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OZET

CAP, H. (2021). Yeni Sentezlenen Amino Antrakinon Tirevinin Antikanser Etkisinin
Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiist, Biyofizik AD. Yiiksek
Lisans Tezi. Istanbul.

Meme Kkanseri tedavisinde kullanilan geleneksel kemoterapdtik ajanlarinin ¢ogu
sistematik toksisiteye neden olmaktadir. Bu amagla sitotoksik etkileri diisiik, anti kanser
etkileri yliksek yeni nesil olarak adlandirilan ilag aday1 molekiiller ile yapilan ¢aligmalar
son yillarda 6nem kazanmistir. Amino antrakinonlar (AA) ve tiirevleri antikanser ilaci
olarak giliniimiizde kullanilmaktadirlar. Meme kanseri standart tedavisinde kullanilan en
yaygin AA Orneklerinden biri olan Mitoksantron (MTX) sitotoksik antibiyotik sinifina
dahildir. Bu tez ¢calismasinda yeni 6zgiin olarak sentezlenen AA tiirevi molekiiliin Insan
meme kanseri hiicreleri (MCF-7) ile Insan damar kordonu endotel hiicreleri (HUVEC)
lizerine bagimsiz ve standart tedavide kullanilan MTX ile olan sinerjistik
etkisi degerlendirilmistir. Bu dogrultuda, sitotoksite testleri MTT ydntemi ile
gerceklestirilmis ve elde edilen veriler analiz edilerek hiicrelerin %50 canlilik gosterdigi
inhibisyon konsantrasyonlart (ICsp) hesaplanmistir. Apoptotik analizler akim sitometri
yontemi kullanilarak yapilmistir. Deneyler sirasinda biyoyararlanimi iist seviyeye
tasimak amaci ile AA ve MTX uygun konsantrasyonlarda ayr1 ayri ve birlikte enkapsiile
edilmistir. Nanopartikiil (NP) haline getirilen bu tiirev ve ilag kombinasyonlar ile de
tiim deneyler tekrarlanarak sitotoksite testleri ve apoptotik analizler yapilmistir. Yapilan
deneylerde 24 saat sonunda enkapsule edilen AA ve MTX’in kapsule edilmeyen
formlara goére kontrollii ila¢ salimmindan dolayr hem sitotoksite hem de apoptoz
acisindan degerlendirdigimizde etkinliklerinin azaldig1 goriilmiistiir. 48 saat sonunda ise
etkinliklerinin kapsiilsiiz formlara oranla arttig1 izlenmistir. Elde ettigimiz sonuglarda
AA’nin  kontrol olarak kullanilan HUVEC hiicrelerinde yiksek sitotoksik etki
gostermesi ilacin sinerjistik etkinligini 6n plana ¢ikarmaktadir. Tiim bu calismalarin
bundan sonra yapmayi planladigimiz in vivo deneyler igin temel olusturacagini ve
meme kanseri tedavisinde yeni ila¢ adayr molekiil gelistirilmesine 6nemli bir katki
saglayacagini dngormekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, AA, MTX, NP, ila¢ aday1 molekiil,

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 36733



ABSTRACT

CAP, H. (2021). Investigation Of The Anti-Cancer Effect Of A New Synthesized
Amino Anthracinone Derivative. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Biophysics, MSc. Thesis. Istanbul. 2021.

Many of the traditional chemothrapeutic agents used in the treatment of breast
cancer(BC) cause systemic toxicity. For this purpose, studies conducted with drug
candidate molecules called new generation with low cytotoxic effects and high anti-
cancer effects have gained importance in recent years. Amino anthroquinones (AA) and
it derivatives are widely used for the cancer treatment today. One of the most common
examples of AA used in BC standard therapy, mitoxantrone (MTX) is included in the
cytotoxic antibiotic class. In this thesis study, the synergistic effect of the newly
synthesized AA-derived molecule on human BC cells (MCF-7) and Human Umbilical
Vein Endothelial Cells (HUVEC) . For this hence In this direction, cytotoxicity tests
were carried out by MTT method and the obtained data were analyzed and the
inhibition concentrations ICso at which the cells were 50% viable were
calculated.Apoptotic analyzes were performed using flow cytometry method. During
the experiments, AA and MTX were encapsulated individually together at appropriate
concentrations in order to maximize bioavailability. Cytotoxicity tests and apoptotic
analyzes were performed by repeating all experiments with these derivatives and drug
combinations were encapsulated . At the end of 48 hours, it was observed that their
effectiveness increased compared to the unencapsulated forms. In the results we
obtained, the cytotoxic effect of AA in HUVEC cells used as control highlights the
synergistic effect of the drug. We anticipate that all these studies will form the basis for
future in vivo experiments and will make an significent contribution to the development
of new drug candidate molecules in BC treatment.

Key Words: BC, AA, MTX, Drug candidate molecule

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 36733



1. GIRIS VE AMAC

Kanser hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile meydana gelen bir hastaliktir. Meme
kanseri ise; meme dokusundaki hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasiyla olusan ve dinya
tizerinde kanser oliimlerinde ikinci olarak basta gelen kanser tiiriidiir (2). Meme kanseri
kadin popiilasyonu arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir (3). Meme kanseri metastaz
yapabilme yetenegine sahiptir. Bu sebeple kanserin iyilesmesi ve tedavisinde
kemoteropOtik ajanlara ihtiyag duyulmaktadir (4). Kemoterap6tik ajanlarin 6nemli yan
etkileri bulunmaktadir. Kanser hiicreleri ile birlikte saglikli hiicreler {izerinde de
sitotoksik Ozellik gosterirler. Yan etkilere 6rnek olarak karaciger, akciger ve bobrek
hasarlar1 ayrica kalp yetmezligi gosterilmektedir (5, 6). Kemoterap6tik ajanlarin
kullaniminda yan etkilerin Oniine gecebilmek i¢in nanoteknoloji ¢ok yonlii ¢oziimler
sunar. Ilacin biyolojik bariyerleri asarak kanserli hiicrelere ulasmasini saglar (7).
Nanokapsiilasyon ilacin viicut igerisinde kontrollii salinim1 ve hedef dokuya iletimi i¢in
yan etkilerin ortadan kaldirilmasi1 asamasinda gereklidir (8). Nanopartikiller, enkapsile
edilen ilaglarin veya ila¢ adayr molekiillerin terapétik etkilerini arttirmasi, enzimatik
yikimdan korumalart ve kan dolagiminda uzun siire kalmalarim saglar (9).
Biyoyararlanimi en iist seviyeye tasimak amaci ile bu tez ¢alismasinda AA tlrevleri
nanopartikil haline getirilere in vitro deneylerde kullanildi. Nanokapstilasyon meme
kanserinde, hedefli ila¢ tasimada ve kanser tedavisinde uygun ve kullanisli bir
yontemdir (10). Yeni sentezlenmis, 6zgun AA tlrevi maddenin, insan meme kanseri
hlcresi olan MCF-7 Uzerindeki etkileri arastirildi. Bu ¢alisma ile yeni bir antikanser ilag
aday1 molekiil elde etmeyi hedeflemekteyiz. Birgok AA tirevi madde kemoterapik ajan
olarak kullanilabilmektedir. AA’larin iyi bilinen érneklerinden biri, kemoterap6tik ajan
olan mitoksantron ile 1-(4-(4-hydroxyphenyl)piperazin-1-yl)anthracene-9, 10-dione
yeni sentezlenen 6zgin AA tlrevinin meme MCF-7 hiicrelerine olan sitotoksik etkileri

in vitro kiltir kosullarinda gozlemlendi.

Apoptoz, fizyolojik ve patolojik kosullarda ortaya ¢ikan fizyolojik bir hucresel
sirectir. Apoptozun altinda yatan mekanizmanin anlagilmasi, birgok hastaligin
patogenezinde onemli rol oynar. Bazilarinda sorun, dejeneratif hastaliklarda oldugu gibi
cok fazla apoptozdan kaynaklanirken, digerlerinde apoptozun meydana gelmemesi

sonucu hastalik ortaya ¢ikar. Kanser, apoptozun meydana gelmedigi durumlardan biridir



ve hicreler apoptoz ozelligini kaybederek malign 0Ozellik kazanirlar. Apoptoz
mekanizmast karmasiktir ve bircok yol igerir. FEtkilenen hiicrelerin malign
transformasyonuna, tiimor metastazina ve anti kanser ilaglara karsi dirence yol acan bu
yollar boyunca herhangi bir noktada sorun meydana gelebilir. Sorunun nedeni apoptoz
olmasia ragmen, apoptoz, bircok tedavi stratejisinin popiiler bir hedefi oldugu i¢in
kanser tedavisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (11). Akim sitometri ile heniiz nikleer
degisiklikler olusmadan membrandaki erken degisiklikler sirasinda bile apoptoz
Olctlebilmektedir. Apoptoz gelistiginde hiicre membraninin normalde i¢ kisminda
bulunan fakat apoptoz ile hiicre yiizeyine ¢ikan fosfotidilserine baglanma o6zelligi
gosteren Annexin V ile hucrelerde apoptoz tayini yapilabilmektedir (12). Bu tez
calismasinda yeni sentezlenen 6zgiin AA tiirevinin etkisini bagimsiz olarak MTX ile
karsilagtirmali ve sinerjistik etkiyi gozlemleyebilmek adina da birlikte MCF-7
hlcrelerine uygulayarak apoptotik analizleri akim sitometri yontemi ile inceledik. Tez
calismasindan elde edilen deneysel deneyim ve veriler hem meme kanseri tedavisindeki
molekiler mekanizmalarin aydinlatilmast hem de bu amagla yeni ilag adayi

molekiillerin gelistirilmesine dnemli bir temel olusturacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Kanser Biyolojisi

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ve ¢ogalmast ile ortaya ¢ikan, genetik
ve cevresel kosullarin etkisi altinda olusan kompleks bir hastaliktir. Diinyadaki
olumlerin buyik bir bélimi kanser hastaligi sebebi ile meydana gelmektedir (12).
Karsinojenez sureci, hiicresel fenotipte, biyik 6lclde, terminal olarak farklilasmamis
hiicrelerde meydana gelen genetik degisiklikleri icerir. Kanser hicrelerinin blyime
yetenekleri saglikli hiicrelere gore farklilik gosterir ve proliferasyon {izerindeki olagan
kontrollere yamit vermezler kanser hicreleri kontakt inhibisyon 6zelligini kaybetmis
hicrelerdir. Bu hiicreler programli hiicre 6liimii olan apoptozdan da kagarlar ve
cogunun, bolinmesi surekli olarak devam eder. Tiim bunlarin yaninda dizenli bir
oksijen ve besin kaynagi saglamak ic¢in kan damarlarinin olusumunu uyarabilirler,
normal dokular istila edebilirler ve kanser huicreleri bagisiklik sistemini etkisiz hale
getirirler (13).

Kanser htcreleri bir dizi degisiklik gecirmis hucrelerdir. Bu degisiklikler
hicrelerde kalitsal bozukluklar meydana getirir. Kanser hiicrelerinde bazi belirgin
ozellikler vardir (14).

e Biiylimeyi uyarici sinyallerde bagimsizligin gelismesi

e Biiyiime engelleyici (anti-biliyiime) sinyallere kars1 duyarsizlik
e Programlanmis hiicre 6liimiinden kaginma (apoptoz)

e Sinirsiz cogaltma potansiyeli

e Siirekli anjiyogenez

e Doku istilasi



2.2. Meme Kanseri
Meme kanseri, diinya ¢apinda en yaygin ii¢ kanserden biridir (15). Meme
kanseri, kadinlarda en c¢ok teshis edilen malignite ve kansere bagli dliimlerin en sik

nedenidir (16).

Her sekiz kadindan biri meme kanseri olma riskini tasir (17). Hala lokalize
formda iken meme kanseri tespit edilen hastalarda 5 yillik sagkalim oran1 % 98 olmak
ile birlikte Evre IllI'te % 72 ve Evre IV' te sadece % 22' dir (18, 19). Erkeklerde ise
meme kanseri riski zamanla artig gostermektedir (20). Meme kanseri gelisimi igin risk
faktorleri arasinda; obezite, fiziksel egzersiz eksikligi, alkol kullanmak, menopoz
sirasinda hormon tedavisi, iyonlastirict radyasyon, ilk adet kanamasinda erken yas,
hayatin ge¢ doneminde hamilelik veya hi¢ ¢ocuk sahibi olmamak, ileri yas, ailede
meme kanseri 0ykisu sayilabilir. Vakalarin yaklasik % 5-10' u, genetik bir yatkinligin
sonucudur, BRCA1 ve BRCAZ2 buna dahildir. Erkek meme kanseri gelisimi i¢in en ilgili
risk faktor, BRCA2 genindeki bir mutasyondur. Erkek meme kanseri, androjen
reseptéri (AR) dahil olmak izere neredeyse tamamen hormon reseptori pozitiftir (21).
Cogu vaka, erkeklerde boyle bir malignitenin varligindan haberdar olmama ve ilgili risk
faktorleri konusunda bilgisizlik nedeniyle gec ortaya ¢ikar. Ek olarak, meme kanseri

olan erkekler ikinci bir kanser gelistirme agisindan 6zel risk altindadir (22).

Meme kanseri tipik olarak tiimor kii¢iik oldugunda semptom gostermez. Gogiis
kanseri belirtileri memede bir yumru, meme seklinde bir degisiklik, deride ¢ukurlasma,
meme ucundan gelen sivi (6zellikle kanliysa), ters ¢evrilmis meme basi veya kirmizi

veya pullu bir cilt yapisini igerebilir (23).

Meme kanseri hastalarinda metastaz soz konusu olabilir. Hastalarda kemik agrisi,

sismis lenf diiglimleri, nefes darlig1, veya sari cilt goriilebilir (24).

Goreceli hayatta kalma oranlari, normal yasam beklentisini hesaba katarak,
tanidan sonra belirli bir siire kanserinden kurtulacak hastalarin yiizdesinin bir
tahminidir. Kanser hastalarinin hayatta kalmasi, kanser teshisi konmamis ayn yas ve

irktaki insanlarin hayatta kalmasi ile karsilastirilir.

