilmektedir. Mutant hala gelmis
olan p53 proteininin kanser olusumu, kanser gelisimi, invazyon ve metastaz
stireclerindeki mekanizmalarin1 ve kanser hiicrelerinin apoptotik siirecten kagisinda rol
aldig1 bilinmektedir [242]. Bu protein bir tiimor baskilayici olarak islev goriir; hiicrelerin
bliylimesini ve ¢cogalmasini kontrol altinda tutar (6rnegin ¢ok hizli ¢ogalmasini engeller).
Tez kapsaminda tiimor olusturup sonra tedavi edilen farelerden elde edilen meme timor
dokulari, tiimdr siipresdr geni p53, Ostrojen reseptdr ER, progesteron reseptdr PR ve
CerB2 onkogeni antijenlerinin 151k mikroskobik diizeyinde hiicrelerdeki yerlesimi ve
yogunlugu immiinohistokimyasal olarak tespit edilmistir. Kontrol grubu olarak kabul
edilen Serum fizyolojik grubunda immiinohistokimyasal boyama sonuglarina
baktigimizda D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN ile tedavi edilen gruplara gore timor

siipresdr geni p53, Ostrojen reseptdr ER, progesteron reseptdr PR ve CerB2 onkogeni
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antijenlerinin boyanmalarinin daha az oldugu ve bazi bolgelerde ¢ok az sayida pozitif
boyamalarin oldugu tespit edilmistir. Ozellikle p53 antijenin boyanma yogunluguna ve
istatiksel sonuglarina baktigimiz zaman deney gruplarinda daha yiiksek sayida oldugu ve
boyanmamanin tiimdr dokunun her yerinde oldugu tespit edilmistir. Tiim deney gruplari
degerlendirildiginde H-skor sonuglarina gore PR, p53, Cerb2 ve ER antijenlerinin
boyanma sonuglarimin D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN gruplarinin istatiksel olarak da
anlaml sekilde sonug verdigi tespit edilmistir (Sekil 4.43). Elde edilen sonuglara gore
timor stipresor geni p53 boyanmasinin tedavi edilen gruplarda anlamli sekilde pozitif
sonug¢ vermesi bu hiicrelerde kanser olusumunun engellenmesinin uygulama yaptigimiz

D-e-MAPP seramidaz inhibitorii aracili oldugunu gostermistir.

Tiimo6r olusturulup tedavi edilen BALB/c farelere ait meme tiimor dokularindan
alinan kesitler yapisal olarak konfokal mikroskopide ayrintili bir sekilde incelenmistir.
Elde edilen sonuglara baktigimizda kontrol grubu olarak kabul etti§imiz Serum fizyolojik
uygulanan grupta doku genel durumu normal degerlendirilmis hiicre ¢ekirdek ve
iskeletlerinde hasar veya degisiklik goriilmemis. Istatistiksel olarak tiim preparatlar
incelendiginde ise kontrol grubundaki hasar ve degisiklikler anlamli olarak
saptanmamustir (Sekil 4.49). D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN ile tedavi edilen gruplarda
ise hiicre yapisina bakildiginda kromatin yogunlagmasi, at nali cekirdek olusumu ve hiicre
iskeletinde pargalanma seklinde apoptoz belirtegleri goriilmiistiir. D-e-MAPP verilen
grupta kontrol grubuna gére dokuda hiicreler aras1 bosluklar nispeten artmis, dokuda hafif
biiziisme ve gevsemeler gorilmistiir (Sekil 4.45). D-e-MAPP KLN verilen grupta
hiicreler incelendiginde kontrol grubuna gore hiicrelerde biiziisme ve gevsemelerin
oldugu, hiicreler arasinda bosluklarin arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.46). Bu sonuglar
bize kanserli hiicreler in vitro da olsa in vivo da olsa bizim kullandigimiz seramidaz
inhibitorii araciligr ile apoptoza yoneldigi hiicrelerin 6ldiiglinii gostermistir. TUmor
olusturulup tedavi edilen BALB/c farelere ait meme tiimoér dokularindan alinan kesitler
ince yapisal degisiklikleri incelemek amaciyla TEM mikroskopisinde ayrintili olarak
incelenmistir (Sekil 4.50). Genel olarak dokulara baktigimizda kontrol grubuna ait Serum
fizyolojik grubunda kanser dokusu 6zellikleri goriilmistiir fakat uygulama yaptigimiz D-
e-MAPP ve KLN formunda ise daha ¢ok apoptoz belirtilerine rastlanmistir bu belirtiler
iler1 seviye tespih tanesi kromatin yogunlasmasi, hiicre iskeletinde delik olusumu,
cekirdek ve hiicre biizlismesi ve dokularda gevsemeler seklindedir. Hiicrelerin ince

