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OZET
VANADIL SULFAT VE NANO FORMLARININ KANSER HUCRELERININ
CANLILIGI, MORFOLOJIiSi VE HUCRE iCi LOKALiZASYONUNA
IN VITRO COK YONLU ETKILERI

Djanan VEJSELOVA
Biyoloji Anabilim Bilim Dal, Molekiiler Biyoloji Bilim Dah

Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Haziran, 2016

Damisman: Prof. Dr. Hatice Mehtap KUTLU

Vanadyum bilesikleri kanser aragtirmalarinda ideal kanser tedavi ajan1 olarak ¢okga
yer almaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan metal bazli kemoterapdtiklerin bir¢ok agir
yan etkileri bilinmektedir. Bu sebeple yan etkili olmayan ve diisiik dozlarda sitotoksisite
gosteren yeni ilaglarin gelistirilmesine ihtiyag vardir. Kanser tedaviside yeni yaklagimlar,
kanserli hiicrelere tedavi ajaninin daha ¢ok sokulmasi, en az yan etkiye sahip ajanlarin
secilmesi ve gelistirilmesini amaglamaktadir. Bu ¢alismada meme kanserinin tedavisi i¢in
vanadil siilfatin ve yeni sentezlenen vanadil siilfat yiiklii kati lipid nanoformulasyonun
potansiyel sitotoksik, antiproliferatif, proapoptotik etkileri, sebep olabilecegi morfolojik
ve ince yapisal degisiklikler insan meme kanseri hiicre hattt (MCF-7) tizerinde
arastirtlmistir. Sitotoksisite MTT kolorimetrik testi ile, ¢ekirdek, membran ve hiicre
iskeletindeki morfolojik degisiklikler ve hiicre ic¢i kalsiyum derisimi degisiklikleri
konfokal, ince yap1 degisiklikleri ise geg¢irimli elektron mikroskobunda (TEM), apoptoz
indiikleme 6zelligi akis sitometrisinde, hiicre dongiisii ve antiproliferatif etkisi ise
immiinhistokimyasal olarak degerlendirilmistir. Vanadil siilfatin, nano formu daha fazla
olmak tizere MCF-7 hiicrelerinde sitotoksik etkiyle, hiicre morfolojisinde ve ince
yapisinda hasar olusturdugu, Siklin D1 ve B1 ve de E-kaderin ekspresyonunu arttirdigi
ve apoptozu tetikledigi tespit edilmistir. Bu bulgular vanadyum tuzlarmin ve nano

formlarinin kanser tedavisinde kullanimui i¢in ileri arastirmalara ilham verici 6zelliktedir.

Anahtar Sozciikler: Kanser, Apoptoz, Vanadil siilfat, Vanadil siilfat-KLN, MCF-7.



ABSTRACT
MULTIPLE EFFECTS OF VANADYL SULPHATE AND NANO
FORMULATIONS ON CANCER CELL’S VIABILITY, MORPHOLOGY AND
INTRACELLULAR LOCALIZATION IN VITRO

Djanan VEJSELOVA
Department of Biology, Molecular Biology Section

Anadolu University, Graduate School of Science, June, 2016

Supervisor: Prof. Dr. Hatice Mehtap KUTLU

Vanadium compounds have been widely investigated in cancer research as ideal
agents for cancer treatment. Most of the chemotherapeutic agents used during cancer
therapy exert numerous strong side effects. Therefore, there is a need to develop new
drugs without side effects and cytotoxic at low concentrations. The main issue of novel
approaches on cancer therapy includes increasing drug delivery, selecting and developing
anticancer agents with low side effects. The current research investigates the potential
therapeutic effects of vanadyl sulphate and newly synthesized vanadyl sulphate loaded
solid lipid nanoformulation (SLN) as cytotoxic, antiproliferative and proapoptotic effects
on human breast adenocarcinoma cells (MCF-7) including morphological and
ultrastructural changes. Cytotoxicity was evaluated using the MTT colorimetric assay.
Morphological changes on nuclei, cell membrane and cytoskeleton as well the changes
in intracellular calcium concentration were investigated using confocal microscopy.
Transmission electron microscopy (TEM) was used for detecting ultrastructural changes.
Apoptosis induction and cell cycle arrest potential were investigated using flow
cytometry and immunohistochemistry, respectively. Both vanadyl sulphate and vanadyl
sulphate loaded SLN, the latter being more effective, induced apoptosis in MCF-7 cells
being cytotoxic and antiproliferative by causing morphological and ultrastructural
damages. E-cadherin, Cyclin B1 and D1 expression was augmented in treated MCF-7
cells. Our findings are encouraging for further investigations for use of vanadium

compounds in cancer therapy.

Keywords: Cancer, Apoptosis, Vanadyl sulphate, Vanadyl sulphate-SLN, MCF-7.
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Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmi ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.
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Tez c¢alismalarimin planlanmasi, yiiriitilmesi ve degerlendirilmesinde bes yil
boyunca en biiyiik yol gostericim olan ve bilime, hayata ve insanca yasamaya dair her
degerli bilgi ve tecriibesini comert¢ce paylasan, sevecen ve yardimsever tavriyla
desteklerini esirgemeyen saygideger danisman hocam; Prof. Dr. Hatice Mehtap KUTLU
ve tanistigimiz glinden beri bilimsel olarak ve hayata dair her alanda ilerlememi maddi
ve manevi olarak destekleyen degerli hocam; Prof. Dr. Figen ERKOC basta olmak tizere,

Tezimin gergeklesmesinde gerekli olanaklar1 saglayan Anadolu Universitesi
Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi’ne,

Doktora calismalarim siiresince maddi destek aldigim Tiirkiye Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) Bilim Insan1 Destekleme Daire Baskanlig
(BIDEB)’e,

Deneylerim siiresince TEM takip ve goriintiillemede destek aldigim, yardimsever
ve dzverili caligma arkadasim olan sevgili Uzm. Biyolog Arzu ISCAN’a,
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Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Djanan VEJSELOVA
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1. GIRIS

Kanser, genel tanimiyla hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalarak islevini farklilastirmasi ve
doku ya da organin isglevini ¢ogunlukla geri doniisiimsiiz olarak bozmasiyla olusan bir
hastaliktir. Kanser giiniimiizde en oOnemli halk sagligi problemi olarak kendini
gostermektedir. Istatistiksel arastirmalara gore kanser hastaligi diinyada ve Amerika’da
meydana gelen 6liim sebepleri listesinde ikinci sirada yer almaktadir. Degisen yasam
kosullar1, kotii aliskanliklar, agir ¢aligma sartlar1 ve stres diginda genetik yatkinligin da
katkisiyla oniimiizdeki 5 yil igerisinde kanser hastaliginin diinyadaki 6liim nedenleri
arasmnda ilk sirada yer alan kalp hastaliklarim da gegmesi dngoriilmektedir [1]. Oliimle
sonuclanan kanser vakalarinda ilk sirada akciger kanseri yer alirken yine Amerika’da ve
baz1 diger iilkelerde mortalitesi en yiiksek ikinci kanser tiirii olarak meme kanseri
gosterilmektedir [1]. Meme kanseri en genel anlamiyla meme dokusunda olusan kanser
olarak tamimlanmaktadir [2]. Meme kanserinin en yaygin tipi duktal karsinomadir. Bu
kanser siit bezlerinden meme ucuna siit tasiyan siit kanallarinda olugsmaktadir. Meme
kanserinin baska bir tiirli olan lobiiler karsinoma ise memenin siit bezlerinde meydana
gelmektedir. Memede olusan bu kanser tipleri, kaynaklandiklar siit bezleri veya siit
kanallarindan saglikli olan ¢evre dokularina yayildiklarinda invazif kanser adim
almaktadirlar. Meme kanseri hem kadinlarda hem erkeklerde meydana gelebilen fakat
goriilme sikligi erkeklerde daha seyrek olan bir hastaliktir [2]. Amerika’da
gerceklestirilen bir istatistiksel ¢alismada erkeklerde goriilen meme kanseri vakalarinda,
son yillarda ciddi bir artis kaydettigi belirtilmektedir [1]. Bu artisin nedeni tam olarak
aciklanamamis ve toplumun beslenme aliskanliklarinin degismesinden kaynaklaniyor
olabilecegi belirtilmistir [1]. Meme kanseri, diger kanser vakalarinda oldugu gibi, son
yillarda artis gdstermektedir.

Meme dokusunda meydana gelen bu hastaligin teshis ve tedavisi konusunda yapilan
caligmalarda meme dokusunun yapisi ve fonksiyonlarini bilmek gerekmektedir. Meme
organi ilkel ve islevi olmayan formda erkek memelilerde de mevcuttur. Meme bezi
ergenlikte epitel dokusunda biiyiime ve derinlesme olan tek organdir. Bu organ lobiiler
dallanma ve morfogenez, salgilamada degisiklik ve gerileme dongiisiinii gebelik, siit
verme ve eski haline geri donme evrelerinde tekrar etmektedir [2]. Meme bezinin
embriyonik kokeni ektodermdir. Memenin gelisimi ektodermdeki yag tabakasinin ilkel
bir kanal seklinde invazyonuyla meydana gelmistir [3]. Epitel nodiiller mezenkimden

gelen parakrin sinyaller dogrultusunda dokunun farklilasmasiyla meydana gelmektedir.
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Endokrin sistemde meydana gelen hormonal degisiklikler dogrultusunda tiibiiloalveolar
yapt kazanan meme bezi fonksiyonel hale gelmektedir. Dogum sonrasinda duktal biiyiime
ve alveolar biiylime seklinde gelisen meme organmi ergenlik ve gebelik donemlerinde
hiicre tiremesi farklilagsmasi ve 6liimiinlin gergeklestigi organdir. Tam olarak gelisimini
tamamlamis insan meme organinda, arasinda bag doku bulunan yag dokuda gomiilii
olarak 15-20 adet salgi lobu mevcuttur. Her bir salg1 lobu, miyoepitelyal hiicreler bulunan
kiibik epitel ortii ile cevrelenmis siit kanalina agilan kanalciklar igermektedir. Bu kanallar,
siiti ampuladaki meme ucuna ileten siit kanalina agilmaktadir. Memenin gelismesi ve
farklilagmasinda farkli hormonlar ve biiylime faktorleri rol almaktadir. Bu endokrin
faktorler disinda meme dokusunun normal olarak gelisiminde meme dokusundaki stromal
ve parenkimal hiicre elementleri araciligiyla hiicre-hiicre etkilesiminin olmasi
gerekmektedir. Viicudun herhangi bir dokusunda oldugu gibi meme dokusunda da
meydana gelen hiicresel degisiklikler, kontrolsiiz ¢ogalma ve invazyon meme dokusunda
kanser olusumuna yol agmaktadir. Dokudaki kanserlesme daha da ileri seviyeye ulastigi
zaman metastaz yaparak cevredeki saglikli dokulara ya da dolasim veya lenf sistemi
araciligiyla tiim viicuda yayilabilmekte ve sonu¢ olarak bireyde oOliime neden
olabilmektedir [4].

Meme kanserinin olusmasinda risk faktorleri 6nemli bir yere sahiptir. Meme
kanseri risk faktorleri erkek ve kadinlarda farklilik gostermektedir. Erkeklerde, obezite
ve biiylik meme dokusuna sahip olmak risk faktorleri arasinda yer almaktadir. Kadinlarda
sayllan meme kanseri risk faktorleri erkeklere gore ¢ok daha fazla sayidadir. Bu risk
faktorleri ileri yas, daha once gegcirilmis gogilis hastaligi veya meme kanseri hikayesi,
erken menstruasyon, ge¢ menopoz, hamile kalmamak ya da ilk hamileligi 30 yas sonrasi
yasamak, oral yoldan dogum kontrolii uygulamak, ailede meme kanseri hikayesi olmasi,
kalitsal genetik degisikliklere sahip olmak, gdgiis bolgesine radyoterapi uygulanmig
olmast, uzun siireli hormon tedavisi, memede yogunluk artisi, alkol kullanimi, obezite,
menopoz ve endokrin bozukluklara maruziyet olarak siralanmaktadir [5]. Bireydeki
meme kanserini teshis etmede kullanilan yontemler erkek ve kadinlarda ortaktir. Meme
kanserinin teshisi i¢in kullanilan metotlar genellikle mamogramlar ve klinik meme
taramalaridir. Meme kanseri teshisinden sonra tedaviye yonelik standart uygulamalar ise
operasyon (cerrahi uygulama), radyasyon terapisi, kemoterapi, hormon terapisi ve hedefli
terapidir [5]. Meme kanseri, diinyada 6liimle sonug¢lanan kanser tiirleri arasinda besinci

siradayken, diinyada kadinlarda goriilen kanser nedenli 6liim vakalarinda ilk sirada yer



almaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan bir arastirmada meme kanseri
kadinlarda en sik rastlanan ve 6liime yol agma agisindan da ikinci sirada yer alan kanser
tiirli olarak ifade edilmistir [5]. Yine aymi calismada beyaz irktan olan Amerikali
kadinlarda tiim yas gruplarinda meme kanserinin en yiiksek seviyede goriildiigli, Afrika
kokenli Amerikali kadinlarin ise 40 yas oncesinde meme kanserinin daha yiiksek oranda
goriildiigii ve meme kanseriden 6liim oraninin da bu grupta diger irklar ve etik gruplardan
daha yiiksek oldugu gosterilmistir [5].

Kanserin teshisini takiben, ameliyat ile dokunun viicuttan uzaklastirilmasi1 kadin
hastalarda erken teshis doneminde c¢ogunlukla %95 oraninda hastanin kanserden
kurtulmasiyla sonu¢lanmaktadir. Erkek hastalarda ise meme dokusunun kiiclik olmasi
nedeniyle bu islem ¢ok avantaj saglayamamaktadir [5]. Kanser tedavisinde yaygin olarak
kullanilan sisplatin, rutenyum, altin, ferokifen gibi metal bazli bilesikler anti-anjiyojenik
ve anti-invazif ozelliklerinden oksidatif hasar mekanizmalarina uzanan genis etki
yelpazesine sahip olduklarindan kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemek igin
kullanilmaktadir. Bu ilaglar, bircok yan etkiye neden olmalari, uygulamalarinin zor
olmasi ve biyoyararliliklarinin kisitl olmasi nedeniyle, en 6nemlisi de kanser hiicrelerinin
bu ilglara karsi direng gelistirebilmesi sebebiyle giinlimiizde yeni antikanser ilag
arastirmalarina yonelik c¢alismalarin sayis1 artmistir [6]. Bu arastirmalar arasinda yine
metal bazl bilesiklerin kanser tedavisinde kullanimina yonelik aragtirmalar belirgin bir
sekilde yiliksek oranda yer almaktadir. Metal bazli bilesiklerden vanadyum bilesiklerinin
yeni antikanser ila¢ aragtirmalarinda potansiyeli yliksek olarak goriilmekte ve yaygin
olarak arastirilmaktadir [6]. Son yillarda, vanadyum ve vanadyum bilesiklerinin kanser
hastalig1 tedavisinde kullanilabilirliginin arastirilmasina yonelik caligmalarin sayisi
oldukga artmistir [7]. Bir mikroniitrient olarak tanimlanan vanadyumun insiilin benzeri
aktivite, hiperlipidemi ve hipertansiyonu ayarlama gibi birka¢ biyolojik o6zelligi,
gectigimiz ylizyilda tanimlanmistir. Bu 0Ozellikleri disinda vanadyumun ve farkl
vanadyum bilesiklerinin ¢oklu biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalarla insan
kaynakli kanser hiicreleri lizerinde etkili oldugu bulunmustur [8]. Vanadyum giinliik
diyetle almman karabiber, maydonoz, mantar ve deniz iriinleri gibi birgok besinle
vicudumuza girmektedir. Kan dolasimma ulasan vanadyum bilesikleri vanadil
katyonlarina gevrilerek transfrerin ve ferritin ile ¢ok nadiren de hemoglobin, albumin ya
da laktat, sitrat gibi molekiillerle kompleks olusturur [9]. Insan serumunda, saghkli bir

bireyde 1-2 pg/L vanadyum konsantrasyonu mevcuttur. Vanadymun insan viicudunda +4



ve +5 oksidasyon seviyelerinde bulundugu gosterilmistir. Vanadil katyonlar1 +4
formundadir ve hiicre membranindan difiizyonla veya anyon kanallar1 araciligiyla igeriye
girerler. Ekstraselliiler sivilarda ise vanadyum genellikle metavanadat (+5 oksidasyon
seviyesinde) halinde bulunur. Hiicre igine tasinan metavanadat glutatyon araciligryla
VO? formuna indirgenmektedir. insan kanindaki vanadyum seviyesi 0.42 pg/L ile 0.08
ng/L araligindadir. Idrarla viicuttan atilabilen vanadyumun idrardaki seviyesi 0.1 pg/L
ile 0.2 pg/L arahigindadir ve tipik olarak kreatininin 1 pg/g kadarmi teskil eder.
Vanadyum basta bobrek olmak iizere karaciger, kemikler ve dalak gibi bircok organda
birikmektedir [9]. Vanadyum ve vanadyum bilesikleriyle yapilan ¢alismalarda, insiilinin
vanadyum metabolizmasini diizenlemede goérevli oldugunu fakat bu diizenleme
mekanizmasinin tam olarak heniiz agiklanamadigi ifade edilmektedir [10]. Ratlarda
gerceklestirilen caligmalarda oral yolla veya intraperitonel olarak verilen vanadyum
bilesiklerinin de beyin, pankreas, karaciger, dalak, kalp, akciger ve kemik dokularinda
biriktigi ve vanadyumun hayvanlarda eksik olmasinin biiylime geriligi, tireme giigliigii,
bobrek, kalp ve beyinde metabolik ve hiicresel fonksiyon bozukluguna yol actigi
belirtilmektedir [11]. Vanadyumun karaciger ve yag dokusu gibi, insiiline duyarh
dokularda hizli metabolize edilebilecegi ¢aligmalarda belirtilmistir [7, 9]. Bu durum
enfeksiyon, kanser gibi patolojik sartlar altinda vanadyumun karaciger, bobrek, akciger,
dalak, yag doku, kalp, kemikler ve dislerde birikmesinin nedeni olarak gosterilmektedir
[12]. Ayrica, vanadyumun ve bilesiklerinin normal hiicrelere gore kanserli hiicrelerde
daha ¢ok biriktigi bilinmektedir [13]. Vanadyum bilesiklerinin gekirdekte heterokromatin
bolgesinde birikmesinin mitozu gegici olarak baskilayarak, hiicre dongiisiinii ge¢ S ve G2
fazlarinda geri doniisiimlii olarak durdurdugu arastiricilar tarafindan bulunmustur [11].
Metal ve metal bazli bilesiklerin kanser tedavisinde kullanimi 16. yy’a
dayanmaktadir [11]. Vanadyum tuzlarinin antikanser etkisi ilk kez 1965 yilinda tespit
edilmis ve yaymlanmistir. Bunu takiben vanadyumun antikanser etkisi biyokimyasal ve
molekiiler mekanizmalar da dahil edilerek bircok malign hiicre hattinda arastirilmaya
baslanilmistir. Bu hiicre hatlari, B ve T hiicreli lenfoma, hepatoma, osteosarkoma, testis,
meme, rahim, bobrek, akciger, nazofarinks ve 6zofagus karsinoma hiicreleridir [11, 14].
Aragtiricilar (+4) sodyum metavanadat ve (+4) vanadil siilfatin vanadyum bilesikleri
olarak antitimor etkisini bircok in vitro c¢alismada lenfoma, T-hiicreli losemi,
eritrolosemi, bazofilik 16semi, karaciger kanseri hiicreleri, ovaryum kanser hiicreleri,

testis kanser hiicreleri, 6zofagus ve kemik tiimorleri ve noroblastomada arastirmis ve bu



hiicreler lizerinde ileri derecede antitiimor etikisi gosterdigini ifade etmiglerdir [7, 15, 16].
Vanadyumun kanser hiicresinin canliligini inhibe ettigi NaVO3z uygulanmis insan akciger
kanseri A549 ve insan meme kanseri MCF-7 hiicreleri tizerinde de gosterilmistir [6].

Aragtiricilar  vanadil siilfat ve bis malato ortovanadyum bilesiklerinin fare
fibrosarkoma hiicreleri (L929), rat feokromositoma hiicreleri (PC12), insan karaciger
karsinoma hiicreleri (HepG2) ve fare embriyonik fibroblast hiicreleri (NIH/3T3) iizerine
sitotoksik ve antitiimoOr etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, bu bilesiklerin NIH/3T3
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin test edilen diger kanser hiicreleri iizerine olan
sitotoksik etkilerinden daha diisiik oldugunu ve bu sitotoksisitenin doza ve hiicre tipine
bagli olarak degistigini bulmuslardir. Bu ¢alismada vanadyum bilesiklerinin sitotoksik ve
antikanser etkisinin uygulama konsantrasyonuna, uygulama siiresine, hiicre tiiriine ve
bilesigin kimyasal yapisina gore degistigini ifade etmislerdir [17].

Vanadyum canlilara sindirim, solunum ve deri yoluyla girmektedir [13].
Vanadyumun normal hiicrelerden daha ¢ok kanserli hiicrelerde biriktigi ve normal meme
dokusuna gore kanserli meme dokusunda vanadyum seviyesinin artti§1 arastirmalarda
gosterilmistir [13]. Vanadyum bilesiklerinin ideal veya ideale yakin antikanser ajan
ozelliklerini gostermelerinden yola ¢ikilarak son 20 yildir vanadyumun antineoplastik
ajan olarak kullanimina yonelim artmistir ve basarilt bir kanser tedavisi i¢in ¢ok farkl
vanadyum bilesikleri sentezlenmistir [18]. Oral yolla viicuda alinan vanadyum tuzlarinin
gastrointestinal yolda emilim zorlugu ve neden olduklar1 bir¢ok yan etki nedeniyle son
yillarda organik vanadyum bilesikleri gibi birgok biyoyararliligi yiiksek vanadyum
bilesigi liretilmesi giindeme gelmistir. Vanadil alginat polisakkaritleri bu bilesiklerdendir.
Bu bilesikler vanadil siilfatin pH=12 asitlikteki sulu soliisyonlarindan vakum altinda
1sitilmast yontemiyle elde edilmistir. Bu bilesiklerin antiproliferatif etkinligi BEL-7402
insan hepatoma hiicre hattinda aragtirilmis ve konsantrasyona bagli olarak bu hiicrelerde
istatistiksel olarak anlamli diizeyde sitotoksisiteye neden olduklari tespit edilmistir [19].

Metal bazli bilesiklerin kanser tedavisinde kullanilmasi yoniindeki arastirmalar
giintimiizde hiz kazanmistir. Metal bazli antikanser 6zelligine sahip bilesiklerin, genelde
lipofilik olmalar1 gerektiginden, antikanser etkinlikleri kisitlanmaktadir. Metal bazli
ajanlarin antikanser etkilerini gerceklestirebilmeleri i¢in hidrofobik olan hiicre
membranin1 asmalar1 gerekmektedir. Lipoflik 06zellikleri yiikseltilmis ve apoptoz
indiikleme yoluyla antikanser etki gosteren ajanlardan antikanser ilag tiretimi konusunda

gerceklestirilen arstirmalar giinlimiizde artmistir. VOSO4 ve VO(acac): bilesikleri kinolin



ve piridinon ligandl1 yeni sentezlenmis vanadyum bilesikleriyle insan 16semi hiicrelerine
U937 uygulandiginda apoptozun indiiklendigi gosterilmistir. Boylece lipofilik 6zelligi
artmis ajanlarda daha gii¢lii sitotoksik etki meydana getirme 6zelliginin oldugu ortaya
konulmustur [20].

Metal bazli ajanlardan nanopartikiil {iretimi ve kanser tedavi ajani olarak bu
nanopartikiillerin arastirilmast konusu giiniimiizde yaygin arastirma konular1 arasina
girmistir. Kati lipid nanopartikiiller (KLN) bu amagla sentezlenen ilag tasima sistemleri
arasinda yer almaktadir. Kat1 lipid nanopartikiiller yliksek potansiyelli 6zel ilaglarin
toksik yan etkilerini azaltmak ve tedavi etkinligini arttirmak i¢in gelistirilmis ila¢ tasima
sistemleridir. Bu partikiiller yag/su tipi mikroemiilsiyonlarin dondurarak kurutulmasi
veya kat1 lipid ve lipid karisimlarinin yiiksek basingla homojenizasyonu sonucu olusan,
kolloid, yiizeyinde tek tabaka fosfolipid molekiilii bulunan, kat1 hidrofobik ¢ekirdekli ilag
tastyici sistemlerdir [21, 22, 23].

Kat1 lipidlerden sentezlenen KLN’ler oda ve viicut sicakliklarinda kati olan
siirfaktantlar tarafindan stabilize edilmis partikiillerdir. KLN’ler kati matriksleri
sayesinde tasidiklari ilact degredasyona karsi korur ve ilacin salimm sekillerinin
kontroliinii saglarlar. Diger bir avantajlar da toksik ¢oziicli kullanmadan ve biiyiik ¢apta
tiretilebilir olmalaridir [24]. En belirgin 6zellikleri ise diisiik sistemik toksisite ve diisiik
sitotoksisiteye sahip olmalari, organik ¢oziicii kalintis1 icermemeleri ve dokulara ilag
hedeflenebilmesi gibi lipozom o6zelligine sahip olmalaridir. KLN’ler, taginan etken
maddenin kontrollii salinimin1 saglama ve maddeyi bozulmalardan koruma gibi ilag
gelistirmede en ¢ok aranan ozelliklere sahiptir [25, 26].