Goreceli sagkalim oranlari, tim kadinlarin ortalama deneyimine dayandigindan

ve bireysel prognozu tahmin etmediginden dikkatle yorumlanmalidir ¢linkii meme
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kanserinin sagkalimini etkileyen bir¢ok hasta ve tiimdr ozelligi hesaba katilmaz. Ek
olarak, uzun vadeli sagkalim oranlari, yillar 6nce teshis ve tedavi edilen hastalardan
elde edilen verilere dayanmaktadir ve bu nedenle, erken teshis ve tedavide daha yeni

gelismeleri yansitmamaktadir.

En son verilere gére, meme kanseri teshisi konan kadinlar i¢in goreceli sagkalim

oranlari:
. % 91 teshisten 5 yil sonra
. % 84 teshisten 10 yil sonra
. % 80 teshisten 15 yil sonra

Tan1 anindaki evre, prognozu etkileyen en 6nemli faktorlerden biridir. Meme

kanseri i¢in bes yillik bagil sagkalim oranlari:
* Lokalize hastalik i¢in % 99
* Bolgesel hastalik icin % 86
* Metastatik hastalik teshisi konan hastalar igin %27 (25)
Meme kanseri alt tipi (HR / HER2)

Meme kanseri sagkalimi ayrica timor alt tipine gore degisir. Bes yillik goreceli

sagkalim oranlart:
* HR +/ HER2- i¢in % 92
* HR + /HER2 + igin % 89
* HR-/ HER2 + igin % 83
* HR- / HER2- igin % 77

Onemli olarak, yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, tiim meme kanseri alt
tiplerinde evre I meme kanseri teshisi konan hastalarda 4 yillik goreceli sagkalimin %

95 veya daha fazla oldugunu buldu (26).

2.2.1. Meme Kanseri Molekiiler Mekanizmasi
Genler, bir hiicrenin saglikli kalmasi ve normal c¢aligmasi i¢in ihtiyag duydugu
cesitli proteinlerin kodlarini icerir. Baz1 genler ve yaptiklar proteinler, gégilis kanserinin

nasil davrandigimi ve belirli bir tedaviye nasil yanit verebilecegini etkileyebilir. Bir



11

doku O6rneginden alinan kanser hiicreleri, hangi genlerin normal ve anormal oldugunu
gormek i¢in test edilebilir. Genlerin kodladig: proteinler de test edilebilir. Ek olarak,
meme kanseri lizerinde c¢alisan arastirmacilar, yiiksek riskle iligkili 300' den fazla
yaygin genetik varyant belirlemislerdir (27). Meme kanseri ile iligkili genlerden

bazilar1 agagida verilmistir.

BRCA1 ve BRCA?2 tiimér baskilayict proteinleri iireten genlerdir (28). Insanlar
tarafindan kodlanan BRCAL1 geni (29) omurgali tiirlerinde yaygindir. Bu genler

DNA'nin onarimindan sorumludur (30).

BRCA1 ve BRCA2 genleri birbiriyle iligkili olmayan proteinleri kodlarlar (31).
Ancak her ikisi de normalde gogiis ve diger doku hiicrelerinde eksprese edilir ve burada
hasarli DNA' y1 onarmaya yardime1 olur veya DNA onarilamazsa hiicreleri yok ederler.
DNA ¢ift sarmali iizerinde  kirilmalarin hatasiz onariminda Onemli bir rolle
kromozomal hasarin onariminda rol oynarlar (32). BRCA1 veya BRCAZ2' nin kendisi bir
BRCA mutasyonu nedeniyle hasar goriirse, hasarli DNA diizgiin bir sekilde onarilmaz
ve bu meme kanseri riskini artirir (33). Baskin alel, normal, tiimér baskilayici bir isleve
sahipken, bu genlerdeki yiiksek kalitsal mutasyonlar, meme kanseri riskinin artmasiyla

baglantili olarak tiimor baskilayici islev kaybina neden olur (34).

PALB2 - BRCA1 ve BRCA2' den sonra, PALB2 su anda en yaygin {igiincii
meme kanseri genidir. PALB2, "BRCA2 s Ortag1 ve Yerellestiricisi" nin kisaltmasidir
(35). Baska bir deyisle, DNA hasarin1 onarmak ve béylece meme kanserinin gelismesini
onlemek i¢in BRCA2 geni ile ortak calisir (36). Mutasyona ugramis bir PALB2 genine
sahip kadinlarin tahmini % 35", 70 yasina kadar meme kanseri gelistirecektir (37).
PALB2 geninin sonradan yapilan ¢aligmalarda BRCAL ile etkilesime girdigi de
gosterilmistir (38). Ailesel meme kanseri ile ilgili 6nceki ¢alismalar, PALB2' deki islev
kaybr mutasyonlar ile iliskili olarak, mutasyonsuz tasiyicilar arasindaki riskten iki ile

dort kat daha yuksek risk tahminleri vermistir (39, 40).

CHEK2 - "Kontrol Noktas1 Kinaz 2" veya CHEK2, tiimor biiylimesini
baskilamaya yardimci olan bir protein olusturur. Mutasyona ugramis bir CHEK?2 genine
sahip olmak, kadinlarda meme kanseri riskini iki katina ¢ikarir. Erkeklerde erkek meme

kanserinin olusma olasiligin1 10 kat daha fazla yapar.
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CDH1 - CDHI1 veya "CaDHerin 1", hiicre gruplarinin organize dokular
olusturmak icin birbirine yapismasina yardimci olan bir timor baskilama genidir. CDHI
genindeki bir mutasyon, lobiler meme kanseri veya memenin sit Greten lobdillerinde
baslayan kanser riskini artirabilir. Gen normalde hiicrelerin birbirine tutunmasini
yardimci oldugundan, bir mutasyon ayni1 zamanda daha kolay bireysel kanser hiicreleri
kopyalamak igin calisabilir ve meme timorl yapabilir. yerlesimli malign timaorin

viicudun diger bolgelerine yayabilir.

PTEN - “Fosfataz ve TENsin homologu” (PTEN) geni, hiicre boliinmesi oranini
kontrol ederek tiimdr biiylimesini dnlemeye yardimci olur. Ayrica hasarli hiicrelerin
kanserli hale gelmeden 6nce kendi kendini yok etmesine neden olur. CDH1 gibi, PTEN
de hiicrelerin birbirine yapismasima yardim etmede rol oynar ve bu da kanserin

yayilmasini 6nlemeye yardimci olabilir.

STK11 - "Serin / Treonin Kinaz 11" bagka bir tlimér baskilayicidir. STK11 gen
mutasyonlar1 Peutz-Jeghers sendromuna neden olur. Peutz-jeghers sendromu
Gastrointestinal sistemi etkileyen, bagirsaklarda ve midede hamartomalar denilen 1yi
huylu polip olusumuna neden olan genetik bir hastaliktir. Peutz-Jeghers sendromu,

meme kanseri de dahil olmak tizere birgok kanser tiirli igin artan bir risk tasir.

TPS53 - P53 olarak da bilinen (ve takma adi "genomun koruyucusu") "Timor
Proteini p53", bir hiicrenin DNA'sinin hasar gordiigiinii tanir. Daha sonra ya bir DNA
onarim genini (BRCA1 gibi) etkinlestirir ya da hiicrenin kendi kendini yok etmesine
neden olur. TP53 mutasyona ugramissa, hasarlit DNA onarilmayacak ve hiicre yasamaya
devam edecek, belki de bir kanser hiicresi haline gelecektir. Bazt TP53 mutasyonlari
kalitsal olsa da, ¢ogu bir kisinin yasami boyunca meydana gelir ve yalnizca kanserli
hale gelen hiicrelerde bulunur (41, 42).

2.2.2. HER?2 Pozitif Meme Kanserinin Molekuler Ozellikleri

HER?2' yi asin1 ifade eden gruptaki karsinomlar, HER2' nin kromozom 17'nin
yakininda bulunan ve HER2 amplikonunun bir parcasi olarak koordineli olarak
amplifiye edilen GRB7 (blylime faktorl reseptori-baglanmis proteinler Ornegin
tirozin-protein kinaz erbB-2) gibi diger genler ile birlikte gogaltilmasini gosterir (43, 44,
45). Daha once de belirttigimiz gibi HER2+ molekiiler alt sinifi daha kotii prognoza
ragmen, neoadjuvan tedavi ve kemoterapide daha iyi yanit verme egilimindedirler.

Endokrin tedaviye de daha duyarlilardir. 2017 yilinda yapilan bir arastirmaya gore son
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30 yildir yapilan HER2 pozitif ¢caligmalar1 hem erken hem de ileri meme kanserlerinde
onemli ilerleme kaydetmistir. Bu basarilara ragmen, HER2 pozitif meme kanserinden
kaynaklanan sirekli yiksek olimler, yeni tedaviler ve kombinasyonlar icin surekli,

yogun klinik arastirmalar1 gerektirmektedir (46).

Bu tez calismasinda HER2 pozitif meme kanseri hiicreleri olan; MCF-7

hiicreleri iizerinde ¢alisma yapilmistir.

MCF-7 hiicreleri HER2 (ErbB2) onkogen amplifikasyonuna sahip degildir.
Ancak HER2 ¢alismasi i¢in modellerin azligi ve ER ile HER2 arasindaki potansiyel

capraz konusma goz Oniine alindiginda, Osborne ve Benz, HER2' yi asir1 ifade eden

MCE-7 hucreleri Uretti (47).

Bu hucreler, anti-HER2 inhibitérlerinin biiylimeyi nasil engelledigini incelemek igin
miikemmel bir model olmustur ve klinik ¢aligmalarda terciime edilen ve dogrulanan

bulgular olan ¢oklu anti-HER? tedavilerinin aktivitesini dogrulamistir (48).

2.2.3. Meme Kanserinin Siniflandiriimasi
Kanser gelisimi ve ilerlemesinin altinda yatan biyoloji karmagiktir. Yiiksek
verimli teknolojilerden elde edilen son bulgular, meme kanserinde altta yatan genetik
degisiklikler ve biyolojik olaylar ile ilgili 6nemli bilgiler ekledi. Bilgiler, meme kanseri
hastalarinin yonetimini etkileyen yeni tedavi stratejileri ve hasta siniflandirmalarina

iliskin 6ngoriiler saglar (49).

Meme kanserleri, kanserin cevre dokuya yayilip yayilmamasina gore invaziv
olmayan ve invaziv olan meme kanserleri olarak ikiye ayrilir. Ayrica Inflamatuar

meme kanseri ve metastatik meme kanseri de vardir.

Invaziv olmayan meme kanserleri: Kanser olustugu yerde kalmis ve ¢evre dokuya
yayilmamistir. Eger siit kanallarinda (duktus) olusmus ve ¢evre dokulara yayilmamis ise
orijinal yerinde Duktal karsinom (DCIS), siit bezlerinde (lobiil) olusmus ve ¢evre
dokulara yayilmamis ise yerinde Lobuler karsinom (LCIS), adin1 almaktadir (50). 2012

ve 2016 yillar1 arasindaki tiim meme kanserlerinin %16’ s1 DCIS’ tir (51).

Invaziv olan meme kanserleri: Kanser olustugu yerden gevre dokuya ilerlemistir.
Siit kanallarindan (duktuslar) baslayan tipine Invaziv duktal karsinom, siit bezlerinden
(lobiiller) baslayan tipine Invaziv lobiiler karsinom denilir (52). Genellikle meme

kanserlerinin %81’ i invaziv meme kanseridir.
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Diger yandan DCIS, tim DCIS’lar ilerleme gostermese de, ilerleme gosteren
DCIS invaziv kanserin onciistidiir. Aslinda, DCIS bazen o kadar yavas biiylr Ki tedavi
olmasa bile hasta sagligini etkilemez. Uzun siireli ¢alismalar, tedavi edilmemis DCIS' li
hastalarin sadece % 20-53' Unuin nihayetinde invaziv meme kanseri teshisi kondugunu
bulmustur (53, 54).

Inflamatuar meme kanseri, meme derisinin sismesi ve kizariklig: ile karakterize,
nadir gorulen ancak agresif bir meme kanseri tirtdir.Metastatik meme kanseri ise evre
4 meme kanseri olarak siniflandirilir. Kanser viicudun diger bolgelerine yayilmistir. Bu
genellikle akcigerleri, karacigeri, kemikleri veya beyni igerir. Bu timorlerin biyolojik
davraniglart hakkinda celigkili veriler olmasina ragmen, bircogu sarkoma benzeri

davranigla agresif bir klinik seyir sergiler.

Meme kanseri tarihsel olarak tek bir hastalik olarak anilsa da,risk faktorleri,
sunum, tedaviye yanit ve sonuclar agisindan farklilik gosteren dort ana molekiiler alt tip
ve en az 21 farkli histolojik alt tipten (kanserin ortaya ¢iktig1 doku tipi) olusan bir grup
hastalik olarak kabul edilmektedir.

2.2.3.1. Histolojik Alt Simiflar
Meme kanserinin histolojisi temel olarak, kanser hicrelerinin boyutuna,

sekillerine ve diizenlenme bi¢imlerine dayanir.

Invaziv meme kanserlerinin % 75' inden fazlasi artik histolojik olarak kategorize
edilmektedir (55).

En yaygin 6zel histolojik alt tip, invaziv meme kanserlerinin yaklasik % 15" ini
temsil eden invaziv lobiler karsinomdur (55). Tubuler, musindz, cribriform ve papiller
karsinom, genellikle olumlu prognozlarla iliskilendirilen nadir meme kanseri alt
tipleridir (56). Tubuler karsinom, tim invaziv meme karsinomlarinin % 3 ila % 5' ini
olusturur. Mitkemmel prognoza sahip diisiik dereceli bir kanserdir ve genellikle yaslh

kadinlarda goriiliir.

2.2.3.2. Molekiiler Alt Stmiflar

Meme kanseri molekiiler alt tipleri, su anda standart klinik uygulama olmayan
maliyetli ve karmagsik bir siire¢ olan gen ekspresyon analizi ile belirlenir. Bununla
birlikte, bu alt tipler biyolojik belirteclerin (6strojen reseptorii [ER], progesteron

reseptéri [PR] ve insan epidermal biyume faktorl reseptorii 2 [HER2] reseptori) (ER,
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PR, HER2 vs.) kanserin reseptor veya timor belirteci durumunu klinik degerlendirmesi
igin rutin yontemler kullanilarak da gézlemlenebilir (57). Hormon reseptori pozitif (HR
derecesi ve proliferasyon (hiicre boliinme hizi) hakkindaki bilgiler de bazen alt tip

belirlemek i¢in kullanilir.
Dort ana molekiiler alt tip asagida agiklanmaktadir.

