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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KANSERLI HUCRELERDE FOLIK ASIT iCEREN
MAGNETIK NANOPARTIKUL ETKILESIMI

Nagehan SALTAN

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. H. Mehtap KUTLU
2009, 51 sayfa

Diinyada oliimciil hastaliklarin baginda yer almakta olan kanserin
tedavisinde, ¢esitli sitotoksik ajanlar kullanilarak, ¢ogalan kanser hiicrelerinin yok
edilmesi amaglanmaktadir. Aslinda bu sitotoksik ajanlarin spesifik hiicre
ozgiilliikleri olmayip, toksisiteyi baglatip tiim sistemde yan etkileri oldugu
goriilmektedir. Kanser hiicrelerinde pek cok reseptor iiretilebilmektedir. Bu
ozelliklerinden faydalanilarak ¢esitli kanser hiicreleri hedeflenip, bu hedef
reseptorlere uygun kompleksler sitotoksik ajan olarak olusturulabilir.

Bu ¢aligmada folik asit ile magnetik nanopartikiillerin kanserli hiicrelerle
etkilesimleri degerlendirilmistir. Folik asit ile modifiye edilmis magnetik
nanopartikiiller, ¢esitli kanser hiicrelerine hiicre kiiltiirii teknigi ile uygulanip, bu
yeni komplekslerin kanser hiicreleri tarafindan endositozis yoluyla alinip
alinmadiginin, hem hiicresel hem de ince yap1 seviyesinde incelenmesi
amaglanmustir.

Ik asamada nanopartikiiller folik asit ile baglanarak, bu kompleksin
kanserli dokular i¢ine ge¢meleri saglanmistir. Folik asidin, kanser hiicreleri
ylizeyindeki folat reseptoriine yiiksek affinite ile baglanmasi diisliniilmiistiir.
Boylece folik asit baglanmasinin, nanopartikiillerin hedef hiicrelere gecisini
kolaylagtirdigr  diisliniilmuigtiir.  Hiicrelerin  ince  yap1  gorlintiileri  ve
nanopartikiillerle etkilesimi Gegirimli Elektron Mikroskobu kullanilarak tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Magnetik Nanopartikiil, Folik Asit, Hiicre Kiiltiirii



ABSTRACT

Master of Science Thesis

INTERACTION OF CANCER CELLS WITH FOLIC ACID
MODIFIED MAGNETIC NANOPARTICLES

Nagehan SALTAN

Anadolu University
Graduate School of Sciences

Biology Program

Supervisor: Prof. Dr. H. Mehtap KUTLU
2009, 51 pages

Cancer takes the first place around the world of deadly illness. The known
cancer theraphies arms to destroy the proliferating cancer cells using some
cytotoxic agents. These cytotoxic agents are not specific for the cells but they
begin the toxicity and have side- effects in all systems. There are lots of strategies
about drug-cell interactions. Cancer cells also produce lots of receptors and
biomarkers. Using this properties, different types of cancer cells can be chosen
and complex cytotoxic agents may be produced adaptive to these cells receptors.

In this study, cancer cells with magnetic nanoparticles which include folic
acid of interaction was estimated. We aim to investigate in cellular and
ultrastructural levels if these particles are taken by cancer cells by endocytosis or
not. At first stage, nanoparticles were conjugated with folic acid and that complex
can be transported into tumour tissues. Folic acid connected to folat receptor
existing on the surface of tumoral cells. Thus, nanoparticles to target spesific cells
were facilitated. Cancer cells with folic acid modified magnetic nanoparticles of
interaction were displayed on TEM. Furthermore, Transmission Electron
Microscope used to determine ultrastructure of the cells.

Keywords: Cancer, Magnetic Nanoparticle, Folic Acid, Cell Culture
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1. GIRIS

Kanser viicuttaki bir hiicre grubunun farklilagarak, asir1 ve kontrolsiiz bir
sekilde ¢ogalmasi sonucunda meydana gelmektedir. Kas ve sinir hiicreleri harig
saglikli viicut hiicreleri boliinebilme yetenegine sahiptirler. Olen hiicrelerin
yenilenmesi ve yaralanan dokularin onarilmasi amaciyla bu yeteneklerini
kullanirlar, fakat bu yetenekleri de siirlidir, sonsuz boliinemezler. Saglikli bir
hiicre gerektigi yerde ve gerektigi kadar boliinecegini bilir. Kanser hiicreleri bu
bilinci kaybeder, kontrolsiiz bdliinmeye baslar ve c¢ogalirlar. Bu sekilde hizla
¢ogalan hiicreler tiimor adi verilen kitlenin olusumuna yol agarlar [1]. Gegmisten
glinlimiize kadar, kanserle miicadelede pek cok tedavi yontemi denenmistir.
Kanserin erken evrede basarili bir sekilde tespit edilebilmesi i¢in, cok az hiicrede
meydana gelmis molekiiler degisikliklerin tespit edilebilmesinin gerekliligi goz
oniinde bulundurularak, saglikli ve normal hiicrelere zarar vermeden
uygulanabilecek yoOntemler {iizerindeki caligmalar, her gecen giin Gnemini
arttirmaktadir.

Nanoteknolojinin, spesifik hiicreleri hedefleyebilecek ve igerdikleri
toksinleri kontrollii bir sekilde salabilecek terapotik ajanlar iiretmekte
kullanabilecegi diisiiniilmektedir. Amag, kanserli hiicreyi hem taniyip hem de yok
edebilen tek bir ajan lretebilmektir. Bu arastirmalarin amaci viicutta dolasan,
kanserle iliskili molekiiler degisiklikleri tespit edebilen, goriintiillemeye yardim
eden, terapdtik ajan salabilen ve daha sonra da tedavinin etkinligini gérmemizi
saglayan nanopartikiiller iiretebilmektir [2].

Nanoteknoloji kavramim1 ilk defa dile getiren Amerika Birlesik
Devletleri’nden Eric Drexler'dir [3]. Kelime anlami olarak nanoteknoloji,
maddenin atom seviyesinde bilingli olarak islenmesiyle, daha gelismis ve tepeden
tirnaga degismis materyaller, araglar ve sistemler elde etme olarak tanimlanabilir
[4]. Gilinlimiizde, nanoteknoloji ve nanomateryaller biyolojik sistemlerde ¢ok
farkli amaglar icin kullanilmaktadir [5]. Nanoteknoloji ismi, kdken olarak oOlcii
birimi olan “nanometre” den gelmektedir.

Nanoteknoloji, bir baska anlami ile metrenin milyarda biri boyutunda
makineler yapmak olarak tanimlanmaktadir [6,7]. Biyoloji diinyas1 i¢in
nanoteknolojinin ge¢misi ii¢ milyar yildan fazladir. Ik canli hiicrenin varhgindan
bu yana hayatsal faaliyetleri yiirlitme maksatli nanometre boyutlarindaki g¢esitli

fonksiyonel yapilar yani hiicresel kompanentler, canli hiicreler igerisinde



tiretilmektedir. Dogada benzer pek cok ornekle karsilasmak miimkiindiir [7,8].
Nanotiiplerin folate ile kaplanarak kanserli hiicreler i¢in selektif hale getirilmesi
ve NIR (near infrared=kizil Gtesi) absorbsiyonu ile 1sinmasi sayesinde kanserli
hiicrelerin 6ldiiriilmesi basarilmistir [9]. Kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden
daha fazla folat reseptoriine sahip olmasi, folik asidin hedefleyici ajan olarak
kullanilmasin1 etkin kilmustir.

Bu calismada da, folik asit gibi diisiik molekiil agirligina sahip bir ajan
kullanilarak, hedeflenen kanserli hiicrelerle etkilesimin saglanmast amag
edinilmigstir. Folik asit tagiyan magnetik nanopartikiillerle kanserli hiicrelerin
etkilesimleri degerlendirilmistir. Hiicre kiiltiiri teknigi ile ¢ogaltilan kanserli ve
normal hiicre serilerine, folik asit ile modifiye edilmis olan magnetik
nanopartikiiller belirlenen dozlarda verilerek, saptanan degisikliklerin Akim
Sitometri (Flow Sitometri) ve Gegirimli Elektron Mikroskop (Transmission

Electron Microscope=TEM) ile degerlendirilmesine ¢alisilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hiicre Siklusunun Siiregleri
Hiicrenin kendine benzer iki hiicreye ¢ogalmasi (replikasyonu) dis uyarilar

sonucu biyokimyasal olarak baslatilan bir seri fazlardan gegmekte ve hem dis hem

de i¢ biiyiime faktdrleri tarafindan diizenlenmektedir.

a. GO0 fazinda (istirahat fazi1); hiicreler genellikle spesifik bir islevi gérmek tlizere
programlanirlar.

b. G1 fazinda (ara faz, interfaz); spesifik hiicre fonksiyonlar1 i¢in gereken
proteinler ve RNA (Riboniikleik asit) sentezlenir. Ge¢ G1 fazinda bol
miktarda RNA sentezlenir. Ayrica, DNA (Deoksiriboniikleik asit) sentezi igin
gereken bir¢ok enzim {iretilir.

S fazinda (DNA sentezi faz1); hiicre icindeki DNA nin miktari ikiye katlanir.
d. G2 fazinda; DNA sentezi durur, protein ve RNA sentezi devam eder.

e. M fazinda (mitozis); protein ve RNA sentez hizi aniden yavaslar, genetik
materyal olusan iki yeni hiicreye dagilir. Mitozisi takiben olusan yeni hiicreler
ya GO ya da G1 fazina girerler.

Kinazlar, fosforilasyon yoluyla ¢esitli niikleotidleri ve proteinleri diizenleyen
enzimlerdir. Hiicre bdliinme fazi kinazlar1 tiim 6karyotik hiicrelerde bulunur ve
hiicrelerin G2 fazindan M fazina gegisi i¢in sarttir. Siklinler ise hiicre siklusunun
cesitli fazlarin1 aktive eden spesifik proteinlerdir. Cogalma kapasitesine sahip
hiicreler normal olarak belli kontrol noktalarinda dururlar. Bunlarin ilki DNA
sentezinden hemen Once, ikincisi ise mitozdan hemen Oncedir. Gergekte bu
fazdaki hiicreler, hiicre siklusunun bir sonraki fazina girecek proteinleri
sentezlediklerinden biyokimyasal olarak aktiftirler. Bu gecis donemlerinde
(kontrol noktalarinda), varsa genetik defektler diizeltilir. Sonu¢ olarak, hiicre
siklus boyunca ilerlerken iki kontrol noktasinda durur ve kontrol edilmis olur. i1k
kontrol noktast ge¢ G1 fazinda, S fazina girmeden hemen 6nce gelir. DNA sentezi
icin uygun ekstraselliiler sinyaller ve tiim mekanizma isler durumda olsa bile,
hiicre G1 fazini terk etmeden dnce DNA’nin dogru (hasarsiz) bir durumda olmasi
lazimdir. Eger herhangi bir lezyon saptanirsa, hiicreler ya hasari onarir ya da
apoptozise giderek Oliirler. Bu kontrol noktasi p53 proteinin etki yerlerinden
biridir. Tkinci kontrol noktasi hiicreler M (mitozis) fazina girmeden hemen once
gelir. Hiicre siklusu inhibitorleri, hiicreyi, yeni olugacak hiicrelerin dogru genetik

kopyaya sahip olacaklarindan emin oluncaya kadar durdurur.