Vanadil siilfatin kat1 lipid nanopartikiil formunun sentezlenmemis ve kanser
hiicrelerine uygulamasi yapilmamis olmasi bu tez kapsaminda sentezledigimiz vanadil
stilfat yiikli kat1 lipid nanopartikiiliin kanser aragtirmalarinda metal bazli ilaglarin
kullanim1 ve biyoyararliliginin arttirilmast konusunda yeni bilgiler icermesi ve kanser
tedavisi arastirmalarinda ilag gelistirilmesi konusunda yeni yaklasim oldugu
diistiniilmektedir.

Vanadyum bilesiklerinin diger bir etki mekanizmasi tiimor hiicrelerinde mitokondri
membrani gegirgenligini arttiran porlarin agilmasina yol agmalaridir. Bu porlar sitokrom
¢’nin mitokondriden sitoplazmaya sizmasina, dolayisiyla da apoptozun indiiklenmesine
yol a¢cmaktadir. Boylece vanadyum bilesiklerinin antiproliferatif etkisinin apoptozu

indiikleme yoluyla gerceklestirdigi ortaya konulmustur [15].



Vanadyum bilesiklerinin ¢ok sayidaki biyolojik 6zelligi en basta hiicre tiirii olmak
tizere, vanadyum bilesiginin tiiriine ve dozuna da baghdir. Vanadyum bilesiklerinin
Ozellikle antiproliferatif ve proapoptotik oOzellikleri hiicre tiirline gore degisiklik
gostermektedir [15]. Bir vanadyum tuzu olan vanadil siilfatin ve yeni sentezledigimiz
vanadil siilfat yiiklii kat1 lipid nanopartikiillerin MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatt
tizerindeki ¢ok yonlii etkileri heniiz tam olarak arastirilmamustir.

Giliniimiizde kullanilan antikanser ilaglar, yan etkileri ve secici olmamalari
nedeniyle normal hiicrelere de zarar vermektedir. Bu sebeple ¢esitli kanser tiirlerinin
tedavisinde kullanilacak yeni tedavi yaklasimlar1 ve yeni antikanser ajanlarin
gelistirilmesi yoniinde bir ihtiya¢c dogmustur. Bu arastirmalar, ideal bir antikanser ajanda
bulunmasi gereken 6zelliklerin tamamini veya bir kismini tagiyan ajanlarin gelistirilmesi
ve kullanimina yonelik aragtirmalardir. Vanadyum bilesikleri ideal bir antikanser ilacta
bulunmasi gereken antiproliferatif etki, sitotoksik/sitostatik etki (Apoptoz/Nekroz),
invasyon/metastazi azaltma veya baskilama, hiicrede direng gelistirmeme gibi
ozelliklerini bazen ayr1 ayri, bazen de hepsini birden bulundurabilmektedir [28].
Vanadyum bilesiklerinin bu 6zelliklerinden yola ¢ikilarak bu tezde bir vanadyum tuzu
olan vanadil siilfatin kanser hiicreleri iizerindeki ¢ok yonlii antiproliferatif ve apoptotik
etkileri MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde incelenmistir. Ayrica, vanadyum ve
vanadyum bilesiklerinin normal hiicrelere gore kanserli hiicrelerde daha fazla biriktigi
bilgisi baz alinarak boyle egilimi olan vanadil siilfatt MCF-7 hiicrelerine daha ¢ok
miktarda sokmak amaciyla vanadil siilfat yiiklii kat1 lipid nanopatikiiller sentezlenip,
MCF-7 hiicreleri iizerindeki hiicre canliligi, hiicre dongiisti ve ¢ekirdek, hiicre iskeleti ve
membrani lizerine etkisi ve neden olabilecegi hiicre ici kalsiyum derisimi degisikligi
arastirilmistir. Farkli vanadyum bilesiklerinin farkli kanser hiicreleri iizerinde meydana
getirdigi ortak bir etki mevcuttur. Bu etki apoptoz indiikleme etkisidir [17]. Vanadil
silfatin ve sentezlenen kati1 lipid nanopartikiill formunun MCF-7 kanser hiicresi
icerisindeki etkilerinin arastirilmasi ile bu ajanlarin in vivo uygulanmasina yonelik
aydinlatic1 bulgularin ortaya konulmasi amaciyla ve mortalitesi ve tedavi maliyeti de cok
yiikksek olan meme kanseri hastaligmin tedavisi i¢in ila¢ gelistirilmesinde yeni bir
potansiyel ilag ve ilag gelistirme yaklagimi sunulmasi amaciyla vanadyum bilesiklerinin
genis yelpazedeki biyolojik aktivitesi ve kanser hiicrelerindeki apoptoz indiikleme
ozelliginden yola ¢ikilarak bu ¢alismada bir vanadyum tuzu olan vanadil siilfatin ve yeni

sentezledigimiz vanadil siilfat yiiklii kati lipid nanopartikiiliin MCF-7 insan meme kanseri



hiicrelerinin canliligi, morfolojisi, ince yapist iizerine sitotoksik, antiproliferatif ve

apoptotik etkileri cok yonlii olarak arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalarak komsu dokulara yayilmasi
(invazyon) veya kaynaklandigi organdan uzak bir yere, lenf ya da kan yoluyla yayilmasi
(metastaz) ile olusan bir hastaliktir. Kanser hiicreleri iki temel kalitsal 6zellik ile diger
hiicrelerden farklidirlar. Bu 6zellikler kanser hiicrelerinin normal hiicre boliinmesinin
aksine sinirsizca boliinerek ¢ogalmasi ve normalde kendilerinin disindaki diger hiicrelere
Ozel alanlara yayilip yerlesebilme ozellikleridir. Kanser hiicrelerinin diger 6zellikleri
asagidaki gibidir;

* Klonal kéoken; kanser hiicrelerinin ¢ogu, tek kanserlesmis hiicreden, bazilar1 da
birden ¢ok sayida kanserlesmis hiicreden koken almaktadir.

+ Immortalite; kanser hiicreleri oliimsiizdiir. Sinirsizca boliinerek neredeyse
sonsuz sayida hiicre olusturma yetenegine sahiptirler.

* Genetik instabilite; kanser hiicreleri boliindiikge hiicre proliferasyonunu kontrol
eden DNA’daki yanlis baz eslesmelerini tanima gibi DNA tamir mekanizmalarinin
bozuldugu hiicreleri meydana getirirler.

» Metastaz; kanserli hiicrelerin ekstraselliiler matrikse yapismadan sorumlu
proteinlerinin kaybolmasi, hiicreler arasi etkilesimlerinin bozulmasi, bazal membrana
tutunma anomalileri ve bazal membranin liretimindeki anomali gibi nedenlerden diger
yakin veya uzak dokulara yayilmasin ifade etmektedir.

* Kontakt inhibisyon ve substratuma tutunarak biiyiime 6zelliklerinin kaybi;
kanser hiicrelerinde normal hiicrelerin aksine, kiiltiir ortaminda substratuma yapisarak
ireme Ozellikleri ve c¢ogaldiktan sonra iliremelerinin durmas: (kontakt inhibisyon)
ozellikleri kaybolmustur. Bu hiicreler yar1 kati bir besi ortaminda substratuma tutunma
ihtiyaci hissetmeden boliinebilmektedir [29].

Kanser hiicreleri bir diger ismi ile neoplastik hiicreler tek bir kiitle i¢inde kiime
halinde durduklarinda bu tiimor yapist iyi huylu (benign) olarak isimlendirilirken bu
hiicreler diger dokulara yayilma 6zelligi kazanmigsa tiimdr kotii huylu (malign) ya da
kanser olarak isimlendirilmektedir. Kanserlerin siniflandirilmasi koken aldiklar1 doku ya
da hiicre tipine gore yapilmaktadir. Buna gore epitel hiicre kokenli kanserler karsinom,
bag dokusu veya kas dokusu kokenliler sarkom, kan hiicrelerinden kdken alanlar 16semi
olarak adlandirilmaktadir. Kanserler, ¢esitli hiicre tiplerinin farklilagmasiyla meydana

geldiklerinden, birbirinden farkli hastaliklar olarak nitelendirilmektedir. Ornegin, bazal
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hiicrelerden koken alan, sadece belli bolgede yayilma gdsteren ve ¢ok nadir durumlarda
metastaz yapan bazal hiicreli karsinom ile derinin pigment hiicrelerinden tiireyen, ileri
derecede metastaz 6zelligi tasiyan melanom 6zellikleri birbirinden tamamen farkl
kanserlerdir [30]. Kanserli hiicrelerin olusumu ve gelisimi genetik oldugu kadar gevresel
faktorlere de baglidir. Kanser hastaligina yaklasim ¢ogunlukla kaginilabilir bir hastalik
olarak gérme seklindedir fakat yatkinlik olmasi durumunda tiim etmenleri bertaraf edip
bu hastaliga yakalanmamak cogunlukla miimkiin goriilmemektedir. Kanser olusumu ve
gelisimi farkli doku ve organlarda meydana geldiginden olustuklar1 dokuya veya organa
gdre isimlendirmeleri gerceklestirilmektedir. Ornegin, akcigerde olusan kanser akciger
kanseri, midede olugan kanser mide kanseri, karacigerde olusan kanser karaciger kanseri,
memede olusan kanser de meme ya da meme kanseri olarak isimlendirilmektedir.
Toplumlarin bu farkli kanser tiirlerine yakalanma yatkinligt ve bunun insidansi da
farklilhik gostermektedir. Ornegin, ABD’nin Connecticut eyaletinde yasan beyaz irkta
kolon kanseri insidansi yiiksek iken ABD, New Orleans’da yasayan zencilerde akciger
kanseri insidansi yiiksektir. Bunlarin insidansinin en diisiik oldugu bdlge insanlart ise
sirasiyla, Kanada’nin Nova Scotia bdlgesi ve Hindistan’in Mandras bolgesidir. Meme
kanserinin en sik goriildiigii toplum Hawaiililer iken en az goriildiigii toplum ise Yahudi

olmayan Israillilerdir [30].

2.1.1. Meme kanseri

Meme kanseri kadinlarda en yaygin olarak goriilen ve mortalitesi yiiksek
kanserlerde ikinci sirada yer alan kanser tiiriidiir [31]. Bu kanser hastaligt meme
dokusunun duktal ve lobular epitelinde olugmaktadir. Cok sinsi ilerlemesi nedeniyle
teshis ve tedavisinde ¢ok dikkatli olunmasi gerekmektedir [32]. Meme kanseri olan
kadinlarin yaklasik 1/3’liikk kisminda metastaz gelismekte ve bunun sonucunda kadinlarda
oliim goriilmektedir. Amerika’da 8 kadindan birinin Ingiltere’de ise 12 kadindan birinin
meme kanserine yakalanmakta ve endiistrilesmis tilkelerde bu say1 gitgide artmaktadir.
Meme kanseri erkeklerde de goriilmektedir. Meme kanserine hassas olan erkeklerin
sayisinin Amerika’da yillik 1500 kisiye ulastigi ve bu erkeklerden 270’inin meme
kanserini yenemeyerek o6ldiigii belirtilmistir [33]. Insan meme kanseri yaygin olarak
metastaz yapan bir kanser tiirtidiir. Lenf nodlar1 disinda metastazin gergeklesebilecegi
bolgeler kemikler, karaciger ve akcigerlerdir [33]. Meme kanseri belirtileri gostermeyen
kadinlarin 1/3’lik bir kismina ilk muayenede meme kanseri teshisi konulmakta ve hatta

ilk teshis sirasinda bu hastalarada metastazin meydana gelmis oldugu goriilmektedir [31].
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MCF-7 hiicreleri ile farkli laboratuvarlarda yapilan ¢alismalarda bu hiicrelerin DNA
parg¢alanmasi gegirebilecegi, Ostrojen ve antidstrojenlere farkli hassasiyetlerinin oldugu,
farkli Ostrojen reseptorlerini (ER) ifade ettikleri, ER-mRNA ve farkli tiimorijenite ve
proliferatif ozelliklerinin oldugu kaynaklarda belirtilmektedir. Boylesine agresif ve
yaygin bir kanser tiirii olan meme kanserinin arastirilmasinda insan meme kanseri hiicre
hattit MCF-7’nin in vivo ortamda ¢ok az heterojenite gostermesi nedeni ile yeni bir arag

olarak kullanilmaktadir [33].
2.1.1.1. Meme kanseri nedenleri ve olusum mekanizmalari

Tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi meme kanserinin olusum ve gelisiminde hem
genetik hem de ¢evresel etmenler rol oynamaktadir [30]. Hiicrelerde, proliferasyon, hiicre
hacminin korunmasi, kat1 maddelerin tasinimi, enzim aktivitesi, salgi, invazyon, hiicreler
aras1 haberlesme gibi bircok biyolojik fonksiyonun gergeklesmesinde gorev alan iyon
kanallarinda meydana gelen anomaliler kanser olusumu ve gelisiminde bilyiik role
sahiptir. Ayrica meme kanseri hiicreleri hormon duyarliligi, kemik dokulara metastaz gibi
agresiflik 6zelliklerine sahiptir [30].

Bu metastazin 6zellikle kemik dokuya gerceklesmesinin molekiiler mekanizmasi
heniliz tamamen agiklanmamistir fakat kemik dokuya kanser hiicrelerinin yerlesmesi,
bliylimesi, koloni olusturmasi ve hayatta kalmayi siirdiirmesi i¢in gerekli mikro cevreyi
saglamasi1 kemik dokuya olan metastazin nedeni olarak goriilmektedir [34].

Hiicre adezyon molekiillerinin normal hiicrelerde hiicre-hiicre yapismasinda
gorevli oldugu ve bu molekiillerin kaybinin veya anomalisinin hiicre-hiicre adezyonunun
kaybima neden olarak kanserlesme ve metastaza yol actigi kaynaklarda agikca
belirtilmektedir. Bu hiicre adezyon molekiillerinden E-kaderinin iki hiicre arasinda yer
alan bolgede kemirgen ve insan meme karsinomasi hiicrelerinde in vitro kosullarda
eksprese edilmemesi, meme kanserinin in vitro kosullarda invasyon oOzelligi
gostermeyecegi seklinde arastiricilar tarafindan bildirilmistir. Bunun aksine, kiiltiir
ortaminda MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatt1 ailesine ait bir ¢esit hiicre hattinda
hiicre ylizeyinde E-kaderin eksprese etmesine ragmen invazyon goriildiigii bulunmustur
[36]. In vivo kosullarda ise E-kaderinlerin kaybinin birgok epitelyal kokenli karsinomada
oldugu gibi meme kanserinin de olusum ve metastaz nedenlerinden biri oldugu
gosterilmistir. Meme kanserinin en yaygin tipi olan duktal karsinoma vakalariin

%350’sinde E-kaderin ekspresyonunun azalmis oldugu, daha az goriilen lobular karsinoma
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vakalarmin %6’sinda ise E-kaderin ekspresyonunun tamamen yok oldugu gosterilmistir
[32].

Meme kanserinin olusumunda gen mutasyonlarinin da rolii biiyiiktiir. Bu kanser
tiriinde bir¢ok genin tamamen mutant oldugu bilinmektedir. Meme kanserindeki bu
mutasyonlarin hangilerinin hangi tip meme kanserini olusturmada etkili oldugunun
bilinmemesinin yani sira normal bir meme dokusu hiicresinin kanser hiicresine
doniistiiriilmesinde kag¢ adet genin mutasyona ugramasi gerektigi de bilinmemektedir
[37].

Kanserin olusumu i¢in bu mutasyonlarin tamaminin ayni hiicrede ayni anda
bulunmasi gerekli degildir. Mutasyona ugrayan genlerden biri de pS3 genidir. Bu durum
meme kanseri vakalarinda yaklasik %50’lik bir payla kanser hiicresinin 16’nci
kromozomunun uzun kolundaki heterozigotluk kaybindan kaynaklanmaktadir [32].

Meme kanserinde retinoblastoma proteininin deregiilasyonunu gergeklestirecek
hatta eksprese edilmesini baskilayacak gen mutasyonlarinin da meydana geldigi
bilinmektedir. Siklin-D’nin ekspresyonunun artmasi, Ras sinyallesme yolagindaki HER-
2neu geninin asir1 ifadesi seklindeki mutasyonlar da meme kanseri olusum mekanizmalari

arasinda kaynaklarda yer almaktadir [37].
2.1.1.2. insan meme kanseri hiicre hattt MCF-7

Insan meme kanseri hiicre hatt:1 olan MCF-7 hiicreleri ATCC (American Type
Culture Collection)’dan temin edilmis olup epitelyal kokenli, 69 yasindaki Kafkas
kokenli (Beyaz 1rk) bir kadindan elde edilmis olan aderent hiicrelerdir. Esas ATCC
numarast HTB-22 olan MCF-7 hiicreleri Ref onkojenine, O antijenine ve Ostrojen
reseptoriine sahip hiicrelerdir. Bu hiicrelerin jenerasyon siiresi 29 saattir. MCF-7 hiicreleri
diger insan meme kanseri hiicre hatlarindan sitoplazmik Ostrojen reseptorii araciligiyla
Ostradiolii islemesi ve cogalma sirasinda kubbemsi Obekler olusturmasiyla ayrit
edilmektedir. ATCC’den temin edilen tiim hiicre hatlar1 gibi MCF-7 hiicreleri de donmus
olarak alinmakta ve ATCC’nin 6nerdigi besi yerlerinde (Eagle's Minimum Essential
Medium, EMEM; Roswell Park Memorial Institute Medium, RPMI) , %95 nem; %5 CO>
iceren inkiibatorde 37°C’de cogaltilmaktadir. Bu hiicrelerin ¢ogalma 6zelligi tiimor
nekroz faktor alfa (TNF alfa) tarafindan baskilanmistir. MCF-7 hiicrelerinin tretildigi
besi yeri igeriginde %10 fetal dana serumu (FBS) ve kontaminasyonlar1 6nlemek amacl

olarak %1 oraninda antibiyotik bulunmaktadir [38].
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2.2. Vanadyum ve Vanadyum Bilesikleri

Vanadyum elementi Isvecli kimyaci Nils Sefstrom tarafindan 1830 yilinda
kesfedilen ve ismini giizellik ve bereket tanris1 Vanadis’den alan ve yerkiirede en ¢ok
bulunan elementler arasinda 22. sirada bulunan bir elementtir. Vanadyum periyodik
cetvelde dordiincii kisminda, VB grubuna dahil, ilk gegis serisini olusturan d-blokta
bulunan grimsi renkli metalik bir elementtir. Vanadyumun atom numarasi 23’diir ve -1,
0, +2, +3, +4 ve +5 gibi farkli oksidasyon seviyelerinde bulunabilmektedir. Biyolojik
sistemlerde +3 (vanadik), +4 (vanadil) ve +5 (vanadat) oksidasyon seviyeleri oldukca
yaygindir. Vanadil formu biyolojik sistemlerde en stabil formdur. Vanadyum bir¢ok
memeli dokusunda i¢ eleman olarak yer almakta ve genellikle mikronutrient olarak
isimlendirilmektedir. Bu element memelilerin gerektigi gibi biiyiiylip gelismesi i¢in
fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlari nedeniyle onemlidir [39]. Diger metal
elementlerden ayri1 olarak vanadyumun normal hiicre metabolizmasi igin eser miktarlarda
gerekli olan 40 mikronutrient arasinda yer almasi vanadyumu degerli kilmaktadir. Besin
maddesi olarak ilk 6nce sucul canlilarda bulunarak dikkatleri ¢ekmistir. Hiicrede
DNA’nin genom instabilitesine yol agilarak kanser olusumunu vanadyum onlemektedir.
Vanadyumun viicuda alinis1 genellikle besin yoluyla olmaktadir. Tavuk, balik, karaciger,
1spanak, karabiber, maydonoz, meyve ve sebzeler vanadyumun ana kaynaklaridir.
Beslenme tarzina bagh olarak insanlarin giinliik diyetinde 10 pg -60 pg vanadyum yer
almakta, insan viicudunda depolanmasi ise 100 pg miktarinda olmaktadir [37].

Vanadyum ve farkli vanadyum bilesikleri yeni biyolojik regiilatorler olarak
isimlendirilmektedir. Bu isimlendirme vanadyumun biyolojik sistemlerdeki bifazik
etkisinden = kaynaklanmaktadir. Bu etki vanadyum  bilesiklerinin  disiik
konsantrasyonlarda biyolojik sistemlerde esansiyel Ozellige sahipken daha yliksek

konsantrasyonlarda toksik etki gdstermeleri ile ortaya ¢ikmaktadir.
2.2.1. Vanadyum bilesiklerinin biyolojik 6zellikleri

Vanadyumun dogada multivalent olarak bulunmasimin kompleks kimyasal
yapisindan kaynaklandigi belirtilmektedir. Bu kompleks yap1 vanadyumun biyolojik ve
biyokimyasal 0Ozelliklerini dogurmaktadir. Vanadyumun ve bilesiklerinin viicuttaki
emilimi, atilmasi1 ve birikme mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamistir.
Vanadyumun alinan miktarinin %10 kadarinin ince barsaktan emildigi yoniinde bazi

bilgiler mevcuttur [40]. Ayni sekilde tam aydinlatilamamis bir mekanizma ile besinle
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alman vanadyumun duodenuma ge¢cmeden 6nce midede katyonik vanadil formlarina
doniistiigii rapor edilmistir [41]. Simdiye kadar belirtilen 6zellikleri ve etkilerinden baska
vanadyum bilesiklerinin ATPaz, protein kinaz, riboniikleaz ve fosfataz aktivitesine yol
agma, genotoksik ve mutajenik etkilerle birgok DNA veya RNA enzimini stimiile veya
inhibe etme, testis hiicrelerinde in vivo 'da 24 saat uygulamadan sonra DNA’da tek zincir
kiriklarina neden olma gibi bir ¢ok sitotoksik etkilere sahip oldugu kaynaklarda yer
almaktadir [41]. Aym1 zamanda, Jurkat T lenfositleri ve rat bazofilik 16semisi mast
hiicrelerinde kalsiyum sinyallesmesini indiikleme ve kalsiyum salinimi tesvikli kalsiyum
kanallarinin aktivasyonuna neden oldugu belirtilmistir [40, 42]. Biyolojik sistemlerdeki
vanadyum bilesiklerinin en 6nemli biyolojik 6zellikleri antidiyabetik ve antikarsinojenik
etkileridir. Vanadyumun anyonik transport sistemi araciligiyla anyonik vanadat
formunun vanadil formuna gore bes kat daha fazla alindig: bilinmektedir. /n vivo'da
vanadil formunun vanadata okside oldugu kaynaklarda belirtilmektedir. Kana gegen
vanadat tekrar vanadil formuna doniigiirken kanda aym1 zamanda vanadat olarak da
bulunmaktadir. Kandaki vanadat formlar1 transferrin ile vanadil formlar1 ise hem albumin
hem de transferrin ile dokulara hizlica tasinmaktadir. Bu sayede vanadyum ve vanadyum
bilesiklerinin bol bulundugu besinlerin ¢okga tiiketilmesinden sonra kan parametrelerinde
hi¢ bir toksik etkiye rastlanmamaktadir [41]. Viicutta emilememis vanadyum, digkiyla
disartya atilmaktadir. Farkli uygulama yontemleriyle organizmaya uygulanan
vanadyumun farkli oranlarda emildigi, diskiyla atilan vanadyum miktarina bakilarak
anlasilabilmektedir fakat digkida tayin edilen vanadyum viicutta emilen veya atilan
vanadyum miktarmin bir gostergesi degildir. Ornegin, parenteral yolla uygulanmis
vanadyumun %10’u diskiyla disar1 atilmaktadir. Vanadyumun safra ve idrarla da disariya
atildig1 gosterilmistir [41].

Vanadyum ve vanadyum bilesikleri hem in vitro hem de sistematik toksisite 6zelligi
gostermektedirler. Vanadyum bilesiklerinin farkli ATPazlarin, riboniikleazlarin, protein
kinaz ve fosfatazlarin aktivitesini engelledigi bilinmektedir [41]. Bu bilesiklerin farkli
DNA ve RNA enzimlerini inhibisyon veya aktivasyon seklinde etkileyerek mutajenik ve
genotoksik 6zellik gosterdigi bulunmustur [41]. Vanadyum bilesiklerinin kandaki tiroid
hormonlarini denetlemesi gibi 6nemli bir 6zelligi de vardir. Vanadyum eksikligi viicutta
tiroid kiitlesi ve tiroid/viicut kiitlesi oranini azaltarak viicut tiroid metabolizmasini kotii
yonde etkilemektedir. Ayrica bu bilesikler glukoz ve lipid metabolizmalarin1 da

etkilemektedir. Vanadyum bilesiklerinin eksikligi ve dolayisiyla da vanadyum
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eksikliginin organizmada, Ozellikle tavuk ve ratlarda gelisme geriligi, dollenme
bozukluklari, lipid metabolizmasi bozulmasi ve bobrek, beyin ve kalpteki Na*/K* ATPaz

aktivitesinin inhibisyonuna neden oldugu rapor edilmistir [41].
2.2.2. Vanadyum bilesigi tiirleri

Vanadyum elementinin farkli yapida bilesiklerinin ticari formlar1 mevcuttur. Bu
bilesiklerin birgogu hayvan model sistemlerinde diyabet tedavisi i¢in kullanilmistir. Bu
uygulamalardaki vanadyum bilesikleri agiz yolu ile alinabilen farkli vanadyum
bilesikleridir ve oksidasyon seviyeleri IV’diir. Bu farkli bilesiklere ornek vermek
gerekirse, naglivan bis(N-octylcysteineamido) oxovanadium (1V), bis(maltolato)
oxovanadium, bis(maltolato) oxovanadium etil tiirevleri, bis(picolinato) oxovanadium,
bis(cysteine methyl ester) oxovanadium gibi bir¢ok vanadyum bilesigi 6rnek vardir. Bu
vanadyum bilesikleri, asidik sartlar altinda ¢ok kisa Omiirlii olduklarindan, bunlarin
tiiredigi ana maddelerin mide kosullarinda olusabilecegi belirtilmistir [43].