Luminal A (HR+/HER2-): Bu, en yaygin meme kanseri turidir ve diger alt
tiirlere gore daha yavas biiyliyen ve daha az agresif olma egilimindedir. Luminal A
tmorleri, kismen en iyi prognozla iliskilidir ¢iinkii bunlar genellikle hormonal tedaviye

yanit verirler (58,59).

Luminal B (HR+/HER2+): HR + olmasina ¢k olarak, bu alt tip baslangigta klinik
olarak HER2 icin her zaman pozitif olarak karakterize edildi, ancak son zamanlarda
protein Ki67 (¢ok sayida aktif olarak boliinen hiicrenin bir gostergesi) veya HER2 icin
oldukga pozitif olarak tanimlandi. Luminal B meme kanserleri, luminal A' dan daha
yiiksek dereceli olma egilimindedir bunun sebebi sadece ER' leri ve / veya PR’ leri ifade
etmekle kalmaz, ayn1 zamanda asirt HER2' yi ifade etmeleridir bu nedenle daha kéti
sonuglanir (58,59).

Bazal benzeri (HR-/HER2-): Bu kanserler, ER, PR ve HER2 (ER-, PR- ve HER2-)
ekspresyonundan yoksundur bu nedenle iiglii negatif olarak da adlandirilir (60). Uglii
negatif meme kanserlerinin ¢ogunlugu (yaklasik % 75), gen ekspresyon profili ile

tanimlanan bazal benzeri alt tipe girer (61,62).

Uclii negatif meme kanserleri, kismen, tedavideki ilerlemelerin diger molekiiler
alt tiplerin gerisinde kalmasi nedeniyle, diger alt tiplere gore daha koti prognoza
sahiptir (63,64). Bu kanserler, ABD' deki beyaz kadinlara kiyasla siyah kadinlarda iki
kat daha fazla gorullyor ayrica menopoz 6ncesi kadinlarda ve BRCA1 gen mutasyonu
olanlarda daha yaygindir (65). Ucli negatif meme kanseri kendi igerisinde alt1 gruba
ayrilir. Bazal benzeri 1 (BL1), bazal benzeri 2 (BL2), imminomodilator (IM),
mezenkimal benzeri (M), mezenkimal sap benzeri (MSL), liminal androjen reseptori
(LAR) (66). (tablo 1)

HER?2 ile zenginlestirilmis (HR- / HER2 +): HER2 geni bazen neu proteinleri
olarak da adlandirilir. Bu gen HER2 proteinlerini Gretir. Normalde HER2 reseptorleri,
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saglikli bir gogiis hiicresinin nasil biiylidiiglinii, boliindiiglinii ve kendi kendini
onardigin1 kontrol etmeye yardimci olur. Ancak HER2 genindeki bir mutasyon
kendisinin ¢ok fazla kopyasini olusturur ( HER2 gen amplifikasyonu olarak bilinir ).
Tim bu ekstra HER2 genleri, gogiis hiicrelerine ¢ok fazla HER2 reseptorii (HER2
proteini asirt ekspresyonu) meydana getirir. Bu, gogiis hiicrelerinin kontrolsiiz bir
sekilde biiyiimesini ve boliinmesini saglar (67). Meme kanserinin en yaygin tipidir ve
gelismis tilkelerde menopoz dncesi kadinlarda goriilen meme kanseri vakalarinin % 60-

70" ini olusturur (68).

Gegmiste, bu alt tip en kotii prognoza sahipti; ancak HER2 + kanserleri igin
hedefe yonelik tedavilerin yaygin kullanimi, bu hastalar i¢in sonuglart 6nemli 6lgude
iyilestirmistir (63, 69, 70).

2.2.4. Meme Kanseri Tedavi Yontemleri

Meme kanseri tedavi yontemleri; kanserin molekuiler karasteristik 6zelliklerine
ve meme kanseri hastasinin yasina, tercih ettigi tedavi gesidine, tedavinin olasi
yararlarina ve zararlarina gore degisiklik gostermektedir. Genel olarak alt1 tedavi
secenegi vardir ve ¢cogu tedavi plani agagidakilerin bir kombinasyonunu igerir: ameliyat,
radyasyon, hormon tedavisi, kemoterapi, immdinoterapi ve hedefe yonelik tedaviler.
Bazilar1 yereldir, sadece tiimoriin etrafindaki alan1 hedef alir. Bazilar1 ise sistemiktir ve

tiim viicudunuzu kanserle savasan ajanlarla hedef alir.

2.2.4.1. Kemoterapi

Geleneksel sitotoksik kanser kemoterapisi genellikle bagisikligi baskilayicidir.
(imminosupresif). Bu ilaglar spesifik olmayan bir sekilde bagisiklik yanitlarini azaltir.
Diger yandan, bagisiklik sisteminin tiimor biiyiimesini ortadan kaldirmasia veya
baskilamasina yardimci olurlar (71, 72). Tedavi sayesinde kanser hiicreleri metastaz
yapamaz Ve hastanin 6lmesi Onlenir. Sistemik kemoterapi (ilaglarin kan dolagimi
yoluyla tim viicutta dolagmasi), yaygin malign hastaliklar i¢in mevcut ana tedavi

yontemidir (73).

Kemoterapinin yararlari bir ¢ok faktore baglidir. Bu faktorler arasinda Tiimdriin
tipi, derecesi, boyutu ile birlikte reseptorlerin tiri ve durumu, dahil olan lenf
diiglimlerinin sayis1 ve tutulum derecesi, kanserin viicudun baska yerlerine yayilma riski

sayilabilir. Ucli negatif meme kanseri ve HER2 pozitif meme kanseri kemoterapiye
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karst HR+ kanserlere gore daha duyarlidir (74). Kemoterapi bazen sitotoksik 6zellik
gosterebilir. Kemoterapinin sitotoksik etkilerini ortadan kaldirmak i¢in nano

kapstilasyon gelistirilmistir.

Kemoterapi genellikle hormonal ve hedefe yonelik tedaviler gibi diger tedavi
yontemleriyle birlikte kullanilir. Neoadjuvan kemoterapi (kiigiiltiicii kanser tedavisi)
olarak adlandirilan, daha kolay ve daha giivenli bir sekilde tiimoériin ¢ikarilabilmesi igin
ameliyattan once bir timori kiigliltmek igin de kullanilabilir (75). Bununla birlikte,
mitoksantron, doksorubisin ve siklofosfamid dahil olmak tizere bazi sitotoksik kanser
kemoterapotik ilaclari, saglam dogustan gelen ve uyarlanabilir anti-timdr bagisiklik
tepkilerini etkinlestiren ve kemoterapinin etkinligini biiylik 6l¢iide artirma potansiyeline

sahip olan bir immiinojenik hucre 6luma yolu ile tumor hicrelerini dldurebilir (76).

2.2.4.2. Cerrahi
Kanser tedavisinde basariyla kullanilan ilk yontemdir. Bir¢ok yaygin kat1 timor
icin tek iyilestirici tedavidir. Basarili bir cerrahi tedavinin en 6énemli belirleyicisi uzak

metastaz olmamasidir (77).

2.2.4.3. Radyasyon Tedavisi

Kanser tedavisinde kullanilan yerel bir yontemdir. Radyasyon  tedavisi
radyoterapi olarak da adlandirilir. Kanser hicrelerini 6ldirmek icin yiksek enerjili
1sinlar kullanir. Sadece viicudun radyasyonla tedavi edilen boliimiindeki hiicreleri
etkiler. Radyasyon tedavisi genellikle gogiis, gogiis duvar1 veya koltuk alt1 bolgesinde
kalan kanser hicrelerini yok etmek ve nuks riskini azaltmak igin ameliyattan sonra
kullanilir. Cerrahi yontemi hemen hemen her zaman radyasyon tedavisi izlemektedir
¢linkii kanserin niiksetme riskini 10 yilda yaklasik % 50 ve meme kanseri 6l1Um riskini
15 yilda neredeyse % 20 azalttigi gosterilmistir (78). Ancak, calismalar, radyasyonun
hormonal tedavi alan kii¢iik, lenf nodu negatif, HR + kanserli 70 yas ve iistii meme
kanseri hastalar1 icin sagkalimi iyilestirmedigini, ancak yerel niiks riskini azalttigim

gostermistir.

2.2.4.4. Hedefe Y0nelik Tedavi
Kisiye 0zel gen analizlerinin yapilabilmesi ve kisisel gen profillerinin
cikarilmasiyla birlikte tespit edilen timor mutasyonlarina o6zel, kisisellestirilmis

ilaglarin ve kanser tedavilerinin dogmasma imkan saglamistir. Bu tedavi, kanser
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hiicrelerinin nasil biiyilidiigiinii, boliindiigiinii ve yayildigini1 kontrol eden proteinleri
hedefleyen bir kanser tedavisi tiridir. ABD' deki tiim kadin meme Kkanserlerinin
yaklasik % 15" ini olusturan HER2 + alt tipinin tedavisi icin birden fazla ilag mevcuttur.
Onaylanmis ilk ila¢ olan trastuzumab, HER2 proteinini dogrudan hedefleyen bir
monoklonal antikordur (79). HER2 proteinini hedefleyen ve trastuzumab ile
kombinasyon halinde veya trastuzumab artik ¢alismiyorsa kullanilabilen birkag yeni ilag
gelistirilmigtir. Tiim invaziv meme kanserleri, bu tedaviden fayda saglayacak kadinlari
belirlemek icin HER2 icin test edilmelidir. CDK4 / 6, PARP ve PIK3 inhibitorleri gibi
ek hedefli tedavi ilaglar, ilerlemis hastaligt olan se¢ilmis hastalarin tedavisi igin

mevcuttur (80).

2.2.4.5. Hormon Tedavisi

Meme kanseri tedavisi kapsaminda cerrahi operasyonlart ve kemoterapileri
tamamlamis hastalara, eger tiimdrleri Ostrojen ve/veya progesterona duyarli ise
(timorleri hormon reseptorii tasiyorsa) yapisal olarak bu hormonlara benzer ancak
baskilayicit 6zellikte hormon ilaglar1 (hormonoterapi) verilir. En yaygin hormon tedavisi
ilact Tamoksifen' dir. Hiicrelerdeki Ostrojen seklindeki acgikliklar1 tikayarak ostrojen
kaynakli kanserlerin biiyimesini engeller (81). Genel olarak, hormon tedavisi ve
kemoterapiyi birlikte kullanmanin faydalari, tek basina kullanmaktan ¢ok daha biiytik
bir kombine etkiye sahiptir.

2.2.4.6. Immiinoterapi

Immunoterapi ilaglart meme kanseri tedavisinin gelismekte olan bir alanidir. Bu
ilaglar, bir kisinin kendi bagisiklik sistemini kanser hiicrelerini daha etkili bir sekilde
tanimast ve yok etmesi i¢in uyarir. Kontrol noktasi inhibitorleri, bazi meme
kanserlerini, Ozellikle i¢lii negatif alt tipi tedavi etmek igin tamimlanan bir tlr
immiinoterapi ilacidir. Bu kontrol noktalarin1 hedef alan ilaglar, gdgiis kanseri
hiicrelerine karst bagisiklik tepkisinin yeniden kazanilmasina yardimeci olur.
Atezolizumab, PD-L1 “kontrol noktasi” mi hedefler ve tiimérii PD-L1 proteinini
olusturan, ilerlemis {¢lii negatif meme kanseri olan hastalarda kemoterapi ilact nab-
paklitaksel ile birlikte kullanilabilir (82). Metastatik meme kanseri tedavisi igin diger

immiinoterapi ilaglari lizerine arastirma devam ediyor.
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2.3. MTX

AA tlrevlerinin en yaygin 6rnegi olan Amino mitoksantron isimli ilag ilk
olarak 1979 yilinda sentezlenmistir (83). MTX (C22-H28-N4-O6.2CI-H) sitotoksik
antibiyotik sinifina dahildir (84). ilacin anti tiimér aktivitesinin yaninda anti viral ve anti
bakteriyel etkileri de mevcuttur (85). MTX baslica meme, 16semi, akut miyoloid 16semi
ve non-hodgkin, lenfoma kanserlerinin tedavilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(86, 87). MTX ile yapilan galismalarda klasik kemoterapdtik ajanlarin yaninda diistik
dozda sitotoksisite gozlendigi goriilmiistir. MTX meme kanserine karsi en yaygin
kullanilan AA’lardan biridir (88). Insan meme kanseri MCF-7 hiicreleri tizerinde

bircok ¢alisma yapilmistir (89, 90).

MTX, kotii prognozlu hastalarin 6nemli bir kisminda hastalig1 stabilize eder ve
ayrica objektif yanitlarla sonuglanabilir. Bélgesel uygulamay1 takiben MTX, kotu huylu
efiizyonlarin tedavisinde oOzellikle yararli goriinmektedir. ayrica cesitli diger

kombinasyon kemoterapotik rejimlerde de yararli oldugu kanitlanmistir (91).

MTX’nun anti-kanser etkisi, DNA ile etkilesime girme Kkabiliyetinden
kaynaklanmaktadir, burada topoizomeraz II ile kovalent bir kompleks olusturarak
replikasyon sirasinda DNA ipliklerinin yeniden birlesmesini engelleyebilir ve bu
nedenle DNA ¢ift iplikli kirilmaya neden olur (92, 93). Sonug¢ olarak MTX, DNA
replikasyonunu ve RNA transkripsiyonunu inhibe eder ve ayrica ¢esitli asamalarda

hlicre dongisuni etkiler (94).

Genis kullanimina ragmen MTX, doza bagli bir sekilde geri doniisii olmayan bir
sekilde kardiyotoksisite, 16kopeni, bobrek yetmezligi ve ekstravazasyona neden olabilir
(95, 96). Bu nedenlerden dolayi, yan etkilerini hafifletmek i¢in dikkatli bir
degerlendirmeye ihtiyaci vardir (97).

Ayrica kemoterapik ilaclar kombinasyon halinde de uygulanmaktadir. Yapilacak olan
tez ¢alismasinda yeni sentezlenmis olan AA tiirevi ile MTX nun sinerjik etkisi de

arastirilmistir.