DNA replikasyonu tamamiyla ve dogru sekilde tamamlanamamigsa, veya
beraberindeki tiim proteinler, iplik¢ik materyalleri, ve mitozisin tamamlanmasi
icin gerekli diger tiim maddeler eksiksiz olarak tamamlanmamigsa, hiicre bu
kontrol noktasinda hersey basariyla diizenleninceye kadar durur ve ardindan M
fazina girer [10]. Dengeli biiyiime i¢in karsilikli diizenleyici sistemler bir arada
bulunur. Kanser hiicrelerinde ise bu dengeler bozulmustur [11]. Yenileyen
hiicrelerin biiylimenin durmasi sinyallerine uyma yetenekleri, bu hiicrelerin ani
biiylimelerini, kanser hiicrelerinin kontrol altina alinmamis biiylimelerinden farkl
kilar. Diger hiicre tiirlerinin aksine, kanser hiicrelerinde normal hiicrelerde goriilen
bliylimeyi durdurucu kontrol mekanizmasi yoktur. Kanser hiicreleri bir 6lgiide
kontrol altina alinmamis stem (kok) hiicrelere benzer. Bunlar farklilasmis veya
farklilagmamis olabilir. Ancak herhangi bir sinirlama olmaksizin bdoliinmeye
devam ederler. Cogalarak komsu hiicrelerin yerini alirlar. Kanser hiicrelerinin
bliylimesi besin maddelerini alarak, normal hiicrelerin fonksiyonlarmi ve

biiylimesini de etkiler [12].

g 24 Saat

Sekil 2.1. Standart Okaryétik Hiicre Devrinin Birbirini izleyen Dért Fazi [1]



2.2. Kanserin Olusum Mekanizmasi

Kanser, hiicrelerin silirekli olarak birikmesi ile karakterize bir diizen
bozuklugudur. Bu durum, siirekli ¢ogalarak asir1 miktarda artan hiicre sayisinin,
normal olarak ger¢eklesen uygun miktarda hiicre kaybiyla dengelenmemesi
sonucu gergeklesir [10].

Genlerin yapisinda ortaya ¢ikan ve hastalik olusumuna yol agan degisiklige
mutasyon denir. Mutasyona ugramis bir gende niikleotid sayisinda ya da
dizilisinde farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir. Bunun sonucunda bu genin kontrolii
altinda tretilen kimyasal maddeler de anormal yap1 ve fonksiyonda olmaktadirlar.
Eger bu gen hiicrenin biiyitimesi, farklilagsmasi ya da boliinmesi ile ilgili genlerden
birisi ise olugan mutasyon kanser olusumuna yol acabilmektedir [13]. Kanserli
hiicreler hizla boliiniir ve tiimdr denilen kiitleleri olustururlar. Cesitli hormonlar
tiretirler ve bu hormonlarin hiicre ylizeyindeki reseptorleriyle etkilesimi
sonucunda kendi biiylimelerini otokrin yollarla stimiile ederler [14].

Kanser hiicrelerinin olustuklar1 tlimoérden ayrilip, kan veya lenf yoluyla
viicudun diger bolgelerinde tiimdr olusturarak yayilmasina metastaz denir [15].
Bu normal hiicrelerde bulunmayan bir 6zelliktir [10]. Metastaz primer timoriin en
erken olusum evresinden itibaren baslar ve zaman iginde tiimoriin biiylimesine
paralel olarak biiylir. Tiimor olusumu pozitif yonde (aktive onkogenler, biiyiime
faktorleri, proteazlar, motilite sitokinleri) ve negatif yonde (timor baskilayici
genler, bliylime faktor inhibitorleri, metastaz baskilayici genler, proteaz
inhibitorleri) etkili olan elemanlarin pozitife dogru kaymalar1 sonucunda meydana
gelir [15].

Kanser hiicresinin biiylime ve ¢ogalma siirecinde meydana gelen genetik
degisiklikler (onkogenler, tiimor supresor genler), konakei faktorleri (enzim
polimorfizmi) ve timdr konake¢i etkilesimi (anjiogenez, invazyon, metastaz)
sonucunda tiiméral kitle olusur [16,17].

Kanser, hastalik grubudur. Kokenlendigi doku, kansere farkli ozellikler
kazandirir. Kanserlerin yaklasik % 85 1 epitel hiicrelerinden kokenlenir ve

karsinomalar olarak adlandirilir [1].



2.3. Kanser Olusumunda Etkili Olan Genler
2.3.1. Proto-Onkogenlerin Yapisi

Mutasyonla aktive olarak onkogenik olabilecek normal genlere ise proto-
onkogen denir [1]. Proto-onkojenler tiim hiicrelerimizde bulunup, hiicrede farkl
yerlerde yer alabilirler. Hiicrenin boliinmesinde ve farklilagsmasinda gorev alan
temel sinyallerin olusmasini saglarlar [18]. Normal hiicrelerde proto-onkogenlerin,
hiicre bdliinmesi ve hiicre farklilasmasini diizenlemelerinden dolay1 siki bir
kontrol altinda oldugu goriiniir. Bunlar ayrica ameliyat gibi bir olaydan sonra
yarali viicut dokusunu onarmak i¢in gerekli olan hiicre biiylimesini de kontrol
etmektedirler. Buna ek olarak organ gelisiminde de rol oynarlar. Normal
hiicrelerde proto-onkojen fonksiyonunun kontrolii, kanseri ortaya ¢ikaran
maddeler nedeniyle zayiflayabilir. Ornegin bir proto-onkogen, nokta mutasyon ile
bir onkogene doniisebilir [12].

2.3.2. Onkogenlerin Yapisi

Onkogenler hiicre biiyiimesini kontrol eden normal genlerin mutasyona
ugramis sekilleri olup, mutasyona ugradiktan sonra bulunduklari hiicreyi kanser
hiicresi olma yolunda degisikliklere siirtiklemektedirler [13]. Ayrica hiicre
sinyalizasyonu ve hiicre biiylimesinin regiilasyonunda 6énemli rol oynayan proto-
onkogenler, mutasyon gibi cesitli faktorlerle fonksiyon degisikligine ugrayarak,
anormal protein sentezine veya asirl protein yapimina neden olmaktadirlar [19].
Onkogenler, hiicrenin asir1 biiyiime ve bdliinmesi dogrultusunda uyarimi
gerceklestirirler. Hiicrenin biiylime ve boliinmesini aktive edici genleri baskilayan
ve dengeleyen genler ise adindan da anlasilacag: lizere tiimor baskilayici genlerdir
[20,21,22]. Son yapilan caligmalar, bazi onkogenlerin ve timor baskilayict
genlerin programli hiicre 6liimiinii kontrol ettigini gostermektedir [23].

Omurgalilarda apoptozisi diizenleyen genler c-myc, p-53 ve bcl-2 ailesi
(bcl-2, bax ve bcl-x) olarak bilinmektedir ve tiretimini sagladiklar1 proteinler de
ayni adlarla anilmaktadir [24,25,26,27]. Bcl-2 ailesi proteinlerinin etki yeri
mitokondri olup, seviyeleri hiicrenin 6lecegine veya yasayacagina karar verir [26].
Insan kanserlerinde en sik goriileni, en ¢ok tanmani ve iizerinde en ¢ok calisma
yapilani ise “Ras geni”dir [13]. Ras onkogeni tarafindan kodlanan Ras proteini
(ras p2l); hiicre canliligi, cogalmasit ve farklilasmasi igin gerekli olan

ekstraseliiler sinyallerin ¢ekirdege iletimini saglar [28].



2.3.3. Tiimor Baskilayic1 Genlerin Yapisi

Kanser olusumundan sorumlu tutulan baslica iki grup genden biri olan
timor baskilayict genler (anti-onkogenler), normalde hiicrelerin boliinmesine
engel olan ve hiicrede timdr gelismesini Onleyen genlerdir. Bu genlerin
mutasyona ugramasi ile olusan genler hiicrenin boliinmesini engelleyememekte ve
timor olusumuna yol agmaktadir [13]. Yani organizma genetik olarak anormal
hiicreleri yok edemediginden kanser gelisir [10]. Bu genler icerisinde en iyi
bilineni p53 genidir. Bu gen etkisini, kontrolii altinda iiretilen p53 proteini ile
gosterir ve resesiftir. Bu protein, DNA sarmalinin kiriklart gibi DNA lezyonlarini
ve radyasyon veya kemoterapi ile olusan DNA hasarlarini saptayabilir [10].

Normal p53 geni, hiicre siklusunun GI-S fazinda kontrol nokta monitorii
olarak ig goriir ve DNA’s1 zarar gdrmiis hiicrenin hiicre siklusunda ilerlemesini
onler. Ancak ilgili bu genin mutasyona ugramas: durumunda hiicrede kontrolsiiz
bir boliinme baglamaktadir. Bu da kanser gelisimi ile sonuglanmaktadir. Bugiine
kadar yapilan bircok arastirmada, insan kanserlerinin % 50’sinden fazlasinda p53

geninin anormal yapida oldugu saptanmustir [13].

2.4. Ras Onkogeni ve Kanser

Hiicre biiyiime ve farklilagmasinin 6nemli bir regiilatérii olan ras geni,
mutasyon veya amplifikasyonlarla aktivasyon kazanarak transformasyon ve timor
progresyonunda rol oynar. Ras geni mutasyona ugradiktan sonra olusumuna yol
actig1 “Ras proteini” ile hiicrede boliinmeyi ve kanser olusumunu baslatmaktadir.
Tiim insan tiimorlerinin % 20-30 kadarinda anormal Ras geni gosterilmistir [13].
Pankreas kanserlerinin % 90’minda, kolon kanserlerinin % 50 sinde Ras
genlerindeki nokta mutasyonlari belirlenmistir.

Normal fonksiyonu esnasinda; c-ras proteinlerinin  proto-onkogen
prekiirsorleri, sinyalleri hiicre yiizeyinden niikleusa iletirler. Bu proteinler
GDP(Guanozindifosfat) ve GTP (Guanozintrifosfat) ile birlesirler. Protein-GTP
kompleksi (6rn. p21-GTP) kimyasal olarak aktif formdur ve bu form nukleusdaki
cesitli  promotor  proteinleri  aktive eder. Bu proteinler GTPaz
(Guanozintrifosfataz) aktivitesine sahiptir. Bu aktivite, GAP (GTPaz aktive eden
protein) olarak isimlendirilen bir sitoplazmik protein tarafindan arttirilir. GTPaz

GTP’yi GDP’ye doniistiiriir, bdylece bu kompleks (Protein-GTP) inaktiflesir [10].



Ras onkogenindeki mutasyon sonucunda ise; Ras proteini GTPaz
aktivitesini kaybeder ve siirekli olarak GTP-bagl aktif forma doniisiir, boylece
niikleusa siirekli olarak sinyal yollar. Bunun sonucunda kansere 6zgii olan kontrol
edilemeyen hiicre ¢ogalmasi meydana gelir [1]. Tim olaylarda, onkogenlerin
direktifi ile yapilan proteinler oldukca biiylik miktarlarda iiretilirler. Sonugta bu
proteinler hiicrenin anormal olarak biiyiimesine ve kansere neden olurlar [12].
Onkogenler ve bunlarin protein {irlinleri yalnizca bir hiicrenin kansere doniisme

egilimi i¢cin meydana gelmesi gereken bir dizi anormallik igerir.