Vanadyumun farkli oksidasyon seviyelerinde bilesikleri mevcuttur. Oksidasyon
seviyesi (IV) ve (V) olan vanadyum bilesiklerinin kimyasi, insiilin gibi davranarak kan
sekeri seviyesini diiiirdiikleri kaynaklarda yer almaktadir. Ornegin oksidasyon seviyesi
(IV) olan VO(acac)2, VO(Et-acac). ve VOSQOg bilesikleri in vivo modellerde kan glukoz
seviyelerini disiiriirken oral yoldan uygulnan (V) oksidasyon seviyeli vanadyum
bilesiklerinin de ayn1 etkiyi gosterdigi belirtilmistir [43]. Vanadyumun fizyolojik sartlara
en uygun bilesikleri vanadil siilfat, sodyum metavanadat, sodyum ortovanadat ve
vanadyumdur [41]. Bu bilesiklerin toksisitesi degerliklerinin artmasiyla dogru orantili
olarak artmaktadir. Vanadyum (IV) bilesiklerinin serbest radikal olusumunu tetikleyerek
DNA zincir kiriklarina yol agtigi, ticari formu en bol bulunan vanadyum bilesigi olan
vanadyum pentaoksidin ise akciger kanseri hiicrelerinde ve testis hiicrelerine 24 saat
uygulanmasi sonucunda hiicrelerde DNA’da tek zincir kiriklarina neden oldugu
belirtilmektedir [41]. Siklopentadienil organometalik kompleksler de denilen vanadyum
(IV) bilesikleri vanadocene dichloride, vanadocene dibromide, bis(methyl
cyclopentadienyl) vanadium dichloride, vanadocene diiodide, vanadocene di-
pseudohalides ve en aktif form olan vanadocene diselenocyanate bilesikleri spermisidal
aktiviteye sahiptirler [44].

Vanadyum bilesiklerinin etkisi oksidasyon seviyelerine gore degisiklik

gostermektedir ve kimyasal yapilarinin kompleks olmasi nedeniyle etkilerinin tam olarak
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ortaya konulmasi zordur. Vanadyum bilesiklerinden (III), (IV) ve (V) oksidasyon
seviyesinde olan bilesiklerin etkileri birbirilerinden farklidir. Bu bilesiklerin her biri
DNA’da zincir kiriklar1 meydana getirirken vanadyum (III) trioksitin yapisal koromozom
hasaria neden oldugu, vanadyum (IV) tetraoksitin yapisal kromozom degisikliklerine
neden oldugu vanadyum (V) pentaoksidin ise sadece DNA’da tek zincir kirigina yol agtigi
belirtilmektedir [45].

2.2.2.1. Vanadil siilfat

Vanadil (IV) siilfat (VOSOs), vanadyum elementinin en ¢ok bilinen inorganik
bilesikleri arasinda yer almaktadir ve yiiksek stabilitesinden dolayr vanadyumun
laboratuvalarda en ¢ok yer alan seklidir. Vanadil siilfatin vanadil iyonu (VO?*), en stabil
diatomik iyon olarak adlandirilmaktadir [46]. Vanadyumun petrol kalintilarindan
saflastirilmasi sirasinda ara madde olarak olusan vanadil siilfat vanadyumun baslica ticari
formudur [47]. Daha onceleri de bahsedilmis oldugu iizere vanadil siilfat baz1 gidalar
(meyve, sebze, tahil ve baharatlar) ve deneysel ilaclarin yapisinda da bulunmaktadir ve
insiiline benzer etki gdsterme 6zelligi mevcuttur [48]. Vanadil siilfat genellikle vanadyum
pentaoksidin kiikiirt dioksitle rediiksiyonu sonucunda elde edilmektedir. Bilesigin bu
sekildeki eldesini ifade eden reaksiyon asagida yer almaktadir;

V205 + 7 H20 + SO; + H2SO4 — 2 [V(0)(H20)4]SO4

Bu reaksiyonda sulu ¢ozeltide tuz pentahidrat seklinde kristalize olur ve besinci su
molekiilii kat1 haldeki metale baglanmaz. Olusan bu komplekste iyon oktahedraldir ve
okzo, 4 ekvatoryel su ligandina ve monodentat siilfata sahiptir [46]. V=0 baginin
uzunlugu 1.6 A°’dur ve V-OH; bagindan yaklasik olarak 0.5 A° kadar daha kisadir. Bu
siilfat iyonu ¢ozelti i¢inde hizlica disosiye olmaktadir. En yaygin olarak bulunan
vanadyum bilesigi olan vanadil siilfat kolay ulasilabilirligi sebebiyle diger vanadil
asetilasetonat gibi bir¢cok vanadil tiirevlerinin de Onciisii konumuna gelmistir [49].

Vanadil asetilasetonatin olustugu reaksiyon asagidaki gibidir;
[V(0O)(H20)4]S04+2CsHg02+Na,CO3 —[V(0)(CsH702)2]+ NaSO4 + 5 H.0+CO»

Asidik soliisyonlarda vanadil siilfat oksitlendiginde sarimtirak vanadil (V) tiirevleri
meydana getirmektedir. Ornegin ¢inko ile rediiklenen vanadil siilfat yesil rengi ile
karakterize vanadyum (III) ve mor rengi ile karakterize vanadyum (II) tlirevlerini
olusturmaktadir. Suda ¢ozilniirliigl yiiksek siilfatlarin iginde, dogada en nadir rastlanan

tiirev vanadil siilfattir. Bu bilesigin susuz (anhidr6z) formu olan pauflerite bir mineraldir
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[50].  Sulu formlar1 hexahidrat (stanleyite), pentahidratlar (minasragrite,
orthominasragrite [51] ve anorthominasragrite) ve trihydrate—bobjonesite [52] formlari

da vanadil siilfat kadar olmasa da dogada nadir bulunan formlaridir.
2.2.2.1.1. Vanadil siilfatin fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Vanadil siilfat mavi renkli toz ya da kristal halinde bir bilesiktir. Diger bir adi
vanadium (IV) oxide sulfate hydrate olan vanadil siilfatin kimyasal formiilii VOSO4
-xH20’dir ve erime noktas1 105°C dir. Onerilen depolama sartlarinda stabil bir bilesiktir.
Vanadil siilfatin molekiil agirligt 163.00 g/mol’diir ve suda ¢Oziiniirliigli oldukca
yiiksektir. Bu bilesik nemli ortamda ve kuvvetli oksitleyici maddelerle bir arada
depolanamayacak bir yapiya sahiptir. Uluslararasi Kanser Arastirmalart Ajansi (IARC)
vanadil siilfatin %0.1 veya daha biiylik oranda bulunan higbir igerigini muhtemel, olas1

ve onaylanmis kanserojen olarak tanimlamamustir [53].
2.2.2.1.2. Vanadil siilfatin kullanim alanlar:

Vanadyum ve vanadyum bilesiklerinin sahip olduklar1 biyolojik 6zelliklerinden
dolayr farmakolojik ve terapotik Onemleri vardir. Vanadyumun farmakolojik
uygulamalar1 kandaki kolesterol, trigliserit ve glukoz seviyelerinin diisiiriilmesi, ditiretik
ve natriliretik etkileri, antikarsinojenik etkileri, kan damarlarimin kasilmas: ve
hemoglobin ve miyoglobinin oksijene olan ilgisini arttirma etkilerini kapsamaktadir [41].
Vanadil siilfatin deneysel hipertansif yapilan ratlarda, diisiik dozlarda uygulanmasiyla
kan basincimi disiirdiigii belirtilmistir. Solunum, sindirim, deri gibi farkli yollarla
organizmaya giren vanadyum, ozellikle karaciger, bobrek ve kemik gibi organlarda
birikebilmektedir. Vanadil siilfat ge¢miste ve giiniimiizde de kas yapici olarak viicut
gelistirmede kullanilmakta ve agirlik calisan atletlerin  performansini  arttirmada
kullanilmaktadir [41].

Inorganik bilesiklerin ¢agin hastaligi haline gelmis olan kanserin tedavisindeki
kullanimlar1 1931 yilindan beri bilinmektedir [41]. Vanadyum bilesiklerinden vanadil
stilfatin (VOSOQs), ratlarda olusturulan meme kanserini etkili bir sekilde onledigi tespit
edilmistir [41]. Vanadil siilfat, ince bagirsak pH kosullarinda ¢6ziinmeyen vanadil
hidroksit halinde bulunmaktadir. Bu 6zelliginden dolay1 oral uygulanan vanadil siilfat
Ozellikle Wistar ratlarda leiomiyelosarkomaya karsi ileri derecede etkili bulunmustur
[54]. Vanadil siilfatin uygulama alanlarindan biri de diyabet tedavisidir. Insiiline bagiml

olmayan diyabette hastalara uygulanan vanadil siilfatin glukoz konsantrasyonunu higbir
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toksik etkiye neden olmadan %20’lik bir oranla hizlica diisiirdiigii ve hiperinsulinemi
durumunda karacigerden glukoz salinimini azalttig1 ¢aligmalarda gosterilmistir. Ayrica
vanadil uygulamasinin diyabetli olmayan ratlarda bobrek tasi olusumunu ve bobrek ve

testis tiimorlerinin olusumunu engelledigi gosterilmistir [41].
2.2.3. Hastaliklarin tedavisinde vanadyum bilesiklerinin rolii

Vanadyum ve vanadyumun farkli bilesiklerinin kanser ve diyabet gibi hastaliklarin
gelisimini kontrol etmede pozitif etkiye sahip oldugu bir¢ok ¢alismada belirtilmistir. Bu
arastirmalarda ¢ok diisiik dozlarda vanadyum aliniminin kanser gibi 6liimciil hastaliklarin
onlenmesinde etkili olmasina vurgu yapilmistir [41]. Vanadyum ve bilesiklerinin bazi yan
etkilerinin olmasinin yani sira iyi bir terapOtik potansiyele sahip oldugu kabul
edilmektedir. Vanadyumun yan etkileri, hafif mide-barsak rahatsizlig1 (diyare), koroner
arter hastalarinda uzun siireli uygulamalarda anoreksiya, karin agris1 ve kilo kayb1 gibi
etkilerdir [55, 56, 57]. Insanlarda oral olarak vanadyum uygulanmasinin kan hiicreleri,
kan akigkanlig1 ve biyokimyasina etkisinin olmadigi fakat DNA zincir kiriklarina neden
olabilecegi bazi ¢alismalarda belirtilmistir [57]. Vanadyum bilesiklerinin hiicrede yaptig
etkilerin hiicreden hiicreye farklilik gosterdigi kaynaklarda belirtilmistir. Baz1 insan
timorlerinde vanadyum bilesiklerinin diisiik dozlarda tiimorii stimiile ederken yiiksek
dozlarda koloni olusumunu engelledigi gosterilmistir [57]. Arastirmalarda vanadatlarin
fare embriyo fibroblastlarinda hiicre siklusunu G2/M fazinda durdurdugunu, p53’e sahip
hiicrelerde ise S fazina gegisi tesvik ettigini gosterilmistir [57].

Gergeklestirilen gesitli kanser ¢alismalarinin sonucu olarak vanadyumun dokularda
metal olusturacak serbest radikal salinimi, enzimatik ve antioksidan savunmanin
degistirilmesi gibi yollardan hiicrede oksidatif strese yol actig1r bulunmustur [13, 58].
Ayrica vanadyum uygulanan tiimdr hiicrelerinde vanadyumun niikleik asitin ¢ok oldugu

bolgelerde biriktigi de ortaya konulmustur [59].
2.2.3.1. Vanadyum bilesikleri ve kanser iligkisi

Kanser tedavisi, kullanilan ilaglar agisindan olduk¢a maliyetlidir. Ayrica, bobrek,
karaciger, kemik gibi hayati organlara zarar vermesi, sa¢ dokiilmelerine neden olmasi gibi
yan etkileri bulunan yontemleri kapsamaktadir. Bircok kanser ilacinin sitotoksisiteye
neden oldugu ve birgok yan etkiler olusturdugu bilinmesine ragmen, klinikte

uygulamalarinin yapildig1 bilinmektedir. Belirtilen nedenlerden dolayr yan etkisi
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olmayan ve sitotoksisite gostermeyen kanser ilaglarmin gelistirilmesi bilimsel
arastirmalarda ilk hedeflerdendir [30].

Vanadyum bilesiklerinin ideal bir antikanser ajanda bulunmasi gereken
antiproliferatif etki, sitotoksik/sitostatik etki (Apoptoz/Nekroz), invasyon/metastazi
azaltma veya baskilama, hiicrede diren¢ gelistirmeme gibi 6zelliklerini bazen ayr1 ayri
bazen de hepsini birden bulundurabildigi kaynaklarda belirtilmektedir (Sekil 2.1.) [27].
Vanadyumun normal hiicrelerden daha ¢ok kanserli hiicrelerde biriktigi ve normal meme
dokusuna gore kanserli meme dokusunda vanadyum seviyesinin arttifi arastirmalarda
gosterilmistir [13]. Vanadyum bilesiklerinin ideal veya ideale yakin antikanser ajan
ozelliklerini gostermelerinden yola ¢ikilarak son 20 yildir vanadyumun antineoplastik
ajan olarak kullanimina yonelim artmistir ve basarili bir kanser tedavisi i¢in ¢ok farkl
vanadyum bilesikleri sentezlenmistir [18].

Diinyada yapilan klinik ve klinik 6ncesi deneylerden elde edilen sonuglara gore
vanadyumun insanda kanseri saptama, 6nleme ve tedavi etmede yiiksek potansiyeli olan
cok islevli bir element oldugu da ortaya ¢ikarilmistir [11]. Vanadyumun zamanla kanser
hiicrelerinin metastaz1 sirasinda, hiicre adezyon molekiillerini degistirerek metastazi
inhibe etme etkisi ve antineoplastik ilaglara kars1 gelistirilen direnci kirma 6zelligi oldugu
da gosterilmistir [11]. Insan ve diger canlilar bu gecis metaline, atmosferdeki vanadyum
kokenli kirlilik i¢ceren duman, petrol yakiti, petrol aritimindan serbestlesen havadan ve
tiiketilen besinler ile maruz kalmaktadir [13]. Vanadyum ve vanadyum bilesiklerinin
antikanser etkisi uzun yillardan beri arastirilmistir. Vanadyum tuzlar ile yapilan ilk
antikanser arastirmasi 1965 yilinda yayinlanmistir [11, 13, 60]. Vanadyum bilesiklerinin
antitlimorijenik etkisi T hiicreli 16semi, B hiicre lenfomasi, testis, meme, rahim, bobrek,
akciger, girtlak ve yutak kanseri hiicre hatlarinda farkli sekillerde aragtirilmistir [11, 13,
61, 62]. Vanadyum tuzlar diisiik dozda (0,5 puM) H35-19 rat hepatoma hiicreleri tizerinde
in vitro 'da hiicre morfolojisini ¢cok etkilemeyen konsantrasyon olarak tespit edilirken bu
konsantrasyonun iizerindeki uygulanan dozlar hiicre organellerine zarar vermis ve daha
yiiksek derecede sitotoksik etkili bulunmustur [35]. A549 ve DU145 kanser hiicre hatlari
ile yapilan baska bir calismada bu hiicre hatlar1 iizerinde vanadil siilfatin pro-apoptotik
faktor ozelligi gosterdigi ortaya konulmustur. Bu ¢alismalar sonucunda vanadyumun

antikanser etkisi vurgulanmistir [62].
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Vanadyum bilesiklerinin antikanser etkileri
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Sekil 2.1. Vanadyum ve Vanadyum Bilegsiklerinin Antikanser Etkileri
Kaynak: Evangelou, 2002, s. 3

2.2.3.1.1. Vanadil siilfat ve kanser iliskisi

Dogada bol miktarada bulunan vanadyumun farkli bilesikler halinde, oral yoldan
uygulanmasi hizlica absorbe olup dokulara yayilmasina sebep olmaktadir. Bu yolla alinan
vanadyumun 06zellikle kemik dokuda olmak iizere akcigerler, bobrekler, dalak ve kas gibi
farkli dokularda biriktigi bilinmektedir [34]. Bu bilgiler dogrultusunda vanadil (IV)
komplekslerinin in vitro kosullarda osteosarkom hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisi
arastirilmig ve antitiimor etki gosterdikleri bulunmustur [34]. Ayrica vanadyum tuzlarinin
antitimor etkisinin vurgulandigi ¢alismalarin sayis1 da son yillarda artmistir. Bir
vanadyum tuzu olan vanadil siilfatin ve NaVOg’iin rat hepatoma hiicre hattt H35-19’un
canlilig1, morfolojisi ve proliferasyonu iizerine olan etkisi arastirilmis ve karsilastirildigi
diger vanadyum tuzlariyla neredeyse ayni derecede etkili oldugu bulunmustur [35]. Yine
ayni ¢alismada elektron mikroskobu incelemeleri sonucunda diisiik dozdaki vanadyum
tuzlarmin diisiik konsantrasyonda (0.5 pM) hiicre morfolojisini ¢ok fazla bozmadig:
ancak yiiksek konsatrasyonlarda (2.5-5.0 uM ve {istli dozlar) hiicre organellerine zarar
verdigi ve daha yiiksek sitotoksisite egiliminde oldugu bulunmustur [35].

Otokrin tiremede gorevli genlerin indiiklenmesi neoplastik fenotipin gelismesinde
onemli bir asamadir. Bu genler biiylime faktorleri ve reseptorleri diizenleyen genlerdir.

Bu sebeple bu genlerin, reseptdr ve biiyiime hormonlarinin arasindaki baglantiyr ¢6zmek
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bir¢ok tlimor tipindeki patogenez ve biiyiimeyi anlamada ¢ok dnemlidir. Vanadil siilfati
akciger ve prostat adenokarsinoma hiicreleri tizerinde canlilik inhibisyonu ve otokrin
bliylime agisindan degerlendiren arastiricilar, vanadil siilfatin bu hiicreler iizerinde inhibe
edici etki gosterdigini ve hiicrelerde vanadil siilfat uygulamasindan sonra apoptozun
meydana geldigini; hiicreleri apoptoz yoluyla 6ldiirdiiglinii ortaya koymuslardir [62].
Buna ilaveten diger bir arastirict grubun gerceklestirdigi calismada vanadil siilfatin HeLa

hiicreleri ve insan lenfositleri iizerinde DNA’da farkli hasarlara yol acgtig1 gosterilmistir

[63].
2.3. Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite testleri aktif maddelerin hiicreler lizerindeki toksik etkisini belirleme
testleridir. Bir¢ok sitotoksisite testi bulunmaktadir. Bu sitotoksisite testlerinden en yaygin
olarak kullanilan test 3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT)
testidir. Bu testin alternatifi olarak kullanilan diger bir sitotoksisite testi de sulforodamin
B (SRB) testidir. MTT testi canli hiicrelerdeki islevi devam eden mitokondrinin MTT
boyasini pargalamasina dayanmaktadir [64]. Cok hizli, hassas ve diisiik maliyetli bir
testtir. SRB testi de az maliyetli, hassas ve kullanish bir sitotoksisite 6l¢iim metodudur.
SRB metodu kiiltiir flaskina yapisarak tireyen hiicre hatlar1 i¢in uygun bir metottur. SRB
yontemi sulforodamin B’nin, trikloro asetik asit (TCA) ile fikse edilen hiicrelerin
proteinlerinde bazik amino asit kalintilarima elektrostatik ve pH bagimli olarak
baglanmas1 prensibine dayanmaktadir. Bu boya zayif asidik kosullarda hiicreye
baglanirken, zayif bazik kosullarda hiicrelerden ayrilmaktadir. Her iki sitotoksisite

testinde de okumalar eliza cihazinda ve 540 nm’de gergeklestirilmektedir.
2.3.1. MTT kolorimetrik sitotoksisite testi

MTT in vitro kosullarda hiicre metabolizmasini, canliligini ve sitotoksisiteyi
6l¢mek i¢in kullanilan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir. Bu yontem, hizli, kolay ve
yiiksek dogruluga sahiptir. Sitotoksisite testlerinden en yaygin olarak kullanilan test olan
MTT nin protokolii ilk kez Mossman tarafindan 1983 yilinda gelistirilmistir. MTT ile
sitotoksisite Ol¢lim prensibi canli ve saglikli mitokondriye sahip hiicrelerin
mitokondrilerinin uygulanmis olan sar1 renkli (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) tetrazolyum tuzunun tetrazolyum halkasini pargalayarak mor renge
cevirmesi esasina dayanmaktadir [64]. Bu reaksiyonda tetrazolyum tuzu, yasayan

hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan bir enzim olan siiksinat dehidrojenaz enzimine
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spesifik olarak baglanmaktadir. Tetrazolium halkasinin pargalanmasi ile soluk sar1 renkli
MTT boyas1 koyu mavi-mor, suda ¢dziinmeyen formazan kristali {irlinline doniistir.
Kristaller, DMSO ve izopropanol gibi organik ¢oziiciilerde kolayca ¢oziilmektedir.
Coziilmiis olan bu boya konsantrasyona bagli olarak spektrofotometrik yontemle goriiniir
dalga boylarinda dlgiilebilen bir absorbans vermektedir. Sonug olarak canli ve mitokondri
fonksiyonu bozulmamig hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da mitokondri
fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir. Boylece, direkt olarak hiicrelerin

metabolik aktiviteleri 6lglilmektedir [65].
2.4. Kat1 Lipid Nanopartikiiller

Nanopartikiil yapidaki ilag tagima sistemleri 1000 nm’den kii¢iik etken maddeleri
morfolojik 6zelliklerini degistirerek hedef bolgeye tasiyan ve bu bolgede kontrollii
madde saliimi gergeklestiren tasiyici sistemlerdir. ilag tasima sistemleri lipozom, misel,
dendrimer, kat1 lipid nanopartikiil gibi sistemlerden olusmaktadir [66, 67]. Lipofilik ilag
tasima sistemlerinin temelini teskil eden ilk yag emiilsiyonu 1960 yilinda parenteral
besleme i¢in Intralipid Wretlind tarafindan sentezlenmistir. Lipofilik ilag tasima
sistemlerinin ilk drnekleri Diazemuls ve Diiziprivan isimli ticari iiriinlerdir [68]. Ilag
tasiyict emiilsiyonlarin raf omriiniin az olmasi, kiimelesme ve ilaci hapsedememe
seklindeki stabilite sorunlar1 vardir. Bu sorunlar emiilsiyonlarin zeta potansiyeline bagl
olarak ortaya ¢ikmaktadir [69].

Lipozomlar yiiksek potansiyele sahip ilaglarin hastaliklarin tedavisindeki
etkinliginin arttirilmasi ve toksik yan etkilerinin azaltilmasi amaciyla iiretilen diger bir
ilag tasima sistemleridir. Bangham, lipozomlar1 1965 yilinda fosfolipid vezikiiller
lipozomlar seklinde yeniden adlandirmistir. Bu ilag tasiyici sistemlerin ilk ticari formlari
1986 yilinda sentezlenmistir. Bundan yola ¢ikilarak iiretilen farmasétik tiriinler 1980°li
yillarda sentezlenmistir [70]. Emiilsiyonlarda oldugu gibi lipozom formulasyonlarinda
da sentez ve stabilite sorunlar1 ortaya ¢ikmistir. Bu sorunlar, sentezinin zorlugu, siirh
dispersiyon stabilitesi, ila¢ sizmasi, diisiik aktivite ve bagisiklik sisteminin mononiikleer
fagositleri tarafindan sindirilme seklinde kaynaklarda belirtilmistir [70].

Polimerik  nanopartikiiller =~ biyodisperz veya biyodisperzitesi olmayan
polimerlerden sentezlenen diger bir ilag tasima sistemleridir. Polimerik nanopartikiiller
hedefe spesifik yonlendirilebilmeleri ve tasidiklari ilaglarin kontrollii salinimini

gerceklestirmelerinden dolay1r diger sistemlere gdre daha avantajli sistemler olarak
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degerlendirilmektedir fakat bu nanopartikiillerin ¢ok miktarda tiretilmeleri sorun teskil
ettiginden kullanimlar1 ¢ok fazla yer bulamamaistir [22].