2.4. Apoptoz
Apoptozis veya Apoptoz, Yunanca: apoptosis yani "diismek, ayrilmak’’ anlamina
gelmektedir (98). Apoptoz; genetik sistemde kodlanmis kendi kendini yok etme

(6zyikim; intihar) programini igeren mekanizmanin aktiflesmesiyle meydana gelmeye
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baslar. Bir¢ok hiicre, fetal gelisim sirasinda programlanmis hiicre 6liimiine veya
apoptoza maruz kalir. Gelisim sirasinda 6len hiicrelerin 6ngoriilebilir zaman siireci ve
konumu, bir organizmanin yasam dongiisii boyunca avantajlar saglar. Apoptoz oldukca
diizenlenmis ve kontrollii bir siiregtir. Programlanmig hiicre 6liimii terimi bu kavrami
belirtmek i¢in kullanilabilir. Zamana ve konuma bagli olarak, gelisim sirasinda
programlanmis hiicre oliimiiniin temel rolleri - doku yayilmasi ve kapanmasi, viicut
yarimlarinin birlesmesi, llimen olusumu, ¢atallanma, ilkel organlarin gerilemesi ve
hiicre farklilasmas1 vb. seklinde gosterilebilir (99). Ornek olarak gelisme evresinde
olan insan embriyosunda el parmak ve ayak parmaklarinin ayrilmasi, parmaklar

arasinda bulunan hiicrelerin apoptoza ugramasi nedeniyle olusur.

Kanser hiicreleri genellikle bu mekanizmanin artik calismadigr hiicrelerdir.
Normalde apoptozla yok edilmeleri gereken hiicreler yasami boyunca ortaya cikan

genetik anormalliklere ragmen hayatta kalirlar ve cogalirlar.

2.4.1. Apoptoz ve Kanser Gelisimi

Apoptoz, timor gelisimi ve diger patolojik siirecler sirasinda oldugu gibi, bir
hiicre hasar gordiigiinde veya diizensiz hale geldiginde de meydana gelebilir. Bdylece,
diizgiin c¢alistifi zaman viicut apoptozu kanser hiicrelerinden kurtulmak igin
indikleyebilir. Apoptoz mekanizmasi ile ileride ortaya gikabilecek sorunlar Onlenir

(100).

Bir mutasyon p53' U inaktive eder, normalde apoptozu tetikleyebilen genini,
ikinci mutasyon adi verilen bir proto-onkojeni etkiler. BCL-2, hiicre intiharini
engelleyen bir proteini kodlar. Mutasyona ugradiginda, BCL-2 geni asir1 miktarda BCL-
2 proteini iretir ve bu da apoptoz programinin aktive olmasim1 engeller. B
lenfositlerinden kaynaklanan kott huylu lenfomalar bu BCL-2 davranisimi sergiler.
BCL-2 geninin degismesi, geni kalict "acik" konumda tutan bir kromozomal
translokasyondan kaynaklanir. BCL-2 degisikligi apoptoza erisimi tamamen

engellerken, p53 islevinin kaybi hiicreleri yalnizca belirli intihar tiirlerinden korur.

2.4.2. Meme Kanserinde Apoptoz
Normal meme gelisimi, hiicre proliferasyonu ve apoptoz arasindaki bir denge ile
kontrol edilir ve tiimor biiyiimesinin sadece kontrolsiiz proliferasyonun degil, ayni

zamanda azalmis apoptozun bir sonucu olduguna dair gii¢lii kanitlar vardir.
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Proliferasyon ve apoptoz arasindaki denge, kemoterapi, radyoterapi ve daha yakin
zamanda hormonal tedavilere yanit olarak tiimoriin genel biylimesini veya gerilemesini
belirlemede ¢cok 6nemlidir (101). Bunlarin timi kismen apoptozu indiikleyerek etki
eder (102, 103). Boylelikle apoptozun diizenlenmesini inceleyerek molekiler ve
biyokimyasal diizeyde timorlerin biyolojisini tanimlamak ve bunlar1 klinik tedavilerde

kullanmak mimkuandar.

Genellikle apoptoz ve hiicre ¢ogalmasi birlikte analiz edilir. Apoptoz ve
proliferasyon arasindaki denge kavrami, bir tiimordeki genel hiicre Olimii ve
proliferasyon indeksleri olarak mitotik ila apoptotik oranlarin arastirilmasiyla

sonuclanmistir (104).

Meme kanseri tedavisinde apoptozu hedefleme; Meme kanserinin ilerleme
stirecinde normal hiicreler, genetik degisikliklerin bir sonucu olarak malign tiplere
doniistir. Bu, anjiyogenez, hiicre dongisi ve apoptoz gibi hicresel sdreclerin
diizensizligine yol agar (105). Bu nedenle, mevcut tedavi stratejileri kanserle savagsmak
i¢in bu yollari, 6zellikle apoptozu hedef alir (106). Hiicrelerin hiicresel hasarli oldugu
tespit edilirse apoptoza ugrarlar (107). Apoptoz, 6lim reseptdr yolu ve mitokondriyal
yol olarak adlandirilan ve sonugta apoptoz indiiksiyonuna yol acan kaspaz kaskadiyla
yayilan iki ana yoldan olusur (108). Karsinogenez sirasinda apoptozdan kaginma ii¢
farkli mekanizma ile gerceklesir: 6lim reseptorlerinin bozulmus sinyalleri, kaspaz
aktivitesi kayb1 ve ayrica anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinler arasinda bozulmus
denge (109, 110). Kaspaz kaskadini hedefleyen Bcl-2 ailesi proteinleri ve ayrica
apoptoz sinyallemesi ile iliskili diger faktorlerdir. Boylece antikanser terapétiklerinde
apoptoz ana strateji haline gelmistir (111).

2.4.3. Normal Memede Apoptoz

Meme, dogumdan sonra ergenlik ve gebelik olmak Uzere iki ayr1 fizyolojik
durumda gelisimini tamamlayan birka¢ organdan biridir. Bu asamalar sirasinda meme
hicreleri ¢ogalmasinda ve farklilasmasinda gozle goriiliir degisiklikler olur. Bcl-2
ailesinin apoptotik diizenleyici proteinlerindeki degisiklikler kismen Ostrojen ve
progesteronun etkisine bagli olarak meydana gelir. Gelismekte olan meme kanallarinin
uclarindaki hiicreler, hamileligin baslangicina kadar mitotik olarak hareketsiz kalir.
Daha sonra, ek duktal dallanma ve lobiiloalveolar biiyiime ile hizli epitel proliferasyonu

meydana gelir. Emzirmeden sonra, evrime ve birincil yapiya doniise yol acan biiylik
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capli yeniden yapilanma ve apoptoz vardir (112). Hamileligin yoklugunda, menopozla
birlikte kademeli bir seri evrim sirecini takip edene kadar menstriiasyona (hormanol
dongu icerisinde 6zellikle 6strojen ve progesteron) paralel olarak dinlenme durumunun
tekrar tekrar dongiisii vardir. Apoptotik degisikliklerin ¢ogu, terminal kanalin lobuler
biriminde meydana gelir (113). Adet dongiisii boyunca dongiisel degisiklikler ve adet
dongiisiiniin sonuna yakin bir apoptoz zirvesi. Birka¢ giin dnce bir ¢ogalma zirvesi
meydana gelir. Meme bezi boyunca hicrelerin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve Olimii

arasindaki dengenin normal gelisim ve homoeostaz i¢in kritik oldugu agiktir.

2.4.4. Meme Kanseri Gelisimi Tarihinde Apoptoz

Epitel dokusunda karsinogenez sirasinda genetik mutasyonlar birikir ve hiicresel
islevlerde kayip meydana gelir. Hiicrelerin fenotipi normalden bir dizi kotii huylu
lezyona, yiizeysel kansere ve nihayet invaziv hastaliga doniisiir . Genel olarak bu
stirecler uzundur ve go6gilis kanserinin klinik goriiniimiinden 30 yil oncesine kadar
meydana geldigine inanilmaktadir (114). Kanser olusumunun ilk asamalarinda hiicre
dongusunin  apoptoz, proliferasyon ve duzenleyici biyobelirteclerinde buyuk

degisiklikler vardir.

Invaziv meme kanseri olan doku ile gevresindeki normal meme epitelindeki
hicreler incelendiginde, invaziv meme kanseri dokusunda apoptozun azaldigi
g6zlemlenir (115). Mommers ve arkadaslari, invaziv karsinoma ile preinvaziv duktal
karsinom Kkarsilastirildiginda mitotik: apoptotik indekslerde farkliliklar géstermistir
(116). Yerinde zayif duktal karsinoma ile invaziv karsinom karsilastirildiginda,
farklilagsmis invaziv meme kanserlerinde apoptozda goreceli bir azalma gortlmektedir.
Daha iyi prognozlu, iyi farklilagmis kanserlerde artan proliferasyon igin apoptoz
alternatif bir mekanizma olarak gorilmektedir (117). Ayrica diisiik apoptoz

seviyelerinin kotii prognostik 6zellik oldugu belirtilmektedir (118).

2.4.5.Kemoterapi ile Apoptozdaki Degisiklikler

Model sistemlerde, kemoterapiye yanit olarak apoptozun yerlesik rolii, bunun
meme kanserinin tedavileri Uzerinde iyi bir dngoriicii veya orta belirteci olmasinin
muhtemel oldugunu gostermektedir.Erken donem meme kanserinde ameliyat Oncesi
kemoterapi, apoptozdaki degisikliklere eslik eden ve tedaviye yamiti belirleyebilen
benzersiz bir in vivo insan modeline izin verir (119, 120). Ameliyat 6ncesi kemoterapi

oncesinde, sirasinda ve sonrasinda alinan biyopsi 6rnekleri (veya ince igne aspiratlari)



23

yaniti, niiksetmeyi veya sagkalimi tahmin edebilen biyobelirtecler veya

biyobelirteglerdeki degisiklikler agisindan incelenebilir.

Kemoterapiye bagladiktan sonraki 24 saat icinde meme tiimorlerinde apoptozda
Olgiilebilir artiglar meydana gelir (121). Bu ayni zamanda hiicre g¢ogalmasinin
azalmasiyla da iliskilidir (122).

2.4.6.Meme Kanserinde Apoptozla ilgili Proteinler Ve Tedavisi

Hiicre 6liimiine giden yolun temel mekanizmasi, tiirler boyunca biiyiik Olciide
korunmus birkag kritik proteine indirgenebilir. Insanlarda bu diizenleyiciler, gesitli
dokularda ayr1 ayr1 ifade edilen birgok homologa sahip ¢ok genli aileler olarak bulunur.
Bcl-2 ailesi (apoptoz inhibitorleri ve destekleyicileri igerir) ve p53 tiimor baskilayici

geni, gogiis kanserinde kapsamli bir sekilde incelenmistir (123).

Bcl-2 gen ailesi, apoptozu tesvik edebilen veya inhibe edebilen proteinleri
kodlar. Proapoptotik proteinler arasinda Bax, Bak, Bad ve Bcl-x s bulunurken, Bcl-2 ve
Bcl-x L antiapoptotiktir. Insanlarda, Bcl-2 meme kanserlerinin yaklasik %80 i olarak
ifade edilir (124). Ostrojen ve progesteron reseptdrlerinin ekspresyonu ile iliskilidir -
meme kanserinde iyi prognostik ozellikler. Bir apoptoz inhibitéru ile iyi prognostik
Ozellikler arasindaki bu sasirtict iliski, negatif olanlara kiyasla Bcl-2 pozitif timorli
hastalarin sagkaliminin artmasiyla dogrulanir. Bax proteini ile sonug¢ arasindaki biiytlik
korelasyonlar gozlenmemistir, ancak caligmalar Bax'ta azalmalarin metastatik meme
kanserinde kemoterapiye zayif yanitla iligkili oldugunu gostermistir (123, 124). Daha
yakin zamanlarda, apoptozu bloke eden ¢ok islevli bir protein olan BAG-1, erken evre
meme kanserinde iyilesmis hayatta kalma ile iliskilendirilmistir (125). Yine, bir
inhibitor proteindeki bu goriiniiste celiskili bulgu, bu proteinlerin ¢alistigi karmasik
mekanizmalar1 yansitir: BAG-1' in, Bcl-2 ailesinin diger {iyeleri ve ayrica 1s1 soku

proteinleri ve Ostrojen reseptorleri ile etkilesime girdigi bilinmektedir.

P53' Un protein Urind, apoptoz, hicre dongisi ve DNA' nin onariminda yer alan
hlcresel fonksiyonlar1 kontrol eder (126). Bu gendeki mutasyonlar, kanserdeki en
yaygin mutasyon olaylaridir. Gendeki mutasyonlar veya p53 proteininin artmis
ekspresyonu (bu genellikle proteinin stabilizasyonu ile sonuglandigi i¢in dolayl bir
mutasyon belirteci), baz1 ¢aligmalarda meme kanserinin koti prognozu ile

iliskilendirilmistir (127).
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Apoptozla ilgili arastirillan yeni biyobelirtecler arasinda kaspazlar, apoptozun
temel hiicre i¢i efektorlerini olusturan proteolitik enzimler (“hiicre O6liimiinlin ana
uygulayicilar”) yer almaktadir. Simdiye kadar insanlarda 11 kaspaz tespit edildi.
Memelilerde yaklasik 14 kaspaz tamimlanmistir (128). Kaspazlar, hiicre ici bir
proteolitik kaskad yoluyla boliinme yoluyla aktive olan inaktif zimojenler olarak
sentezlendiginden, apoptotik yolun hem baslaticilart hem de efektorleri olarak hareket
edebilirler. Aktivasyon ve aktivitenin diizenlenmesi ¢esitli seviyelerde gergeklesir ve
baz1 durumlarda prokaspazlari bloke eden Bcl-2 ailesinin antiapoptotik Gyelerini icerir
(129). Insan gdgsiinden alinan kanserli dokudaki bu proteinler iizerinde sinirl calisma
yapilmistir, ancak kaspaz 3, 6 ve 8' in daha yiksek seviyelerde apoptoz ve histolojik
derece ile iliskili olduguna dair gostergeler vardir (130). Apoptoz inhibitérleri olan
yakin zamanda tanimlanan gen ailesinin de prediktif veya prognostik biyobelirtecler
olarak buyik potansiyeli olabilir. Bu genler, ¢ogu durumda kaspazlari dogrudan
baglayarak ve inhibe ederek apoptozu Onleyen bir grup proteini (XIAP, cIAP1, cIAP2,
NIAP ve insanlarda survivin) kodlar. XIAP, en gucli inhibitorlerden biri olarak ortaya
cikmistir ve akut miyeloid l6semide olumsuz bir prognostik belirteg oldugu

gosterilmistir.