Sekil 2.2. Ras Onkogeni Mekanizmasi [1]

2.5. APOPTOZ
2.5.1. Apoptozun Kanser Olusumundaki Rolii

Hiicre 6limii fizyolojik veya patolojik olabilir [29,30]. Programlanmis
hiicre oliimii olarak tanimlanan apoptoz; organizma gelisiminde, dokularin
homeostasisinin korunmasinda ve ¢ok hiicreli organizmalarda istenmeyen ya da
hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda 6nemli bir molekiiler mekanizmadir
[31]. Programlanmis hiicre 6liimii terim olarak ilk kez 1965 yilinda kullanilmistir.
Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972 yilinda ilk kez ‘Apoptozis’ terimi
kullanilmis ve canli dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu olan, yapisal

olarak 6zgiin bir hiicre 6liim tipi olarak tanimlanmusgtir [32].



Hiicre proliferasyonu nasil ki mitoz ile belirlenmekte ise belirli bir
dokuda olmas1 gereken hiicre sayisi da apoptozis ile belirlenir [33,34].

Apoptozis ve mitozis dokuda siirekli bir denge halindedir.
Programlanmis hiicre 6liimii, hiicre intihari, fizyolojik hiicre 6limii apoptozis ile
ayni anlamda kullanilan terimlerdir [33, 35,36].

Dengelenmis bir hiicre 6liimii olan apoptoz, anormal DNA’I1 hiicreleri,
belirli bir tiir i¢in gerekli kromozom sayisinin uygun miktarda devam ettirilmesi
icin yok eden ana mekanizmadir. Ayrica apoptoz ile yaslanmis ve ise yaramaz
hale gelmis hiicreler de ortamdan elemine edilir. Anormal hiicrelerin apoptoza
gidememesi asir1 kanser hiicresi iiretiminin temel sebeplerindendir. Apoptozis,
klasik hiicre 6liim sekli olarak bilinen nekrozisten birgok o6zelligi agisindan
oldukea farkli olan bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Organizma siirekli bir denge
halindedir. Yeni hiicreler sentez edilirken, varolan hiicrelerin bir kismi hiicre
Olimii ile ortadan kaldirilmakta ve bdylece denge korunmaktadir. Apoptotik
hiicreler komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninir ve fagosite edilir.
Apoptotik hiicrelerin taninmasi, plazma membranindaki degisikliklerle olur.
Normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda olan fosfatidil serin, aminofosfolipid
transferaz enzimiyle membranin dis yapragina goc eder. Fagositik hiicrelerin
reseptorleri fosfatidil serin ile baglanir ve fagositozu uyarir [37]. Hiicre 6liimiiniin
iki tipi vardir, bunlar apoptozis ve nekrozdur [38]. Her ikisinde de diizenli olarak
birbirini izleyen biyokimyasal ve morfolojik olaylar sonucu hiicre 6liimii meydana

gelir [39].

2.5.2. Apoptotik Hiicrede Gozlenen Morfolojik Degisiklikler
Apoptotik hiicreler mikroskobik olarak tanmabilirler [10]. Apoptozise
ugrayan hiicrenin komsu hiicrelerle baglar1 kesilir. Hiicre ylizeyindeki
mikrovilliisle ve diger hiicrelerle yaptiklar1 6zel baglar ortadan kalkar, hiicre
ylizeyi yuvarlaklasir [41,42]. Apoptotik hiicre komsu hiicreye gore daha kiigiiktiir
ve sitoplazmasi daha yogundur. Endoplazmik retikulum disinda diger hiicre

organelleri yapilarini korur. Cekirdek apoptoziste odak noktasidir.
Hiicreden hiicreye degismekle birlikte genellikle cekirdek biiziisiir
[41,30]. Sitoplazma yogunlugu arttif1 i¢in organeller kalabalik goriiniir. Hiicre
zarl saglam oldugundan nekrozda oldugu gibi bir inflamatuar reaksiyon

gozlenmez [41,42,29].



Apoptozis icin morfolojik degisimler hiicre biiziilmesi, kromatin
yogunlasmasi, hiicre membran tomurcuklanmasi olurken, fosfotidilserin agiga
cikar. Saglikli hiicrelerde plazma membraniin ig¢inde bulunan fosfotidilserin
apoptotik hiicrelerde plazma membraninin dig yiiziinde bulunur ve fagositik
hiicreler icin sinyal gorevi goriir [43]. Apoptozun baslangic evresinde hiicre
kiigiilmesi, cekirdekte kromatinin yogunlasmasi ve hiicre zarinda kabarmalar
meydana gelmektedir. Apoptozun ge¢ fazinda ise c¢ekirdek birkag parcaya
ayrilarak dagilmaktadir [44]. Hiicreler biiziilerek, etrafa dagilmadan elemine
edilirken, nekrozda hiicre igerigi dokulara dagilip, inflamasyona neden olur.
Genetik olarak diizenlenen apoptoz, cesitli onkogenler tarafindan uyarilir ya da
inhibe edilebilir. Ancak kanser hiicreleri apoptotik sinyallerden kacarlar [1].
Ornegin, p53 tiimdr supressér onkogeni apoptozisi uyarir. Bcl-2 onkogeni ise
apoptozisi inhibe eder. Boylece, normal hiicre 6liimiinii yavaslatarak agir1 hiicre

birikmesine yol acar [10].

2.5.3. Apoptozis ile Nekroz Arasindaki Farklar
a) Nekroz bilesik hiicre gruplarini etkiler, oysa apoptoziste tek tek hiicreler
etkilenir [34,30].
b) Nekroza ugrayan hiicre, cevreye yaydigi kemotaktik maddeler araciligi ile
cagrilan makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Apoptozise ugrayan hiicre ise
cevreye kemotaktik madde yaymaz; yaninda bulunan epitel hiicreleri veya
makrofajlar aracilig1 ile fagositoza ugrar [33,34,35].
¢) Nekrozda zar biitiinliigii bozulur, apoptoziste zarda kabarciklar goriiliir, fakat
asla zar biitiinliigli bozulmaz [29-30].
d) Nekroz sitoplazma ve mitokondride sisme ile baglar, apoptoziste ise
sitoplazmada biiziilme ve ¢ekirdek yogunlasmasi goriiliir [29,31,34].
e) Nekroz total hiicre pargalanmasi ile sonlanir, oysa apoptozis hiicrenin daha ufak
fragmanlara doniismesi ile sonlanir (apoptotik cisimler) [34].
f) Nekroz enerjiye ihtiyag duymaz, pasif bir olgudur ve +4°C’de bile
gerceklesebilir. Apoptozis ise enerji gerektiren aktif bir olgudur ve +4°C'de

gerceklesemez [42].
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Sekil 2.3. Apoptozis ile nekroz arasindaki farklar [1]

2.5.4. Apoptoz Tayin Yontemleri
Apoptozisi saptamak icin ¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. 1972
yilinda, apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine
gore karar verilmistir. Oysa, giiniimiizde morfolojik degerlendirmenin yani sira
apoptozise 0Ozgli oldugu bilinen baz1 aktivasyonlarin, molekiiler diizeyde
belirlenmesiyle de saptanabilmektedir. ilk kez morfolojik kriterlere gore
belirlenen apoptozis, 80'li yillarin sonuna dogru DNA kiriklarinin olustugunun
ortaya cikarilmasiyla birlikte bu kiriklarin saptanmasina yonelik yontemlerle
belirlenmeye baglanmistir. 90'larin  ortalarinda ise apoptotik hiicrelerde
kaspazlarin aktiflestigi bulunmustur [45]. Apoptotik hiicrelerdeki morfolojik
degisiklikleri saptamak i¢in 151k mikroskobu, elektron mikroskobu, flow sitometri
yontemleri kullanilmaktadir. Ayrica cesitli sitoplazmik degisikliklerin saptanmasi,
membran degisikliklerinin belirlenmesi, apoptoz esnasinda ve/veya apoptozun
kontroliinde gorevli cesitli proteinlerin diizeylerinin 06l¢iilmesi de apoptozu

saptamak i¢in kullanilan yollardandir.
Morfolojik goriintiileme yontemlerinden biri olan elektron mikroskobu
calismalarinda, niikleus fragmentasyonu net olarak izlenebilir. Apoptotik hiicrede,
normal hiicreyle kiyaslandiginda sitoplazmik kiigiilme, kromatin kondansasyonu

ve fragmentasyonu gézlenmektedir [46].
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Normal hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde fosfatidilserin
bulunmaktadir. Eger hiicre apoptozise giderse normalde i¢ yilizde yerlesmis olan
fosfatidilserin molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine transloke olurlar. Dig ylize
transloke olan fosfatidilserinler, floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenmis
Annexin V kullanilarak goriiniir hale getirilirler. Boylece apoptotik hiicreler
saptanmig olur. Flow sitometri yardimiyla, isaretlenmis antikor kullanilarak
apoptoziste eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre yiizey proteininin
saptanmast miimkiindiir. Bdylece apoptotik hiicreler belirlenebilir. Kolay
uygulanabilir olmasi, asir1 uzun zaman almamasi ve kantitatif sonug¢ verebilmesi
acisindan klinikte apoptozis deteksiyonu agisindan kullanishdir. Kompleks
bilgisayar islemleri kullanilarak hiicre boyutu ile igerdigi DNA miktarinin
kiyaslanarak, azalan DNA miktarmin apoptozis lehine oldugu gergeginden

hareketle, apoptotik hiicre populasyonu tayin edilir [46].

2.6. HUCRE KULTURU

Hiicre kiiltiirlerinde yapilan ¢alismalar giiniimiizde arastirma ¢alismalarinin
onemli bir yerini tutmaktadir. Cesitli patolojik durumlarda (6rnegin kanser) belli
bir maddenin etkilerini, bir hiicre ya da dokuda firetilen belli bir maddenin
islevlerini (6rnegin bir protein) belirlemek amaciyla belli bir hiicre serisinden
cogaltilan hiicrelerde caligmalar yapilarak, canli ortaminda (in vivo) elde
edilebilecek sonuclara ulasilabilir. Hiicre kiiltliri ¢alismalarinin gegmisi yliz yili
askin bir siireyi kapsamaktadir. Ilk olarak 1885°te Roux embriyonik tavuk
hiicrelerinin  hayvanin ~ viicudunun disinda tuz ¢oOzeltisinde canliligini
stirdlirebildigini gdstermistir. Carrel 1913°te hiicrelerin aseptik kosullar altinda
diizenli olarak beslenmeleri halinde kiiltiir ortaminda uzun siire artabildiklerini
gostermistir [47].

Bir organizmanin dokularindan dogrudan hazirlanan, yani in vitro hiicre
cogalmasi olmaksizin hazirlanan, kiiltiire primer kiiltlir denir. Bu hiicrelerin kiiltiir
kabindan alinip ¢ogaltilmasiyla elde edilen kiiltiirlere de sekonder kiiltiir denir.
Boylece elde edilen hiicreler asil kdkenlerinin 6zelliklerini yansitmayi stirdiiriirler.
Transforme edilmis ya da Oliimsiiz hiicre serileri sivi azotta (-196°C)
saklanabildigi ve ¢oziildiikleri zaman da canliliklarini koruduklari icin hiicre

kiiltiirii galigmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar [47].
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Hiicre kiiltiiri ¢aligmalar1 i¢in gerekli donanimdaki arag-geregler, laminar
akimli kabin, karbon dioksit (CO,) etiivii, faz kontrast mikroskop, hiicreleri
saklama ve koruma icin sivi azot tanki ve hiicrelerin iiremek i¢in tutunma ve
hareketlerine olanak saglayacak toksik olmayan, biyolojik olarak inert ve optik
olarak saydam, tek kullanimlik steril plastik kaplardir.