Ilag tasiyici sistemlere 1991 yilinda dahil olan kat1 lipid nanopartikiiller (KLN)
kolloidal tasiyict sistemlere getirilen yeni bir alternatif olarak, farkli ilag tasima
sistemlerinin stabilite, uzun raf émrii ve tasidiklar1 ilacin degrade olmamasi, kontrollii
salimim ve tolere edilebilme o&zelliklerinin mevcut oldugu sistemler olarak ortaya
cikmistir. KLN’ler yag-su mikroemiilsiyonlarinin dondurularak kurutulmasi ve kat1 lipid
ve lipid karisimlarinin yiiksek basing altinda homojenizasyonu ile sentezlenen kati
nanopartikiillerdir. Viicut sicakliginda ve oda sicakliginda kat1 halde bulunurlar. Bu
nanopartikiillerin kati haldeki matriksi tasidiklart ilacin bozulmasini dolayisiyla da
biyolojik aktivitesini kaybetmesini engelledigi gibi, kontrollii ila¢ salinimina da olanak
saglamaktadir. Bu nanopartikiiller kolloid boyutta olup ylizeylerinde tek bir fosfolipid
tabakas1 mevcut olan ve tek kat1 ve hidrofobik 6zellikteki ¢ekirdegi olan ilag tasiyicisi
olarak kullanilan nanopartikiillerdir. Boyutlar1 lipozom ve nanopartikiiller arasinda bir
boyuttur [22, 23, 70].

KLN’lerin insanlarda farmasotik ajan olarak kullanilabilecegi ispatlanmis ve
onaylanmuistir [71]. Bu nanopartikiillerin fizyolojik tolere edilebilirligi yiiksektir. Toksik
olmayan ¢oziiciilerle ve yliksek miktarlarda tiretilebilen kati lipid nanopartikiiller, diger

ilag tasiyici sistemlere gore ¢ok daha avantajli hale gelmistir [71].
2.4.1. Kat1 lipid nanopartikiillerin yapisi

Kat1 lipid nanopartikiillerin yapisinda kat1 lipidler, su ve kivam arttiricilar
(emiilgator) vardir. Bu kati lipidler nanopartikiillerin yiizeyinde, bir tabaka fosfolipid
molekiilii, merkezinde ise bir adet kati1 hidrofobik ¢ekirdek bulunmaktadir.
Nanopartikiiliin boyutu 50-100 nm arasindadir. Trigliserid, yag asiti, steroid ve mumlar
KLN’lerin yapisinda kat1 lipidler olarak bulunabilmektedir. KLN’nin yapisina giren
emiilgatorlerin oran1 %1-5 arasindadir ve partikiil stabilizasyonu da bu emiilgatorlerin
kullaninmiyla gerceklestirilmektedir. Lesitin, monogliseridler ve polisorbatlar,
nanopartikiilin uygulama alan1 dikkate alinarak sentez i¢in kullanilabilecek

emiilgatorler arasinda yer almaktadir [25, 71].
2.4.2. Kat1 lipid nanopartikiillerin kullanim alanlar:

Kat1 lipid nanopartikiiller, diger nanopartikiiller ve farmasdétik ajanlar farkl

kullanim alanlarinda yer almaktadir; ilag tasiyict sistemler olarak kullanilmaktadir [22,
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23, 63]. Kullanim sekline bagli olarak tagidiklari etken maddenin 6zelliklerine gore kati
lipid nanopartikiiller farkl1 amaglarla kullanilabilirler. Ornegin antikanser dzellikteki all-
trans retinoik asit yiiksek basinglt homojenizasyon yontemiyle kati lipid nanopartikiillere
yiiklenmis ve antikanser etkinliginin kat1 lipid halinde olmayan all-trans retinoik asite
gore daha yiiksek oldugu yani biyoyararlaniminin artmis oldugu gosterilmistir [72, 73].

Topikal olarak uygulanan kat1 lipid nanopartikiiller iyi tolere edilebildikleri ve deri
tizerinde film olusturmalar1 6zellikleri ile Ortiicii etki gostermektedirler. Bu tip uygulama
yapildiginda kimyasal yapis1 dayaniksiz bilesiklerin nanopartikiil i¢cinde korunarak etken
maddenin kontrollii sanimini gergeklestirdikleri gosterilmistir. Boyle kontrollii ilag
salmimi yapan kati1 lipid nanopartikiiller akilli kati lipid nanopartikiiller olarak
adlandirilmis ve tedaviye ¢ok yeni ve etkili bir yaklasim olusturduklart arastiricilar
tarafindan belirtilmistir [69].

Enflamatuar ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde de kati lipid nanopartikiiller
kullanilmaktadir. Bu hastaliklarin tedavisinde kullanilan antienflamatuar ve bagisiklik
baskilayict etkisi olan maddeler kati lipid nanopartikiil olarak uygulandiginda etken
maddenin deriden penetrasyonunun ve antienflamatuar aktivitesinin ¢ok daha giiclii
oldugu belirtilmistir. Ornegin, karragen ile tetiklenen sigan penge édeminde, uygulanan
katt lipid nanopartikiil dispersiyonunun antienflamatuar aktivitesinin, kat1 lipid
mikroemiilsiyonundan daha giiglii oldugu bulunmustur [74].

Kat1 lipid nanopartikiiller sahip olduklar1 etken maddeleri kimyasal bozulmaya
kars1 koruma, yiiklenen aktif bilesenin kontrollii salinimi, film tabakasi olusturarak ortiicii
etki gosterme, ultraviyole bloke etme gibi avantajli 6zelliklerine bagl olarak kozmetik
alanlarda da uygulanabilmektedir. Ayrica giinesten koruyucu ajanlar icin de tasima
sistemi olarak kullanilmaktadirlar [75]. Bunun diginda, akcigerlere uygulandiklarinda
bronglarda ve alveollerde depolanabildikleri i¢in etken maddeyi kontrollii salmak ve buna
ilaveten de akciger makrofajlarina ilag hedeflemek amagli da kullanilabilmektedirler [69].
Hedefli ila¢ olarak hepatik neoplazma ve hepatit gibi hastaliklarin tedavisinde de
kullanilabilmektedirler ¢iinkii isleme maruz kalmamis kati lipid nanopartikiiller i.v.
uygulandiginda karacigerin Kuppffer hiicrelerinde birikmektedir. Ilaglarin beyine
hedeflenmesinde de yine kat1 lipid nanopartikiiller kullanilabilir. Beyine hedeflemede kat1
lipid nanopartikiiliin kan-beyin bariyerindeki endotel hiicrelerine yapisabilmesi ve beyin
tarafindan alinmasi icin partikiil ylizeyine kan proteinlerinin (apolipoproteinler)

absorbsiyonu gerceklesmektedir [21]. Adezyona bagl olarak yapisma 6zelligine sahip
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olan kat1 lipid nanopartikiiller goz hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilmektedir.
Tavsan goziinde gergeklestirilen bir calismada, tobramisinin kati lipid nanopartikiil
formulasyonunu her bir tavsanin bir goz alt1 konjuktivital kesesine 100 pL. hacminde
uygulanmis, ayni tavsanin diger goziiniin alt konjuktivital kesesine ise referans bir géz
damlas1 uygulanmistir [27]. Deneyler sonucunda tobramisinin kati lipid nanopartikiil
disdpersiyonunun referans géz damlasina gore, goz salgisinda daha yiiksek tespit edildigi
aciklanmistir. Yani kati lipid nanopartikiil dispersiyonu uygulandiginda gozdeki
gorlintiiyli bozmadan daha yliksek etken madde konsantrasyonuna ulasip, ilacin gézde
daha uzun siire kalmasi saglanmistir [27]. Kati lipid nanopartikiillerin ¢ok farkli bir
kullanim alan1 da asilarda adjuvan olarak kullanilmalaridir. Viicudun kati lipid
nanopartikiilleri ¢ok 1iyi tolere etmesi ve bu partikiillerin biyodegradasyona
ugrayabilmeleri nedeniyle klasik adjuvanlara gore, daha ¢ok tercih edilmelerine yol

acmistir [69].
2.4.3. Kat1 lipid nanopartikiillerin avantaj ve dezavantajlar

Kat1 lipid nanopartikiiller diger ilag tasima sistemleriyle karsilastirildiginda,
kolloidal boyutta olmalari, ila¢ ylikleme kapasitelerinin yiiksek olmasi, toksik kalinti
birakmamalari, biyodispers olmalari, kontrolli ve hedefli ilag salinimina olanak
saglamalari, cok miktarda tiretilebilmeleri ve endiistriyel iiretimlerinde kolay bulunabilir
ve ¢ok maliyetli olmayan donanimlar1 gerektirmeleri gibi 6nemli avantajlara sahiptir [76,
77, 78]. Bu nanopartikiiller, lipozom ve emiilsiyonlarin ve buna ilaveten kat1 partikiillerin
de avantajlarinin toplamina sahip olan, ekonomik ilag tasiyici sistemlerdir. Kat1 lipid
nanopartikiillerin hem sistemik hem de sitotoksisitelerinin diisiik olmasi ayrica
¢oziiclilerinden organik kalinti1 birakmamalar1 ve endiistriyel boyutlarda tiretilebilmeleri
gibi pozitif 6zellikleri yag emiilsiyonlarinda da mevcuttur. Hedeflenebilir ilag 6zelligi ise,
lipozomlarda da bulunan avantajl bir 6zelliktir. Kat1 polimerik nanopartikiillerin 6zelligi
olan kontrollii etken madde salimi ve kimyasal degradasyondan etken maddenin
korunmas1 Ozellikleri de kati lipid nanopartikiillerin avantajlar1 arasindadir [25, 26].
Onemli bir avantajlari da kolloidal biiyiikliikte olup lipofilik ve hidrofilik etken
maddelerin yiiklenebilir olmasidir. Otoklav veya gama 1sinlan ile steril edilebilir
olmalari, uzun siire stabilize durumda kalabilmeleri ve yilizey morfolojisi ve 6zelliklerinin
degistirilmesiyle dokulara 6zel ila¢ hedeflemesi yapilabilir olmas1 en 6nemli avantajlar

arasindadir [7, 26, 69, 70, 79]. Kolloidal ila¢ tasima sistemlerinden kat1 lipid
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nanopartikiillerin tercih edilmesi 12-36 ay gibi uzun bir kimyasal stabiliteye sahip
olmalaridir [79]. Kat1 lipid nanopartikiiliin i¢indeki etken madde ¢ok uzun siire stabil
kalamayacagindan, siv1 dispersiyon dondurularak veya piiskiirterek kurutma yoluyla kat1
toz haline getirildikten sonra saklanmalidir. Bu kurutma islemleri sirasinda partikiil
agregasyonu azaltmak i¢in kriyoprotektanlarmm kullanimi gereklidir. Graniilat veya
tozlarin kapsiillere veya tablete doniistliriilmesi nanopartikiiliin raf émriinii uzatmakta ve
uzun siire kullanim agisindan avantajli hale getirmektedir [71].

Kati lipid nanopartikiiller, burada bahsedilen avantajlari disinda az da olsa kullanim
smnirliliklarina da sahiptirler. Bu dezavantajli  6zellikler, etken madde yiikleme
kapasitelerinin nispeten diisiik olmasi, kolloidal yapilarindan dolayr ortamda farkli
kolloidal formulasyonlarin da bulunabilme riski ve stoklama siiresince meydana gelen

polimorfik gegisler sebebiyle etken madde sizmasi gibi kullanim sinirhiliklaridir [22, 71].
2.4.4. Kat1 lipid nanopartikiillerin sentezlenmesi

Glniimiizde hastaliklarin  tedavisinde kontrolli ve hedefli ilag salinimi
uygulamalarina yonelik arastirmalar artmustir [71]. Bu aragtirmalar kapsaminda kolloidal
ila¢ tasima sistemleri ve bunlarin avantajli 6zelliklerinin kombinasyonlarina sahip olan
kat1 lipid nanopartikiiller de ¢ok arastirilan konulardir. Kati lipid nanopartikiillerin
endiistriyel boyutta iiretilebilir olmast ve diger kullanim avantajlari nanopartikiiliin
kullanim alaninm1 belirlemektedir. Bu 6zellikler de kati lipid nanopartikiiliin sentezlenme
yontemindeki farkliliklardan ve  partikiil sentezinde kullanilan maddelerin
farkliliklarindan kaynaklanmaktadir [71]. Bir¢ok nanopartikiil sentezleme yontemi
bulunmaktadir. Bu yontemler, yiiksek basin¢li homojenizasyon (sicak homojenizasyon
ve soguk homojenizasyon), mikroemiilsiyon, ¢6ziicii emiilsifikasyon/evaporasyon/

¢oziicli difiizyon ve yiiksek hizda karistirma ya da ultrasonikasyon yontemleridir [22].
2.4.4.1. Kan lipid nanopatikiillerin sentezleme yontemleri
2.4.4.1.1. Yiiksek basin¢clt homojenizasyon yontemi

Kati lipid nanopartikiillerin sentezlenmesinde giivenilir ve etkili olarak kullanilan
bir yontem olan yiiksek basin¢li homojenizasyon yontemi, ¢ok kisa bir mesafeden, ¢cok
yiikksek hizla, partikiillerin mikrondan daha Kkiiciik parcalara ayrilmasi esasina
dayanmaktadir. Bu sentez islemi, yiiksek basingli homojenizatorler ile
gerceklestirilmektedir. Bu homojenizatorler yiiksek basing altinda (100-2000 bar),
mikron seviyedeki bir delikten siviy1 iter ve kisa bir siire sonra yiiksek bir hiza (>1000

26



km/saat) ulagan siv1, yiiksek kayma gerilimi ve kavitasyon kuvvetleriyle parcaciklari ¢ok
kiigiik boyutlara kadar pargalayabilmektedir [71]. Yiiksek basing altinda gergeklestirilen

homojenizasyon yontemi sicak veya soguk olarak iki tiirde uygulanabilmektedir:
Sicak homojenizasyon yontemi

Yiiksek basin¢li homojenizasyon c¢esiti olan sicak homojenizasyon, emiilsiyon
homojenizasyonu olarak da nitelendirilmektedir. Bu yontemde, lipidin erime noktasinin
iistiindeki sicakliklarda ¢alisilmaktadir [71]. Sicak homojenizasyonda, erime noktasinin
5-10°C iizerindeki bir sicaklikta eritilmis olan lipid icerisinde etken madde dispers edilir
ve sivi emiilgator ¢ozeltisi icinde yiiksek hizda karistirarak sicak pre-emiilsiyon
sentezlenmis olunur. Pre-emiilsiyonun homojenizatdrle homojenize edilmesi sonucu
sicak nanoemiilsiyonu elde edilir [22]. Nanoemiilsiyon rekristalize olmas1 i¢in oda
sicakliginda bekletilir. Soguk ve rekristalize nanoemiilsiyon, sentezlenen kati lipid
nanopartikiilleri olusturmaktadir [22, 24]. Bu sentez yonteminde kullanilan lipid tiirline
gore, nanoemiilsiyonun rekristalizasyonu i¢in oda sicakligindan daha diisiik sicaliklarda
bekletilmesi gerekmektedir. Sicak homojenizasyon yontemi, sicaga duyarliligt az olan

etken maddelerin sentezlenmesi i¢in kullanilan bir yontemdir [24].
Soguk homojenizasyon yontemi

Soguk homojenizasyon yontemi, sicak homojenizasyon yoOntemindeki
dezavantajlar1 ortadan kaldirmak i¢in gelistirilen bir yontemdir. Bu yontemde kati lipid
nanopartikiile yiiklenecek olan etken maddenin degradasyonu, sulu fazda dagilmasi,
rekristalizasyonunun  zorlugu gibi sicak homojenizasyonda karsilasilabilecek
dezavantajlar yasanmamaktadir [71]. Soguk homojenizasyon yonteminde etken madde
erimis lipidin i¢inde ¢6ziillir veya disperse edildikten sonra kuru buz ya da s1vi azot i¢inde
hizla sogutulur. Soguduktan sonra katilasan lipid, mikropartikiil (50-100 um) seklinde
ogiitiillerek, soguk emiilgator ¢ozeltisinde disperse edilir. Bu siispansiyonun normal
sartlar altinda yiiksek basin¢li homojenizatérden gecirilmesiyle kati lipid nanopartikiil
sentezi tamamlanmis olur [22, 24, 71].

Sicak ve soguk homojenizasyon yontemleri lipid oranmi %40’a kadar olan
nanopartikiillerin sentezlenmesi i¢in uygun metotlar olup partikiil boyutu dar aralikta olan

dagilimlar vermektedir [22].
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2.4.4.1.2. Mikroemiilsiyon yontemi

Mikroemiilsiyon yontemi Gasco ve arkadaslar1 [79] tarafindan gelistirilen
mikroemiilsiyonlart diliie ederek kati lipid nanopartikiil sentezlemeye dayanan bir
yontemdir [79]. Mikroemiilsiyon yonteminde once lipid eritilir. Daha sonra, su,
emiilgator ve koemiilgator karisimi 1sitilarak eritilen lipid ile ayni sicakliga getirilir. Bu
iki 1sitilmis karistmin  birbiriyle karistirllmasiyla elde edilen saydam, sicak ve
termodinamik stabil mikroemiilsiiyon, termostatli siringada soguk su (2-3°C) i¢inde
mekanik olarak karistirilarak disperse edildikten sonra, suyun (1:25 ile 1:50’den fazla
su) fazlasi ultrafiltrasyon ya da liyofilizasyon ile uzaklastirilarak kati lipid nanopartikiil

sentezlenmis olunur [22, 24, 71].
2.4.4.1.3. Coziicii emiilsifikasyon-evaporasyon veya ¢oziicii difiizyon yontemi

Cozicii  emiilsifikasyon-evaporasyon yoOntemi, 1s1 uygulamasi olmadan
gerceklestirilen ve bu agidan yiiksek sicakliklarda degrade olan etken maddelerden
nanopartikiil sentezlenmesi i¢in avantajli olarak goriilen bir kati lipid nanopartikiil
sentezleme yontemidir. Bu yontemde, lipid, suyla karismayan ya da kismen karigabilen
organik bir ¢oziiciide ¢oziilerek sulu bir faz i¢inde emiilsifiye edilir. Emiilsiyondaki
¢oziicii bir vakum altinda buharlastirilarak ortalama biiyiikliigii organik fazdaki lipid
konsantrasyonuna bagli olan lipid nanopartikiillerin olusumu ve dibe c¢okmesi
saglanmaktadir [71, 79]. Coziicii diflizyon yontemi olarak da bilinen bu yontemde,
organik coziiciilerin kullanilmasi ve ¢ok miktarlarda iirlin {iretiminin zor olmasi,
dezavantaj olarak goriilmektedir [24]. Coziicii diflizyon yontemi ile nanopartikiil
sentezlenmesi sirasinda toksisitesi diisiik ¢oziiciiler tercih edilmelidir. Arastiricilar,
diisiik toksisiteli olarak kabul edilen benzil alkol ve biitil laktat kullanarak gliserin

monostearat nanopartikiillerinin sentezini gergeklestirmistir [72].
2.4.4.1.4A. Yiiksek hizda karistirma ve/veya ultrasonikasyon yontemi

Yiiksek hizda karigtirma ve ultrasonikasyon yoOntemleri, beraber kullanilan,
kismen yiiksek sicakliklarda uygulanan, ¢ok kolay ve yaygin olarak kullanilan
yontemlerdir. Her yontemde oldugu gibi bu yontemlerde de dezavantajlar vardir. Yiiksek
hizda karistirma yonteminin dezavantaji, partikiil boyutu genis bir aralikta degisen ve
mikrometre biiylikliigline varabilen partikiillerin sentezlenmesi, dolayisiyla da stoklama
sirasinda  partikiillerin  biiylimesidir. Ultrasonikasyon yonteminin dezavantaji ise,

partikiillere metal kontaminasyonu olmasi durumudur [22, 71]. Bu dezavantajlardan yola
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cikarak, aragtiricilar yontemi modifiye etmis ve organik ¢oziiciileri kullanmadan, kaliteli
kat1 lipid nanopartikiil iretilebilecek daha basit, diisiik maliyetli ve etkili bir yontem
gelistirmiglerdir. Bu yeni yontemin nanopartikiil iireticileri tarafindan yiiksek hizda
karistirma ve ultrasonikasyon yontemine gore daha ¢ok tercih edilecegi diistiniilmektedir
[80, 81].

Hangi yontemle sentezlenmis olursa olsun kati lipid nanopartikiillerin stabil ve
uzun Omiirlii olmalart igin, kurutularak saklanmalar1 gerckmektedir [71]. Sentezden
sonra daha uzun siire saklamak i¢in nanopartikiillerin sterilize edildikten sonra
saklanmalar1 gerekmektedir. Kati lipid nanopartikiillerin sterilizasyonunda, icerikleri ve
sentezlenme yontemlerine bagli olarak, otoklav, gama 1sinlar1 veya filtrasyon gibi farkl
sterilizasyon yontemleri kullamlmaktadir [71]. Igerigi ve iiretim seklinden dolay:
sterilizasyonu gerceklestirilemeyecek olan kat1 lipid nanopartikiillerin ise, aseptik
kosullar altinda sentezlenmesine dikkat edilmesi gerekmektedir [24]. Nemli ve basingh
olan otoklavlama islemine dayanikli olmayan partikiillerin sterilizasyonunda, yine yapist
ve liretim sekline dikkat edilerek, gama 1sinlama veya filtreleme ile sterilizasyon tercih
edilebilmektedir. Tiim bu islemlerin gergeklestirilmesi sirasinda uygun sterilizasyon
yonteminin  uygulandigindan emin olunarak sentezlenmis olan kati lipid

nanopartikiillerin uzun siire stabil ve kullanima uygun kalmasi saglanabilmektedir [71].
2.4.5. Kat1 lipid nanopartikiillerin karakterizasyon metodlari

Kat1 lipid nanopartikiillerin karakterizasyonunda en ¢ok kullanilan kriterler,
partikiil biytikligii ve dagilimi, partikiil sekli ve zeta potansiyel degerleridir [25].
Partikiillerin boyutu ve dagilimi kolloidal tasiyici sistemlerde hazirlama yontemine bagl
olarak degisen, oOnemli fizikokimyasal Ozelliklerdir. Nanopartikiil sentezleme
yontemindeki basing, devir sayisi, emiilgator tiirli ve miktar1 gibi parametreler partikiil
boyutunu etkilemektedir. Basing ve devir sayisi partikiil boyutunu kiigiiltebilirken, belli
bir orana kadar arttirilan emiilgatdor miktarinin da partikiil boyutunu kiigiilttiigi
belirtilmistir [25]. Emiilgatorler partikiil yiizeyini kaplayan damlaciklar olusturduktan
sonra stabil hale getirilen damlaciklar ve katilasma isleminden sonra sentezlenmis olan
nanopartikiiliin bliylikliigli nanometre boyutlarina gelmektedir [25]. Partikiil boyutunun
Olclilmesinde en ¢ok kullanilan yontemler foton korelasyon spektroskopisi (PCS) ve lazer
kirthmi yontemi (LD)‘dir. Bu yontemler disinda, daha seyrek olarak, 6l¢tim sirasinda

kolloidal sistemin stabilizasyonunu bozacak elektrolitler kullanildiginda ve ¢ok kiiciik
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nanopartikiillerin boyutlarinin 6l¢iimii i¢in Coulter Counter yontemi de kullanilmaktadir
[71]. Kat1 lipid nanopartikiillerin morfolojik yapisini ya da sekillerinin belirlenmesinde
kullanilan yontemler atomik kuvet mikroskopisi (AFM) ve elektron mikroskopi
yontemleridir. AFM yonteminde vakumsuz olarak, diiz silikon yiizeye sabitlenen
nanopartikiiller goriintiilenebilmektedir. Elektron mikroskopi yonteminde ise uygun
coziiciide siispanse edilen nanopartikiiller grid yiizeyine yerlestirilerek vakumlu kolon
altinda goriintiilenmektedir [25].

Kat1 lipid nanopartikiiliin zeta potansiyelinin oOl¢lilmesi sentezlenmis olan
partikiillerin raf omrii konusunda oldukga fikir verici bir islemdir. Bu 6l¢iimde
nanopartikiiliin yiik durumu belirlenmektedir. Her sistem i¢in gecerli olmamakla birlikte
yiiksek zeta potansiyele sahip nanopartikiillerde partikiillerin birbirini elektriksel olarak
itmesi s6z konusu oldugundan agregasyon riskinin az olacagi tahmin edilir. Diisiik zeta
potansiyele sahip nanopartikiillerde bu durumun tam tersi diisiiniilmektedir. Eger
sentezlenen tagima sistemi sterik stabilizator igeriyorsa, stabilizator adsorbsiyon meydana

getireceginden, zeta potansiyelde bir diisiis s6z konusu olacaktir [71].
2.5. Programlanmis Hiicre Oliimii Apoptoz

Hiicre sayisinin sabit tutulmasi ¢ok hiicreli canlilarda normal organizma yapisinin
ve fizyolojik isleyisinin devam ettirilmesi agisindan 6nem tagimaktadir. Bu sayinin sabit
tutulmasi i¢in hiicrelerin ¢gogalmasi ve 6liimii arasinda biyolojik bir dengenin saglanmasi
ve devam ettirilmesi gerekmektedir. Bu dengenin hiicre 6liimii kisminda yer alan,
onceden programlanmis fizyolojik hiicre 6liimii sekli apoptozdur. Apoptoz terimi 1972
yilinda Kerr ve arkadaglar1 [82] tarafindan kullanilmistir. Arastiricilar, bu terimi 6len
hiicrede gelisen karakteristik yapisal degisiklikler siireci, apoptoz olarak tanimlamistir
[83]. Apoptoz tanimlandiktan sonra hiicre ¢ogalmasinin arastirilmasi kadar hiicre
Oliimiiniin, apoptozun regiilasyon mekanizmalar1 ve etkileyen faktorlere de Onem
verilerek arastirilmaya baslanmistir [79, 84].