2.5. AA

AA’lar ve tlrevleri meme kanseri izerinde (MCF-7 hiicrelerinde) calisilmis ve
anti kanser 0zellik gosterdikleri ortaya konulmustur (131). Yeni sentezlenmis AA
tirevi ile ilgili olarak kemoterapik kanser ilaglarini inceleyecek olursak, AA’lar kanser
ilaci olarak gilinimiizde kullanilmaktadirlar (132). Emodin, AA turevidir, hepatik
karsinom (zerinde anti kanser 6zellik gostermektedir (133). Diger yeni bir AA tiirevi
IMP1338, p53' ten bagimsiz S ve G2 / M hiicre dongiisii durmasi ile insan kanser
hlcrelerinin 6liimiine neden olmaktadir (134). AA tiirevi olan BSU1051 kansere kars1
etkili olmaktadir. AA tlrevi olan mitoksantron ileri meme kanserinde kullanilan bir
ilagtir (135). AA tiirevlerinin kanser mekanizmalar1 {izerinde anti kanser etkiler
gostermeleri arastirmacilarin  giderek ilgisini ¢ekmeye baslamistir (136). Apoptoz
(programlanmis hiicre 6liimii) , hiicre dongiisiinde goriilen normal bir fizyolojik sirectir
(137). Hucreler apoptoz yeteneklerini kaybettiklerinde, siirekli boliinmeye baslarlar ve
timor olusumu meydana gelir (138). Apoptoz mekanizmasindaki meydana gelen

degisiklikler MCF-7 hiicrelerinde apoptoz yeteneginin kaybedilmesi ile insan meme
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kanserine sebep olabilir (139). AA tiirevi olan DHAQC 2 apoptozu aktive ettigi
kanitlanmigtir. DHAQC 2 , MCF-7 hattinda apoptoz indiiksiyonunda potansiyel
gosteren sentetik, sitotoksik ve secici bir antrakinon tirevidir (140). Akim sitometri
yontemi kullanilarak sonuca varilmistir. Kanser tedavisi i¢in yapilan birgok c¢alismada

AA’lar ve tiirevleri ile kanser {izerinde ilaglar gelistirilmeye calisilmaktadir (141).

Bu tez ¢aligmasinda MCF-7 hiicreleri iizerinde aragtirilmasi yapilan AA kapali
formili  C2sH20N203 seklindedir ve molekiil agirligi 384, 43 g/mol’dur. Baslangig
maddesi: 1-Kloro antrakinon. Amin tirevi: 1-(4-Hidroksifenil) piperazin. Uriin (Amino
antrakinon  tlrevi):  1-(4-(4-hydroxyphenyl)piperazin-1-yl) anthracene-9,10-dione
seklindedir (Sekil 2-1).

Baslang; maddesi tiirevi  Amin tiirevi Uriin: Amino antrakinon

|/. 0 [H
Hr. e e
: @\“g;j
1-Klora antrakinon 1-(4-Hidroksifenilpiperazin 0

1-(4-(4-hidroksifenilpiperazin 1-v])

antrasen-9,10divon

Sekil 2-1: Amino antrakinon maddesinin yapisi.

2.6. Nanopartikuller ve Kanser Tedavisindeki Rolleri

Yeni ilag adayr molekiillerin gelistirilmesinde biyoyaralanimini arttirmak igin
onemli yollardan biri, baska ajanlarla kombinasyon veya nanopartikiilleri kullanmaktir.
Nanopartikiiller, enkapsiile edilen ilaglarin veya ila¢ adayr molekiillerin terapotik
etkilerini arttirmasi, enzimatik yikimdan korumalari, kontrollii salinim saglamalar1 ve
kan dolagiminda uzun siire kalmalarini saglar. Tiim bunlarin yaninda toksisitelerini
azaltmakla birlikte spesifik olmayan baglanmalarida sinirlamaktadir (142). Ayrica
kemoterapi uygulanirken ilaglar kombinasyon halinde de verilebilir. Tarihsel olarak,

kombinasyon kemoterapisi birincil tedavi segenegi olmustur. Bununla birlikte,
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kemoterapotikler, aralarinda stabilite ve sulu ¢oziiniirliikk ile ilgili problemleri iceren
farmasotik sinirlamalara sahiptir. Benzer sekilde, doz simirlayict toksisite, saglikli
hlcrelere 6zgi olmayan toksisite, sa¢ dokilmesi, istah kaybi gibi tipik yan etkiler
olmast Onemli problemlerdir. Nanoteknoloji kanser tedavisinde, kemoterapi
uygulanmasi sirasinda meydana gelen olumsuzluklari dnlemek i¢in yeni ¢oziimler
sunar. Hedeflenen tedavi igin gelistirilmis partikiillerin iretilmesi yoluyla sistemik
toksisiteyi en aza indirme potansiyeline sahiptir (143, 144). Bu tez ¢alismasinda yeni

sentezlenmis olan madde nanopartikiil haline getirilerek uygulanmistir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER
3.1.1.Kimyasal Maddeler

DMEM - F12 W/ stable Glutamine w/ Mm Hepes (Biowest)
DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium (Gibco)

FBS (Fetal Bovine Serumu) (Gibco)
Penicillin-Streptomycin (Gibco)

PBS (Phosphate Buffered Saline)

DMSO (Dimetil stilfoksit)

Mitoxantrone dihydrochloride (Sigma)

Distile su

MTT (Sigma)

Amino antrakinon (1-(4-(4-hydroxyphenyl)piperazin-1-yl)anthracene-9,10-dione)
Sodyum Aljinat (Sigma)

Kalsiyum klor(r (Sigma)

Tween20 (Sigma)

Sulfaktat (Sigma)

Tripsin-EDTA (% 0.25) (Gibco)

Anneksin V baglama tamponu (Exbio)

Pl (Exbio)

Anneksin V-FITC (Exbio)

Hidrojen peroksit (H202)

27



3.1.2.Kitler

ApoFlowEx FITC Kit (Exbio)

3.1.3.Cihazlar
Distile su cihaz1 (GFL)

Etlv(Sanyo)

Flow Cihazi (ACEA biosciences, Inc. NovoCyte)
Derin dondurucu (-80 °C) NUARIRE)

Laminar Hava Akim Cihazi ELB 2472 (Heraus)
Manyetik Calkalayic1 (BioSan)

Manyetik calkalayici (Stuart)

Otoklav

Santrifuj (Hettich)

Santriflj (niive NF 200)

Santriflj (niive NF 1200R)

Liyofilizator (Alpha 1-2 Dplus)

Sivi Azot Tanki (34 XT Taylor-Wharton) Synergy HTX
Synergy HTX plate okuyucu (BioTek)

Ters Mikroskop (Olympus)

Vorteks (Biosan)

Enjeksiyon cihazi (IPS-2 inovenso)

FT/IR-6600 (JASCO)

V-750 Spektrofotometre (JASKO)



29

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Calismada kullanilan MCF-7 insan meme Kkanseri hiicresi ve Insan gobek
damar1 endotel hiicreleri (HUVEC) % 10 FBS ve % 1 antibiyotik (100 pg/mi
streptomisin ve 100 U/ml penisilin) iceren CDMEM icerisinde kultur flakslaria
ekilerek 37 °C % 5 CO> ‘de standart kiiltiir kosullarinda ¢ogaltildi. Huicreler flask
yiizeyini tam kaplayacak veya %80 kaplayacak duruma geldikten sonra hiicre kaziyicisi
ile flask yiizeyinden kazindi ve 15 ml ‘lik falkon tiip igerisine alindi ve 3000
devir/dakika’ da 5 dakika santrifiij edildi ve st sivilar1 atildi. Pelet haline gelen
hlcrelerin (zerine 1-2 ml yeni medyum eklendi ve ¢ozelti olusturuldu. Hiicreler taze
medyum bulunan flask icerisine ¢ogaltilmak {izere birakildi. Bu sekilde 2-3 glnde bir

kontrol edilen hcrelerin, belirli araliklarla yeni pasajlar1 yapildi.

3.2.2. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Cozilmesi

Hicre kaziyicist ile kiiltiir flaskindan kazinan hiicreler, 15 ml’lik santrifiij
tiiplerinde 3000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiij sonrasi iist sivi uzaklastirilarak
kryotiip icerisine alind1. Tiip icerisinde 1/9 oraninda DMSO-FBS icerisine 5 x 10° hiicre
konuldu. Hicreler 24 saat -80°C’de bekletildiktensonra sivi azot tankimna (-196 °C)
aktarildi.Hiicreler ¢oziilmek igin s1v1 azottan cikarildi. Igerisine 2 ml CDMEM koyulan
15 ml’lik falkonlarin igerisine alindi. 3000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiij yapildi.
Santrifiij sonrasi st sivi atildi . Pelet 1 ml CDMEM ile ¢oziildii ve kiiltiir flasklarina

alinarak etiive kaldirildi.

3.2.3. Hiicrelerin Sayilmasi ve Ekilmesi

Hiicreler sayimi yapilmadan once flask yiizeyini tamamen kaplayan MCF-7
hlcrelerinin ve HUVEC iizerindeki medyum uzaklastirildi. Flask yiizeyi 3-4 ml PBS
ile kapland1 iki dakika bekletildi ve PBS hiicre ortamindan uzaklastirildi. Hiicrelerin
yuzeyini kaplayacak sekilde 3 ml Tripsin EDTA eklendi. Huicreler 4 dakika 37° C’de %
5 CO2’ li inklbatorde bekletildi. Flask ylzeyine tutunan hiicreler, 4 dakika sonra
kontrol edildi ve hiicrelerin flask i¢inde yiizer duruma gectigi gézlemlendi. Hiicreler ve
tripsin EDTA karisimi igerisinde 3-4 ml yeni medyum bulunan 15 ml’ lik  falkon

tiiplerin igerisine alindi ve 3000 devir/dakika’ da 5 dakika santrifiij edildi ve tist sivilari
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atildi. Pelet haline gelen hiicrelerin iizerine 1-2 ml yeni medyum eklendi ve cozelti
olusturuldu. Cozelti igerisinden 10 pl alindi ve thoma lami Uzerine koyuldu, hiicre

cozeltisinin Gzeri lamel ile kapatilda.
Canl hiicre sayis1 = Bir karedeki hiicre sayis1 x Diliisyon faktorii x 10*

formali ile hesaplandi. MCF-7 hucreleri ve HUVEC , 96 kuyulu diiz tabanli platelere
200 pl igerisnde her kuyuda 5x%10° hiicre olacak sekilde ve 6 kuyulu diiz tabanli
platelere her kuyuda 1 ml icerinde 5x10° hiicre olacak sekilde ekildi.

3.2.4. AA hazirlanmasi
Ozgiin AA molekiilii istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Kimya bolimi, Organik
Kimya Anabilim Dali’nda yapilan “Amino ve Tiyo Antrakinon tdrevlerinin

[

sentezlenmesi ve karekterizasyonu “’ isimli doktora tezi ¢asilmasinda sentezlendikten
sonra kolon kromotografisi yontemi ile safastirildi. Saflagtirilan amino antrakinon
molekilinin kimyasal spektroskopik yontemlerle (NMR , MS, FT-IR , UV vb. ) analiz

caligmalar1 yapildi.

3.2.5. Hiicre Canlhilik Testi

96 kuyulu diiz tabanli plakalara her kuyuda 200 ul CDMEM icerisinde 5x%103
hiicre olacak sekilde ekilen MCF-7 hiicreleri 37°C’de % 5 CO2’ li inklbatdrde 24 saat
bekletildi. Hicreler tizerine Ggli gruplar halinde MTX, AA ve MTX+AA maddelerinin
uygulamas1 yapildi. AA i¢in 3, 15, 30, 75, 150 uM olacak seckilde artan
konsantrasyonlar kullanildi. MTX igin 2, 4, 10, 20, 30, 40 uM olacak sekilde artan
konsantrasyonlar kullanildi. Literatiir aragtirmalari sonucu ve bu tez c¢alismasinda
yapilan MTT testi sonug¢larindan elde edilen veriler Graphpad programi ile analiz
edildi. MTX ICso degerinin 30 uM oldugu saptandi (130). AA ve MTX’in sinerjistik
etkisini gozlemleyebilmek icin 30 uM  MTX ile birlikte 3, 15, 30, 75, 150 uM AA
sirasi ile uygulandi. Madde uygulamasi yapilan hiicreler 24 saat saat 37° C’de % 5 CO>’
li inklibatorde bekletildikten sonra, 200 ul medyumlu kuyularin igerisine 20 pul MTT
eklenerek 4 saat sure ile inkibe edildi. 4 saatin sonunda kuyulardan medium
uzaklastirildt ve 200 ml DMSO eklendi. 96 kuyulu plate 30 dakika calkalayicida
calkalandi. Orneklerin absorbans degerleri 30 dk inkiibasyon sonrasinda plate
okuyucuda 560 nm dalga boyunda 6l¢uldi. Yapilan deneyler kontrol amaghh HUVEC

hiicreleri iizerinde ayni islemler uygulanarak yapildi. HUVEC hiicreleri iizerinde AA,
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MTX ve MTX+AA MCF-7 hiicrelerindeki islemlere paralel olacak sekilde uygulandi.
AA, MTX ve MTX+AA konsantrasyonlari NP igerisine alindi ve HUVEC ve MCF-7

hiicreleri tizerinde MTT analizleri gergeklestirildi.

3.3. Iyonik Jellesme Metodu ile Nanopartikiil Elde Edilisi
1. Karisim: %2 Sodyum Arjinat, % 1 tween 20 siilfaktat, % 97 saf su olacak
sekilde bir karisim olusturuldu ve calkalayicida 5 dakika calkalandi.

2. Karisim: Capraz baglayici olarak kullanilan kalsiyum kloriir  bir beher
icerisinde %2 kalsiyum kloriir % 96 su olacak sekilde hazirland1 ve ¢alkalayici ile

karigtirildi.