yapisal analizleri de apoptoz belirtileri oldugunu kanitlamis ve seramidaz inhibitdrii olan
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D-e-MAPP’in hem kendisinin hem de KLN formunun meme kanseri tedavisinde
potansiyel bir ajan oldugunu gostermistir. Meme kanseri tiimorii olusturulmus farelerden
elde edilen timor dokulardan protein izolasyonu yapilmistir. Western blot yontemi
sonucunda Parp-1 proteinin ekspresyon degisimleri incelenmistir. Elde edilen sonuglara
gore kontrol proteini olan GAPDH’a gore D-e-MAPP ve D-e-MAPP KLN ile tedavi
edilen grupta ekspresyon seviyesi serum fizyolojik grubuna gore artis gostermistir (Sekil
4.51).

Gliniimiizde artan kanser vakalar1 ve tam olarak tedavi yollarinin bulunamamasi,
alternatif tedavi yontemlerinin arastirilmast ve elde edilecek yeni tedavi yaklasimlari
oldukg¢a ilgi ¢ekmeye baslamistir. Mevcut kullanilan tedavi yoOntemlerinin yetersiz
kalmasi ve yan etkiler gostermesi bir¢ok bilim insanini da yeni arastirmalar konusunda
tesvik etmektedir. Kanser ile ilgili son yillarda yapilan caligmalarda sfingolipid
metabolizmasinin kanser ile iliskisi ortaya konulmustur ve sfingolipid metabolizmasinin
temel molekiilii olan seramid ile yapilan ¢alismalar oldukg¢a popiiler hale gelmistir. Bu
proje ile elde edilen sonuglar degerlendirildiginde D-e-MAPP’in ve D-e-MAPP
nanopartikiil formiilasyonun meme kanseri hiicre hatt1 iizerindeki etkileri ile ilgili daha
fazla bilgi literatiire dahil edilmis olup ve elde ettigimiz verilerin meme kanseri tedavisi
icin daha ileri diizeydeki ¢alismalara bir kaynak ve taban olusturacagi diisiincesindeyiz.
Bu tez c¢alismasi ile belirttigimiz hedeflerin gerceklesmesi ile mevcut kemoterapi,
immiinoterapi ve radyasyon terapisi gibi ¢esitli geleneksel kanser terapilerinin disinda
anti kanser ila¢ yiiklii nanopartikiil uygulamasi kullanilan bir yaklagimin, meme kanseri
tedavisinde uygulanabilmesine yonelik arastirma sonug¢larmin bir sonraki hedef

caligmalarina katki saglayacagi kanisindayiz.
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Kongresi, Mugla, 2015

Hiiseyin IZGORDU, Yakup Senyiiz, Hasan Ari, Ferhat Altunsoy, Osman
Sert, “Adli Agidan Onemli Olan Sarcophagidae (Diptera) Faunasimin 3
Aylik Aktivitesinin Kiitahya ilinde Belirlenmesi” 22. Ulusal Biyoloji
Kongresi- 2014 Haziran

Hasan Ari, Hiiseyin [ZGORDU, Mehmet Giilmez, Kemal Dindar, Yakup
Senyiiz- Icel, Tarsus “Scarabaeinae (Coleoptera, Scarabaeidae) Faunasi
Tiirleri Uzerine Bir Calisma”, Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi-
Ekoloji 2013 Sempozyumu (2-4 Mayis)

Kemal Dindar, Mehmet Giilmez, Hiiseyin IZGORDU, Yakup Senyiiz,
“Eskisehir Cevresi Scarabaeinae (Coleoptera, Scarabaeidae) Faunasina
katkilar”, Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi- Ekoloji 2013
Sempozyumu (2-4 Mayis)



Burslar:

Mehmet Giilmez, Hiiseyin IZGORDU, Kemal Dindar, Yakup Senyiiz,
“Bursa Aphodiinae (Coleoptera, Scarabaeidae) Tiirleri Uzerine Bir
Degerlendirme” Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi- Ekoloji 2013
Sempozyumu (2-4 Mayis)