Programlanmis hiicre 6liimii veya apoptoz, gelisimini tamamlamis dokularin erken
olusma, gelisme ve islevini kazanmasi1 doneminde etkin rol oynayan nedenleri, belirtileri
ve olusum sekliyle diger hiicre Oliimlerinden farklilik goOsteren bir hiicre oliim
mekanizmasidir [85]. Apoptoz terimi, hiicrenin intihar1 veya hiicre 6liimii anlamlarini da
tasimaktadir [86]. Apoptotik hiicre 6limii patolojik hiicre Sliimii olan nekrozdan

biyolojik ve morfolojik olarak farkli sekilde gerceklesmektedir [87]. Nekrotik hiicre
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6limiinde dokuda kimyasal ve fiziksel hasardan sonra patolojik olarak hiicre 6limii
gerceklesirken siire¢ icerisinde mitokondri ve diger organeller hasar goriir, hiicre
membrani segici gegirgenlik 6zelligini kaybeder ve sonunda siserek patlar ve pargalanir.
Bu pargalanma sonucunda nekrozla 6len hiicrenin igerigi dokuya yayilarak enflamatuvar
bir tablo olusturur. Apoptoz yoluyla 6len hiicrede ise, hiicreler biiziiserek kiictiliir ve
yogunlagir, yiizeyinde sitoplazmik ¢ikintilar olusur ve ¢ekirdek zarina yakin bolgelerden
baslamak iizere kromatin yogunlasmasi goriiliir. Ileri apoptotik evrede cekirdegin
tamamen yogunlasmasiyla DNA fragmantasyonu gercgeklesir. Son asamada hiicre
membranla kapli bir¢ok apoptotik cisimler halinde parcalanir. Apoptotik cisimler komsu
hiicreler veya fagositler tarafindan sindirilerek dokudan uzaklagtirilir dolayisiyla
nekrozdan farkli olarak enflamatuar reaksiyonlar gerceklesmez. Enflamatuvar cevap
olugsmadigindan dolay1 komsu hiicrelere ve dokulara zarar verilmeden hiicre 6liimii ve
dokudan uzaklastirilmasi gergeklestirilir [88]. Embriyonal gelisim siirecinde apoptotik
hiicre 6liimii yiiksek oranda ger¢eklesmektedir. Hiicreler gelisme faktorleri, hormon ve
sitokinlerin olmadig1 durumlarda apoptotik 6liim yolunu secerler. Bu faktorler disinda
apoptozun ¢ok sayida i¢ ve dis mekanizmalar tarafindan tetiklendigi kaynaklarda
belirtilmektedir [89]. Bu dis ve i¢ faktorler kimyasal maddeler, toksinler, iyonizan
radyasyon, reaktif oksijen radikalleri (ROS), yaslanmadan kaynaklanan hasarlarla
birlikte cekirdek, mitokondri, hiicre membrani ya da bir hiicre i¢i bolgeden gelen
apoptotik tetikleme uyarilar1 seklinde sayilabilmektedir [90].

Apoptoz, kaspazlardan bagimsiz ve kaspazlara bagl olarak gerceklesebilmektedir.
Inaktif durumda sitoplazmada bulunan kaspazlar, sistein aktif merkezli, birbirilerini
aktiflestirerek preteolitik bir kaskad seklinde ilerleyen, sistein proteaz enzimleridir.
Kaspaz kelimesi "Cysteine Aspartate Specific ProteASEs (CASPASE)" olarak tiiretilmis
bir kelimedir [91]. Bu kaspazlardan efektor kaspazlar aktin, fodrin gibi hiicre iskeleti
proteinlerini, ¢ekirdek proteini lamin A’yi, DNA tamir proteinleri ADP-riboz ve
polimeraz (PARP) gibi proteinleri parcalayarak, tipik apoptotik hiicre morfolojisinin
olusumunu gergeklestirirler [92].

Kaspaz bagimli yol ii¢ ayr1 yol olarak incelenmektedir; mitokondri/sitokrom-c
aracili yol, hiicre yiizey reseptorleri aracili yol ve endoplazmik retikulum aracili yol [91].
Mitokondri/sitokrom-c aracili apoptozda, mitokondri i¢ zarinda bulunan solunum zinciri
proteini sitokrom c’nin mitokondri membranindan disartya salinmasi, apoptozun geri

doniislimsiiz olarak devam edecegini gostermektedir. Sitoplazmaya sitokrom c salinmasi
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sirasinda apoptoz indiikleyici faktor (AIF) de sitoplazmaya salinir. Sitokrom ¢
sitoplazmada Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1)’e baglanarak, aktif hale
getirir ve ATP ile birlikte apoptozom kompleksini olustururlar. Apoptozom inaktif
durumdaki prokaspaz-9’u aktive ederek aktif kazpaz 9’u olusturur. Kaskad devam eder
ve aktif kaspaz 9 prokaspaz 3’i aktiflestirir. Bu aktif kaspaz 3 deoksiriboniikleaz
inhibitorii (ICAD)’1 inaktive eder ve kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD)
salinarak kromatin kondenzasyonu ve oligoniikleozomal DNA fragmantasyonu
gerceklesir ve mitokondriyel yolda kaspaz bagimli apoptoz meydana gelmis olur (Sekil
2.2.). Kaspazlara bagimsiz gerceklesen apoptoz siirecinde de mitokondri en biiyiik rolii
oynayan hiicre organelidir. Bu yol mitokondriden salinan apoptoz indiikleyici faktor

(AIF)’lin indiiklemesiyle olusur ve niikleazlarin etkilenmesiyle apoptoz gergeklesir [92].

o Oliim faktorii

........

Mitokondri

Sekil 2.2. Mitokondri Aracili Kaspaz Bagimli Apoptoz Yolag
Kaynak: Fan, 2005, s. 2
Hiicre yiizey reseptorleri ile tetiklenen apoptozda (Sekil 2.3.) Fas-ligand ve tiimor
nekroz faktoér (TNF) gibi molekiillerin, hiicre ylizeyindeki Fas ve TNF reseptorlerine
baglanmasiyla, sitoplazmaya, kaspaz-8'i aktive edici sinyaller gonderilir. Hiicre
yiizeyinde Fas ekspresyonu baglar ve sitotoksik T hiicreleri de Fas-L yapimi i¢in sinyaller
alir ve Fas-Fas ligand baglanmasi ile prokaspaz-8 ve prokaspaz-2 aktive olur ve apoptoz

gergeklesir [91].
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Sekil 2.3. Hiicre Yiizey Reseptorleri Aracilig ile Tetiklenen Apoptoz
Kaynak: Fan, 2005, s. 3

Endoplazmik retikulum araciligiyla gerceklesen apoptotik yol (Sekil 2.4.) ise, hiicre
ici kalsiyum seviyeleri yilikseldiginde endoplazmik retikulum membranindaki prokaspaz-
12’nin aktifleserek sitoplazmaya ge¢mesi ve burada kaspaz-9 ile birleserek kaspaz
kaskadin1 aktive etmesi seklinde gerceklesmektedir. Bu kaskadda yer alan kaspazlar
poliADP riboz polimeraz, DNA bagimli protein kinaz, niikleus membran proteinleri
laminler ve DNA'nin pargalanmasina yol agan niikleazlar1 baskilayan DNA
fragmantasyon faktorii 45 proteini gibi hiicre i¢i birgok proteini ayrica timor baskilayict
retinoblastom genini ve hiicre iskeleti proteinlerini etkileyerek apoptotik hiicre 6limiinii

gerceklestirmektedir [91].
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Sekil 2.4. Endoplazmik Retikulum Aractli Apoptoz
Kaynak: Fan, 2005, s. 5

2.5.1. Apoptoz ve kanser iliskisi

Birgok fizyolojik ve patolojik sartlarda da meydana gelen programli hiicre 6liimii
immiin sistemde cevap olusturma, embriyonik gelisim, hormona bagli doku kiiltiirii gibi
fizyolojik durumlarda esansiyeldir. Bu olaylarda apoptozun siirekli ve dengeli olmasi,
canliligin ve islevin devami i¢in 6nemlidir. Bu kritik denge apoptoz diizenleyici
mekanizmalar sayesinde gerceklestirilmektedir. Hiicre dongiisiinde G1 evresi ile S
evresine gecisin kontrolii kanser hastaliklarinin ¢ogunda bozulmustur. Bozulmus
denetimden kolaylikla gegen hiicrenin smirsizca ¢ogalip kanserlesmesi meydana
gelmektedir. Kanserin ilerlemesinin 6nlenmesi igin 6zellikle G1 ve S evrelerindeki
kontroliin saglanmast ve bu evrelerde etkili olacak ilaglarin tedavide kullanimina
gidilmesi gerekmektedir. Tam denetlenemeyen apoptoz birgok hastalifa neden
olmaktadir. Bu durumun neden oldugu patolojik vakalara hepatotoksisite, iskemi, kalp
hastaliklari, AIDS, merkezi sinir sistemi dejenerasyonlari, otoimmiin hastaliklar ve en
onemlisi de kanser Ornek verilebilir. Pre-neoplastik hiicrelerde yapilan ¢aligmalarda
timor tetikleyici ajanlar kullanilarak apoptozun inhibe edilmesinin tiimor gelisiminin
tetiklenmesinde Onemli oldugu vurgulanmistir [61, 93]. Memeli hiicrelerinde hiicre
dongiisii kontrol noktalar1 ad1 verilen siki denetim noktalar1 ve Cdk protein kinazlar ile

denetim altinda tutulmaktadir. Patojenite seyri olmayan yani normal hiicrelerde DNA
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hasar1 meydana geldiginde hiicre dongiisti bu kontrol noktalarinda durdurulur ve hasarin
tamir edilmesine firsat saglanir. Bu tamir islemi gerceklestirildiginde hiicre kontrol
noktalarindan gecis i¢in uyarilir ve saglam ve stabil genetik yapili hiicre boliinmeye
devam edebilmektedir. Hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve apoptozun indiiklenmesi i¢in
pS3’in ekspresyonuna ihtiya¢g vardir. Bcl-2’nin fazlaca ekspresyonu Oncii kanser
hiicrelerinin dmriinii uzatarak malign transformasyonlar1 kolaylastirmaktadir. Bax
proteininin ¢okg¢a eksprese edilmesi ise apoptozun indiiklenmesini saglamaktadir [94].
Hiicre dongiisii durdurulduktan sonra hasar1 tamir edilemeyen hiicreler G1 evresinde
sentezlenen p53’iin Bax ekspresyonunda artisa neden olmasi ve boylece Bcl-2/Bax orani
dengesini degistirmesi ile apoptoza yonlendirilmektedir. Boylece hasarli hiicre boliinme
yoluna gidip cogalamaz ve biyolojik denge korunarak saglam hiicrelerin ¢ogalmasina
olanak saglanir. insan papilloma viriisii, Epstein-Barr viriisii ve Adenoviriis tip 12 gibi
viriisler p53°i inaktive ederek veya Bax’a baglanarak apoptozu engellerler. Bu viriislerle
enfekte hiicreler hiicre 6lim mekanizmalarindan kurtulduklarindan viriisle-indiiklenen

karsinojeneze yol acarlar [95].

2.5.2. Apoptoz tayin metodlar:
2.5.2.1. Konfokal mikroskopi

Hiicrelerde meydana gelen biiziisme, yogunlasma, membran tomurcuklanmasi,
kromatin yogunlagmasi, DNA ve ¢ekirdek par¢alanmasi ve apoptotik cisim olusumu gibi
morfolojik degisiklikler tipik apoptoz gostergeleridir [88]. Bu tipik apoptotik
degisiklikler konfokal mikroskop ve floresan boyalar kullanilarak hiicrelerin konfokal
mikroskobunda goriintiilenmesiyle apoptoz tayini gerceklestirilebilmektedir. Konfokal
mikroskopi yontemi hiicreleri incelemek i¢in giiclii donanimlar sunmaktadir. Lazer
konfokal mikroskopi yontemi, boyamalardan sonra elde edilen goriintiilerden ii¢ boyutlu
resimlerin olusturulmasina da olanak saglamaktadir. Bu donanimlar sayesinde bir¢ok
hiicre i¢i organel ve tiim komponentlerin ayrintili incelenmesinde konfokal mikroskop
yaygin olarak kullanilmaktadir. Cekirdek ve/veya aktin filamentlerinin eszamanli olarak
uygun floresan boyalarla boyanmasi hiicrelerin yeri ve seklinin goriintiillenmesini
kolaylastirmaktadir. Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini
dolayisiyla da hiicre c¢ekirdegini goriinlir hale getirebilmektedir [96]. Konfokal
mikroskopi yonteminde canli veya Olii, apoptotik veya nekrotik tiim hiicreleri

boyayabilen Hoechst boyas1 kullanilabildigi gibi sadece oOlii (nekrotik, DNA’s1
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hasarlanmais) hiicreleri boyayabilen propidium iyodit boyast
kullanilabilmektedir. Hoechst boyasi ile membran1 saglam olan (canli/apoptotik) hiicreler
boyanirken membran biitiinliigii bozulmus (nekrotik) hiicreler ise propidium iyodit ile
boyanmaktadir. Bu sekilde boyanan hiicreler konfokal mikroskopta uygun eksitasyon
araliginda goriintiilenebilir ve taninabilirler. Konfokal mikroskopi yontemi kullanilarak
yeni sentezlenen bilesiklere maruz birakilmis hiicrelerin 6lii ya da canli oldugu
gozlenebilmektedir. Ayrica, 6lii hiicrelerin 6liim yolu ya da apoptozisle veya nekrozisle
Oliip 6lmediklerinin ayrimi ¢ekirdek morfolojisine bakilarak da yapilabilmektedir. Hiicre
iskeleti ve ¢ekirdek morfolojisi i¢in falloidin ve akridin oranj boyalar1 kullanilarak tipik

apoptotik degisikliklerin olusup olusmadigi saptanabilmektedir [97].
2.5.2.1.1. Morfolojik degisikliklerin apoptozdaki yeri

Apoptotik hiicre 6liimii, en toksik ilaglarin bu yolla hiicre 6liimiinii gerceklestirmesi
ve timor baskilayict genlerin ve onkoproteinlerin bu yolda beraber rol oynamasi
nedeniyle arastiricilar tarafindan her zaman ilgi ¢ekici bulunmustur [98]. Apoptoz yoluyla
Olen hiicrelerde kaspaz bagimli apoptotik yolda aktif (efektdr) kaspazlar hiicre iskelet
elemanlarinin aktin, fodrin gibi proteinleri, ¢ekirdek zarinin integrasyonunda gorevli
lamin A’y1, ADP-riboz ve polimeraz (PARP) gibi DNA tamirinde rol alan proteinleri
parcalayarak da hiicrede Onemli morfolojik degisikliklere neden olmaktadir. Bu
morfolojik degisiklikler tipik apoptotik hiicre morfolojisini gostermektedir [92]. Yine
morfolojik belirteglere bakildiginda nektrotik hiicrelerden farkli olarak apoptotik
hiicrelerde hiicrenin biiziiserek kiigiildiigii, membranlarinin disa cikintilar seklinde
tomurcuklanma yaptig1, ¢ekirdek kromatininin yogunlastigi goriilmektedir. Buna
ilaveten, ileri apoptotik evrede hiicre ¢ekirdeginin yogunlastigi ve DNA nin parcalanmasi
gerceklestikten sonra, her biri membranla kapli birgok apoptotik cisimciklerin olustugu
goriilmektedir [88]. Tiim bu morfolojik degisiklikler g6z oniine alindiginda, morfolojik
degisikliklerin apoptozdaki yeri ve 6nemi ortaya konmakta ve morfolojik degisikliklerin

apoptozda en onemli belirteclerden oldugu agiktir.
2.5.2.1.2. Hiicre i¢i kalsiyum derigiminin apoptotik rolii

Hiicre ici kalsiyum, kalmodulin gibi bir¢ok hiicre i¢i proteinlerle, protein kinazlar
gibi enzimler ile etkileserek hiicre sinyallesmesinde kilit rol oynamaktadir. Hiicre igi
kalsiyum depolanma vyerleri endoplazmik retikulum (ER) ya da sarkoplazmik

retikulumdur (SR) [99]. Bu depolardan kalsiyum salinimi hiicre yiizeyindeki G proteini
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reseptoriiniin uyarilmast ve sinyallesme kaskadiyla inozitol 1,4,5-trifosfat (IP3)’in da
aktiflesmesi seklinde gergeklesmektedir. Endoplazmik retikulumdan kalsiyumun
salinmasi i¢in IP3 endoplazmik retikulum ylizeyindeki IP3 reseptoriiyle etkilesir ve
uyarilan reseptor kalsiyumun endoplazmik retikulumdan sitozole aktig1 bir kanal olarak
calisir. Endoplazmik retikulum ve sarkoplazmik retikulumdaki kalsiyum depolarinin
bosaltilmasi, ER/SR kalsiyum adenozin trifosfataz (ATPase) enziminin inhibisyonu ile
de gerceklesebilmektedir ¢linkli enzimin gorevi kalsiyumu sitozolden bu depolara
pompalamaktir [100]. Bu kaynaklar disinda, hiicre i¢i kalsiyumun, hiicre disi
kaynaklardan da hiicre membranindaki kalsiyumun gecebilecegi biiyiikliikteki kanallar
araciligiyla girmesi sonucu artabildigi bilinmektedir [101, 102].

Apoptotik hiicre 6liimii cok sayida ve tiirde mediyator tarafindan diizenlenmektedir.
Bu mediyatorler, kalsiyum gibi iyonlar, seramid gibi molekiiller, c-myc gibi genler ve p53
gibi proteinler ve bunlara ilaveten, mitokondri gibi organeller olabilir. Mediyatorlerin bir
kismi belli hiicre tiplerine 6zeldir bir kismi da apoptozun tetiklenme tiirline gore
degisebilmektedir. Apoptozun gergeklesmesi sirasinda kalsiyum iyonunun hiicre icine
siirekli olarak girdigi kaynaklarda vurgulanmaktadir. Bunun yani sira apoptozun
gerceklesmesi i¢in, hiicreye kalsiyum iyonunun girmesi elzem sartlar arasinda
gosterilmemektedir [91]. Bu iyon endoniikleazlarin aktif hale getirilmesinde, genlerin
diizenlenmesinde, proteaz enzimlerinin aktiflestirilmesinde gorev aldigr gibi hiicre
iskeletinin organizasyonunda da rol almaktadir. Hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinin dengede
tutulmasinda goérevli olan organel endoplazmik retikulum (ER)’dur. Hiicre i¢i kalsiyum
seviyesi ylikseldiginde ER membranindaki prokaspaz-12 aktif hale gelir ve sitoplazmaya
gecerek kaspaz-9 ile etkilesir ve apoptotik kaskadi baslatir. Apoptotik kaskad
baslatildiginda, hiicre irreversibl bir 6liim siirecine girmistir. Aktif kaspazlarin DNA-
bagimli protein kinaz, laminler, DNA fragmantasyon faktorii 45 proteini gibi hedefleri

pargalamasiyla hiicre apoptoz siirecini tamamlamis olur [91].
2.5.2.2. Gegirimli elektron mikroskopisi yontemi (TEM) ile apoptoz tayini

Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) yonteminde, dnceden takip edilerek blok
haline getirilmis, mikrotomda kesilerek ince kesitler halinde gridlere yerlestirilmis
orneklere elektron tabancasindan elde edilen elektronlarin 60-150 KV (genel ortalama
100 KV) arasinda bir degerde hizlandirma voltaji ile yonlendirilmesiyle ve ornekten

gecen elektronlarin floresan ekran lizerine diiserek goriintlilenmesini saglayan bir

37



mikroskobik arastirma yontemidir. Elektronlarin yonlendirilmesi elektromanyetik lensler
kullanilarak yapilir. Gegirimli elektron mikroskobu goriintiilenecek numuneyi 300000
kez biiyiitebilme (yiiksek ¢oziiniirliik), iletken ya da yalitkan numunelerin incelenmesine
olanak saglama gibi avantajlar1 yaninda, maliyetli olmasi ve kullaniminin uzmanlik
gerektirmesi gibi dezavantajlara sahiptir [103].

Apoptotik hiicre oliimii tipik morfolojik degisikliklerle karakterizedir. Bu
degisiklikler kromatin yogunlasmasi, sitoplazma ve celirdek pargalanmasi, tek veya
birden fazla interniikleozomal alanlardan DNA’nin pargalanmasi, apoptotik cisimlerin
olugsmasi, hiicre membraninda tomurcuklarin olugmasi gibi karakteristik apoptoz
gostergeleridir [104]. Buna ilaveten apoptozda en ¢ok etkilenen ve basrol oyuncusu
olarak gdsterilen mitokondri ayrica yine ¢ok etkilenen zarli organellerden ER ve tiim
hiicre iskeleti de hasarlanmaktadir. Tiim bu karakteristik degisikliklerin incelenmesi ve
goriintiilenmesinde TEM 6nemli bir aractir. Apoptotozun tipik morfolojik ve ince yapisal
degisikliklerinin en kolay ve dogru goriintilendigi yontem elektron mikroskopi
yontemidir. Bu yontem ile apoptoz tayini “altin standard” olarak gosterilmektedir.
Hiicrelerin mitokondri, lizozom, ER, ¢ekirdek gibi organellerinde meydana gelen
degisiklikler, bu yontemle rahatlikla gosterilebilmektedir [105].

Gecirimli elektron mikroskobunda apoptotik hiicrede meydana gelen ince yapisal
degisikliklerin incelenmesi icin, oncelikle hiicrelerin TEM’de biyolojik numune takibine
uygun olarak takip edilip bloklar haline getirilmesi gerekmektedir. Bu bloklardan
mikrotom cihazinda oOnce yar1 ince kesitler alinarak hiicrelerin dagilimma 151k
mikroskobunda bakildiktan sonra yar1 ince kesitte incelenecek bolge isaretlenerek ince
kesitler (70-100 nm) alinmaktadir. Bu ince kesitler, uranil asetat ve kursun sitrat
boyalariyla boyanarak hiicrelerin membran, ¢ekirdek ve organelleri daha belirgin hale

getirilip TEM’de goriintiileri elde edilebilmektedir [106].
2.6. Hiicre Dongiisii ve Kontrol Mekanizmalari

Hiicre dongiisii, hiicre iceriginin iki katina ¢ikmasiyla hiicre boliinmesini kapsayan
hiicrenin ve canliligin devamliligini saglayan bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Dongiide
iki katina ¢ikan DNA, boliinme sonucunda olusan iki yeni yavru hiicreye esit olarak
gitmektedir. Bir memeli hiicresinde DN A ’nin iki katina ¢ikmasi yaklasik 10-12 saat siiren
sentez (S) evresi’nde gerceklesmekte, kromozomlarin ayrilmasi ve hiicre boliinmesi ise

yine memeli hiicresinde yaklasik 1 saat siiren mitoz (M) evresi’nde ger¢eklesmektedir. M
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evresi ile S evresi arasinda G1 evresi S evresi ile Mitoz evresi arasinda ise G2 evresi yer
almaktadir. Ozetlenecek olursa dkaryotik hiicre dongiisii sirasiyla G1, S, G2 ve M
evrelerinden olusmaktadir. G1, S ve G2 evresi beraber interfaz evresini olusturmaktadir.
Laboratuvar kosullarinda iiretilen insan hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin 24 saatlik
stiresinin ilk 23 saatinde interfaz son 1 saatinde ise mitoz gergeklesmektedir. Hiicre
dongiistinde uzun interfaz evresinde DNA iki katina ¢ikmakta ayn1 zamanda da hiicrenin
tiim protein icerigi ve organelleri iki katina ¢ikmaktadir. Interfaz evresindeki asamalarn
uzunlugu mitoza ge¢ilmeden onceki tiim hazirliklarin dogru olarak yapilmis oldugundan
emin olunmas1 amacryladir. Interfazin en uzun evresi G1 evresidir. Bu evrede hiicreler
arasindaki sinyal ve hiicre dis1 kosullar uygun olmadiginda hiicreler G1 evresindeki
ilerleme gecikir. Bu evrede hiicreler GO (G sifir) evresi olarak adlandirilan durgunluk
evresine girerek hiicre dongiisiine devam etmez ve uygun sartlarin olugmasini beklerler.
Dis sinyaller, biiyiime faktorleri gibi sartlar yeniden olustugunda bu hiicreler Gl
evresindeki denetim noktasina ilerler ve bu noktayr da gecen hiicreler artik sinyallerin
yoklugunda da dongiide ilerlemeye devam etmektedirler.