4’ ¢ 1 oraninda 1.karisimdan 40 ml, 2. karisimdan 10 ml alinarak bir solisyon
olusturuldu. Olusan karistm manyetik karistirict  Uzerine yerlestirildi. Kapsiillenecek
olan MTX ve AA belirli oranlarda stok ¢Ozeltiler haline getirildi. Stok ¢ozelti enjektore
cekildi. Poliamid baglanti hortumu ile enjeksiyon cihazi arasinda baglanti kuruldu.
Hortum ucuna damlatma islemi i¢in 18G nozul takildi. 50 ml’ lik karisim igerisine
enjektor igerisindeki kimyasal ajan saatte 5 ml olacak sekilde damlatildi. Bu islem ile
nozul ucundan diisen her damla kapsiil i¢ine alinarak karigim iginde calkalanmaya
devam ettirildi. Karigim 63 pm paslanmaz celik elekten gegcirildi. Bu islemden sonra
olusan karisim 15 ml‘lik falkon tiipler igerisine alindi. Falkonlarin igerisine 14 ml’ye
kadar kapsiillenmis soliisyon eklendi. 3000 devir, 20 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi list sivi 7 ml ¢ekilerek uzaklastirildi yerine 7 ml saf su eklendi. Yikama
islemi 3 kez ayni sekilde tekrarlandi. Hazirlanan soliisyon 24 saat +4 °C buzdolabinda
bekletildi. 24 saat sonrasinda liyofilizatore alindi ve 2 guin boyunca dondurarak kurutma
islemi uygulandiktan sonra nanopartikiiller hazir hale getirildi. FTIR ve UV analizleri
ile etken maddelerin kapsiillere girdigi belirlendi. FTIR analizi ile korelasyon analizi

yapilarak numunelerin birbiri igerisindeki durumlari belirlenmistir.

Ayrica SEM analizi ile kapsiillenmis nanopartikiller gorintilendi. Verimlilik
analizleri yapilan maddeler 2,4 mg tartildi ve 3 ml medyum igerisinde ¢6ziildi. MTT
testleri i¢in hazir hale getirildi. Akim sitometri testleri i¢cin 12 mg tartildi 15 ml medyum

icerisinde ¢Ozuldu .
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3.4. Akim Sitometri fle Apoptoz Tayini

3.4.1. Akim Sitometri Cihaz1 Kalibrasyon Ayarlarinin Yapilmasi

Orneklerin akim sitometri cihazindan gegirilmesinden &nce , akim sitometri
cihazinin kalibrasyonu ic¢in canli hiicreler sadece yikama islemi yapildi ve boya
uygulanmadi. Hiicrelere H,O2 uyguland: ve hiicreler dldiiriildii. Olu hiicrelerde yikama
islemi yapildi ve ayr1 ayr1 yalmz Anneksin V ve Pl ile boyandi. Ornekler akim

sitometri cihazindan gegirildi ve kalibrasyon ayarlar1 yapildu.

3.4.2. MCF-7 ve HUVEC Huicrelerinde Apoptoz Tayini

MCF-7 hiicreleri ve HUVEC 6 kuyulu diiz tabanli plakalara her kuyuda 5x10°
olacak sekilde ekildi. MCF-7 hicreleri 37° C* de % 5 CO2’li inklbattrde 24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler tizerine 3, 15, 30, 75, 150 uM AA , 30
uM MTX ve 30 uM MTX ile birlikte sirasi ile 3, 15, 30, 75, 150 pM AA ve NP
seklinde uygulandi. 24 saat Sonrasinda hiicrelerin st sivisi uzaklastirildi. Her kuyuya 1
ml PBS eklendi ve 2 dk bekletildi. Kuyulardan PBS uzaklastirildi ve 1 ml tripsin
EDTA eklendi. 37° C’ de % 5 CO2’li inklbatorde 3 dk bekletildi. Hucrelerin plate
yiizeyinden kalktigi mikroskop altinda gozlendikten sonra icerisinde 2 ml CDMEM-F12
bulunan 15 ml falkon tiiplerin igerisine alindi . 5 dakika 3000 devir/dakika santrifiij
edildi. Ust siv1 uzaklastirildi ve hiicreler iizerine 1 ml soguk PBS eklenerek hiicreler
FACS tupleri igerisine alindi. FACS tuplerine icerisinde bulunan hiicreler 5 dk 3000
devir/dakika santrifiij edildi. Soguk PBS ile yikama islemi sonrasi iist sivi ulastirildi.
Hicrelerin Gzerine 100 ul 1 X Anneksin V baglama tamponu eklendi . 5 ul  Anneksin
V ve 5 ul Pl eklendi sonrasinda hafifge ¢alkalandi. Boyanan hiicreler 15 dk karanlik ve
oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1t FACS tiipleri igerisine 100 ul 1 X
Anneksin 'V baglama tamponu eklendi ve akim sitometri cihazinda okutuldu.

NovoExpress programi kullanilarak sonuglarin analizleri yapildi.

MCF-7 ve HUVEC hicreleri 6 kuyulu diz tabanli plakalarin igerisine her
kuyuda 1 ml igerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Nano Kapsiil haline getirilmis
maddelerin uygulamasi i¢in ekilen hiicreler iizerindeki CDMEM F-12 uzaklastirildi ve
15 ml olarak hazirlanan nano kapsiil stok ¢ozeltisinden 1 ml hiicreler tzerine eklendi .
48 saat sonrasinda akim sitometri testi i¢in ayni1 basamaklar uygulandi ve akim sitometri

cihazinda sonuglar okutuldu ve analizler yapildu.
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3.5. Istatistik Analizler
SPSS (IBM SPSS STATICS 22.0) analiz programi kullanilarak deneylerin
istatistik analizleri yapilmistir. One Way Anowa Testi kullanilmistir. Testlerden elde
edilen sonuglarin ilk olarak 6n kosul homojen dagilmasi kontrol edilmistir. Homojen
dagilmadig tespit edilen veriler icin Tamhane Testi uygulanmstir. Istatistik analizler

MTT testleri ve akim sitometri analizlerinin her biri i¢in uygulanmustir.

MTT testleri icin 1Cso degerleri Graphpad programi kullanilarak hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. NP Haline Getirilen Molekdllerin SEM ile Goruntilenmeleri

Nanokapsiilleme islemi kiiciik boyutlarindan dolay1 etken maddelerin taginimini
kolaylastirir, suda ¢dziiniirliilik ve dayankliiginin artmasim saglar. ilag saliniminda
konrollii salmimim gergeklesmesi saglanir. Bu dogrultuda, Sodyum Aljinat ile iyonik
Jellesme Metodu ile Gere¢ ve Yontemlerde belirtildigi sekilde ilk asamada bos
kapsuller olusturulmustur. Sonraki asamada ise MTX, AA, MTX+AA enkapsiile
edilerek SEM analizleri gergeklestirildi. MTX 2, 4, 10, 20, 30, 40 uM, AA 3, 15, 30,
75, 150 pM ve 30 pM MTX ile birlikte sirast ile 3, 15, 30, 75, 150 uM AA birlikte
kapsul icerisine alindi. SEM ile bos kapsiillerin boyutlarinin 917.3 nm, 974.6 nm iken
bazi kapsiillerin ise um boyutlarinda oldugu goriildii. Bazi bos NP’ler ise daha biiyiik
um boyutlarinda izlendi (Sekil 4-1). (MTX+AA)-NP (Sekil 4-2), AA-NP (Sekil 4-3)
ve MTX (Sekil 4-4) nanaopartikil haline getirilmeleri ile madddelerin sodyum aljinat
yapisindaki kapsiil icerisine alindiginda kapsiil yapisinin bos yapiya gore daha

PO

kiigiildiigii, boyutlarin 442.5 nm ile 662,2 nm arasinda degistigi gorilmiistiir.

Sekil 4-1: Bos nanopartikill SEM goéruntisu.



Sekil 4-4: 30 pM MTX SEM goruntusa.
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4.2. Sitotoksite Analizleri
4.2.1 MCF-7 ve HUVEC Hucrelerine MTX ve MTX-NP Formlarinin EtKisi

4.2.1.1 MCF-7 Hicrelerine MTX ve MTX-NP Etkisi

MCEF-7 hicrelerine MTX ve MTX-NP formlar1 2, 4, 10, 20, 30, 40 uM olacak
sekilde artan konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat siire ile uygulandi. Sitotoksik etkilerini
belirlemek amaci ile MTT testi yapildi. Elde edilen veriler Graphpad analiz yontemi ile
degerlendirildi. 24 saat siire ile MCF-7 hicrelerine direkt artan konsantrasyonlarda
MTX uygulandiginda ICso degeri 30 uM olarak belirlendi. Nano partikiil formunda
MTX-NP’nin  artan konsantrasyonlarinda ise 24 saat sonunda ilacin kontrollii
salmimdan dolayr 6nemli bir sitotoksik etki gostermedigi goriildii (Sekil 4.5). 48 saat
siire ile artan konsantrasyonlarda MTX ile inkibe edilen hiicrelerde ICso degeri 20 uM
olarak belirlendi. MTX -NP uygulandiginda 48 saat sonunda hiicre canliligininin en

yuksek konsantrasyonda (40 uM) kontrole gore % 50 azaldigr goriildii (Sekil 4.6).
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4.2.1.2 HUVEC Hicrelerine MTX ve MTX-NP Etkisi

HUVEC hiicrelerine MTX ve MTX-NP formlar1 2, 4, 10, 20, 30, 40 uM olacak
sekilde artan konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat siire ile uygulandi. Sitotoksik etkilerini
belirlemek amaci ile MTT testi yapildi. Elde edilen veriler Graphpad analiz yontemi ile
degerlendirildi. 24 saat siire ile HUVEC hiicrelerine direkt artan konsantrasyonlarda
MTX uygulandiginda 1Cso degeri 40 pM olarak belirlendi. Nanopartikil formunda
MTX’in artan konsantrasyonlarinda ise MCEF-7 hiicrelerine benzer sekilde 24 saat
sonunda onemli bir sitotoksik etki izlenmedi. (Sekil 4.7). 48 saat siure ile artan
konsantrasyonlarda MTX ile inkiibe edilen hucrelerde ICso degeri 30 uM olarak
belirlendi. MTX-NP uygulandiginda ise 48 saat sonunda hiicre canliligininin en

yiiksek konsantrasyonda (40 uM) kontrole oranla % 50 azaldig goriildii (Sekil 4.8).
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4.2.2 MCF-7 ve HUVEC Hucrelerine AA ve AA-NP Formlarinin Etkisi

4.2.2.1. MCF-7 Hucrelerine AA ve AA-NP Formlarmin Etkisi

MCF-7 hucrelerine AA ve AA-NP formlar1 3, 15, 30, 75, 150 uM olacak sekilde
artan konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat siire ile uygulandi. Sitotoksik etkilerini
belirlemek amaci ile MTT testi yapildi. Elde edilen veriler Graphpad analiz yontemi ile
degerlendirildi. 24 saat siire ile MCF-7 hiicrelerine direkt artan konsantrasyonlarda AA
uygulandiginda ICso degeri 30 upM olarak belirlendi. AA-NP’nin  artan
konsantrasyonlarinda ise 24 saat sonunda 6nemli bir sitotoksik etki gostermedigi izlendi
(Sekil 4.9). 48 saat sire ile artan konsantrasyonlarda AA ile inkibe edilen hiicrelerde
ICs0 degeri 20 uM olarak belirlendi. AA-NP uygulandiginda 48 saat sonunda hiicre
canliligininin en yiiksek konsantrasyonda (150 puM) kontrole gore % 70 azaldig
goralda (Sekil 4.10).
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4.2.2.2.HUVEC Hoicrelerine AA ve AA-NP Formlarimin EtKisi

HUVEC hcrelerine AA ve AA-NP formlan 3, 15, 30, 75, 150 uM olacak
sekilde artan konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat sire ile uygulandi. Sitotoksik etkilerini
belirlemek amaci ile MTT testi yapildi. Elde edilen veriler Graphpad analiz yontemi ile
degerlendirildi. 24 saat sire ile HUVEC hicrelerine direkt artan konsantrasyonlarda
AA uygulandiginda  ICsp degeri 35 puM olarak belirlendi. AA-NP’nin artan
konsantrasyonlarinda ise 24 saat sonunda 6nemli bir sitotoksik etki gostermedigi izlendi
(Sekil 4.11). 48 saat sire ile artan konsantrasyonlarda AA ile inkiibe edilen hiicrelerde
ICs0 degerinin 30 uM olarak belirlendi. AA-NP uygulandiginda 48 saat sonunda hiicre
canliligininin en yiiksek konsantrasyonda (150 puM) kontrole gore % 80 azaldig
goraldi (Sekil 4.12).
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4.2.3.MCF-7 ve HUVEC Hucrelerine MTX+AA ve (MTX+AA)-NP Formlarinin
Etkisi

4.2.3.1.MCF-7 Hucrelerine MTX+AA ve (MTX+AA)-NP Formlariin Etkisi

MCF-7 hiicrelerinde MTX ve AA’nin sinerjistik etkisini gézlemleyebilmek
amaci ile 30 uM MTX ile artan konsantrasyonlarda AA 3, 15, 30, 75, 150 uM olacak
sekide 24 saat, ( 30 pM MTX+AA)-NP ise 24 ve 48 saat siire ile uygulandi.
Sitotoksik etkilerini belirlemek amaci ile MTT testi yapildi. Elde edilen veriler
Graphpad analiz yontemi ile degerlendirildi. 24 saat siire ile MCF-7 hticrelerine 30 uM
MTX ile artan konsantrasyonlarda AA uygulandiginda kontrole gbre canliligin en
yuksek konsantrasyonda % 80 oraninda azaldigi goriildii. (30 pM MTX+AA)-NP’nin
24 saat sonunda 6nemli bir sitotoksik etki gostermedigi izlendi (Sekil 4-13). 48 saat stre
ile 30 uM MTX ile artan konsantrasyonlarda AA ile inkilbe edilen hicrelerde canliligin
%90 oraninda azaldig goriildi. MTX +AA-NP uygulandiginda 48 saat sonunda
hiicre canliligininin yaklasik % 80 azaldigi goriildii (Sekil 4-14).
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4.2.3.2.HUVEC Hucrelerine MTX+AA ve MTX+AA-NP Formlarinin Etkisi