Hiiseyin IZGORDU, Mehmet Giilmez, Kemal Dindar, Yakup Senyiiz,
“Sanliurfa Scarabaeidae (Coleoptera) Faunasi Uzerine On Calismalar”
Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi- Ekoloji 2013 Sempozyumu
(2-4 Mayis)

e TUBITAK Bilim insan1 Destek Programlar1 Baskanligi (BIDEB), 2211 C
Yurt I¢i Oncelikli Alanlar Doktora Bursu. 2019-2022.

e Yiiksekdgretim Kurulu, 100/2000 YOK Doktora Bursu, (Oncelikli Alan:
Nanobiyoteknolojik Giidiimlii ilaglar) 2018-2022.

e 1002- TUBITAK- Hizli Destek Programi, Doktora Bursiyeri (Proje: Meme

Kanseri Hiicrelerinde D-erythro-MAPP ve Nanopartikiil Formiilasyonunun

Neden Oldugu Hiicre Oliim Mekanizmalarinin Arastirilmasi). Subat 2019-
Subat 2020.

Katilinan Etkinlikler:

4. Uluslararast Katimli Hiicre Oliimii Arastirma Dernegi, Biyolojik
Verilerin istatistiksel Analizi Kursu, Online 19 Mart 2022

4. Uluslararas1 Katihmli Hiicre Oliimii Arastirma Dernegi, LC-MS/MS
Proteomiks Kursu, Online 19 Mart 2022

4. Uluslararas1 Katihmh Hiicre Oliimii Arastirma Dernegi, Organoid
Modeller Kursu, Online 19 Mart 2022

24 Agustos 2020- Uygulamali Mikroskopi ve Goriintii Analizi Kursu,
Maia Saglik Damsmanlik, Hacettepe Universitesi-Ankara

16 Mart 2019- CRISPR/Cas9 Gen Diizenleme Calistayi, Eskisehir
Teknik Universitesi-Eskisehir

26 Subat 1 Mart 2019- Hiicre Kiiltiirii ve Sonrasi Arastirma

Yontemleri Kursu- Ankara Yildirim Beyazit Universitesi, -Ankara



Projeler:

13-14 Haziran 2019- Lipid Arastirmalarinda Kanser ve Lipidomiks
Calistay1, Eskisehir Teknik Universitesi-Eskisehir

17 Mayis 2019- Tiibitak Destekli 3. Lipit Arastirmalar1 Cahstayi,
Hacettepe Universitesi, Ankara

11-14 Ekim 2018- Hiicre Oliimii / Sitotoksisite Calistayl, 7.
Multidisiplinler Kanser Arastirma & 1. Temel Onkoloji Kongresi, IZMIR
03-04 Mayis 2018 - Leica Electron Microscope Sample Preparation of
Biological Materials- Actbadem Mehmet Aydilar Universitesi-Istanbul
08-09 Subat 2018 - Kantitatif Real Time PCR Uygulamalar1 Kursu -
Ankara Universitesi-Biyoteknoloji Enstitiisii-Ankara

11-22 Eylil 2017 - 10. Uygulamah Hiicre Kiiltiirii ve Molekiiler
Biyoloji Arastirma Kursu- Atlas Biyoteknoloji Laboratuvari-Ankara
15-24 Subat 2016 — Deney Hayvanlar1 Kullamm Sertifikasi- Ankara
Universitesi Siirekli Egitim Merkezi- Ankara

01-10 Temmuz 2014 - Uygarhklar Vadisinde Ekoloji Temelli Doga
Egitimi- Adnan Menderes Unv. Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii-
Aydin

01-06 Temmuz 2013 - 2. Taksonomi Yaz Okulu (Molekiiler Yontemler
ve Yeni Yaklasimlarin Kesisme Noktasi)- Ege Unv. Fen-Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii- izmir

15.03.2009 Egitim Sertifikas1 ( ISO 22000:2005 Gida Giivenligi
Yonetim Sistemi Temel Egitimi) - Geng Danismanlik Merkezi - Kiitahya
08.03.2009 Egitim Sertifikas1 (ISO 9001:2008 Kalite Yonetim Sistemi
Temel Egitimi) - Gen¢ Danigmanlik Merkezi — Kiitahya

Yiiksekogretim Kurumlar: tarafindan destekli bilimsel arastirma
projesi (BAP) “Hypericum perforatum Kat1 Lipit Nanopartikiil Yiikli
Tip-1 Kollajen Hidrojel Tabanli Biyomalzeme Gelistirilmesi”, Biitge:
39.936,78 TL, Arastirmaci, Ocak-2022-devam ediyor.