Hiicre dongiisinde meydana gelen tiim olaylarin denetim mekanizmasi, hiicre
tirlerine gore farklidir. Hiicrelerde bu denetimden sorumlu 6zel proteinler oldugu 1980’li
yillarda ortaya ¢ikmistir. Ayrica hiicre dongiisiinde denetim noktalar1 yer almaktadir.
Dongiiniin ilgili evresinde ger¢eklesmesi gereken islemler gerceklesmemisse bu denetim
noktalarinda hiicre dongiisii durdurulmaktadir. Ornegin DNA’s1 hasarlanmis bir hiicrenin
dongiisi DNA tamir mekanizmalarinin devreye girmesi i¢in G1 ve G2 evrelerinde

yavaglatilmakta ve tamir gerceklestirildiginde dongii ilerlemektedir [30].
2.6.1. Hiicre dongiisiinde gorev alan proteinler

Hiicre dongiistinde siklin bagiml kinazlar (Cdk) ailesi, temel géreve sahip protein
kinaz ailesidir. Hiicre dongiisii sirasinda bu protein kinazlarin etkisi, artma veya azalma
seklinde degismektedir ve bunlar hiicre i¢i proteinlerin fosforillenmesinde degisikliklere
yol agmaktadir. Cdk’lardaki bu degisiklikler siklin proteinlerine baglidir. Cdk’lar ancak
siklinlere bagli olduklarinda etkindirler. Dongliniin ilerlemesi i¢in farkli Cdk’lar farkli
siklin proteinleriyle birlesir ve siklinlerin yikimi sonucunda Cdk aktivitesi sona
ermektedir. Omurgali hiicrelerinde Cdk’lar 4 grupta incelenmektedir. Bunlardan G1-Cdk
kompleksi siklin D ile Cdk4 veya Cdk6’nin birlesmesiyle, G1/S Cdk kompleksi siklin E
ile Cdk2’nin birlesmesiyle, S-Cdk kompleksi siklin A ile Cdk2’nin birlesmesiyle ve M-
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Cdk kompleksi de siklin B ile Cdk1’in birlesmesiyle olusmaktadir. Bu komplekslerden
herbiri farkli proteinleri fosforillemektedir. Bu komplekslerin aktiflestirilmesinde esas
gorev alan Cdk aktiflestirici kinaz (CAK)’in Cdk aktif bolgesine yakin bir amino asiti
fosforillemesiyle Cdk-siklin kompleksi aktiflesmis olur. Bu aktif bolgenin Weel protein
kinaz tarafindan fosforillenmesiyle kompleksin etkinligi engellenirken Cdc25 fosfatazi
tarafindan defosforillenmesiyle ise kompleks etkinligi arttirilmaktadir. Cdk-siklin
komplekslerinin bir diger engelleyicisi de Cdk engelleyici proteinlerdir (CKI). CKI’'nin
(memeli hiicrelerinde p27 proteininin) baglanmasiyla aktif bolgesi degisen Cdk protein
kinazinin etkinligi degismekte ve etkisiz hale gelmektedir.

Hiicre dongiisiinde G1 evresindeki ilerleme ve S evresinin baglangicinin
denetlenmesi kanser vakalarinda siklikla bozulmus durumdadir. Bu durum hiicrenin
siirsizca ¢ogalip kanserlesmesine yol agmaktadir. Kanser vakalarindaki ilerlemenin
onlenmesi i¢in bu iki evredeki proteinlerin ve bunlarin denetleyici molekiillerinin ayrintilt
olarak bilinmesi gerekmektedir. G1 evresinde Cdk kompleksinin etkinligi E2F gen
diizenleyici proteinine bagldir. E2F proteini G1 siklinleri, S siklinleri ve gegis
noktalarinda goérevli proteinlerin promotor bdlgesine baglanarak ve dongii ilerlemesini
engelleyen retinoblastom (Rb) proteini ile etkileserek etkisini gostermektedir. Gl
evresinde Rb’a baglanan E2F proteini S evresi proteinlerinin transkripsiyonunu engeller.
Hiicreye boliinmesi yoniinde gelen dis sinyaller varliginda G1-Cdk kompleksi birikerek
Rb’un fosforillenmesi gerceklestirilir. Fosforillenmis Rb’un E2F proteinine olan ilgisi
azalir ve ayrilan Rb E2F proteininin S evresi i¢in gerekli proteinlerin gen ifadesini
gerceklestirmesine olanak sagar. Serbest E2F proteini kendi ifadesini de arttirmaktadir
[30].

DNA’s1 hasarli bir hiicre, dongiide ilerleyemez ve p53 proteininin aktiflesmesiyle
veya daha farkli bir mekanizma ile apoptoz yoluna gidebilmektedir. p53 proteini hiicre
dongiisiinde tiimor baskilayict protein olarak goérev yapmakta ve DNA’daki hasarli
bolgeye baglanarak hiicre dongiistinii G1 evresinde yavaglatarak, DNA tamir
mekanizmalarinin devreye girmesine olanak saglamaktadir. Hasarin tamir edilememesi
durumunda hiicre G1 evresinden p53 araciligiyla apoptoza yonlendirilmektedir. Timor
baskilayic1 p53 proteini ifade edemeyen veya mutasyona ugramis hiicreler p53 proteini
normal olan hiicrelere gére daha uzun siire hayatta kalmaktadir ve hasarli DNA’sina
ragmen apoptoza yoOnlendirilemedikleri i¢in kontrolsiizce c¢ogalarak dokuda

kanserlesmeye neden olabilmektedirler. Ayrica p53 proteini apoptozda dengeleri hassas

40



olan Bax / Bax, Bax / Bcl-2, Bcl-2 / Bcl-2 oranlarini diizenlediginden hiicre dongiisiinde
onemli role sahiptir [95]. DNA’s1 hasarlanmamis hiicrede ise p53 proteini ¢ok kararsiz ve
az miktarda bulunmaktadir. Bu durum p53’iin bir ubikitin ligaz olarak gérev yapan Mdm?2
proteiniyle etkilesmesinden kaynaklanmaktadir. DNA hasar1 durumunda p53’i
fosforilleyen kinazlar artmakta ve dolayisiyla da p53’tiin Mdm2’ye baglanmasi
azalmaktadir. Boylece yikimi azalan p53’iin hiicre i¢i birikimi ve dolayisiyla da gen
ekspresyonu artmaktadir. Ayrica bu p53 birikimi ekspresyon olarak p21°i etkinlestirerek,
DNA hasar1 sonrasinda G1/S Cdk kompleksi ve S Cdk kompleksinin etkinliklerinini

baskilayarak hiicre dongiisiinii durdurma yoluna sokmaktadir [29, 30].

glverigsiz hucre ‘agm ide tutunmamis
disi gevre DNA mitojenik tipkiyapiimamis  DNA kromozom
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S siklin sentezi
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Sekil 2.5. Hiicre Déngiisii Denetim Mekanizmalart
Kaynak: Alberts, 2008, s. 123

2.6.1.1. Siklinler

Hiicre dongiisiinde Cdk protein kinazlarin en Onemli denetleyicisi siklin
proteinleridir. Siklin ismi, hiicre dongiisiinde siirekli ve dongiisel olarak yapim ve yikim
olaylarna maruz kalmalarindan kaynaklanmaktadir. Bu proteinlerin tanimlanmasi
Cdk’lara baglanarak calistiklart hiicre dongiisii evresine gore gerceklestirilmektedir.
Buna gore siklinler G1 siklinler, G1/S siklinler, S-siklinler ve M-siklinler olarak
siniflandirilmaktadir. G1 disindaki siklin siniflariin her biri tiim Okaryot hiicrelerde
varlig1 gerekli siklinleri kapsamaktadir. G1 evresindeki siklinler D grubu siklinlerdir.
Memeli hiicrelerinde ii¢ tip D grubu siklin mevcuttur. Bunlar D1, D2 ve D3 siklinlerdir.

G1/S siklinler E grubu siklinlerdir. S-siklinler A grubu, M-siklinler ise B grubu
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siklinlerdendir. Siklin proteinlerinin hiicre dongiisiindeki esas gorevi, Cdk’lara sikica

baglanarak onlarin protein kinaz aktivitesini ger¢eklestirmesini saglamaktir [30].
2.6.1.1.1. Siklinlerin yapist ve dagilimi

Normal hiicrelerde hiicre dongiisii boyunca eksprese edilen proteinlerin bilinmesi
hiicre dongiisiiniin kontrol mekanizmalarinin agiga kavusturulmasinda onemlidir.
Siklinler normal ve kanser hiicrelerinin hiicre dongiisiinde anahtar role sahip
proteinlerdir. Cekirdek proteini olan siklin 36,000 (M ( 36K) molekiil agirligina sahiptir.
Bu protein ¢esitli insan hiicrelerinde oldugu gibi, fare, hamster ve kus hiicrelerinde de
tanimlanmistir [107]. Siklinlerin insan hiicrelerinde bdoliinen hiicre ¢ekirdek antijeni
(Proliferating Cell Nuclear Antigen, PCNA) ile bir¢ok ortak 6zellige sahip oldugu ve bu
iki proteinin aslinda ayni oldugu ¢alismalarda gosterilmistir [108]. Siklin proteini DNA
polimeraz &’nin katalitik aktivite gdstermesi igin gerekli bir yardimci proteindir ve hiicre
dongiistiniin baglamasinda kritik role sahiptir [107, 108, 109]. Erken S fazinda siklin
niikleoplazmanin ¢ekirdekgikler hari¢ tamaminda daginik olarak bulunmaktadir.
Hiicrenin S fazinda ilerlemesiyle bu protein daha belirgin olarak boyanmaktadr. ileri S
fazinda DNA sentezinin en iist diizeyde oldugu evrede siklin proteini yeniden dagilim
gostererek c¢ekirdekte nokta seklinde boyanmalar halinde goriinmektedir. Bu boyanma
sekilleri senkronize olmadan c¢ogalan insan normal amniyon hiicrelerinde de
gosterilmistir. Bu durum siklin dagilimmin hiicrenin transforme olmasiyla iligkili
olmadigin1 gostermektedir. Siklinin ¢ok az miktarlarda bdliinmekte olmayan normal
hiicrelerde ve dokularda oldugu gibi boliinen normal ve tiimor hiicreleri dahil transforme
hiicrelerde de sentezlendigi ve hiicre proliferasyonu ve DNA sentezinde merkezi eleman

niteliginde oldugu bildirilmistir [107, 108].
2.6.1.1.2. Siklinlerin hiicre dongiisiindeki rolii

Siklinler hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde ve kontroliinde anahtar role sahip
proteinlerdir. Hiicre dongiisiinde Cdk’lara baglanarak onlarin protein kinaz aktivitesini
gostermesini saglamaktadirlar. Siklin proteininin Cdk protein kinaza baglanmasi
sonucunda Cdk’nin kapali olan aktif merkezi acilarak kismen aktif hale gelmesi
saglanmaktadir. Uygun siklinin baglanmasiyla agilan Cdk aktif merkezine yakin bir
amino asitin Cdk etkinlestirici kinaz (CAK) tarafindan fosforillenmesiyle Cdk yapisinda
meydana gelen kiiciik konformasyonel degisiklik Cdk proteinini tamamen aktif hale

getirmekte ve boylece bu yapiya 6zel hiicre dongiisii olay1 tetiklenmektedir. Farkli siklin
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proteinleri farkli evrelerde farkli Cdk’lara baglanarak gorev yapmaktadir. Bu durum
mayalarda farklidir. Mayalarda tek bir Cdk proteini tiim siklin gruplarma
baglanabilmekte ve hiicre dongiisiiniin her evresinde farkli siklinlerle kompleks
olusturarark hiicre déngiisiiniin tamamini kontrol edebilmektedir. ilk evredeki D grubu
siklinler G1 siklinleridir ve Cdk4 veya Cdk6 ile kompleks olusturarak ge¢ G1’deki
baslangi¢ ya da kisitlama noktasindan gegis icin hiicreyi uyarirlar. Bu durum hiicrelerin
cogunda mevcuttur. E siklinler G1 evresi sonunda Cdk2 ile baglanarak kompleks
olustururlar ve hiicreyi DNA duplikasyonuna yonlendirmede gorevlidirler. Siklin A’lar S
evresinde Cdk2 ile kompleks olustururlar ve bu kompleksin olusumu DNA
duplikasyonunun baglamasi i¢in sinyal teskil etmektedir. Siklin B’ler Cdkl1’i aktive
ederek mitoz olaylarinin baslamasini saglarlar.

Siklin proteinlerinin kompleks olusturduklar1 Cdk proteinini aktif hale getirmenin
disinda olusurduklar1 herbir kompleksin farkli substrat proteinini fosforilleyerek farkli
hiicre dongiisii olaylarin1 denetledikleri belirtilmektedir. Olusan herbir siklin-Cdk
kompleksi dongiiniin farkli evrelerinde farkli etkiler de gosterebilmektedir. Bu durum
hiicre dongiisiiniin ilerlemesiyle sentezlenmis olan substrat proteinlerinin farkl
evrelerdeki cesit ve miktarinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Mitoz proteinleri
ornek verilecek olursa, bu proteinlerin bazilarinin sadece G2 evresinde bulunmasi ve
fosforillenmeye uygun olmasi literatiirde yer almaktadir. Dolayisiyla sadece bu evredeki
siklinler =~ ve  olusturduklar1  kompleks bu evredeki mitotik ptoreinleri

fosforilleyebilmektedir [108].
2.7. Kaderinler

Hiicreler birbirilerine ve hiicre dis1 matrikse, hiicre adezyon molekiilleri (CAM)
denilen hiicre yiizey proteinleri aracihigryla yapismaktadir. CAM’lar Ca%*-bagimli ve
Ca?*-bagimsiz olmak iizere iki grupta incelenmektedir. Kaderinler Ca?*-bagimli hiicre-
hiicre adezyonunu saglayan temel CAM’lardandir. Omurgali ve omurgasizlarda hiicre
tipine bagli olarak bir ya da daha fazla tipte ifade edilmektedir. Kaderinler erken
embriyonik gelisim doneminde hiicreleri bir arada tutan adezyon molekiilleridir. Hiicre

kiiltiiri ortaminda hiicre dis1 Ca?" ©

un uzaklastirilmasiyla embriyonik dokularda dagilma
ve dolayisiyla da erken 6lim meydana geldigi gosterilmistir. Bir¢ok kaderin proteini
hiicre membranini bir kez kat eden 700-750 amino asitlik transmembran proteinlerdir. Bu

proteinler plazma zariyla birleserek dimer ve oligomer olusturmaktadirlar. Hiicre disinda
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kalan kaderin kismi katlanarak immiinoglobulinlere benzer yapi olusturur. Bu yap1
Ca2*“un baglanmasiyla sertlestikce daha dayanikli hale gelmektedir. Ca?* uzaklastikca da
daha gevsek ve proteolitik enzimlerce yikima daha agik hale gelmektedir. Kaderinler alfa,
beta ve gama-katenin proteinleriyle sitoplazmik domeynlerinden baglanir. Bu proteinler

kaderinleri hiicre iskeletiyle baglantili konuma getirmektedir [30].
2.7.1. Kaderin cesitleri

Kaderinler epidermiste ve diger epitel dokularda homotipik interseliiler adezyona
aracilik eden molekiillerdir. Bulunan ilk kaderinler, bulunduklar1 hiicre tipine gore
isimlendirilmistir. Epidermis hiicrelerinde bulunan kaderinler E-Kaderin, sinir, kas ve goz
mercegi hiicrelerinde bulunan kaderinler N-Kaderin ve plasenta ve epidermis
hiicrelerinde bulunan kaderinler de P-Kaderin olarak adlandirilmistir. Daha sonra, farkli
kaderin cesitlerinin, farkli dokularda da bulundugu ortaya konulmustur. Bu kaderin
gesitleri disinda birgok 0Ozgiin  kaderin mevcuttur. Desmozom kaderinleri ve
protokaderinler ¢ok genis bir kaderin ailesidirler. Bu genis kaderin ailesine, adezyon
ozelligi olan kaderinler disinda, T-Kaderin ve Fat proteini gibi, yapistirma ozelligi
olmayan proteinler de girmektedir.

Tiim kaderin ¢esitleri klasik kaderinler ve 6zgilin kaderinler olarak iki grupta
incelenen kaderin st ailesine dahildirler. Klasik kaderinler E-Kaderin, N-Kderin, P-
Kaderin ve VE-Kaderini kapsar ve bunlar sirasiyla epitel hiicrelerinin adezyon
noktalarinda, néron, kalp ve iskelet kasi, mercek ve fibroblastlarin adezyon noktalar1 ve
kimyasal sinapslarinda, plasenta, epidermis ve meme epiteli adezyon noktalarinda ve
endotel hiicrelerinin adezyon noktalarinda yer almaktadirlar. Klasik kaderinlerden E-
Kaderinlerin etkisizlestirilmesiyle farelerin embriyonik donemin blastosit evresinde
embriyo biitlinlesememesi sonucunda 6ldiigli, N-Kaderinlerin etkisizlestirilmesiyle
embriyonik  kalp kusurlari nedeniyle oliimiin  gergeklestigi, P-Kaderinlerin
etkisizlestirilmesiyle fare embriyolarinda anormal meme bezi gelisimi gozlendigi ve VE-
Kaderinlerin etkisizlestirilmesiyle de endotel hiicrelerin apoptozuyla anormal damar
gelisimi meydana geldigi ¢aligmalarda belirtilmistir. Ozgiin kaderinler dezmokolin,
dezmoglein, T-Kaderin, Fat ve protokaderinleri kapsar ve bunlardan ilk ikisi deri
hiicrelerinin desmozomlarinda bulunurken T-Kaderin, Fat ve protokaderinler sirasiyla
noronlar ve kas hiicrelerinde, epitel ve merkezi sinir sistemi hiicrelerinde ve néronlarin

kimyasal sinapslarida bulunmaktadir. Ozgiin kaderinlerden dezmokolin, T-Kaderin ve
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protokaderinlerin  etkisizlestirilmesiyle nasil bir etki ortaya ¢ikacagi heniiz
aydinlatilmamigsken dezmoglein etkisizliginde keratinosit hiicrelerinde hiicre-hiicre
adezyonu kayb1 nedeniyle kabarcikli deri hastaliginin ortaya ¢iktig1 Fat etkisizliginde ise

tiimorlerin olustugu belirtilmistir [30].
2.7.1.1. E-Kaderin

E-Kaderinler epitel hiicrelerde hiicre-hiicre adezyonunu saglayan kaderin {ist
ailesine ait, en iyi tanimlanan klasik kaderin molekiilleridir. E-kaderin 123 kD agirliginda
bir hiicre yiizey glikoproteinidir ve Ca?* varliginda epitel hiicreleri arasinda adezyonu
saglamaktadir. Bu glikoproteine uvomorulin, L-CAM, cell-CAM vya da arc-1 de denir.
Normal epitel hiicrelerinde E-Kaderinlerin daha ¢ok hiicre kenar kisimlarinda eksprese
edilirken tiimorlii hiicrelerde farkli bolgelerde eksprese edildikleri kaynaklarda ifade
edilmektedir [30]. Genelde olgun epitel hiicrelerinin adezyon noktalarinda yogunlasip
hiicre kabuk aktin ve iskeletini birbirine baglarlar. E-Kaderinlerin fare embriyosunun
sekiz hiicreli gelisim donemindeki morfolojik degisikliklerin olusumu ve embriyo
stkigsmasinin meydana gelmesinde sorumlu oldugu bilinmektedir. Bu sikisma sayesinde
blastomerler birbirine sikica baglanarak paketlenmenin ger¢eklesmesine yardimci
olmaktadir. Paketleme durdurulacagi zaman E-Kaderinlere karsi olusturulan antikorlar E-
kaderinleri etkileyerek gelisim evresini kontrol etmektedir. E-Kaderinler omurgalilarda
noral tiip olusumu sirasinda ektodermden kopma gergeklesirken noral tiip hiicreleri E-
Kaderinlerini kaybeder ve diger kaderin tiirlerini alirlar. Bu sirada ektodermde kalan
hiicreler E-Kaderin ekspresyonuna devam etmektedir. Bu sekilde kaderinlerin ifadesi ve
kaybolmasi embriyonik gelisim evresi ve meydana gelen olusumlarla uyum igerisinde

devam etmektedir [30].
2.7.2. Kaderin-kanser iliskisi

Hiicre-hiicre adezyonunun insan kanser vakalarinda oldukg¢a diisiik oldugu
bilinmektedir. Hiicre adezyonunun azalmasi hiicre proliferasyonu sirasinda kontakt
inhibisyonun kayb1 dolayisiyla da hiicrelerin biiylime kontrolii sinyallerinden kagmasina
neden olmaktadir. Hiicre dongiisiinde, dongiiyii kontrol eden siklin bagimli kinazlar1
inhibe eden p27 proteini, E-Kaderinler tarafindan arttirilarak hiicre proliferasyonunun
durduruldugu bilinmektedir [110]. Gelisen kanser tiirlerinde hiicre-hiicre adezyonunun
kaybi, kanser hiicrelerini ilk olusum noktasindan ayirarak ve ileri karsinojenik evreler

olan invazyon ve metastaza yoOnlendirebilmektedir. Kaderinlerin kanser ve tiimor
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olusumundaki rolii tek agidan incelenecek kadar basit degildir. Bu iliskiyi agiklamak igin,
hiicre adezyon molekiillerini, baglandiklar1 hiicre iskelet elemanini, dahil olduklar1 sinyal
yolunu ve bunun eksikliginde veya hasarinda meydana gelecek patolojik durumlari
ayrintili olarak ele almak gerekmektedir. Kaderinlerin ve oOzellikle de klasik
kaderinlerden  E-Kaderinlerin  ekspresyonunun azalmasi, normal hiicrelerde
kanserlesmenin tek ve en etkili nedenlerinden olmasa da, kanser hiicrelerinde E-Kaderin
kayb1 veya hasarinin timor hiicresini daha agresif ve de invazyon ve metastaza uygun
hale getirdigi kaynaklarda belirtilmistir [111]. E-Kaderin kayb1 hiicre-hiicre adezyonunu
ortadan kaldirip, kanserli hiicreleri daha hareketli hale getirerek, uygun sartlar altinda

daha invazif hale doniistiirebilmektedir [111].
2.7.2.1. E-Kaderinin kanserdeki rolii

Kanser ve metastazin gelisim basamaklarindan birincisinin  hiicre-hiicre
adezyonunun kaybi1 ve hareketlilik ile invazyonun artmasi olarak belirtilirken, bu
durumun E-Kaderinlerin kaybi ile gerceklesebildigi kaynaklarda ifade edilmektedir
[112]. Hiicre dongisinde, p21’in  baskilanmasi  E-Kaderinler tarafindan
gerceklestirilerek, hiicre dongiisiiniin heniiz tam olarak aciklanamayan bir mekanizmayla
durduruldugu ve hasarli hiicrenin dongii kontrol mekanizmalarindan kagmasini sagladigi
literatiirde yer almaktadir [110]. insanda goriilen kanser vakalarinda E-Kaderin/Katenin
kompleksinin hiicre adezyonunu saglamasi disinda sinyalleri niikleus ve hiicre iskeletine
dogrudan ya da baglanti kompleksleri yoluyla ileten bir kompleks oldugu ifade
edilmektedir [113]. Timor hiicrelerinde, fonksiyonel olarak E-Kaderinin yeniden
diizenlenmesinin tiimor tipini invazif bicimden benign epitel fenotipine ¢evirebildigi
calismalarda bulunmustur [114]. E-Kaderin-Katenin aracili hiicre-hiicre adezyon
mekanizmasinda meydana gelen degisiklikler prostat kanser vakalarinin yarisina yakin
bir kisminda goriilmekte ve bdylece hiicrelerin metastatik giiclinlin artmasiyla kanser
daha da siddetlenmektedir. Ayni zamanda, dendritik epidermal T hiicrelerinin
keratinositlere adezyonunda da E-Kaderinlerin rol oynadigi diisiiniilmektedir. Insan
meme kanserinde E—Kaderin ekspresyonunun invazyon ve metastaza yol agabildigi
bilinmektedir [115]. Insanda goriilen kanser tiirlerinde genellikle hiicre-hiicre

adezyonunun diisiik oldugu kaynaklarda belirtilmistir [115].
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

3.1.1. MCF-7 hiicreleri

MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattt American Type Culture Collection’dan
(ATCC) temin edilmistir. Esas ATCC numarasi ve kodu HTB-22 olan MCF-7 hiicreleri
ATCC’nin  o6nerdigi protokol dogrultusunda c¢ogaltilarak -196°C’de sivi azotta

stoklanmustir.
3.1.2. Kullanilan kimyasal ve sarf malzemeleri

Dimetil siilfoksit (DMSO), MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromid); Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI), Fetal Bovine
Serum (FBS), Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10000 U/mL penisilin, 10 mg/mL
streptomisin), Tripsin-Etilendiaminotetraasetik asit (Tripsin/EDTA), Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma); osmium tetraoksit, glutaraldehit, araldit,
propilen oksit, uranil asetat, kursun sitrat (Electron Microscopy Science); hiicre siklus kiti
(Cell Cycle DNA test plus reagent Kit, BD, Pharmingen, USA) ve Annexin V apoptosis
detection kit (BD, Pharmingen, USA); phalloidine, Anti-E kaderine (Thermo Scientific),
etil alkol, fluo-3, ATP, vanadium (IV)-oxid sulphate pentahydrate pure (VOSOQs) (Riedel-
de Haen cat: 14229 Lot: s29267-275, CA); Anti-siklin B1 ve Anti-siklin D1 (Santa Cruz,
CA, USA) firmalarindan temin edilmistir. 25 ve 75 cm?’lik flask (TPP, Isvigre); 96 ve 6
kuyucuklu plakalar (TPP, Isvicre); cam pipetler (1, 2, 5 ve 10 mL hacimlerinde), pastor
pipetler, enjektorler (10, 20 ve 50 mL hacimlerinde), steril falkon tiipler (15 ve 50 mL)
(TPP, Isvigre); steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), kriyotiip, yuvarlak
lamel (Biolab) ve bakir grid (EMS, USA) firmalarindan temin edilmistir.