Laminar akimli kabinler partikiil filtresine sahiptirler. Bu kabinler dikey ya
da yatay olabilirler. Kabinlerin kullanim 6ncesi UV (ultraviyole, mordtesi) 1sikla
sterilizasyonu saglanmalidir. Hiicre kiiltiirii besiyerleri laboratuar ortaminda
hiicrelerin normal metabolik aktivitelerini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan
mikrogevreyi saglayan besleyici solusyonlardir. Besiyerleri igeriklerindeki
aminoasit, karbonhidrat, vitamin ve iyonlarla hiicrelerin gelisimini desteklerler.
Laboratuar ortaminda hiicrelerin ¢ogaltilabilmesi icin uygun pH, sicaklik ve
nemin saglanmasi ¢ok Onemlidir. Hiicre kiiltiirii besiyerleri igeriklerindeki
iyonlarla gerekli ozmolarite ve pH’1 da saglarlar. Besiyeri ihtiyaci hiicrelerin
tipine, adaptasyon kabiliyetine ve hiicre kaynagi organizmanin tiirline gore
farklilik gosterir. Hiicreler farkli besiyerlerinde farkli davranabilirler. Bu yilizden
caligmanin amacina gore hiicrenin besiyeri ihtiyaglarinin belirlenmesi gerekir.
Serum hiicrelerin tutunabilmeleri ve cogalmalar1 i¢in kullanilan ve igerigi tam
olarak tanimlanmamis zengin bir protein cozeltisidir. Bu protein ¢dzeltisinin
icinde hormonlar, enzimler, hiicrenin biiylimesi ve ¢ogalmasini saglayan biiyiime
faktorleri, yiizeylere tutunabilmesini saglayan hiicrelerarasi matris proteinleri
bulunur. Hiicre cesidine ve uygulamalara gore besiyerindeki serum orani
degisebilir. Standart bir somatik hiicre kiiltiiriinde serum oran1 %10’dur. Hiicreler
yaklagik olarak %35 CO, igeren ortamda iiretildikleri i¢in, CO, etiivlerinden
yararlanilmaktadir. Hiicreleri gozlemek icin de faz kontrast mikroskoplar
kullanilir. Kiltiirler giinliik olarak kontrol edilmelidir. Besiyerinin rengi ve
morfolojisi ile hiicrelerin yogunlugu goézlemlenmelidir. Kiiltiirde hiicreler; hiicre
tipine, ekilme yogunluguna, ortamin yogunluguna ve daha dnceki islemlere bagl
olarak Once sessiz (inaktif) ya da lag faz (evre) denilen bir doneme girerler. Bunu
en yliksek metabolik aktivitenin gozlendigi logaritmik artis (iireme) donemi izler.
Bundan sonra da hiicreler hiicre sayisinin sabit kaldig1 bir duragan evreye girer
(tim tireme yiizeyleri kaplanmistir). Hiicrelerin niifus yogunlugu iiremeyi
baskiladig1 zaman besiyerinden alinirlar. Hiicrelerin kiiltiir kabindan alinmalari

i¢cin degisik yontemler kullanilabilir;
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- Mekanik: Bir spatiil kullanarak hiicreler yiizeyden fiziksel olarak ayrilabilir.
Ancak hizl1 bir yontem olmasiyla birlikte bu yontemde hiicreler zarar gorebilirler.
Bu nedenle ancak hiicre canliliginin 6nemli olmadig1 kosullarda bu yontem tercih
edilebilir.

- Proteolitik enzimler: Tripsin, kollajenaz ya da pronaz genellikle EDTA ile
kombine edildiginde hiicrelerin lireme yiizeyinden ayrilmasina neden olur. Bu
yontem de hizli ve giivenilir olmasina karsin, hiicre yiizeyine zarar verebilir.
Proteolitik reaksiyon serum igeren tam kiiltiir ortamimin katilmasiyla hizli bir
bigimde sona erdirilebilir [47].

Kiiltiir kaplar1 CO, etiiviine (37°C; % 5 CO,) kondugu zaman gaz giris
cikist i¢in kaplarin agzi hafif agik olmalidir. Ayrica ortamin nemli olmasi ve
gorilinlir 1s1ktan sakinilmasi da gereklidir. Hiicre kiiltiiri ¢aligmalarinda da tiim
laboratuar ¢aligmalarinda oldugu gibi giivenlik 6nlemlerine dikkat edilmelidir.

Hiicre kiltiirleri kullanilarak yapilan ¢alismalarin artirilmasiyla hem daha
hizli, hem de daha kontrollii bir bi¢imde arastirma sonuclarina ulasilmasi
saglanabilecek ve buna bagli olarak hayvan caligmalarinin yaygiliginin azalmasi

saglanacaktir.

2.7. FOLIK ASIT
2.7.1. Folik Asidin Biyokimyasal Yapisi
Kimyasal adi pteroil glutamik asit (PGA) tir. Bc faktorii de denir. B
grubundan bir vitamindir (B9 veya B11). Bu madde suda mizrak seklinde
kristallenen portakal sarisi renginde bir katidir. Isitilmakla erimez, fakat 250°C' de
esmerleserek bozunur. Serbest asit halinde az, fakat sodyum tuzu halinde suda ¢ok

¢ozilinlir. Bazik ve notr ¢ozeltilerinde 1s1ya pek dayanikli degildir.

-

k

e

Sekil 2.4. Folik Asidin Kimyasal Yapisi [48]
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Eksikligi sonucu megaloblastik kansizlik meydana getirir. Tropikal
bolgelerde ¢ok rastlanir. Bu eksikligin baslica sebebi protein-kalori eksikligine
dayanmaktadir. Normal beslenen insanlarda eksikligi, ancak sindirim

bozuklugunda ve gebelikte goriilebilir [48].

2.7.2. Folik Asidin Hiicreye Alim Mekanizmalar:

Folik asit ya da folat, biitiin hiicrelerin saglikli fonksiyon goérebilmesi
icin gerekli olan Onemli bir vitamindir. Folik asidin makromolekiillerle
konjugasyonu, in vitro calismalardaki tiim testlerde, folat reseptorlerine sahip
kanser hiicrelerine ulagsmalarin1 hizlandirir. Folik asit, pek ¢ok metabolik yolda,
bir karbon transfer reaksiyonlar1 i¢in gereksinim duyulan bir vitamindir. Ciinkii
niikleotid bazlarinin biyosentezinde temel teskil etmektedir [49,50]. Hedefleme
ajan1  olarak segilen folat, niikleik asitlerin ve bazi aminoasitlerin
sentezlenmesinde temel bir habercidir. Memeli hiicreler tarafindan endojen olarak
iiretilemez ve hiicre icine alinmasi i¢in, reseptorler ile endositoz ya da bir
tastyiciya bagl olarak alim mekanizmasina ihtiyag duyar [51,52]. Folat reseptorii
(FR), folik asit i¢in yiiksek bir affiniteye sahiptir. Bu sayede FR (+) hiicreler
tarafindan hiicre i¢ine yiiksek miktarda alimimi saglar [52,53]. Lipozomlarin
hedeflenmesi [54,55] plazmid kompleksleri [56,57] ve nanopartikiiller [58,59]
icin timor hiicreleri tarafindan segici olarak alinmasi gibi cazip 6zelliklerinden
dolay1 folat konjugasyonu, yaygin olarak kullanilan bir strateji haline gelmistir
[60]. Folik asit reseptoriine bagli mekanizma, Ozellikle spesifik tliimorleri
hedefleyerek ila¢ dagitimmin gergeklestirilmesinde yararhidir. Folik asit
reseptoriiniin  yogunlugu, kanserin ilerleme derecesine bagli olarak goriiniir
diizeyde artar [61].

Normal hiicreler fizyolojik folatlar1 plazma membranindan ya rediikte folat
tagiyicilart ya da folat reseptorleri ile gecirirler. Rediikte folat tasiyicilari tiim
hiicrelerde bulunurlar ve fizyolojik folatlarin alimindan sorumludurlar. Folat
reseptorleri ise polarite epitel hiicreler ve aktive edilmis makrofajlarda
bulunmuslardir [49,50].

Rediikte folat tasiyicisinin diisiik konsantrasyonlari pek ¢ok normal
hiicrenin folat gereksinimlerini karsilamada yeterli iken, folat reseptorleri kanserli
hiicrenin vitamin i¢in rekabetini saglayarak, siklikla kanser hiicreleri iizerinde

yerlesmistir [62,63]. Kanser tedavilerinde, pek ¢ok kanser hiicresindeki FR (folat
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reseptOrii) potansiyel bir hedefleme reseptorii olarak tespit edilmektedir [64].
Folat reseptorii ayricalikli olarak normal polarize epitel hiicrelerinin apikal
membran yiizeylerinde yerlesmistir [53]. Bu yiizden spesifik tiimor hedeflemede
nitelikli olup, damar yoluyla dagitilan ilaglar i¢in ulasilabilirdir. Ciinkii segici
olarak epitel hiicrelerin apikal membran yiizeylerinde bulunur [65]. Bugiine kadar
pek c¢ok kimyasal ve biyolojik tedavi edici ajanlar basariyla folik aside
baglanmistir. Pek ¢ogunun in vivo ve in vitro kosullarda FR pozitif olan tiimorlii
hiicrelere dagitiminin arttig1 gosterilmistir [65,66].

Insan FR ailesinin karakterize edilmis 3 izoformu vardir. Bunlar %70-80
ayn1 aminoasit dizisine sahip olup, modelleri farklidir [67]. Hiicre igine folik
asidin FR ile transportu tam olarak c¢o6ziinmemis olmakla birlikte, folat
konjugatlart memelilerdeki endositoz reseptorleriyle ortadan kaldirilirlar [68,69].
Folat konjugatlari, kanser hiicre yiizeyindeki folat reseptoriine baglandiktan sonra,
boyuta aldirmayarak intraselliiler unsurlar olan endozomlar tarafindan
Oziimsenirler [69]. Hiicre yiizey folat reseptdrii, immunoterapotik ajanlar1 kanserli
hiicre yiizeylerinde toplamay1 saglarlar. Ornegin folik asit, T hiicrelerini timor
hiicrelerine yeniden yonlendirmek i¢in, immun sistemi tiimor hiicrelerini tanimaya
ve yok etmeye zorlar [70,71].