Yiiksekogretim Kurumlar: tarafindan destekli bilimsel arastirma

projesi (BAP) “Kat1 Lipit Nanopartikiil Formunda Kollajen Tip-1 Sentezi



ve Karakterizasyonu”, Biitge: 39.656,00 TL, Arastirmaci, Ocak-2022-
devam ediyor.

Yiiksekogretim Kurumlar1 tarafindan destekli bilimsel arastirma
projesi (BAP) “Makrofaj Hiicrelerinde Ceranip-2 Inhibitériiniin Etkisinin
TEM Mikroskopisi ile Incelenmesi”, Biitge: 9.739,80TL, Arastirmaci,
Nisan-2021-devam ediyor.

Yiiksekogretim Kurumlar: tarafindan destekli bilimsel arastirma
projesi (BAP) “Insan Hepatosit Karsinoma Hiicrelerinde Seramidaz
Inhibisyonu Nedenli Sitotoksisitenin Arastirilmas1”, Biitge: 7.500 TL,
Arastirmaci, Nisan-2021-devam ediyor.

Yiiksekogretim Kurumlar: tarafindan destekli bilimsel arastirma
projesi (BAP) “Virkon-S’in Sazan (Cyprinus carpio L., 1758) Epitelyoma
Papillosum Hiicreleri Uzerindeki Antiproliferatif, Sitotoksik ve
Proapoptotik  Etkilerinin ~ Arastirllmas1i”  Biitce:  39.943,52 TL,
Arastirmaci, Ekim-2021-devam ediyor.

Yiiksekogretim Kurumlar: tarafindan destekli bilimsel arastirma
projesi (BAP) “Akciger kanserinde seramid metabolizmasi ile TERT
translokasyonunun iligkisinin arastirllmasi” Biit¢e: 19.116,00 TL,
Arastirmaci, Ekim-2021-devam ediyor.

Yiiksekogretim Kurumlar: tarafindan destekli bilimsel arastirma
projesi (BAP) “Telomeraz Ekspresyonunun siRNA Aracili Susturulmasi
ile Seramidaz Inhibitérii (Seranib-2) Nedenli Hiicre Oliim Yollarinin
Arastirilmas1” Biitge: 19.998,94 TL, Arastirmaci, Ekim-2021-devam
ediyor.

Yiiksekogretim Kurumlar: tarafindan destekli bilimsel arastirma
projesi (BAP) “Seramidaz inhibitorii olan Seranib-2’nin Akciger Kanseri
Hiicrelerinde Apoptotik Gen Ekspresyon Seviyeleri Uzerindeki Etkileri”
Biitge: 39.973,50 TL, Arastirmaci, Ekim-2021-devam ediyor.
Tiibitak-1002 Projesi “Meme Kanseri Hiicrelerinde D-erythro-MAPP ve
Nanopartikiil ~Formiilasyonunun Neden Oldugu Hiicre Oliim
Mekanizmalarinin ~ Arastirilmasi”, Doktora  Ogrencisi-Bursiyer,

Sonuglandi (Doktora Tez Projesi)



e Yiiksekogretim Kurumlar1 tarafindan destekli bilimsel arastirma
projesi (BAP), “Seramidaz Inhibitdrlerinin Akciger Kanseri Uzerindeki
Morfolojik Etkileri”’- Arastirmaci, Sonuglandi.

e Yiiksekogretim Kurumlar: tarafindan destekli bilimsel arastirma
projesi (BAP), D-Erythro-Mapp ve Nanopartikiill Formiilasyonunun
Meme Kanseri Hiicrelerinde Apoptoz ile iliskili Oliim Yolaklarinin In-
Vivo Olarak Arastirilmasi, Arastirmaci, 2020-devam ediyor. (Doktora

Tez Projesi)

Uyelikler:

e Molekiiler Kanser Arastirma Dernegi (MOKAD)
e Avrupa Kanser Arastirma Dernegi (EACR)
e Tiirk Elektron Mikroskopi Dernegi (TEMD)

Odiiller:

¢ “Gen¢ Arastirmaci Bursu”- 7. Multidisipliner Kanser Arastirma & 1.

Temel Onkoloji Kongresi, Uluslararas: Katilimli, 11-14 Ekim 2018