3.2. Metod
3.2.1. MCF-7 hiicrelerinin cogaltilmasi

S1v1 azot tankinda -196°C’de stokta bulunan MCF-7 hiicreleri tanktan ¢ikarilmus,
¢oziildiikten sonra tiip igerigi %10 serum (Fetal Bovine Serum/FBS) igeren RPMI besi
yeri i¢ine aliarak, 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernatan kismi dokiildiikten
sonra, hiicreler yeni besi yeri i¢inde siispanse edilerek kiiltiir flasklarina alinip, 37°C’de,
%35 karbon dioksit ve uygun nem standartlarini igeren inkiibatorde inkiibe edilmislerdir.

Tamamen hiicrelerle kaplanmis flask icindeki besi yeri bir pipet yardimiyla
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uzaklagtirilarak, PBS ile hafifce yikanmasindan sonra 1x tripsin/EDTA soliisyonuyla
inkiibatdrde hiicreler kaldirilmigtir. Flask tabanindan kalkan hiicrelerin iistiine, tripsinin
iki kat1 hacminde besi yeri eklenmis ve 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Olusan
hiicre pelleti iizerindeki besi yeri dokiilerek yeniden besi yeri ilave edilmis ve karistirma
isleminden sonra hiicreler esit oranlarda ayr1 yeni flasklara boliinmiistiir. Bu sekilde
cogaltilan hiicreler 8. pasajda deneylerde kullanilmistir. Hiicrelerin bulundugu
flasklardan bazilar1 PBS ile yikandiktan sonra, 1x tripsin/EDTA yardimiyla kaldirilip
yine iki kat1 besi yeri eklendikten sonra santrifiijlenmis ve elde edilen hiicre pelleti besi
yerinde silispanse edilerek %35 oraninda DMSO eklendikten sonra kriyo tiiplerde

dondurulup siv1 azotta stoklanmuistir.
3.2.2. Vanadil siilfat yiiklii kati lipid nanopartikiillerin sentezi

Vanadil siilfat ylikli KLN hazirlamak icin sicak homojenizasyon yontemi
kullanilmistir. KLN hazirlanmasinda %3 lipid, %5 etken madde ve %1,2 oraninda Tween
80 kullanilmistir. Once lipid 80°C’de ¢oziinerek vanadil siilfat eklemesi yapilmis ve
Tween 80 ilave edilerek ultra turaks ile 20500 rpm’de yaklasik 1 dakika karistirilarak
vanadil siilfat yiiklii KLN formulasyonu elde edilmistir. Bos kat1 lipid nanopartikiillerin
hazirlanmasinda yine ayni yontem kullanilmistir fakat bunda vanadil siilfat eklemesi
yapilmamstir. Elde edilen siispansiyonlar oda sicaklifinda sogutulmus ve 0,22 pm’lik
filtrelerden gegirilerek kullanima kadar siyah cam sisede ve duzdolabinda +4 °C’de

saklanmistir [69, 75].

3.2.2.1. Vanadil siilfat ve vanadil siilfat yiiklii kati lipid nanopartikiillerin

karakterizasyonu
3.2.2.1.1. Partikiil boyutu ve zeta potansiyel él¢iimii

Vanadil siilfat yiiklii KLN’lerin zeta potansiyel ve elektriksel iletkenlik 6l¢timleri
Zetasizer Nano Series (Nano-ZS) (Malvern Instruments, Ingiltere) kullanilarak
yapilmistir. Bunun i¢in hazirlanan kati lipid nanopartikiiller NaCl ile iletkenligi 50 puS’ye
ayarlanmig distile suda seyreltilerek siispanse edilmis ve cihazin kiivetine
yerlestirilmistir. Kiivetten yapilan 6l¢timler sirasinda cihazin sicakligi 25°C, 1s1k sagilim
acis1 90° olarak ayarlanmustir. Her 6lg¢tim ard arda ii¢ kez tekrarlanmis ve elde edilen

ortalama degerler kullanilmistir [75].

48



3.2.2.1.2. Partikiil yiizel morfolojisinin tayini

Partikiil yiizey morfolojisini incelemek amaciyla sentezlenen vanadil siilfat yiiklii
kat1 lipid nanopartikiilleri, bos kati lipid nanopartikiilleri ve vanadil siilfat kristalinin
taramal1 elektron mikroskobu (SEM)’de goriintiilenmesi ve ayni zamanda da boyut
Olctimleri gergeklestirilmistir. Bu 6l¢lim i¢in bos kat1 lipid nanopartikiiller, vanadil siilfat
yiikli kat1 lipid nanopartikiiller ve vanadil siilfat soliisyonlarindan karbon bant
yapistirilan 6rnek tutucu (Stub)’lara birer damla damlatilarak ornekler desikatorde
kurumaya birakilmistir. Kuruyan 6rnekler 1 dakika boyunca altin ile kaplandiktan sonra
SEM (Zeiss UltraPlus) 6rnek tutucusuna yerlestirilerek morfolojik yapilari ve boyutlari

belirlenmis ve goriintiilenmistir [116].

3.2.3. MTT kolorimetrik sitotoksisite testi

MCF-7 hiicreleri 96 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarina, kuyu bast 2x103 hiicre olacak
sekilde ekilmistir. Plakaya ekilen hiicreler 37°C’de ve %5 karbon dioksitli ortamda
inkiibe edilmistir. MCF-7 hiicreleri, vanadil siilfat, bos KLN ve vanadil siilfat yiiklii
KLN’lerle, 40-170 uM konsantrasyon araliginda 24 saat inkiibe edilmistir. Stire sonunda
kuyucuga 20 pL MTT boyast (5 mg/mL) ilave edilerek, 37°C’de 2 saat daha inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra plakadaki her kuyucuk icerigindeki sivi kisim
bosaltilarak canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarinin ¢6ziinmesi i¢in 200
puL DMSO eklenmis ve oda sicaklifinda 10 dk bekletilmistir. Olusan renk degisimi,
ELx808-1U (Bio-Tek, USA) plaka okuyucusunda 540 nm dalga boyunda okutulmustur.
Deney 3 kez tekrarlanmistir. Vanadil siilfat ve KLN ile muamele edilmeyen hiicre grubu
kontrol olarak kabul edilmistir. Her doz i¢in ayr1 ayri canlilik degerleri kontrol grubuna
gore hesaplanmistir [64]. Uygulanan vanadil siilfat ve vanadil siilfat yiiklii KLN’lerin
MCF-7 hiicreleri iizerindeki ICsp konsantrasyonu bu canlilik degerleri kullanilarak
Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (EPA)’nin gelistirmis oldugu TRAP
Version 1-22 programinda hesaplanmistir. Bos KLN’lerin uygulandigi grupta, kontrol

grubu ile ayn1 canlilik ylizdeleri elde edildigi i¢in ICso konsantrasyonu hesaplanmamastir.
3.2.4. Konfokal mikroskopi yontemi
3.2.4.1. Hiicredeki morfolojik degisikliklerin konfokal mikroskopi ile tayini

Konfokal mikroskopi yontemi ile vanadil siilfat ve yeni sentezlenen vanadil siilfat

yiikli-KLN ve bos KLN formulasyonunun MCF-7 hiicreleri iizerinde neden oldugu
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morfolojik degisiklikler incelenmistir. Konfokal mikroskopta inelenecek MCF-7
hiicrelerinin hazirlanmasi i¢in 6ncelikle 3x10° hiicre/kuyu yogunlugunda 6 kuyucuklu
plakalarda inkiibe edilen hiicreler vanadil siilfat, vanadil siilfat KLN ve bos KLN
formulasyonuun 1Cso konsantrasyonu ile 24 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda besi
yeri uzaklastirilmig ve hiicreler fosfat tamponu (PBS)’de yikanarak glutaraldehitte fikse
edilmistir. Fiksasyondan sonra yeniden PBS ile yikanan hiicreler akridin oranj ve falloidin
boyalari ile ikili boyanarak, hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisiklikler konfokal
mikroskopta (Leica TCS-SP5 II) Leica Confocal Software Version 2.00 yazilimi

kullanilarak incelenmis ve goriintiilenmistir [97].

3.2.4.2. Hiicre igi kalsiyum derisimindeki degisikliklerin konfokal mikroskopi ile
tayini

Hiicre i¢i kalsiyum derisimindeki degisiklikleri belirlemek amaciyla her kuyuda
3x10° hiicre olmak iizere MCF-7 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara steril yuvarlak lameller
tizerinde ekilmis ve 24 saat 37°C, %5 karbon dioksitli etlivde inkiibe edilmistir. Lameller
izerinde iireyen hiicreler 24 saat boyunca ayni sartlar altinda inkiibatorde vanadil siilfat,
vanadil siilfat yliklii KLN ve bos KLN ile inkiibe edilmis. Kontrol grubu ise higbir
maddeye maruz birakilmamistir. MCF-7 hiicrelerinin ekildigi her lamel yikandiktan sonra
Fluo-3 boyasi ve pluronik asit i¢eren solusyonda etiivde 1 saat inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon sonunda yikanan lameller konfokal mikroskobun yuvarlak lamel tutucu
yuvasina yerlestirilerek konfokal mikroskop (Leica TCS-SP5 II) tablasina yerlestirilir.
Ornekler iizerine ATP solusyonu eklenerek, (Leica TCS-SP5 I1) Leica Confocal Software
Version 2.00 programinda GFP lazer ayarinda hiicre i¢i kalsiyum derisimleri ve grafikleri

elde edilmistir [117].
3.2.5. Geg¢irimli elektron mikroskopi yontemi
3.2.5.1. Gegirimli elektron mikroskobunda hiicre takip yontemi

Gecirimli elektron mikroskobunda (TEM) ince yap1 degisikliklerini incelemek
amactyla 1x10%/mL yogunlugundaki MCF-7 hiicreleri 12 ayr1 flaska her grup icin 3’er
tekrarli olacak sekilde ekilmis ve 24 saat boyunca karbon dioksitli etiivde inkiibe
edilmistir. Vanadil siilfat, vanadil siilfat yiikli KLN ve bos KLN formlarinin ICso
konsantrasyonlar1 3’er flaska uygulanmis ve 24 saat etiivde inkiibe edilmistir. Ug flask
MCEF-7 hiicresi ise kontrol hiicresi olarak hi¢bir maddeye maruz birakilmadan inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda flasklarda glutaraldehit ile fikse edilen MCF-7
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hiicreleri doku takibine alinmig ve gece boyu +4°C’de glutaraldehit iginde fikse
edilmigtir. Siire sonunda tampon ile yikanan hiicreler osmiyum tetraoksit icerisinde
sekonder fiksasyona tabi tutulmustur. Osmiyumun hiicrelerden tampon c¢ozeltisinde
yikanmasini takiben etil alkol serisinde (%50, %70, %90, %96 ve absolii etil alkol)
dehidrate edilmistir. Dehidratasyondan sonra, propilen oksitte seffaflastirilan hiicreler
resine alistirildiktan sonra kaliplara yerlestirilerek resinle bloklanmis ve 60°C’de etiivde
48 saat polimerizasyonu yapilan bloklar kesit almaya hazir hale getirilmistir. Hazirlanan
bloklar traslanarak 80-100 nm ince kesitleri alimistir. Ince kesitler bakir gridlere
aliarak uranil asetat ve kursun sitratta boyanarak geg¢irimli elektron mikroskobunda 120

KV’de (Biotwin FEI, USA) goriintiilenmistir [106].
3.2.6. Akis sitometri yontemi
3.2.6.1. Akag sitometrinde anneksin V-FITC ve PI boyama yéntemi

Akis sitometrisinde anneksin V-FITC ve PI boyamak ic¢in oncelikle MCF-7
hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara 5x10° hiicre her kuyuda olacak sekilde ekilmis ve 24 saat
37°C, %S5 karbon dioksitli etiivde ¢cogaltilmistir. Siire sonunda MCF-7 hiicreleri vanadil
stilfat, vanadil siilfat yiiklit KLN ve bos KLN’nin ICso konsantrasyonlar: ile 24 saat
muamele edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler flasktan kaldirilmis ve 2 kere PBS’de
santrifiijlenerek yikanmistir. Yikanan hiicrelerin 1 mL’deki sayis1 hesaplanmistir. Akis
sitometri tiipiine 5 pL annexin ve 5 uL PI boyalari ilave edildikten sonra, 1x10° hiicre/mL
hiicre siispansiyonundan 100 pL boyalarin iizerine aktarilarak ve oda sicakliginda,
karanlikta 15 dakika bekletidikten sonra akis sitometri cihazinda (BD FACSCalibur™,
ABD) analiz edilmistir (Annexin V-FITC apoptosis detection kit, BD, Pharmingen).

3.2.6.2. Akag sitometride hiicre dongii analizi

Akis sitometrisinde hiicre dongiisiiniin analizinde CycleTEST™ PLUS DNA
Reagent Kit (BD Pharmingen, ABD) kullanilmistir. Bu kitin prensibinde iyonik olmayan
bir deterjan kullanilarak hiicre membran lipidleri ¢oziilmekte ve tripsin kullanilarak da
hiicre iskeleti ve ¢ekirdek proteinleri elimine edilmektedir. Hiicredeki RNA bir enzim
kullanilarak uzaklagtirilmakta ve ¢ekirdek kromatini spermin ile stabilize edilmektedir.
Propidyum iyodiir (PI) stokiyometrik olarak izole edilmis olan hiicre cekirdegine
baglanmis ve boyanan cekirdekler 580-650 nm dalga boyunda akis sitometride 1s1ma
yapar. DNA’s1 analiz edilecek MCF-7 kontrol hiicrelerine (5.0 x 10°) 24 saat boyunca
vanadil stilfat, vanadil siilfat yiikli KLN ve bos KLN’nin ICso konsantrasyonlari
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uygulanmistir. Tiim deney gruplarina ait MCF-7 hiicreleri ayr1 ayrt tiiplerde toplanip 1200
rpm’de 5 dakika santrifiijlenmis ve siipernatani1 bosaltilmistir. Tripsinli tampon olan A
solusyonundan her tiipe 250 pL ilave edilmis ve hafifce karistirilarak oda 1sisinda 10
dakika bekletilmistir. Siirenin sonunda her tiipe 200 pL olmak iizere RNaz tamponu
(tripsin inhibitorii) olan B solusyonu eklenmis ve hafifce karistirilarak oda sicakliginda
10 dakika inkiibe edilmistir. Her tiipe PI boya solusyonu olan C solusyonundan 200 pL
ilave edilmis ve hafifce karistirilarak buzdolabinda karanlik ortamda buz igerisinde 10 dk
inkiibe edilmistir. Elli um’lik filtreden gecirilen hiicre 6rnekleri akis sitometri cihazinda

(BD FACSCaliburTM, ABD) analiz edilmistir.
3.2.7. immiinhistokimyasal uygulamalar
3.2.7.1. MCF-7 hiicrelerini sitosantrifiijde yayma yontemi

Immiinhistokimyasal isaretlemelerin yapilabilmesi igin her kiiltiir flaskina 1.0 x 10°
yogunlugunda MCF-7 hiicreleri ekilerek 37°C, %5 karbon dioksitli etiivde 24 saat
cogaltilmistir. Cogalan hiicrelerin bulundugu flasklardan 3 tanesine vanadil siilfat ICso
konsantrasyonu, diger 3 tanesine vanadil siilfat yiiklii KLN’nin 1Cso konsantrasyonu ve
kalan 3 tanesine de bos KLN ICsg konsantrasyonu uygulanmistir. Diger bir seri 3 adet
flask ise uygulama yapilmayan kontrol MCF-7 hiicreleri olarak ayrilmistir. Ttim flasklar
etiivde 24 saat inkiibe edildikten sonra %4 glutaraldehit igerisinde tespit edilmis ve
flasklardan kazman hiicreler sitosantrifiij cihazinda (Thermo Scientific Shandon
CytoSpin 3) onceden temizlenen polilizinli lamlarin yerlestirildigi numune yerlestirme
tinitesine yerlestirilmistir. Cihaza konulan hiicre miktar1 bitene dek sitosantrifiijde yayma
islemi devam ettirilmistir. Islem sonunda iizerine hiicrelerin yayilmis oldugu lamlar
cthazdan c¢ikarilarak temiz bir kurutma kagidi lizerinde, oda sicaklifinda kurumaya
birakilmigtir. Kuruyan bu lamlardaki hiicrelere iizerinde immiinhistokimyasal

isaretlemeler gergeklestirilmistir.
3.2.7.2. Siklinlerin immiinhistokimyasal isaretlenmesi

Sitosantrifiijde yaymasi gergeklestirilen MCF-7 hiicrelerinin bulundugu lamlar
metanolde 10 dk -20°C’de bekletilmis ve akan ¢esme suyunda yikanmistir ve distile
sudan gegirilmistir. Lamlar iizerinde bulunan hiicrelerin etrafi doku sinirlama kalemiyle
cizilmis ve tween 20°1i PBS i¢inde 3 dk bekletilmistir. Bu asamadan sonra kapali ve nemli
bir kiivete alinan lamlardaki hiicrelerin yiizeyini 6rtecek sekilde %3’1iik hidrojen peroksit
damlatilarak 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Siire sonunda lamlar tween 20’li PBS
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icinde 3 dk yikanmis ve ultra V blok tutucu solusyon damlatilarak 5 dk bekletilmistir.
Ultra V blok tutucudan siizdiiriilen lamlar {izerine primer antikorlar (Anti-siklin By ve
Anti-siklin D1, Santa Cruz, CA) damlatilarak yine ayni1 nemli ve kapali kiivet igerisinde
1 saat boyunca bekletilmistir. Lamlar fosfat tamponu ile 3 dk PBS’de yikandiktan sonra
amplifier (sinyal arttirici) damlatilarak 20 dk oda sicakliginda bekletilmis ve yine 3 dk
PBS’de yikandiktan sonra sekonder antikor-HRP polimer (biotinylated goat anti-
polyvalent+streptavidin) damlatilarak 30 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Yine 3 dk
PBS’de yikanan lamlar {lizerine AEC kromojen damlatilarak kiremit kirmizisi renk
olusuncaya kadar bekletilmis ve akan ¢gesme suyunda yikandiktan sonra hematoksilende
30 saniye boyanmistir. Akan ¢esme suyunda yikanan lamlar %]1’lik amonyaka 3 kez
yikanmis, tekrar akan cesme suyunda yikanmis ve distile suda calkalanmistir. Bu
asamadan sonra oda sicakliginda kurumaya birakilan lamlar iizerine su bazli kapama
maddesi damlatilarak lamel ile kapatimistir. Oda sicakliginda kurutulan lamlardaki MCF-
7 hicrelerindeki isaretlemeler 151k mikroskobunda (Leica DM6000 B) incelenerek

goriintiilenmistir.
3.2.7.3. E-Kaderinlerin immiinhistokimyasal isaretlenmesi

Vanadil stilfat, vanadil siilfat yiiklii KLN ve bos KLN nin ICso konsantrasyonlarinin
24 saat uygulandigi MCF-7 hiicreleri ve kontrol MCF-7 hiicreleri sitosantrifiijde yayilmis
ve metanolde fikse edildikten sonra %3’liik hidrojen peroksitte bekletilmistir. Daha sonra
tizerlerine ultra V blok tutucu solusyon damlatilarak 5 dk bekletilen lamlar {izerine Anti-
E-kaderin (Primer antikor, Thermo Scientific) damlatilmis ve nemli ve kapali boyama
kiiveti i¢inde 1 saat inkiibe edilmistir. Sinyal arttiric1 solusyonun da uygulandigi lamlar
oda sicakliginda 20 dk bekletilmis ve sekonder antikor-HRP polimer (biotinylated goat
anti-polyvalent+streptavidin) ile 30 dk bekletilmis ve sonra AEC kromojenle muamele
edildikten sonra hematoksilen boyamasi yapilarak incelemek iizere lamel kapatilmis ve

151k mikroskobunda (Leica DM6000 B) goriintiillenmistir.
3.2.8. Istatistiksel analiz

Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajanst (EPA)’nin gelistirmis oldugu
TRAP Version 1-22 programi kullanilarak ICsp konsantrasyonlart ve % 95 giiven

araliklar1 hesaplanmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Vanadil Siilfat ve Vanadil Yiiklii Kati Lipid Nanopartikiillerin
Karakterizasyon Bulgulari
4.1.1. Vanadil siilfat ve vanadil siilfat yiiklii kat1 lipid nanopartikiillerin
partikiil boyutunun ol¢iilmesine ait bulgular

Sentezlenen nanopartikiillerin fiziksel kararliliklar1 ve etkinlikleri, partikiil
biyiikliigiine gore farklilik gostermektedir [118]. Bu nedenle, g¢alismamizda yeni
sentezledigimiz vanadil siilfat yiiklii KLN ve bos KLN formiilasyonlarinin 0. giinde
25°C’de pargacik boyutlar1 Olgiilmiistiir. Vanadil siilfat yiikli KLN ve bos KLN
formulasyonlarinin partikiil boyutlarnin, sirasiyla 288,1 nm ve 293,8 nm oldugu tespit
edilmistir. Vanadil siilfatin yine ayni sartlar altinda 6lgiilen partikiil boyutunun ise 15040
nm, 15,04 pum oldugu saptanmistir. Yine ayni sartlar altinda gerceklestirilen polidispers
indeks ile parcacik dagilimi degerlendirmesinde vanadil siilfat yiikli KLN ve bos KLN
partikiillerinin indeksinin sirasiyla 0,853 ve 0,638 oldugu tespit edilmistir. Polidispers
indeksi sifira yakin olan iiriinlerin homojen dagilim gosterdigi kabul edilmistir (Tablo

4.1).

Tablo 4.1. Vanadil Siilfat, Bos KLN ve Vanadil Siilfat Yiiklii KLN Formiilasyonlarimin Partikiil Boyutu ve
Polidispers Indeks Degerleri

Formiilasyonlar Partikiil Boyutu Polidispers Indeksi
(nm) (PI)
Ortalama S.S. Ortalama S.S.
(n=3) (n=3)

Vanadil Siilfat 15040 1,0528 7,750 0,98

Bos KLN 293,8 1,5701 0,638 0,53

Vanadil  siilfat 288,1 0,0125 0,853 0,77

yiikli KLN
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4.1.2. Vanadil siilfat ve vanadil siilfat yiiklii kat1 lipid nanopartikiillerin zeta

potansiyel o6l¢iimii bulgulari

Zeta potansiyel Ol¢iimii, kat1 lipid nanopartikiillerin yiizeyindeki net yiikiin
belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir [119, 120]. Partikiiller, zeta potansiyel
degerlerine gore farkli kararlilik derecelerine sahip olabilmektedir [119]. Calismamizda,
yeni sentezlenen partikiillerin elektrostatik kararliligin1 belirlemek amaciyla, elektriksel
iletkenliklerinin 6l¢iimii gergeklestirilmistir. Vanadil siilfat yiikli KLN ve bos KLN
partikiillerinin Olciilen zeta potansiyel degerleri sirasiyla 21,6 ve 20,5 mV olarak tespit
edilmistir. Bu partikiillerin elektriksel iletkenlik degerleri ise sirasiyla 4,67 ve 3,73

mS.cm™ olarak bulunmustur (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Bos KLN ve Vanadil Siilfat Yiiklii KLN Formiilasyonlarinin Zeta Potansiyel ve Elektriksel
lletkenlik Degerleri

Formiilasyonlar Zeta Potansiyel Elektriksel Tletkenlik
(mV) (mS.cm™)

Ortalama S.H. Ortalama S.S.

(n=3) (n=3)
Bos KLN -20,5 2,54 3,73 1,1230
Vanadil sulfat -21,6 1,98 4,67 0,0987

yiiklii KLN

4.1.3. Vanadil siilfat ve vanadil siilfat yiiklii kat1 lipid nanopartikiillerin
yiizey morfolojisi bulgular:

Vanadil siilfat ve yeni sentezlenmis vanadil siilfat yiiklii KLN ve bos KLN
formiilasyonlarinin partikiil morfolojisi taramali elektron mikroskobunda (SEM)
incelenmistir. Bu inceleme sirasinda ¢ekilen goriintiiler sirasiyla Gorsel 4.1, Gorsel 4.2.
ve Gorsel 4.3’de gosterilmistir. Bu o6l¢iimde, vanadil siilfatin kristal yapili olup,
boyutunun 15,04 pm oldugu, vanadil siilfat yiiklii KLN ve bos KLN formulasyonlarinin
partikiil boyutlar ise, sirasiyla, 288,1 ve 293,1 nm oldugu ve kiiresel sekilli olduklari
tespit edilmistir.
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Gorsel 4.2. Bog KLN Formulasyonunun SEM Gériintiisii
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Gorsel 4.3. Vanadil Siilfat Yiiklii KLN Formulasyonunun SEM Gériintiisii

4.2. MTT Kolorimetik Sitotoksisite Bulgulari

4.2.1. Vanadil siillfatin MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksisite bulgulari

Vanadil siilfatin MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri iizerindeki sitotoksisitesi
MTT yontemi kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Bu yontemle MCF-7 hiicrelerine uygulanan 40-
170 pM araligindaki vanadil siilfat konsantrasyonlar1 arttik¢a, hiicrelerin canlilik
yiizdelerinde azalmanin 24 saat sonunda meydana geldigi bulunmustur. 40-170 uM
konsantrasyonlarinin uygulandigt MCF-7 hiicrelerinin canlilik yiizdesi kontrol MCF-7
hiicrelerindeki canlilik yiizdesiyle karsilastirildiginda doza bagiml olarak diismiistiir. Ug
tekrarli olarak gerceklestirilen deneyler sonucunda elde edilen canlilik inhibisyon egrisi
TRAP Version 1-22 (EPA, ABD) programi kullanilarak olusturulan grafikte, Sekil 4.1°de
gosterilmistir. ICso konsantrasyonu yine ayni programda 85 uM (% 95 giiven aralif1 =

82,29-91,01) olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.1. Vanadil Siilfatin MCF-7 Hiicrelerine 24 Saatlik Uygulanmasi: Sonucundaki Antiproliferatif
Etkisi. (EPA’nin gelistirdigi TRAP Version 1-22 programu ile elde edilen grafikte ICso degeri
85 uM olarak tespit edilmistir.)