Kanser hiicreleri ortalama miktarin iizerinde folata ihtiya¢ duyarlar.
Olabildigince ¢ok folati yakalamak icin bazi kanser hiicreleri hiicre zarlarinda
folat reseptorleri eksprese ederler. 2005 yilinda Michigan Universitesi bilim
adamlar tarafindan yapilan bir ¢alismada folik asit ve metotreksat kullanilmistir.
Nanoparcaciktaki folat molekiilii tiimor hiicre zarindaki reseptore baglanir ve
ihtiyaci olan vitamini aldigini sandig1 i¢in onu hemen hiicre i¢ine alir. Fakat folati
zardan igeri alirken aym1 zamanda onu zechirleyecek metotreksatt da almis
olmaktadir. Geleneksel kemoterapide metotreksat gibi ilaglar, kanser hiicrelerinin
icine girebilmek i¢in hiicre zarin1 difiizyonla gecer. Bu yavas bir istir ve hiicre disi
stvida yliksek konsantrasyonda ila¢ olmasini gerektirir. Normal hiicre ve dokular
da bu yiizden zarar gorebilirler. Insan epitelyel hiicre kanserlerini tasiyan farelerle
laboratuarda yapilan testlerde, folik asit ve metotreksat kullanilan nanoparcacik
temelli tedavinin, ilacin tek basina verilisine gore 10 kez daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Ayrica nanoparcacik tedavisi, ilacin tek basina verilisine gore fareye

¢ok daha az toksik olmustur [72].
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2.7.3. Folat Metabolizmasina Katilan Enzimler

Folat metabolizmasi ve homeostazinda gorevli anahtar enzimleri
(MTHFR (5°-10° metilen tetrahidrofolatreduktaz, vb.) kodlayan genlerdeki
polimorfizmler bireyler arasi farkliliklara neden olmaktadir. Metotraksat; 16semi,
lenfoma ve meme kanseri tedavisinde siklikla kullanilan bir folik asit
antagonistidir.  5°-10° metilen tetrahidrofolatreduktaz (MTHFR) enzimi

indirgenmis folat ve homosistein diizeylerini normal diizeylerde tutar [73].

2.8. NANOTEKNOLOJI
2.8.1. Kanserle Miicadelede Nanobiyolojik Uygulamalar

Kanserin erken evrede tespiti kanser tedavisinde kritik bir adimdir.
Kanserin tespiti genellikle kanser hiicrelerinin, doktorun fizik muayenede fark
edebilecegi biiylikliige erismelerine baglidir. Buna karsilik bilim adamlari, kanseri
heniiz fizik muayene ya da goriintiileme yontemleriyle tespit edilemedigi, en
erken molekiiler degisikliklerin gerceklestigi evrede fark edebilmek icin
caligsmaktadir.

Kanserin erken evrede basarili bir sekilde tespit edilebilmesi i¢in ¢ok az
hiicrede meydana gelmis molekiiler degisikliklerin tespit edilebilmesi
gerekmektedir. Bunun i¢in, kullanilacak araglar ¢ok duyarl olmalidir.

Nanoyapilarin tek tek hiicrelere girip onlar1 analiz etme potansiyeli, bu
ihtiyaca cevap verebileceklerini diigiindiirmektedir. Pek c¢ok nanoteknolojik
yontem doktorlara hastadan aldiklar1 hiicre ve dokular {izerinde, onlara fiziksel
zarar vermeden testler uygulayabilmelerini miimkiin kilacaktir. Klinikgilerin
kanseri taramak i¢in aldiklar1 Ornekler {iizerinde genelde sinirlt testler
yapilabilmektedir. Hiicrelere zarar vermeden uygulanabilecek testlerle daha ileri
arastirmalar yapmak miimkiin olacaktir. Araglarin kii¢iilmesi pek c¢ok testin ayni
kiigiik cihazda yapilabilmesini saglayacaktir. Bu da, taramalar1 daha hizli ve
maliyet agisindan daha hesapli kilacaktir. Kanser hiicrelerinin, saglikli ve normal

hiicrelere zarar vermeden yok edilmesinde de nanoteknoloji yararl olabilir [2].
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2.8.2. Nanopartikiillerin Hiicre ile Etkilesimi

Fonksiyonel 0zellikleriyle nanopartikiiller, biyolojik uygulamalarda
yaygin olarak kullanilmaktadirlar [74,75]. Ornegin ilag dagitimi, hiicre ve doku
mithendisligi ve medikal goriintiilemede, teshis ve tedavi amaghi olarak
kullanilmaktadir. Bu uygulamalar icin, 6zgiil, etkin ve spesifik olarak hedeflenmis
hiicrelerin hizla i¢ine alabilecegi nanopartikiillere ihtiyag duyulmaktadir. Fakat
bazi sinirlayici faktorler vardir.

Bunlar; a) nanopartikiillerin  ¢okelmesi, b) partikiillerin  kan
sirkiilasyonundaki yar1 Omiirlerinin kisa olmasi, c¢) nanopartikiillerin hiicre igine
alimlarindaki diisiik verimlilik, d) nonspesifik hedeflemedir [76,77]. Gilincel
antikanser ajanlar1 yiiksek toksisiteye sahip olmalar1 ve nonspesifik olarak hem
normal hem kanserli hiicrelerde birikmeleri gibi smirlayic1 pek cok faktorden
dolay1 6nemini yitirmektedir. Diisiik ¢ozliniirliik ve siirlandirilmis stabiliteden
dolay1 biyouyumluluk saglayamamakta ve yar1 omiirleri kisalarak, viicuttan hizla
uzaklastirilmaktadirlar [78].

Stiperparamagnetik demir oksit nanopartikiiller, magneik rezonans
goriintiileme, doku tamiri, biyolojik sivilarin detoksifikasyonu, ilag dagitimi,
hiicre ayrim1 gibi pek c¢ok uygulamada yaygin olarak kullanilmaktadir [79,80].
Tiim bu biyomedikal ve biyomiihendislik uygulamalarinda, yiiksek miknatislanma
degerine, kiiciik boyuta ve ayni fiziksel ve kimyasal ozelliklere sahip olan
nanopartikiillere gereksinim duyulmaktadir. Ayrica tiim bu uygulamalar, toksik
olmayan ve biyouyumlu maddeler ile magnetik partikiillerin kaplanmasini
gerektirmektedir  [81].  Nanopartikiillerin  kan  sirkiilasyonundan  hizhi
eleminasyonu, mononiikleer = fagosit sistemin makrofajlar1  tarafindan
taninmalarinindan dolay1 gergeklesir [82].

Nanopartikiiller biliyiik bir alan/hacim oranma sahip olup, topaklanma
egilimindedirler. Nanopartikiiller agrega olduklarinda, adsorbe edilmis plazma
proteinleri ile kaplanir ve hedeflenmis hiicrelere ulasamadan, makrofajlar
tarafindan hizlica temizlenir. Bu yilizden, kan akisi igerisinde sirkiilasyon
siiresince nanopartikiiller, hedef hiicrelere ulasmalar igin, ¢esitli maddeler ile
modifiye edilirler [81]. Yine magnetik nanopartikiillerin spesifik hiicreleri
etiketlemesindeki stratejiye gore, nanopartikiillerin ylizeyleri, reseptorler ile
endositoz yoluyla hiicreye alinmalarini gerg¢eklestirmek i¢in, ligand ile modifiye

edilir [83].
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Bu ligandlar, nanopartikiil ylizeylerine konjuge olarak, partikiillerin
reseptorlerle endositoz yoluyla alimini, icerdigi monoklonal antikorlar ile
kolaylastirirlar  [84,85]. Bununla birlikte antikorlarin boyutlar1 ve dogal
immunujeniteleri nanopartikiillerin, biyolojik bariyerlerin i¢cinden zayif sekilde
dagilmasina neden olurlar [86]. Transferin, laktoferrin, albumin, insiilin...gibi
hedefleyici ajanlar, kendilerine ait reseptorleri memeli hiicrelerin ylizeylerinde
bulundugu icin hiicre yiizeylerini hedeflerler [87,88]. Bu reseptorler sadece
hiicresel isaretleyiciler olmayip, alinan molekiillerin kendilerine baglanmasini da
saglarlar [87]. Ayrica bu ligandlarin ¢ogu stabil olup, zayif immunojenite

gosterirler [89].

2.8.3. Nanopartikiiller ve Hedefleyici Bir Ajan Olarak Folik Asit

Nanopartikiillerin dagilimlarin1 ve biyouyumluluklarini gelistirebilmek ve
bu sayede hedeflenen hiicreler tarafindan alinabilmelerini saglamak i¢in, onlarin
hedefleyici ve biyouyumlu ajanlar ile kaplanmasi gerceklestirilmektedir. Diisiik
molekiil agirlikli, hedefleme ajami olan folik asit, folat reseptorleri siklikla
kanserli hiicre yiizeylerinde yerlesmis oldugu i¢in, bu hiicre yiizeylerine yonelirler
[90]. Spesifik kanser hiicreleri tarafindan taninma ve reseptorler ile endositoz
yoluyla, nanopartikiillerin hiicre i¢ine alinmasindaki etkinligi arttirmasi amaciyla,
folik asit gibi diisiik molekiil agirlikli bir hedefleme ajani ile nanopartikiiller
kaplanir. Ciinkii kanserli hiicrelerin yiizeylerindeki fazlaca miktardaki folat

reseptorleri ile baglanti kurabilirler [91].
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gere¢
3.1.1. Kimyasal Maddeler
- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Sigma
- F-12 HAM Nutrient Mixture (F-12), Sigma
- Fetal Bovine Serumu (FBS), Sigma
- Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10000 U/mL penisilin,
10mg/mL streptomisin), Sigma
- Dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma
- Tripsin-Etilendiamintetraasetik asit (Tripsin/EDTA), Sigma
- Dulbecco’s sodyum-fosfat Tamponu (PBS), Sigma
- Folik Asit, Sigma
- Magnetik Demir Oksit Partikiil, Fluka
- Osmium tetroksit, Electron Microscopy Science
- Gluteraldehit, Electron Microscopy Science
- Aradit, Electron Microscopy Science
- Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (BD Pharmingen™,
San Jose, CA USA)

3.1.2. Sarf Malzemeler
- Otoklavlanabilir cam sise (Iso-Lab, Hollanda)
- 10, 200 ve 1000 pl’lik pipet takimi ve uglar1 (Eppendorf, Almanya)
- 1000 pul’lik mikrosantrifiyj tiipii (Eppendorf, Almanya)
- Thoma lam1 ( Marienfeld, Almanya)
- 25 ve 75 em™’lik kiiltiir siseleri (TPP, isvigre)
- 15 ve 50 mI’lik Santrifiij Tiipleri (TPP, Isvigre)
- Steril cam petri kaplar1 (Corning, ABD)
- Analiz tiipleri, 12 x 75 mm (BD Pharmingen™, San Jose, CA USA)
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3.1.3. Cihazlar
- Hassas terazi (Ohaus, ABD)
-Inverted Mikroskop (Olympus, ABD)
- Karbonioksit inkiibatorii (Heraeus, Almanya)
- Kuru hava sterilizatorii (Heraeus, Almanya)
- Manyetik karistirici, (Heraeus, Almanya)
- Megafuge 1.0/1.0R santrifiij (Heraeus, Almanya)
- Otoklav (Hirayama, Japonya)
- Steril kabin (Holten, Ingiltere)
- Etiiv (Heraeus, Almanya)
- TEM (FEI, Hollanda)
- Ceker Ocak (Interlab)
- FACSAria flow cytometer (BD Pharmingen™, San Jose, CA USA)

3.2. Yontem
3.2.1. NIH/3T3 (Fare Embriyo Fibroblast) Hiicre serisi ve SRP7

Sican Embriyo Fibroblast Hiicreleri ile Hiicre Kiltiirii Uygulamalar:

Deneylerde sican embriyo fibroblast SRP7 (H-ras onkogeni transform
hiicreler) hiicreleri ve NIH/3T3 fare embriyo fibroblast hiicreleri kullanilmistir.
NIH/3T3 (fare embriyo fibroblast) hiicre serisi George Todaro ve Howard Green
tarafindan 1962 yilinda tiiretilmistir. SRP7 sican embriyo fibroblast (H-ras
onkogeni transform hiicreler) hiicreleri ise Garbisa [92] ve arkadaslar tarafindan
1987 yilinda tiiretilmistir.