HUVEC hiicrelerinde MTX ve AA’nin sinerjistik etkisini gozlemleyebilmek amaci ile
30 pM MTX ile artan konsantrasyonlarda AA 3, 15, 30, 75, 150 uM olacak sekide 30
MM MTX+AA 24 saat, (30 uM MTX+AA)-NP ise 24 ve 48 saat siire ile uygulandi.
Sitotoksik etkilerini belirlemek amaci ile MTT testi yapildi. Elde edilen veriler
Graphpad analiz yontemi ile degerlendirildi. 24 saat siire ile HUVEC hiicrelerine 30
UM MTX ile artan konsantrasyonlarda AA uygulandiginda kontrole gore canliligin en
yuksek konsantrasyonda % 90 oraninda sitotoksik etki  gosterdigi gorildi.
(30 uM MTX+AA)-NP’nin 24 saat sonunda 6nemli bir sitotoksik etki gostermedigi
izlendi (Sekil 4-15). 48 saat siire ile 30 pM MTX ile artan konsantrasyonlarda AA ile
inkiibe edilen hiicrelerde canliligin % 95 oraninda azaldigi gorildi. MTX +AA-NP
formu uygulandiginda 48 saat sonunda hiicre canliligininin yaklasik % 90 azaldigi
goraldi (Sekil 4-16).
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4.3. AKIM SITOMETRI iLE APOPTOZ TAYINI

Akim sitometri cihazinda canli, 6lU, ge¢ apoptoz ve erken apoptoz geciren
hlcrelerin belirtilmesi icin yapilan analizlerin sonuglari, hiicrelerin farkli bdlgelerde
ifade edildigi noktasal grafiklerle incelendi. Hiicreler iizerinde yapilan boyama
islemleri sonrasinda, dort bolume ayrmlmigs olan nokta grafik histogramini
inceledigimizde, sol alt kdsede boyanmamis canli hiicreler, sag alt kosede yalniz
Anneksin V ile boyanmig olan erken apoptotik hiicreler, sag lst kosede Anneksin V ve
Pl ile boyanmig ge¢ apoptotik hicreler, sol st kosede ise yalnizca Pl ile boyanmig
tamamen 61U hucreler gorulir. Bu bilgiler ile birlikte yapilan kalibrasyon ¢aligsmalari
icin, her bir deney dncesinde boyasiz canli hiicreler (MCF-7 ve HUVEC) cihazdan
gecirildi. Hucrelerin kapilanma sekli ile (Sekil 4-17.A), sadece canli hiicrelerin
kapilandig1 bdlgenin noktasal grafigi (Sekil 4-17.B) Uzerinde gosterilmistir. Bununla
birlikte MCF-7 ve HUVEC hiicreleri H20, ile islem gordii. islem sonrasi
Anneksin V ve PI ile boyandi. Anneksin V ile boyanmis apoptotik hicreler ve PI
ile boyanmis nekrotik hiicreler akim sitometri cihazindan gegirildi kalibrasyon

islemlerinin dogrulugu tespit edildi.

A B

o1 Q22
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A Q24
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o 4 B ] 15.1 1944 104 10% 0% 107 108 0¥
crnr (o .
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Sekil 4-17:MCF-7 Kontrol hiicrelerin Annexin V (-) , PI (-) akim sitometri ile analizi. (A)
Hiicre biiyiikliigii ve hiicre graniliitesi parametre goriintiilerinin kapilanmasi. (B) canli
hiicrelerin kapilandig1 bolgenin noktasal grafigi .

Yontemler 3.2.1. de belirtildigi gibi akim sitometri analizleri yapildi. Yapilan
analizler sonucunda farkli konsantrasyonlarda uygulanmis olan AA, AA-NP, MTX,
MTX-NP, MTX+AA, (MTX+AA)-NP formlarmin akim sitometri analizlerinin

sonuclar1 agagidaki sekillerde gosterilmistir.



49

4.3.1. MCF-7 Hiucrelerinin AA ve AA-NP varhginda Akim Sitometri ile Apoptoz
Analizleri

MCF-7 hicreleri AA ve AA-NP formlarinda 3, 15, 30, 75, 150 uM olacak
sekilde artan konsantrasyonlarda sirasi ile 24 ve 48 saat slre ile inkibe edildi. NP
haline getirilen maddelerin kontrollii salinimdan dolay1 24 saat siire sonunda sitotoksik
etki gostermedigi MTT analizleri ile gosterildi. Bu nedenle NP ile yapilacak olan
bundan sonraki tum apoptotik analizlerde 48 saat uygun inkiibasyon stresi olarak
secildi. 24 saat artan konsantrasyonlarda AA ile inkube edilen hicrelerin apoptotik
analizleri noktasal grafiklerde gosterildi. (Sekil 4-18). Artan konsantrasyonlarda AA’nin
ge¢ apoptozu indiikledigi, AA’nin en diisiik konsantrasyon 3 uM’da % 5 diizeyinde ge¢
apoptoz gosterirken 150 uM AA uygulanmis hiicrelerde artarak % 70’e ulagtigi goruldi.
(Sekil 4-20.A). 48 saat slre ile AA-NP ile yapilan deneylerde ICso degeri olarak
belirledigimiz 30 pM AA ile en yiliksek konsantrasyon olan 150 uM noktasal
grafiklerini karsilastirdigimizda erken apoptoz yoniindeki kayma net bir sekilde izlendi.
(Sekil 4-19). AA-NP’nin en diisiik konsantrasyon olan 3 uM’da % 3 diizeyinde erken
apoptoz gosterirken 150 pM AA-NP uygulanmis hiicrelerde kapsule edilmeyen
formun aksine erken apoptozu % 75 oraninda arttigi goruldu. (Sekil 4-20.B). Artan
AA-NP’nin MCF-7 hiicrelerinde gostermis oldugu etki noktasal grafiklerin detayli hali

ile Tablo 4-1 tizerinde de gosterilmistir.
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Sekil 4-19:MCF-7 hicrelerinde AA-NP’nin 48 saat noktasal grafikleri . (A) Bos kapsiil,
(B) Kontrol,(C) 30 uM AA, (D) 150 uM AA.

Boyanmamis
AA u Hiicreler Anneksin P Anneksin
Vv V + Pl
KONTROL %93.97 %3.00 %1.94 %1.10
BOS NP %90.03 %5.05 %2.01 %2.92
3 %69.77 %4.29 %5.54 | %20.40
15 %36.93 %36.93 | %15.47 | %10.68
30 %29.16 %67.79 | %1.40 %1.65
75 %24.98 %30.80 | %36.71 | %7.59
150 %19.96 %78.03 | %1.74 %1.27

Tablo 4-1:MCF-7 hicrelerinde AA-NP’nin 48 saat noktasal grafiklerinin detayh

gosterimi.
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Sekil 4-20:MCF-7 Hucrelerinde 24 Saat AA ve 48 saat AA-NP apoptoz oranlari. (A) MCF-
24 Saat AA, (B) 48 Saat AA-NP.
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4.3.2. HUVEC Hucrelerinin AA ve AA-NP varhginda Akim Sitometri ile Apoptoz
Analizleri

HUVEC hiicreleri 48 saat sire ile artan konsantrasyonlarda 3, 15, 30, 75, 150
MM AA ile inklbe edildi. Hicrelerin apoptotik analizleri noktasal grafiklerde gosterildi
(Sekil 4-21). En diisiik konsantrasyon olan 3 pM AA varliginda %2 dolayinda olan
erken apoptozun 150 uM AA varliginda % 68 oldugu goriildii. AA ile inkiibe edilen
hiicrelerde konsantrasyon artisina bagli olarak genel erken apoptozun arttigi
belirlendi.(Sekil 4-23.A). 3, 15, 30, 75, 150 pM AA-NP uygulandiginda hiicrelerin
apoptotik analizleri noktasal grafiklerde gosterildi (Sekil 4-22). 3 uM AA-NP varliginda
%3 dolayinda olan ge¢ apoptozun 150 pM AA-NP varliginda % 85 oldugu belirlendi.
Genel olarak baktigimizda 48 saat AA-NP formunun konsantrasyon artgina bagli olarak

ge¢ apoptozu indiikledigi goriildii (Sekil 4-23.B).
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Sekil 4-21:HUVEC hiicrelerinde AA’ min 48 saat noktasal grafigi. (A) Kontrol , (B) 3 uM
AA, (C) 15 uM AA, (D)30 uM AA, (E) 75 uM AA, (F) 150 uM AA.
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Sekil 4-22:HUVEC hiicrelerinde AA-NP 48 saat noktasal grafigi. (A) Bos NP ,(B) 3 uM
AA-NP, (C) 15 uM AA-NP, (D)30 uM AA-NP, (E) 75 uM  AA-NP, (F) 150 uM

AA-NP.
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Sekil 4-23:HUVEC hicrelerinde 48 saat AA ve AA-NP maddesinin apoptoz oranlari. (A)
HUVEC 48 Saat inkiibasyon erken ve ge¢ apoptoz oranlari, (B) HUVEC 48 Saat nano

partikiil erken ve ge¢ poptoz oranlart.
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4.3.3. MCF-7 Hucrelerinin  MTX+AA ve (MTX+AA)-NP varhginda Akim
Sitometri ile Apoptoz Analizleri

MCEF-7 hicreleri 24 saat sure ile tek basina 30 uM MTX ve 30 uM MTX ile
artan konsantrasyonlarda AA 3, 15, 30, 75, 150 uM ile birlikte inkibe edildi. Hicrelerin
apoptotik analizleri noktasal grafiklerde gosterildi (Sekil 4-24). 30 uM MTX ge¢
apoptozu % 50 oraninda indiiklerken en yiiksek konsantrasyon olan 150 uM AA ile
birlikte uygulandiginda sinerjistik etkinligin artarak ge¢ apoptoz oraninin % 75’e
ulastigi gosterildi (Sekil 4-26.A). 48 saat stre boyunca 30 uM MTX-NP, (30 uM
MTX+15 uM AA)-NP, (30 uM MTX+30 uM AA)-NP ile inklbe edilen hcrelerin
apoptotik analizleri noktasal grafiklerde gosterildi (Sekil 4-25). 30 uM MTX-NP’nin
artan konsantrasyonlarda AA ile birlikte en yiiksek konsantrasyon olan (30 uM
MTX+150 uM AA)-NP formuna getirilmesi ile erken apoptozun % 65 oraninda
indiklendigi gorilmistiir. Ayrica MCF-7 hiicrelerinde MTX+AA’nin 24 saat noktasal
grafiginin detayli gosterimi (Tablo 4-2) tizerinde gosterilmistir. 48 saat siire ile MCF-7
hicrelerinde (MTX+AA)-NP apoptoz oranlarina bakildiginda 24 saate gore geg
apoptozu azaltirken erken apoptozu arttirdigi goriilmektedir (Tablo 4-3) .
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Sekil 4-24:MCF-7 hiicrelerinde MTX+AA’nin 24 saat noktasal grafikleri. (A) Kontrol (B)
30 uM MTX, (C) 30 uM MTX+75 AA, (D) 30 uM MTX+150 AA.

Boyanmamis
Hucreler Anneksin V PI Anneksin V + Pl
30 uM MTX %29.08 %17.27 %50.84 %2.81
30MTX+AA 1
3 %45.30 %21.25 %26.99 %6.46
15 %39.84 %12.71 %45.36 %2.09
30 %30.90 %13.02 %52.85 %3.23
75 %25.17 %6.57 %67.64 %0.62
150 %20.13 %5.36 %73.66 %0.84

Tablo 4-2:MCF-7 hiicrelerinde MTX+AA’min 24 saat noktasal grafiginin detayh

gosterimi.
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Sekil 4-25:MCF-7 hicrelerinde 30 pM MTX-NP ve (30 pM MTX+AA)-NP maddesinin 48
saat noktasal grafigi. (A)Bos kapsiil, (B) Kontrol, (C) 30 yM MTX , (D) 30 uM
MTX+ 15 uM AA, (E) 30 uM MTX+ 30 uM AA.

Boyanmamis
Hicreler Anneksin V Pl Anneksin V + PI
30 pM MTX %88.59 %3.72 %0.68 %7.00
30MTX+AA U
3 %96.03 %1.89 %0.31 %1.76
15 %74.74 %23.42 %1.29 %0.55
30 %45.52 %53.22 %0.61 %0.65
75 %25.14 %67.55 %4.80 %2.51
150 %15.26 %48.55 %34.21 %1.97

Tablo 4-3:MCF-7 hicrelerinde 48 saat (MTX+AA)-NP noktasal grafiginin detayh

gosterimi.
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Sekil 4-26:MCF-7 hicrelerinde 24 Saat MTX+AA ve 48 saat MTX +AA)-NP maddesinin
apoptoz oranlari. (A) 24 Saat apoptoz oranlar1 (B) 48 Saat NP apoptoz oranlart.
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4.3.4. HUVEC Hucrelerinin MTX+AA ve (MTX+AA)-NP varhginda Akim
Sitometri ile Apoptoz Analizleri

HUVEC hucreleri 48 saat siire ile tek basina 30 uM MTX ve artan konsantrasyonlarda
AA 3, 15, 30, 75, 150 uM ile birlikte inkibe edildi. Hicrelerin apoptotik analizleri
noktasal grafiklerde gosterildi (Sekil 4-27). 30 uM MTX ge¢ apoptozu % 30 oraninda
indiiklerken en yiiksek konsantrasyon olan 150 pM AA ile birlikte uygulandiginda
sinerjistik etkinligin artarak ge¢ apoptoz oranmin % 70’e ulastigr gosterildi (Sekil
4-29.A). 48 saat sure boyunca (3 uM AA)-NP, (30 uM MTX)-NP, (30 uM MTX+3
uM AA)-NP ile inklbe edilen hucrelerin  apoptotik analizleri noktasal grafiklerde
gosterildi (Sekil 4-28). (30 uM MTX)-NP’nin tek uygulandiginda % 58 dolayinda
erken apoptoz gosterirdigi, (30 uM MTX+150 uM AA)-NP formunda erken apoptozun
% 2’ye diistigii buna karsin ge¢ apoptozun %80’e ¢iktigr gorildu (Sekil 4-29.B).
Maddelerin NP formlarinin sinerjistik kullanimi  ile ge¢ apoptozun  artan
konsantrasyonlarla birlikte 6nemli Olgiide indiikledigi gorilmektedir. HUVEC
hicrelerinde 48 saat (MTX+AA)-NP noktasal grafiginin detayli olarak sirasiyla
boyanmamis hiicre oranlari, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekroz geciren hiicre

oranlar1 detayl1 bir sekilde gosterildi (Tablo 4-4).
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Sekil 4-27:HUVEC hucrelerinde 30 pM MTX+AA varhginda Akim sitometri ile apoptoz
analizleri. (A) Bos kapsiil, (B) 30 uM MTX, (C) 30 uM MTX+3 uM AA, (D) 30 uM
MTX+15 uM, (E) 30 uM MTX+30 uM, (F) 30 uM MTX+75 Mm AA, (G) 30 uM
MTX+150 pM AA.
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Sekil 4-28:HUVEC hiicrelerinde AA-NP , MTX-NP ve (30 pM MTX+AA)-NP 48 saat
noktasal grafigi. (A) Bos kapsil, (B) 3 uM AA-NP, (C) 30 uyM MTX-NP, (D) (30
UM MTX+3 uM AA)-NP.