Deneylerde kullanilmak {izere pasajlanacak hiicreler stoktan ¢ikarilmistir.
-196 °'C’ de s1v1 azot tankinda bulunan hiicre stoklarini igeren viyaller (cryovial) su
banyosunda sivi hale gelince, uygun besiyeri i¢ine alinarak, 1200 rpm’ de 10 dk
santrifiij edilir. Siipernatant kismi dokdiliir, hiicreler yeni medium iginde
dagitilarak yeni kiiltiir flasklarina koyularak 37 'C’ de, % 95 bagil nem igeren CO,
inkiibatoriinde kiiltiire alinir. Hiicrelerin ¢ogaltiimasinda % 10 FBS (Fetal Bovine
Serum) igceren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) besiyeri kullanilir.
DMEM hiicrelerin  beslenebilmeleri i¢in gerekli glukoza, canliliklarini
stirdiirebilmeleri i¢in uygun ozmolarite ve pH’a, fonksiyonlarin1 goérebilmeleri

icin gerekli aminoasitlere ve vitaminlere sahiptir.
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Serum hiicrelerin tutunabilmeleri ve cogalmalari i¢in kullanilan ve igerigi
tam olarak tanimlanmamis zengin bir protein ¢ozeltisidir. Sigan embriyo
fibroblast SRP7 hiicreleri ve NIH/3T3 fare embriyo fibroblast hiicreleri, %10
FBS, 100 iinite/ml penisilin-streptomisin, % 1 glutamin iceren DMEM
igerisinde 37 °C’de kiiltiirde tutulmuslardir. Hiicreler 2 giinde bir, PBS (Phosphate
Buffered Saline) ve tripsin/EDTA solusyonu ile muamele edilerek, 1:3 ile 1:6
oranlar1 arasinda alt kiiltiirlere ayrilmiglardir. PBS, hiicre i¢i ve disindaki ozmotik
basinci dengede tutan bir tuz solusyonudur. Igerigindeki inorganik tuzlar ve su,
hiicre metabolizmasini1 destekler ve hiicreler i¢in uygun bir ortam saglar. Tripsin
hiicre pasajlamalarinda kullanilan bir serin proteaz tipi enzimdir. Bu ¢alismada,
%0,25 EDTA’l1 tripsin solusyonu kullanilmistir. Hiicreler yiizeyden ayrilir
ayrilmaz tripsinin inhibe edilmesi i¢in en az iki kat1 kadar besiyeri ilave edilmistir.
Ciinki, tripsin hiicreleri yilizeyden ayirdiktan sonra hiicre membranlarina zarar
vermeye baslar. Hiicreler deneye alinmadan once, hiicre sayisi thoma laminda
tespit edilip, deney kosullarina uygun ortamlara ekildikten sonra, folik asit ile
modifiye edilmis magnetik nanopartikiillerin 24 saat ve 48 saat siireyle hiicrelerle

etkilesimi % 5 CO; iceren atmosfer ortaminda saglanmistir.

3.2.2. Magnetik Nanopartikiillerin Folik Asit ile Modifiye Edilmesi
0.1 gram Fe (demir) nanopartikiillerinin ylizeyi 2,5ml toluen igerisinde
0,5 ml TMSPM (trimetoksi sillil propil metakrilat) eklenmesi ile modifiye
edilmigtir. Sillilenen Fe nanopartikiilleri Smg/ml derisimindeki 1ml metakrilamido

folik asit (MA folik asit) ile 1 ml DMSO’da etkilestirilmistir.

3.2.3. Folik Asit ile Modifiye Edilmis Magnetik Nanopartikiillerin

NIH/ 3T3 ve SRP7 Hiicre Serileri ile 24 Saat Siireyle Etkilesimi

Stoktan c¢ikarilan sican embriyo fibroblast SRP7 hiicreleri ve NIH/3T3
fare embriyo fibroblast hiicreleri, % 10 FBS iceren DMEM besiyerinde
cogaltilmistir. Gerekli sayiya ulasan hiicreler, deneye alinmistir. 25 cm?’ lik
flasklara 10°/ml olarak ayarlanan hiicrelere, 5 ml medium i¢inde, magnetik
nanopartikiillerle modifiye edilmis metakrilamido folik asit maddesi 2,5ug/ml,
4,5ug/ml ve 9ug/ml konsantrasyonlarinda (%0,1 DMSO) uygulanmistir. 24 saat
siireyle % 5 CO; igeren karbondioksitli inkiibatorde bekletilmistir.
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3.2.4.Folik Asit ile Modifiye Edilmis Magnetik Nanopartikiillerin

NIH/ 3T3 ve SRP7 Hiicre Serileri ile 48 Saat Siireyle Etkilesimi

Deneye alimmak iizere stoktan cikarilan sigan embriyo fibroblast SRP7
hiicreleri ve NIH/3T3 fare embriyo fibroblast hiicreleri % 10 FBS iceren DMEM
besiyerinde cogaltilmistir. Hiicreler 2 giinde bir, tripsin/EDTA solusyonu ile
muamele edilerek, 1:3 ile 1:6 oranlar1 arasinda alt kiiltiirlere ayrilmislardir.
Gerekli saytya ulasan hiicreler, deneye almmustir. 25 cm?®’ lik flasklara 10°/ml
olarak ayarlanan hiicrelere, 5 ml medium iginde, magnetik nanopartikiillerle
modifiye edilmis metakrilamido folik asit maddesi 2,5ug/ml, 4,5ug/ml ve 9ug/ml
konsantrasyonlarinda (%0,1 DMSO) uygulanmistir. 48 saat siireyle % 5 CO,

iceren karbondioksitli inkiibatdrde bekletilmistir.

3.2.5. Akim Sitometri (Flow Sitometri) ile Apoptotik Etkinin Gozlenmesi

Akim sitometri yardimiyla floresan bir madde ile isaretlenmis antikor
kullanilarak apoptozisde eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre yiizey
proteininin saptanmasi1 miimkiindiir. Bdylece apoptotik hiicreler belirlenebilir.
Kolay uygulanabilir olmasi, asirt uzun zaman almamasi ve kantitatif sonug
verebilmesi agisindan klinikte apoptozis deteksiyonu acisindan kullanighdir [46].
25 cm? lik flasklara 10®ml olarak ayarlanan hiicrelere 5 ml medium iginde,
magnetik nanopartikiillerle modifiye edilmis metakrilamido folik asit maddesi
2,5ug/ml, 4,5ug/ml ve 9ug/ml konsantrasyonlarinda (%0,1 DMSO) uygulanmustir.
24 saat ve 48 saat siireyle karbondioksitli inkiibatdrde bekletilmistir. Inkiibasyon
sonunda hiicreler santrifiijlenip, 2 kere soguk PBS ile yikanmistir. Bu hiicre
siispansiyonundan 10°/ml hiicre analiz tiipiine almarak, 100 pl Annexin V Binding
Buffer icinde siispande edilmistir. Uzerine 5 ul Annexm V-FITC ve 5 ul PI ilave
edildikten sonra , oda sicakliginda ve karanlikta 15 dk siireyle bekletilmistir. FITC
(Fluorescein isothiocyanate), floresan bir madde olup, hiicrelerin isaretlenerek
tespit edilebilir hale gelmesini saglar. Bu siire sonunda, 400 pl Annexin V
binding buffer eklenmis ve hiicreler 1 saat i¢inde analize alinmistir. FACSAria
flow cytometer cihazinda Diva 6.0 software kullanilarak, hiicrelerin apoptoz
yiizdeleri saptanmistir. Annexin V-FITC ve PI (Propidyum iyodiir) negatif olan
bolge canli hiicreleri (Q3), Annexin V-FITC ve PI pozitif olan bdlge gec
apoptotik veya nekrotik hiicreleri (Q2), ifade etmektedir.
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3.2.6. Gegirimli Elektron Mikroskop (TEM) ile ince Yap1

Degisikliklerinin Saptanmasi

25 cm?’ lik flasklara 10%ml olarak ayarlanan hiicrelere, 5 ml medium
icinde, magnetik nanopartikiillerle modifiye edilmis metakrilamido folik asit
maddesi (MA folik asit) 4,5ug/ml konsantrasyonda (%0,1 DMSO) uygulanmistir.
24 saat ve 48 saat siireyle karbondioksitli inkiibatdrde bekletilmistir. Bu siireler
sonunda, magnetik nanopartikiillerle modifiye edilmis metakrilamido folik asit
maddesi (MA folik asit) ile etkilestirilen hiicrelerin Gegirimli Elektron Mikroskop
ile incelenmesi asamasina gegilmistir. Ayrica kontrol gruplarinda da doku takibi

yontemi uygulanmustir.

3.2.6.1. Fiksatif Hazirlama: ilk fiksatif, tamponlanis gluteraldehittir.
Fosfat tamponu;
1,484 gr. Na,HPO,4 82,5 ml. distile su i¢inde ¢oziiliir.
1,135 gr. KH,PO4 5 ml. distile su icerisinde ¢oziiliir.
72ml  Na,HPO,,
11 ml. KH,PO4 oraninda karigtirilarak, tampon solusyonu iginde hazirlanmstir.
(Tampon i¢in ph= 7,4 olmalidir).
Incelenecek hiicrelerin yapisi ve biiyiikliigiine gore, hiicreler tespit igerisinde 4-24

saat arasinda +4°C’de fikse edilmistir.

3.2.6.2. Yikama: Falkon siselerdeki dokulardan fiksatifi uzaklastirmak igin
yikama islemi yapilmistir (3x 15’er dk.). Hiicreler tampon solusyonu ile

yikanmuistir.

3.2.6.3. Ikinci Tespit (Osmium Tetroksit): Yikanan hiicreler % 1’lik OSO,
icerisine alinip, 2 saat siireyle rotatorda dondiiriilerek, fikse edilmeleri

saglanmistir. Bu siire sonunda tampon ile 3 kere 15’er dk. yikanmustir.
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3.2.6.4. Dehidratasyon: Etil alkol ile yapilmistir.

% 50 Alkol 15dk.x2 +4°C
% 70 Alkol 15dk.x2 +4°C
%90 Alkol 15dk.x2 +4°C
% 96 Alkol 30dk.x2 +4°C
Absolu Alkol 30 dk. x 2 +4°C

3.2.6.5. Seffaflandirma: Propilenoksit ile yapilmistir.
Propilenoksit 30 dk.
Propilenoksit 30 dk.
Resin + Propilenoksit (1/1)
Hiicreler bu karigimda 2 saat siireyle rotatorda dondiiriilmiistiir. Daha sonra saf

resin igerisinde 1 gece bekletilerek, resine gomiilmeye hazir hale getirilmistir.

3.2.6.6. Bloklama: Taze hazirlanmis resinle bloklama islemi yapilmistir.
Polimerizasyon islemi 48 saat boyunca 60 °C’de yapilmuistir.

Resin Solusyonunun Hazirlanmasz:

Araldit CY212 20 ml.
DDSA 20 ml.
BDMA 0,6 ml.
Dibiitilfitalat I ml.

3.2.6.7. Kesitlerin Boyanmasi: Uranil asetat boyasinin hazirlanmast;
Metil Alkol 80 ml.
Uranil asetat 2 gr.
Distile su 20 ml.
Bu boya igerisinde gridler 45-60 dk. bekletilmis ve distile suyla yikanmistir (boya

kullanmadan 6nce siiziilmelidir).
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3.2.6.8. Kursun Sitrat Boyasinin Hazirlanmasi:

A Karisimi
10 N NaOH 2 gr.
Distile su 5 ml
B Karisimi

Kursun sitrat 200 mgr.
Distile su 50 ml.

B karisimi lizerine 0,5 ml. A karnisimi katilip, kuvvetlice calkalanarak
karigtirtlmistir (ph=12-13 aras1 olmalidir). Temiz bir falkona konup, karanlikta ve
+4 °C’de saklanmistir. Kullanmadan once siizlilmiistiir. Boyanan kesitler elektron

mikroskobunda incelenmis ve fotograflar1 ¢ekilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. NIH/3T3 ve SRP7 Hiicre Serileri ile Folik Asit ile Modifiye

Edilmis Magnetik Nanopartikiillerin Etkilesiminin Degerlendirilmesi

Cesitli antikanser ajanlar1 yiiksek toksisiteye sahip olmalar1 ve nonspesifik
olarak hem normal hem kanserli hiicrelerde birikmeleri gibi siirlayici pek ¢ok
faktor icermektedir. Bundan dolay1 kanserle iliskili molekiiler degisiklikleri tespit
edebilecek, goriintiilemeye yardim edecek, saglikli hiicreler zarar vermeden
tedaviyi mimkiin kilacak hedefleyici olarak diisiiniilen nanopartikiillerin
kendilerine ait sinirlayici faktorleri vardir. Bunu ortadan kaldirmak amaciyla
nanopartikiillerin yiizeyleri, reseptorler ile endositoz yoluyla hiicreye alinmalarini
gerceklestirmek icin, hedefleyici ajan ile modifiye edilir. Bu calismada hedefleyici
ajan olarak diisiik molekiil agirligina sahip olan folik asit kullanilmigtir. Modifiye
edilen metakrilamido folik asit saglikli ve kanserli hiicreler uygulanmis,
degerlendirmeler Akim Sitometri ve Gegirimli Elektron Mikroskop (TEM)
kullanilarak yapilmistir.

4.2. NIH/3T3 Hiicre Serisinde 24 ve 48 Saat Sonundaki Apoptotik

Etkinin Akim Sitometri (Flow Sitometri) ile Degerlendirilmesi

Akim Sitometri ile bir silispansiyon halindeki hiicre ya da partikiiller lazer
15181 ile aydinlatilmakta olan bir bolmeden gegirilir; hiicrelerin 15181n 6niinden
gecerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan sinyallerin kaynagi,
hiicrenin blyiikliik, graniilarite gibi fiziksel o6zellikleri olabildigi gibi; hiicreye
baglanan c¢esitli florokromlar da olabilir. Boylece hiicre ya da partikiiliin
immunfenotipi, DNA igerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran potanasiyeli,
canlilig1 gibi ¢esitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanabilir [46].

Flow Sitometri analiz sonuglarinda; kontrol, DMSO kontrol, 2,5ug/ml,
4,5ug/ml ve 9ug/ml konsantrasyonlart kullanilmigtir. DMSO oram1 %0,1°1
gegmemektedir.  Apoptotik  oranlar  degerlendirildiginde  4,5ug/ml’lik
konsantrasyonda, kanserli hiicrelerdeki apoptotik oranin en yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.9). Agregasyona bagl olarak, hiicrelerin bu konsantrasyonda
doygunluga ulasilmis olacag diisiiniilmektedir. Buna bagli olarak 9ug/ml’lik
konsantrasyonda apoptotik oranin diisiikliigii gézlenmistir (Sekil 4.10). Kanserli

hiicrelerin ylizeyinde, sagliklt hiicrelere oranla daha fazla bulunan folat
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reseptorleri sayesinde hiicre i¢cine alimi kolaylasan folik asidin, antioksidan etkisi
sayesinde kanserli hiicreleri apoptoza gdotiirdiigli diistintilmiistir.

Metakrilamido folik asidin saglikli hiicreler {izerindeki etkisi Annexin V-
FITC kullanilarak, akim sitometride degerlendirildiginde; kontrolde canli hiicre
yilizdesi %96.3; ylizde apoptotik oran %1.5 (Sekil 4.1), DMSO kontrolde canli
hiicre ylizdesi %96.4; yiizde apoptotik oran  %1.6’dir (Sekil 4.2). Madde
konsantrasyonlart hiicrelere uygulandiktan 24 saat sonra; 2,5ug/ml olan
konsantrasyonda canli hiicre ylizdesi %94.9; apoptotik oran % 2.7 (Sekil 4.3A),
4,5ug/ml olan konsantrasyonda canli yiizdesi %88.8; apoptotik oran %4.5 (Sekil
4.4A), 9ug/ml olan konsantrasyonda canli ylizdesi % 94.5; apoptotik oran % 2.9
olarak bulunmustur (Sekil 4.5A).

48 saat sonunda; 2,5ug/ml olan konsantrasyonda canli hiicre ylizdesi
%93.4; ylizde apoptotik oran % 2.8 (Sekil 4.3B), 4,5ug/ml olan konsantrasyonda
canli hiicre ylizdesi %89.7; ylizde apoptotik oran %4.7 (Sekil 4.4B), 9ug/ml olan
konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi %94.7; apoptotik oran  %?2.9 olarak

bulunmustur (Sekil 4.5B).
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Sekil 4.1. Kontrol grubu olan NIH/3T3 hiicrelerinin akim sitometride degerlendirilmesi
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Sekil 4.2. DMSO igeren kontrol grubu NIH/3T3 hiicrelerinin, akim sitometride degerlendirilmesi
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Sekil 4.3. Magnetik nanopartikiillerle modifiye edilmis olan Metakrilamido folik asidin, NIH-3T3
hiicreleri iizerine olan etkisinin akim sitometride degerlendirilmesi A- 2,5ug/ml konsantrasyonda

24 saat, B- 2,5ug/ml konsantrasyonda 48 saat
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Sekil 4.4. Magnetik nanopartikiillerle modifiye edilmis olan Metakrilamido folik asidin

NIH/3T3 hiicreleri iizerine olan etkisinin akim sitometride degerlendirilmesi A- 4,5ug/ml

konsantrasyonda 24 saat, B- 4,5ug/ml konsantrasyonda 48 saat
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Sekil 4.5. Magnetik nanopartikiillerle modifiye edilmis olan Metakrilamido folik asidin

NIH/3T3 hiicreleri iizerine olan etkisinin akim sitometride degerlendirilmesi A- 9 ug/ml

konsantrasyonda 24 saat, B- 9 ug/ml konsantrasyonda 48 saat
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4.3. SRP7 Hiicre Serisinde 24 ve 48 Saat Sonundaki Apoptotik

Etkinin Akim Sitometri (Flow Cytometry) ile Degerlendirilmesi

Ayn1 yontem 5SRP7  hiicrelerinde de uygulanip, Annexin V-FITC
kullanilarak akim sitometride degerlendirildiginde ise; kontrolde canli hiicre
yilizdesi % 94.1; yiizde apoptotik oran % 0.7 (Sekil 4.6), DMSO kontrolde canli
hiicre ylizdesi % 94.7; yiizde apoptotik oran % 1.2°dir (Sekil 4.7). Metakrilamido
folik asit konsantrasyonlar1 uygulandiktan 24 saat sonra; 2,5ug/ml olan
konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi % 85.5; ylizde apoptotik oran % 7.0 (Sekil
4.8A), 4,5ug/ml olan konsantrasyonda canli hiicre ylizdesi %82.2; apoptotik hiicre
oran % 10.5 (Sekil 4.9A), 9ug/ml olan konsantrasyonda canli hiicre ylizdesi
%87.7; ylizde apoptotik oran %5.2 olarak bulunmustur (Sekil 4.10A). Aym
maddenin  hiicrelerle etkilesiminin 48. saatinde ise; 2,5ug/ml olan
konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi % 78.7; ylizde apoptotik oran % 8.1 (Sekil
4.8B), 4,5ug/ml olan konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi % 83.2; yiizde
apoptotik oran % 12.9 (Sekil 4.9B) 9ug/ml olan konsantrasyonda canli hiicre
yilizdesi % 83.2; ylizde apoptotik oran % 7.3 olarak bulunmustur (Sekil 4.10B)
4,5ug/ml konsantrasyonda apoptotik oran kanser hiicrelerinde en yiiksek
seviyededir. Bu yiizden 9ug/ml olan konsantrasyonda, hiicrelerin doygunluga
ulastig1, nanopartikiillerin agregasyona ugramasi dolayisiyla ¢okeldigi ve hiicre
icine giremedigi digiiniilmektedir (Sekil 4.10). Buna bagl olarak apoptotik oranin

azaldig1 diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.6. Kontrol grubu olan SRP7 hiicrelerinin akim sitometride degerlendirilmesi
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Sekil 4.7. DMSO igceren SRP7 hiicrelerinin akim sitometride degerlendirilmesi
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Sekil 4.8. Magnetik nanopartikiillerle modifiye edilmis olan Metakrilamido folik asidin SRP7
hiicreleri iizerine olan etkisinin akim sitometride degerlendirilmesi A- 2,5 ug/ml konsantrasyonda

24 saat, B- 2,5 ug/ml konsantrasyonda 48 saat
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Sekil 4.9 Magnetik nanopartikiillerle modifiye edilmis olan Metakrilamido folik asidin 5SRP7
hiicreleri iizerine olan etkisinin akim sitometride degerlendirilmesi A- 4,5 ug/ml konsantrasyonda

24 saat, B- 4,5 ug/ml konsantrasyonda 48 saat
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Sekil 4.10. Magnetik nanopartikiillerle modifiye edilmis olan Metakrilamido folik asidin SRP7
hiicreleri tizerine olan etkisinin akim sitometride degerlendirilmesi A- 9 ug/ml konsantrasyonda 24

saat, B- 9 ug/ml konsantrasyonda 48 saat
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4.4. Gecirimli Elektron Mikroskop (TEM) ile Saptanan ince

Yapi Degisikliklerinin Degerlendirilmesi

Elektron mikroskopu ile degerlendirme apoptozisde en degerli yontem olarak
diistiniilmektedir. Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak gozlendigi bir
yontemdir. Ustelik subselliiler detaylar (6rn. mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya
da nukleus membraninin biitiinliigiinlin  bozulup bozulmadig1 gibi) da
incelenebilir. Optik  mikroskoplarda  goriintiiniin  elde edilmesinde 151k
kullanilirken, elektron mikroskoplarinda, 151k yerine elektron kullanilir.
Elektronun dalga boyu, 1518a gore birkac bin defa daha kiiciikk oldugu i¢in, bu
mikroskopla daha ayrintili goriintiiler elde etmek miimkiindiir. Bu yontem, cismin
icinden gecirilen yiiksek enerjili elektronlarin goriintiilenmesi prensibine dayanir.
Max Knoll ve Ernst Ruska tarafindan 1930'larda yapilan ¢aligmalar sonucu ortaya
cikan gecirimli elektron mikroskop, optik mikroskoba kiyasla ¢cok daha kiigiik
ayrintilar1 gérmeye olanak tanir. Gegirimli elektron mikroskopta elektronlar ¢ok
kolay yollarindan sapabileceklerinden, biitiin islem ve goriintliniin elde edilmesi
tamamen bir vakum icerisinde gerceklestirilir.

Bu caligmada, dncelikle modifiye edilmis Metakrilamido folik asit DMSO
igerisinde dispers edilerek, Gegirimli Elektron Mikroskop ile goriintiilenmistir.