Boyanmamis
Hucreler Anneksin V Pl Anneksin V + PI
30 pM MTX %16.88 %58.81 %24.38 %0.14
30MTX+AA n
3 %4.42 %14.47 %80.82 %0.28
15 %5.74 %6.76 %83.28 %4.21
30 %5.06 %6.37 %87.51 %1.06
75 %0.94 %5.93 %93.01 %0.12
150 %2.01 %0.41 %97.30 %0.27

Tablo 4-4:HUVEC hicrelerinde 48 saat (MTX+AA)-NP noktasal grafiginin detayh
gosterimi.
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Sekil 4-29:HUVEC hiicrelerinde farkh degerlerde 48 saat 30 pM MTX+AA’nin apoptoz
oranlari (A) 30 uyM MTX+AA (B) (30 uM MTX+AA )-NP .
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4.4, ISTATISTIK ANALIZLER

4.4.1. MTT Analizleri icin Istatistik Analiz

One way anova testi i¢in 6n kosul homojen dagilimliligi incelenmis olup
( p: 0,00 <0,05 ) verinin homojen dagilmadig tespit edilmistir. Bu yizden Tamhane test
analiz verileri incelenerek Bos nano patrikul ile mitoksantron (p:0,00<0,05), AA ile 30
uM MTX+ AA (p:0,00<0,05), bos NP ile AA (p:0,00<0,05), bos NP ile 30 uM
MTX+AA (p:0,00<0,05), ve MTX ile 30 uM MTX+AA (p:0,00<0,05) arasinda anlaml
bir farklilik tespit edilmistir.

4.4.2. Akim Sitometri icin Istatistik Analiz

One Way Anova testi i¢in erken apoptoz On kosul homojen dagilimlilig
incelenmis olup, verinin homojen dagilmadig: tespit edilmistir. Bu dogrultuda Tamhane
test analiz verileri incelenerek kontrol, MTX, AA, MTX-NP, AA-NP (p:0,006<0,05) ve
30 uM MTX+AA ve (30 uM MTX+AA)-NP artan konsantrasyonlarda AA ile kontrol
(p:0,007<0,05) arasinda anlaml1 bir farklilik tespit edilmistir.

30 uM MTX+AA maddesinin erken apoptoz ortalamasi (Mean: 26,90) diger maddelere
oranla daha fazladir.

One Way Anova testi i¢in ge¢ apoptoz 6n kosul homojen dagilimliligi incelenmis
olup, verinin homojen dagilmadig: tespit edilmistir. Bu dogrultuda Tamhane test analiz
verileri incelenerek AA ile kontrol (p:0,002<0,05), AA ile Bos Kapsiil (p:0,018<0,05)
ve 30 uM MTX+AA ile kontrol (p:0,001<0,05), MTX-NP, AA-NP, (MTX+AA)-NP ile
Bos Kapsiil (p:0,005<0,05) arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmistir.

30 uM MTX+AA maddesinin ge¢ apoptoz ortalamast (Mean: 45,1) diger
maddelere oranla daha fazladir. SPSS programi one way anova testinde Tamhane testi
kullanilarak akim sitometri deneylerinin istatistik analizi yapilmistir ve p<0,05

bulunmustur.
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5. TARTISMA

Meme kanseri, giinimiizde kadinlarda en ¢ok tani1 konulan kanser tiirii ve
kadinlarda kansere bagli 6liimlerin ikinci onde gelen nedenidir. Sekiz kadindan biri
hayati boyunca istilaci bir meme kanseri gelistirir. 2020'de meme kanserinin tim
asamalar1 i¢in 5 yillik sagkalim orant % 90 olarak belirlenmistir (145). Meme kanseri ve
diger kanser tiirleri i¢cin AA ve tlirevlerinin yaygin olarak kullanildigi bilinmektedir.
Meme kanseri tedavisinde kullanilan geleneksel kemoterapdtik ajanlarinin ¢ogu
sistematik toksisiteye neden olmaktadir. Kemoterapi uygulamadaki amaglar; Hastalig1
tedavi etmek, kanser hiicrelerinin g¢ogalmasini 6nlemek, metastaza engel olmak,
hastaliga bagl cerrahi veya radyoterapi oncesi uygulanarak yapilacak lokal tedavileri
kolaylagtirmaktir. Cerrahi veya radyoterapi sonrasi uygulandiginda hastaligin tekrar
etme olasiligin1 azaltmaktir. Kemoterapi meme kanseri lizerinde kullanilan yaygin bir
tedavi yontemidir. AA ve tlirevleri antikanser ilact olarak giiniimiizde
kullanilmaktadirlar. Meme kanseri standart tedavisinde en yaygin amino antrakinon
Orneklerinden biri olan MTX ilacin anti tiimor aktivitesinin yaninda anti viral ve anti
bakteriyel etkileri de mevcuttur. MTX baslica meme, 16semi, akutmiyoloid l6semi, non-
hodgkin ve lenfoma kanserlerinin tedavilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir ve ¢esitli
hastaliklar i¢in onaylanmis bir kemoterapotik ajandir. MTX, bir tip II topoizomeraz
inhibitoriidiir; DNA bazlar1 arasinda araya girerek hem saglikli hiicrelerde hem de
kanser hiicrelerinde DNA sentezini ve DNA onarimini bozar (146).

Bu tez ¢alismasinda, MCF-7 ile HUVEC iizerinde yeni sentezlenen AA tiirevi
ve MTX’in enkapsiile edilmeyen ve Iyonik jellesme ydntemi ile nanopartikiil haline
getirilen formlar1 kullanildi. Kapsiilleme yonteminin faydalari, kapsiil igerisine alinan
maddelerin olumsuz ortamda korunmasi, kontrollii salinim i¢in korunmasi ve hassas
hedeflemeler yapabilmesidir (147). Cesitli uygulamalar i¢in kullanilan nanokapsiiliin
tipik boyutu 10-1000 nm arasinda degisir. Bununla birlikte, nanokapsiiliin
hazirlanmasina ve kullanimina bagh olarak boyut daha spesifik olacaktir (148).

Yapmis oldugumuz tez calismasinda nanokapsiil boyutlarini yaklasik olarak 10
ile 1000 nm arasinda hesaplandi. Kapsul igerisine AA madddesi alinan kapsiillerin

boyutlarinin kiigiildiigii SEM gorintileri ile analiz edildi. 24 saat inkiibasyon sonrasi
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kontrollii ila¢g salinimindan dolay1 hiicreler iizerinde daha az 6liim goriiliirken, 48 saat
sonrasinda kapsiilsiiz madde uygulamasina gore daha sitotoksik Ozellik gosterdigi
gbzlemlendi. Nano kapsiil haline getirilen ilglarin 24 saat ile az etki gosterip 48 saat
sonunda ise daha fazla etki gosterdigi benzer calismalar mevcuttur (149). AA ve
MTX’in her iki formu bagimsiz ve ayrica sinerjistik etkinliklerini gézlemlemek amaci
ile birlikte kullanildi. Bu dogrultuda, sitotoksite testleri MTT yontemi ile
gerceklestirildi. Elde edilen veriler analiz  edilerek hiicrelerin %50 canlilik gosterdigi
inhibisyon konsantrasyonlar1 (ICsp) degerleri hesaplandi. MTX’in kapsiilsiiz
uygulamasinda ICso degeri MCF hiicrelerinde 24 saat sonunda 30 UM olarak belirlendi.
Nano partikiil formundaki maddelerle yapilan calismalarda 24 saat sonunda 6nemli bir
sitotoksik etkiye rastlanmadigi i¢in, nanokapsiilleme ile yapilan tiim deneyler 48 saat
inkiibasyonu takiben gerceklestirildi. MTX-NP’nin 48 saat sonundaki ICso degeri 20
MM oldugu goriildii. Bu sonu¢ MCF-7 hiicreleri ile yapilan Onceki g¢alismalar ile
benzerlik gostermektedir (130).

Antikanser etkisinin yiiksek oldugunu diisiindiigiimiiz sentezlenen 6zgiin AA
molekiilii ile yapilan MTT analizinde 24 saat sure ile MCF-7 hicrelerine direkt artan
konsantrasyonlarda MTX uygulandiginda ICso degeri 30 uM olarak belirlendi.
AA-NP’nin 48 saat sure ile artan konsantrasyonlarda inkibe edilen hicrelerde ICso
degerinin 20 uM’a distigi goriildi. Kontrol olarak HUVEC hiicreleri kullanildi.
MTX’in kapsiilsiiz uygulamasinda ICso degeri HUVEC hiicrelerinde 24 saat sonunda 40
uM olarak belirlendi. Nano partikiill formundaki maddelerle yapilan ¢alismalarda 24
saat sonunda onemli bir sitotoksik etkiye rastlanmadigi i¢in, nanokapsiilleme ile yapilan
tim deneyler 48 saat inkiibasyonu takiben gerceklestirildi. MTX-NP’nin 48 saat
sonundaki 1Cso degerinin 30 uM oldugu goriildii. Sonug olarak MTX ve MTX-NP’nin
kanser hiicreleri kadar olmasa da normal hiicreler iizerinede toksik etki gosterdigi
gorulda.

AA’nin HUVEC iizerine sitotoksik etkisi degerlendirildiginde 24 saat siirede
ICs0 degeri 35 uM olarak belirlendi. 48 saat siire ile artan konsantrasyonlarda AA-NP
ile inklibe edilen hucrelerde ICso degeri 30 uM olarak belirlendi. Bu sonuglar bize AA
maddesinin HUVEC hicrelerine daha fazla toksik etkiye sahip oldugunu gosterdi.

AA’nin MTX etkinligi lizerine etkisini degerlendirmeye yonelik olarak MTT
analizleri 24 saat MTX+AA ve 48 saat (MTX+AA)-NP formlarinda MCF-7 ve HUVEC
hiicrelerinde  birlikte  degerlendirildi. MCF-  hicrelerinde  MTX’in  artan
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konsantrasyonlarda AA ile inkibasyonu sonucu hiicre canliliginin %80 HUVEC
hiicrelerinde ise %90 oraninda azaldig1 goriildii. 24 saat sire ile 30 pM MTX ile artan
konsantrasyonlarda AA ile birlikte en kapsiile edidiginde, kontrollii ila¢ salinimndan
dolayr onemli bir sitoksik etki izlenmedi. 48 saat (MTX+AA)-NP formunun MCF-7
hicrelerinde kontrole gore %60 HUVEC’lerde ise % 70 oraninda canliligi azalttigi
gorildi. Bu sonuglar bize AA’nin sinerjistik etki gostererek MTX etkinligini arttirdigin
gosterdi.

Apoptoz programlanmig hiicre Oliimiidiir. Apoptozu hiicreler {iizerinde
gozlemleyebilmek i¢in akim sitometri analizi kullanilir. Bu calismada MCF-7 ve
HUVEC hicrelerinde 24 saat AA ve 48 saat AA-NP apoptotik analizleri
gergeklestirildi. MCF-7 hicrelerinde 24 saat AA varliginda artan konsantrasyona bagli
olarak ge¢ apoptozun indiiklenmesine karsin HUVEC hiicrelerinde erken apoptozun
indiiklendigi goriildii. 48 saat AA-NP varliginda ise artan konsantrasyona bagli olarak
MCF-7 hicrelerinde erken apoptozun induklendigi, HUVEC’ler de ise ge¢ apoptozun
indiiklendigi gorildii. AA’nin HUVEC hiicreleri lizerinde daha fazla sitotoksik etkiye
sahip oldugu bilinmekle birlikte yapilan analizde bos-NP’ninde hiicreler izerinde az da
olsa toksik etkisi oldugu izlendi. Bu durum daha onceki yapilan ¢aligmalarda farkli
nanokapsullerinde toksik etkiye sahip olabilecegi bilgisi ile ortiismektedir (150).

AA ve MTX’in birlikte sinerjistik etkinliginin apoptoz duzeyindeki etkisini
aciklayabilmek 30 pM MTX ile Gere¢ ve Yontemlerde belirtilen artan
konsantrasyonlarda AA ile 24 saat inkiibasyonlar1 sonucunda MCF-7 hiicrelerinde bu
(30 pM MTX+AA) kombinasyonunun ge¢ apoptozu indiiklemesine karsin 48 saat
inklibe edilen (30 pM MTX+AA)-NP formunun ise erken apoptozu indiikledigi
gorilmiistir. HUWVEC  hicrelerinde ise 24 saat inklbasyon sonucunda
(30 uM MTX+AA) kombinasyonu ile (30 uM MTX+AA)-NP’nin her ikisininde erken
apoptozu indukledigi gorilmiistiir. Bu farkli apoptoz evrelerinin indiiklenemsi NP etkisi
ve hiicrelerin baglangigtaki sikluslarinin farkli olmasi ile degerlendirilebilinir.

Yeni sentezlenen 6zgiin AA molekuliinin kontrol olarak kullanilan HUVEC
hiicreleri tlizerine de sitotoksik etkinliginin yliksek olmasi ileriki ¢alismalarda farkli
kokenli normal hiicrelerle de calismalarin yapilmasmi gerekli kilmistir. Bu tez
calismasinda AA’nin MCF-7 ve HUVEC hiicrelerinde apoptozu indiikledigi, MTX ile
birlikte kullanildiginda ilacin etkinligini arttirdigi gosterilmistir. AA’nin tek basina ilag

adayr molekiil olarak kullanilmasi igin farkli kanser tiirleri ile yapilacak olan ek
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deneyler, ve in vivo calismalara ihtiyag duyulmaktadir. Bu tez calismasi ve ilerde
yapmay1 planladigimiz deneyler yerli ila¢ adayr molekiil Uretimine 6nemli bir katki

saglayacagimizi ongérmekteyiz.
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