Boyutlar1 25-30nm arasindadir (Fotograf 4.1, 4.2).
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Fotograf 4.1. DMSO igerisinde dispers edilen Metakrilamido folik aside ait
gecirimli elektron mikroskop goriintiisii (160kx)
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Fotograf 4.2. DMSO igerisinde dispers edilen Metakrilamido folik aside ait
gecirimli elektron mikroskop goriintiisii (105kx)
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Fotograf 4.3. NIH/3T3 hiicrelerinin gegirimli elektron mikroskobu ile ince yap1
degisikliklerinin degerlendirilmesi. Kontrol grubu (x 16500)

Fotograf 4.4. NIH/3T3 hiicrelerinin gegirimli elektron mikroskobu ile ince yap1

degisikliklerinin degerlendirilmesi. Kontrol grubu (x 16500)
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NIH/3T3 hiicrelerinde kontrol grubundaki hiicreler higbir madde ile
etkilestirilmemistir. Bu grupta hiicrelerin plazma ve ¢ekirdek zar biitlinligiinde
bozulmaya rastlanmamigtir (Fotograf 4.3,4.4). Hiicreler spesifik morfolojik
yapilarini korumustur.

Hiicrelerin doygunluga ulastig1 konsantrasyon olarak diisiiniilen 4,5ug/ml,
TEM (Gegirimli Elektron Mikroskop) uygulamalarinda dikkate alinarak, NIH/3T3
ve 5RP7 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle olmak iizere uygulanmistir. NIH/3T3

hiicreleri, saglikl hiicreler olup, kontrol grubu olarak deneye alinmistir.

Fotograf 4.5. NIH/3T3 hiicrelerine 4,5ug/ml konsantrasyonda 24 saat siireyle

Metakrilamido folik asit uygulanmasi sonucunda gegirimli elektron mikroskobu

ile ince yap1 degisikliklerinin degerlendirilmesi (x 6000).

4,5ug/ml Metakrilamido folik aside 24 saat siireyle maruz kalan saglikli
hiicrelerde nanopartikiillerin hiicre i¢ine girdigi, ancak herhangi bir deformasyona
sebep olmadig1 gozlenmistir (Fotograf 4.5). Metakrilamido folik asidin hiicrelerin

zarinda bulunan folat reseptdrleri ile hiicre igerisine alindig1 diigiiniilmektedir.
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Fotograf 4.6. NIH/3T3 hiicrelerine 4,5ug/ml konsantrasyonda 48 saat siireyle

Metakrilamido folik asit uygulanmasi sonucunda gegirimli elektron mikroskobu

ile ince yap1 degisikliklerinin degerlendirilmesi (x 16500)

4,5ug/ml Metakrilamido folik aside 48 saat siireyle maruz kalan saglikli
hiicrelerde nanopartikiillerin hiicre i¢ine aliminin gerceklestigi tespit edilmistir
(Fotograf 4.6). Ancak bu slire sonunda herhangi bir deformasyon

gozlenmemektedir. Cekirdek zar1 biitiinliigiinii korumaktadir.
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Fotograf 4.7. SRP7 hiicrelerinin gecirimli elektron mikroskobu ile ince yapi

degisikliklerinin degerlendirilmesi. Kontrol grubu (x 8200)

SRP7 hiicrelerine Metakrilamido folik asit uygulanmasi sonucunda
gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile elde edilen bulgular ise soOyledir;
Kontrol grubunda, hiicreler hicbir madde ile etkilestirilmemistir. Bu grupta
genetik materyal perinuklear alanda homojen bir sekilde dagilmistir. Hiicre
organelleri spesifik sekillerini korumaktadir. Hiicrelerin kendilerine 6zgii sekilleri

gozlenmistir (Fotograf 4.7).
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Fotograf 4.8. 5RP7 hiicrelerine 4,5ug/ml konsantrasyonda 24 saat siireyle

Metakrilamido folik asit uygulanmasi sonucunda gegirimli elektron mikroskobu

ile ince yap1 degisikliklerinin degerlendirilmesi (x 8200).

4,5ug/ml Metakrilamido folik aside 24 saat siireyle maruz kalan grupta
maddeyi tasiyan nanopartikiillerin hiicre i¢ine saglikli hiicrelere oranla daha fazla
miktarda girdigi ve deformasyona sebebiyet verdigi tespit edilmistir (Fotograf
4.8). Ayrica hiicrelerde sekonder lizozom olusumlari ortaya ¢ikmig, mitokondriler
sekillerini yitirmeye baslamistir. Mikroniikleus olusumlar go6zlenmis, hiicre
cekirdegi spesifik seklini kaybetmistir.

Apoptoz i¢in sinyal alindiktan sonra hiicrede bir¢ok biyokimyasal ve
morfolojik degisim gozlenir. Hiicre kiiclilmeye ve kondanse olmaya baglar, hiicre
iskeleti dagilir ve ¢ekirdek zari yer yer erir. Apoptoza ugrayan bir hiicrede laminin
ve aktin filamentlerinin kesilmesi sonucu sitoplazma g¢ekilmeye ve kiigiilmeye
baglar. Hiicre biiziilmeye ve kiiclilmeye devam eder ve makrofajlarin
tantyabilecegi ve normal hiicrelerden daha kolay ayirt edilebilecegi membranla

cevrili kiigiik parcalara ayrilir.
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Fotograf 4.9. 5RP7 hiicrelerine 4,5ug/ml konsantrasyonda 48 saat siireyle

Metakrilamido folik asit uygulanmasi sonucunda gegirimli elektron mikroskobu

ile ince yap1 degisikliklerinin degerlendirilmesi (x 11500).

4,5ug/ml konsantrasyona 48 saat siireyle maruz kalan SRP7 hiicrelerinde
ise, hiicre icine fazla miktarda girdigi gozlenen nanopartikiiller, ¢cekirdege oldukca
yakin olarak bulunmaktadir (Fotograf 4.9). Bunun kanser hiicrelerinin ortalama
miktarin lizerinde folata ihtiyag duymalari, dolayisiyla olabildigince ¢ok folati
yakalamak i¢in hiicre zarlarinda fazla sayida folat reseptorlerini eksprese
etmelerinden kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. Iglerinde sitoplazma ve sikica
paketlenmis organeller ve bazilarinda ¢ekirdek pargalar1 da mevcut olan apoptotik
cisimlerin meydana geldigi gozlenmistir. Ayrica hiicre c¢ekirdeginin oval sekil
alarak biiziistiigli, kenara dogru hareket itildigi tespit edilmistir. Mitokondriler
tamamen sekillerini yitirmis, kristalar1 par¢alanmistir. Endoplazmik retikulum zar
biitiinliigiinii kaybetmis, birbirinden bagimsiz pargaciklar seklinde sitoplazmaya

dagilmistir (Fotograf 4.9).
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5. TARTISMA

Bu calismada NIH/3T3 ve 5RP7 hiicreleri lizerinde Metakrilamido folik
asidin etkileri arastirilmistir. Bunun i¢in Annexin V-FITC kullanilarak Akim
Sitometri analiziyle apoptoz degerlendirilmistir. Gegirimli Elektron Mikroskobu
ile ince yap1 degisikliklerinin yani sira, nanopartikiillerin hiicre icerisine girdigi
tespit edilmistir. Metakrilamido folik asidi SRP7 hiicrelerine 24 saat siireyle
uyguladigimizda, Annexin V-FITC ile akim sitometri ile 4,5ug/ml olan
konsantrasyonda canli hiicre ytizdesi %79,5; yiizde apoptotik oran % 11.5 olarak
bulunmustur (Sekil 4.9). Annexin V, hiicrenin dis ylizeyine transloke olan
fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir madde olan FITC
(Fluorescein isothiocyanate) ile isaretlenerek apoptotik hiicreler goriiniir hale
getirilmistir. Metakrilamido folik asidin 4,5ug/ml olan konsantrasyonunun saglikli
hiicrelere (NIH/3T3) 24 saat sonundaki apoptotik etkisi % 4,5 iken (Sekil 4.4),
kanserli hiicrelerde bu oranin %11.5 ‘e ulastigt gdézlemlenmistir. Bu da bize
maddemizin saglikli hiicrelere gore kanser hiicrelerinde daha fazla apoptotik etki
gosterdigini ve daha detayli caligmalarla etkinligi acikliga kavusturulmali
diisiincesini olusturmustur. Ayrica Metakrilamido folik asidin 4,5ug/ml olan
konsantrasyonuna maruz kalan 5RP7 hiicrelerindeki apoptotik oran 24 saat
sonunda % 10.5 iken (Sekil 4.9), 48 saat sonunda % 12.9 olarak tespit edilmistir.
Bu da apoptotik etkinin, maddeye maruz kalinan zamana bagl olarak arttigini
diistindiirmiistiir.

Gegirimli Elektron Mikroskop ile yapilan incelemelerde; NIH/3T3 hiicre
serisinde 4,5ug/ml Metakrilamido folik aside 24 saat siireyle maruz kalan
hiicrelerde nanopartikiillerin hiicre i¢ine girdigi, ancak herhangi bir deformasyona
sebep olmadigr gozlenmistir (Fotograf 4.5). Ayn1 konsantrasyona 48 saat siireyle
maruz kalan NIH/3T3 hiicrelerinde de nanopartikiillerin hiicre icine aliminin
gerceklestigi  tespit edilmistir (Fotograf 4.6). Hiicrelerde herhangi bir
deformasyona rastlanmamustir.

SRP7 hiicre serisinde ise, 4,5ug/ml Metakrilamido folik aside 24 saat
siireyle maruz kalan grupta maddeyi tasiyan nanopartikiillerin hiicre i¢ine saglikli
hiicrelere oranla daha fazla miktarda girdigi ve deformasyona sebebiyet verdigi
tespit edilmistir (Fotograf 4.8). 4,5ug/ml konsantrasyona 48 saat siireyle maruz

kalan SRP7 hiicrelerinde ise, hiicre icine fazla miktarda girdigi gozlenen
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nanopartikiiller, ¢cekirdege oldukca yakin olarak bulunmaktadir. Ayrica iglerinde
sitoplazma ve sikica paketlenmis organeller ve bazilarinda ¢ekirdek parcalari da
mevcut olan apoptotik cisimlerin meydana geldigi gozlenmistir. Hiicre biiziilmeye
baslayarak, makrofajlarin taniyabilecegi ve normal hiicrelerden daha kolay ayirt
edilebilecegi hale gelmeye baslamistir (Fotograf 4.9). Tespit edilen oranlar,
gbzlenen degisiklikler ve uygulanan konsantrasyonlar 6zgiindiir.

Bulgulara gore Metakrilamido folik asidin NIH/3T3 hiicreleri {izerine
siirli etkisi bulunmaktadir. Caligmada kullanilan TEM 6zellikle biyolojik
numuneler i¢in tasarlanmig olup, 300 bin kez biiyiitme gliciine sahiptir.
Dolayisiyla metakrilamido folik asidin hiicreleri ve organellerini nasil
etkilediginin arastirilmasi1 bakimindan biiyiik bir 6neme sahiptir.

Nanoteknolojinin yasayan sistemlere molekiiler seviyede miidahale
edebilme imkani yaratabilecegi diisiiniilmektedir. Bu da yasayan organizmalar ile
etkilesime gegebilecek boyutlarda araclar iiretilmesi ile birgok yeni teshis ve bunu

takiben yeni tedavi yontemlerinin gelismesinin olas1 oldugunu diisiindiirmektedir.
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