4.2.2. Vanadil siilfat yiiklii kati lipid nanopartikiillerin MCF-7 hiicreleri

iizerindeki sitotoksisite bulgular:

Vanadil siilfat yiiklii KLN formulasyonunun MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri
tizerindeki sitotoksisitesi MTT yontemiyle belirlenmistir. Vanadil siilfat uygulamasinda
oldugu gibi burada 40-170 uM araligindaki vanadil siilfat yiiklii KLN konsantrasyonlari
MCF-7 hiicrelerine uygulanmis ve uygulama yapilmayan MCF-7 hiicreleri ise kontrol
grubu olarak degerlendirilmistir. MTT sonuglarindan 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda MCF-7 hiicrelerinin canlilik yiizdelerinin doza bagimli olarak diistiigii tespit
edilmistir. Ug tekrarli deneyden elde edilen canlilik yiizdelerinden TRAP Version 1-22
(EPA, ABD) programi kullanilarak ICso konsantrasyonu 85 uM (% 95 giiven aralig1 =
81,84-87,04) olarak tespit edilmistir (Sekil 4.2°de).

58



% Canliik (VArcsin transforme)

-15 -10 -5 0 5 10 15 20 25

Log doz (uM)

Sekil 4.2. Vanadil Siilfat Yiiklii KLN Formulasyonunun MCF-7 Hiicrelerine 24 Saatlik Uygulanmasi
Sonucundaki Antiproliferatif Etkisi (EPA min gelistirdigi TRAP Version 1-22 programu ile
elde edilen grafikte ICso degeri 85 uM olarak tespit edilmistir.)

4.2.3. Bos kati lipid nanopartikiillerin MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksisite

bulgulari

MCEF-7 hiicrelerine 24 saat siire ile uygulanan bog KLN formulasyonunun 40-170
uM konsantrasyon aralifinda hiicreler iizerinde anlamli derecede sitotoksik etki
gostermedigi belirlenmistir. Kontrol grubu MCF-7 hiicreleri ile ayn1 % canlilik degerleri

elde edildigi i¢in ICso hesaplanmamastir.
4.3. Konfokal Mikroskopik Bulgular
4.3.1. Hiicredeki morfolojik degisikliklerin konfokal mikroskopik bulgular:

4.3.1.1. MCF-7 kontrol hiicrelerinin morfolojik yapisinin konfokal mikroskopik
bulgulart

MCEF-7 kontrol hiicrelerinin morfolojik yapisi akridin oranj ve falloidin ile ikili
boyamadan sonra konfokal mikroskopta ger¢eklestirilmistir. Kontrol MCF-7 hiicrelerine

ait konfokal mikroskop goriintiisii Gorsel 4.4.A ve Gorsel 4.4.B’de gosterilmektedir.

59



Gorsel 4.4. A. Akridin Oranj ve Falloidin ile Ikili Boyanmis Kontrol MCF-7 Hiicrelerinin Konfokal
Mikroskop Goriintiisii (40x). Ok basi; ¢ekirdek yapisi, Ok; hiicre iskeleti

Gorsel 4.4. B. Akridin Oranj ve Falloidin ile Boyanmis Kontrol MCF-7 Hiicrelerinin Konfokal
Mikroskop Goriintiisii (40x). Ok basi; Normal hiicre iskeleti, Ok; Normal Cekirdek Yapisi
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4.3.1.2. Vanadil siilfatin MCF-7 hiicrelerinde neden oldugu degisikliklerin konfokal

mikroskopik bulgular

Vanadil siilfatin MCF-7 hiicrelerinin morfolojik yapisinda meydana getirdigi
degisiklikler akridin oranj ve falloidin ile ikili boyamadan sonra konfokal mikroskopta
incelenmistir. Vanadil siilfat uygulanmig MCF-7 hiicrelerinin konfokal mikroskobik

gorlntiileri Gorsel 4.5 *de gosterilmektedir.

Gorsel 4.5. Vanadil Siilfatin ICso Konsantrasyonunun 24 Saat Uygulandigt MCF-T Hiicrelerinin Akridin
Oranj ve Falloidin ile Boyanmig Konfokal Mikroskobik Goriintiisii (40x). Ok-Hiicre Iskeletinde
Parc¢alanma, Ok Basi-Kromatin Kondenzasyonu, Yildiz-At Nali Goriiniimlii Cekirdek Olugsumu

4.3.1.3. Vanadil siilfat yiiklii kati lipid nanopartikiillerin MCF-7 hiicreleri iizerinde
neden oldugu morfolojik degisikliklerin konfokal mikroskopik bulgulart
Vanadil stilfat yiiklii kat1 lipid nanopartikiillerin ICso konsantrasyonunun 24 saat
uygulandigt MCF-7 hiicrelerinin morfolojik degisiklikleri akridin oranj ve falloidin ile

ikili boyama gergeklestirilerek konfokal mikroskopta degerlendirilmistir. Bu

degerlendirmeye ait goriintiiye Gorsel 4.6’da yer verilmektedir.
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Gorsel 4.6. Vanadil Siilfat Yiiklii KLN Formulasyonunun ICsy Konsantrasyonunun 24 Saat Uygulandig
MCF-7 Hiicrelerinin Akridin Oranj ve Falloidin ile Boyanmis Konfokal Mikroskobik
Goriintiisii (40x). Cift Bash Ok-Yiiziik Seklinde Cekirdek Par¢alanmasi, Ok Bagi-Kromatin
Kondenzasyonu, Yildiz-Hiicre Iskeletinde Delik Olusumu ve Iskelet Par¢alanmast

4.3.1.4. Bos kati lipid nanopartikiillerin MCF-7 hiicreleri iizerinde neden oldugu

morfolojik degisikliklerin konfokal mikroskopi bulgulart

MCF-7 hiicrelerinin bog KLN formulasyonunun farkli konsantrasyonlarinin 24
saatlik uygulamasindan sonra ICso degeri tespit edilememistir. Bu bos formulasyonun
MCF-7 hiicrelerine anlamli derecede sitotoksik etkisinin tespit edilememesi nedeniyle
vanadil siilfat yiikli KLN formulasyonunun MCF-7 hiicrelerinin yarisimi oldiirdiigii
konsantrasyon olan 85 pM konsantrasyonu kadar bos KLN formulasyonu hiicrelere 24
saat siire ile uygulanmistir. Bu uygulama sonucunda yine akridin oranj ve falloidin ile
ikili olarak boyanan MCF-7 hiicrelerinn morfolojik yapist konfokal mikroskop

kullanilarak goriintiilenmistir (Gorsel 4.7.).
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Gorsel 4.7. Bog KLN Formulasyonunun 24 Saat Boyunca Uygulandigi MCF-7 Hiicrelerinin Akridin Oranj
ve Falloidin ile Boyanmis Konfokal Mikroskobik Goriintiisii (40x). Ok basi-Normal Hiicre
Iskeleti, Ok-Kontrol Grubundaki Cekirdek Yapisina Cok Yakin Cekirdek Yapisi

4.3.2. Hiicre ici bazal kalsiyum derisimindeki degisikligin konfokal mikroskopik

bulgulari

Hiicre ici kalsiyum derisimi, hiicrelerin canlilik ve biyokimyasal faaliyetlerini
gerceklestirmeleri bakimindan 6nemlidir. Bu derisimde meydana gelen degisiklikler
hiicre canliliginin siirdiiriilebilmesi i¢in belirli araliklarda tutulmalidir. Degisimin artisi
hiicrenin 6liimii daha dogrusu apoptotik hiicre 6liimii ile iliskilendirilmektedir. Kalsiyum
tesvikli kalsiyum saliniminin vanadyum bilesikleri tarafindan Jurkat T hiicrelerinde
tesvik edildigi literatiirde yer almaktadir [41]. Bu ¢alismada, vanadil siilfatin ve
sentezlemis oldugumuz vanadil siilfat yiikliit KLN formulasyonunun MCF-7 hiicreleri
tizerinde hiicre i¢i bazal kalsiyum derisimini etkileyip etkilemedigini aragtirmak amaciyla
vanadil siilfat KLN formulasyonunun ve vanadil siilfatin uygulandig1 ve uygulanmadigi
MCF-7 hiicrelerinde konfokal mikroskopta bazal kalsiyum Ol¢iimii gergeklestirilmistir.
Hiicre ic¢i kalsiyum derisiminin degisiklikleri fluo-3 boyasi ile boyanmig MCF-7
hiicrelerinin konfokal mikroskoptan elde edilen eksitasyonlarindan grafik olarak elde
edilmistir. Hiicre i¢i bazal kalsiyum derisimindeki degisikliklerin tiim deney gruplarindan

elde edilen verilerinin karsilastirmali olarak yer aldig1 grafik Sekil 4.3’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Vanadil Siilfat, Vanadil Siilfat Yiikli KLN, Bos KLN Formulasyonlarinin Uygulandig
MCF-7Hiicreleri ve Kontrol Grubu MCF-7 Hiicrelerine Ait Bazal Kalsiyum Olgiim Sonuglar

Konfokal mikroskop ol¢iimiinden elde edilen bu degerlerin standart sapma
hesaplamalaridan, vanadil siilfat ylikli KLN formulasyonun 24 saat boyunca uygulandigi
MCF-7 hiicrelerinde yliksek standart sapma oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumun,
lamellere ekilen hiicre sayisinin esit olmasina ragmen, hiicrelerin {ist iiste {ireme
ozelliginden dolayi, daha kalin bolgelerde Fluo-3 boyasinin daha yliksek 1s1ma

vermesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

4.3.2.1. MCF-7 kontrol hiicrelerinin hiicre ici kalsiyum miktarinin konfokal

mikroskopik bulgular

MCF-7 kontrol hiicrelerinin bazal kalsiyumlar1 diger gruplarin bu hiicre grubuyla
karsilagtirilmast acisindan fluo-3 boyasi ile boyanarak konfokal mikroskopta
Olciilmiistiir. Tiim deney gruplarinda her MCF-7 hiicre grubunun bazal kalsiyum
degerlendirmesi ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Yapilan 6l¢timler sonucunda elde
edilen kalsiyum seviyesinin ii¢ tekrarin ortalamasi dikkate alindiginda 9,85 civarinda

oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. MCF-7 Kontrol Hiicrelerinin Bazal Kalsiyum Olgiimii Verileri

4.3.2.2. Vanadil siilfatin MCF-7 hiicrelerinde neden oldugu hiicre ici kalsiyum
derisimi degisikliginin konfokal mikroskopik bulgular

Vanadil siilfatin ICso konsantrasyonuna (85 pM) 24 saat maruz birakilan MCF-7
hiicrelerinin hiicre i¢i bazal kalsiyum derisimleri diger hiicre gruplartyla eszamanli olarak
gerceklestirilmis ve bu grupta da deneyler ii¢ tekrarli olarak yapilmistir. Bu ti¢c MCF-7
hiicre grubunun ortalama kalsiyum derigimi 13,47 civarinda oldugu tespit edilmis ve

kontrol grubuna gore kalsiyum derisiminin artmis oldugu bulunmustur (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Vanadil Siilfat Uygulanan MCF-7 Hiicrelerinin Bazal Kalsiyum Olgiimii Verileri
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4.3.2.3. Vanadil siilfat yiiklii kat lipid nanopartikiillerin MCF-7 hiicreleri iizerinde
neden oldugu hiicre ici kalsiyum derisimi degisikliginin konfokal
mikroskopik bulgular

Vanadil siilfat yiiklii KLN formulasyonunun ICsp konsantrasyonu (85 uM) ile 24
saat muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinin bazal kalsiyum derigimleri kontrol hiicreleriyle
ayn1 giinde olacak sekilde konfokal mikroskopta dl¢iilmiistiir. Vanadil siilfat yliklii KILN
formulasyonun uygulandigit MCF-7 hiicrelerindeki hiicre i¢i kalsiyum derigiminin 17,70
civarinda oldugu bulunmustur. Diger gruplar ile karsilastirildiginda en yiiksek kalsiyum
derigiminin vanadil siilfat yiiklii KLN formulasyonunun uygulandigi MCF-7 hiicrelerinde
oldugu goriilmistiir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Vanadil Siilfat KLN Formulasyonuna Maruz Birakilan MCF-7 Hiicrelerinin Bazal
Kalsiyum Olgiimii Verileri

4.3.2.4. Bos kati lipid nanopartikiillerin MCF-7 hiicreleri iizerinde neden oldugu
hiicre i¢i kalsiyum derisimi degisikliginin konfokal mikroskopik bulgular

Yeni sentezlenen bos KLN formulasyonunun ICso konsantrasyonu MCF-7
hiicrelerinde diger KLN formlar1 ve vanadil siilfat uygulanma siiresi igerisinde tespit
edilemediginden bu formulasyonun MCF-7 hiicreleri iizerine sitotoksisitesinin olmadigi
sonucuna varilmistir. Bu nedenle karsilastirma amaciyla vanadil siilfat ve vanadil siilfat
yikli KLN formulasyonunun MCF-7 hiicreleri iizerinde tespit edilen ICsg
konsantrasyonu olan 85 uM olarak bos KLLN formulasyonu ile hiicreler 24 saat muamele
edilmis ve diger hiicre gruplariyla eszamanli olarak hiicre i¢i kalsiyum derisimleri

Ol¢iilmiistiir. Bu grupta da {i¢ deney tekrar1 yapilmis ve sonug¢ olarak ii¢ O6l¢iimiin

66



ortalamasi alinmigtir. Hiicre i¢i bazal kalsiyum derisimi bos KLN formulasyonunun
uygulandigt MCF-7 hiicre grubunda yaklasik 9,91 olarak bulunmustur. Bu deger kontrol
MCEF-7 hiicrelerinde olgiilen degere ¢ok yakin oldugundan bos KLN formulasyonunun
MCF-7 hiicrelerinin hiicre ici bazal kalsiyum derigsiminde anlamli bir degisiklige neden

olmadig1 sonucuna varilmistir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Bos KLN Formulasyonuna Maruz Birakilan MCF-7 Hiicrelerinin Bazal Kalsiyum
Olciimii Verileri

4.4. Geg¢irimli Elektron Mikroskopik Bulgular

4.4.1. MCF-7 kontrol hiicrelerinin ince yapisinin ge¢irimli elektron mikroskopik

bulgulari

MCEF-7 kontrol hiicrelerinin ince yapis1 vanadil siilfat, vanadil siilfat yiiklii KLN ve
bos KLN formulasyonlarin uygulanmasindan sonra meydana gelecek sitotoksik etki
nedeniyle olusan degsikliklerin karsilagtirilmas1  agisindan  gecirimli  elektron
mikroskobunda (TEM) goriintiilenmistir. Gorsel 4.8’de kontrol MCF-7 hiirelerine ait
TEM goriintiileri yer almaktadir.
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Gorsel 4.8. Kontrol MCF-7 Hiicrelerine Ait TEM Gériintiisii (6000x). Ok Bagi-Normal Cekirdek
Membrani, Ok-Normal Cekirdek¢ik Yapisi, Yildiz-Normal Hiicre Iskeleti ve Organeller

4.4.2. Vanadil siilfatin MCF-7 hiicrelerinde neden oldugu ince yapisal

degisikliklerin gecirimli elektron mikroskopik bulgular:

Vanadil siilfatin 85 pM ICsp konsantrasyonuna maruz birakilan MCF-7 hiicrelerinin
ince yapisal degisiklikleri TEM’de incelenmistir. Bu incelemeye ait hiicre membraninda
tomurcuklanma, hiicre ¢ekirdek membraninda i¢e gd¢cme, kromatin kondenzasyonu,
mitokondrilerde meydana gelen krista kaybi, otofagozom olusumu, vakuolizasyon ve
mineralizasyon, lipid artis1, sekonder lizozom olusumu seklindeki ince yapisal degisiklik
bulgular1 Gorsel 4.9., Gorsel 4.10, Gorsel 4.11. ve Gorsel 4.12°de gosterilmektedir.
Ayrica, bu MCF-7 hiirelerinde dagilmis mitokondri zari, krista kayb1 ve genislemis

mitokondri kompartimanlar tespit edilmistir (Gorsel 4.13. ve Gorsel 4.14.).
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Gorsel 4.9. Vanadil Siilfatin ICso Konsantrasyonunun 24 Saat Uygulandigi MCF-7 Hiicrelerinin TEM
Goriintiisii (6000x). Ok-Hiicre Cekirdek Membraninda Ondiilasyon

Gorsel 4.10. Vanadil Siilfatin ICso Konsantrasyonuna Maruz Birakilan MCF-7 Hiicrelerinin TEM
Goriintiisii (8000x). Ok-Krista Kayb, Cift Basli Ok-Otofagozom Olusumu, Yildiz-
Hiicre Cekirdek Membraninda Ondiilasyon, Ok Bagsi-Kromatin Kondenzasyonu, Yildiz-
Miyelinizasyon ve Vakuolizasyon
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Gorsel 4.11. Vanadil Siilfatin 24 Saatlik ICso Konsantrasyonuna Maruz Birakilan MCF-7 Hiicrelerinin
TEM Goriintiisii (7000x). Ok Bagi-Lipid Artisi, Romboit-Vakuolizasyon

500 nm

Géorsel 4.12. Vanadil Siilfat Uygulanan MCF-7 Hiicrelerinin Ince Yapisal Degisiklikleri (8000x). Ok-
Zarli Organellerde Bozulmalar, Yildiz-Sekonder Lizozom Olugumu
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Gorsel 4.13. Vanadil Siilfat Uygulanan MCF-7 Hiicresinde Tespit Edilen Geniglemis Mitokondri
Kompartimani (10000x)

Gorsel 4.14. Vanadil Siilfat Uygulanan MCF-7 Hiicresinin Mitokondrisinde Meydana Gelen
Krista Kaybi (10000x)

4.4.3. Vanadil siilfat yiiklii kat1 lipid nanopartikiillerin MCF-7 hiicrelerinde neden

oldugu ince yapisal degisikliklerin gec¢iriml elektron mikroskopik bulgulari

Vanadil siilfatin yeni sentezlenen KLN formunun uygulandigt MCF-7 hiicre
grubunda vanadil slfatin uygulandigi hiicre grubuna gore daha belirgin ince yapisal

degisiklikler meydana gelmistir. Bu degisiklikler Gorsel 4.15°de gosterilmistir.
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Gorsel 4.15. Vanadil Siilfat Yiiklii KLN Formulasyonun Uygulandigt MCF-7 Hiicresinde Tespit Edilen
Ince Yapisal Degisiklikler (8000x). Ok Basi-Hiicre Cekirdeginde Biiziisme, Yildiz-Hasarl,
Sismis/Biiziismiis ve Polimorf Mitokondriler, Ok-Ileri Derecede Krista Kaybi Olan
mitokondriler

4.4.4. Bos kat1 lipid nanopartikiillerin MCF-7 hiicreleri iizerinde neden oldugu
ince yapisal degisikliklerin elektron mikroskopik bulgular:
Bos KLN formulasyonun uygulandigt MCF-7 hiicrelerinde belirgin ince yapisal

degisiklik tespit edilmemistir. Bu hiicrelerin ince yapisi kontrol MCF-7 hiicrelerinin ince

yapisina nispeten daha yakin bulunmustur (Gorsel 4.16. ve Gorsel 4.17.).

Gorsel 4.16. Bos KLN Formulasyonun Uygulandigi MCF-7 Hiicrelerindeki Ince Yapisal Degisiklikler
(4000x). Ok-Normal Yapuli Hiicre Cekirdek Membrani, Ok Basi-Normal Hiicre Iskeleti
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Gorsel 4.17. Bos KLN Formulasyonuna Maruz Birakilan MCF-7 Hiicresinin Ince Yapisi (8000x).
Cift Bash Ok-Mitokondri, Daire-Normal Hiicre Iskeleti

4.5. Akis Sitometrisi Bulgular:
4.5.1. Anneksin V-FITC ve PI boyamanin akis sitometrisindeki bulgular:

MCF-7 kontrol hiicrelerinin ve vanadil siilfat, vanadil siilfat yiikli KLN ve bos
KLN formulasyonun uygulandigt MCF-7 hiicrelerinin o6liim sekli ya da apoptotik
profilleri akis sitometrisinde anneksin V-FITC ve PI boyalarn kullanilarak
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde, Q1; nekrotik veya o6lii
hiicreleri yani anneksin V-FITC ile boyanmamuis fakat PI ile boyanmuis hiicreleri, Q2; geg
apoptotik hiicreleri yani annexin V-FITC ve PI ile boyanmis hiicreleri, Q3; canli yani
anneksin V-FITC ve PI ile boyanmamis hiicreleri ve Q4; erken apoptotik yani anneksin

V-FITC ile boyanmis PI ile boyanmamus hiicrelerin oldugu alanlar olarak ele alinmistir.
4.5.1.1. MCF-7 kontrol hiicrelerinin anneksin V-FITC ve Pl boyama bulgular:

Kontrol MCF-7 hiicrelerinin apoptotik profili akis sitometrisinde anneksin V-FITC
ve Pl boyalar1 kullanilarak incelenmis ve deneyler ii¢ tekrar halinde gerceklestirilmistir.
MCF-7 kontrol hiicrelerinin bulundugu deney grubuna ait populasyonun tamami canli
hiicrelerin bulundugu Q3 bolgesinde tespit edilmistir. Kontrol grubu MCF-7 hiicrelerinde

apoptotik, nekrotik veya 6l hiicre populasyonu saptanmamaistir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. MCF-7 Kontrol Hiicrelerinin Apoptotik Profili. QI: Geg¢ Nekrotik, Nekrotik veya Olii
Hiicreler (%0), Q2: Nekrotik, Erken Nekrotik veya Geg Apoptotik Hiicreler (%0), Q3:
Canli Hiicreler (%100) ve Q4: Apoptotik veya Erken Apoptotik Hiicreler (%0)

4.5.1.2. Vanadil siilfat uygulanan MCF-7 hiicrelerinin anneksin V-FITC ve Pl

bulgular:

Vanadil siilfatin ICsp konsantrasyonuna 24 saat maruz birakilan MCF-7
hiicrelerinin apoptotik profili incelendiginde gec¢ nekrotik, nekrotik veya 6lii hiicrelerin
oldugu Q1 alaninda bulunan MCF-7 polulasyonu %4.3, nekrotik, erken nekrotik veya geg
apoptotik hiicrelerin bulundugu Q2 alanindaki MCF-7 populasyonu %41,8, canli
hiicrelerin bulundugu Q3 alanindaki MCF-7 populasyonu %44,0 ve apoptotik veya erken
apoptotik hiicrelerin bulundugu Q4 alanindaki MCF-7 populasyonu %9,9 olarak
bulunmustur. Bu bulgulara gore vanadil siilfatin ICso konsantrasyonu MCF-7 hiicrelerinin
canliligint %44,0’a diisiirmiis ve populasyonun %41,8’inde apoptotik hiicre dlimiinii
tetiklemistir. Incelenen MCF-7 hiicresi populasyonunun %9,9’unun da vanadil siilfat
tarafindan tetiklenen erken apoptotik belirtiler tasidig1 belirlenmistir (Sekil 4.9.). Deney

ti¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.9. Vanadil Siilfatin I1Cso Konsantrasyonunun 24 Saat Uygulandigi MCF-7 Hiicrelerinin
ApoptotikProfili. Q1: Geg¢ Nekrotik, Nekrotik veya Olii Hiicreler (%4.3), Q2: Nekrotik,
Erken Nekrotikveya Geg Apoptotik Hiicreler (%41.8), Q3: Canli Hiicreler (%644.0) ve
Q4: Apoptotik veya Erken Apoptotik Hiicreler (%9.9)

4.5.1.3. Vanadil siilfat yiiklii kat1 lipid nanopartikiillerin uygulandigt MCF-7

hiicrelerinin anneksin V-FITC ve PI bulgular:

Anneksin V-FITC ve PI boyamasiyla akis sitometrisinde incelenen vanadil siilfat
yiiklii KLN formuna maruz birakilmis MCF-7 hiicre populasyonunun canliligi %28,1
olarak bulunmustur. incelenen hiicre populasyonunun %0,8’i nekrozla &lmiis hiicreler
olarak Q1 alaninda tespit edilmistir. Q2 alaninda bulunan ge¢ apoptotik hiicre yiizdesinin
60,7 oldugu, Q4 alanindaki erken apoptotik evrede olan hiicre populasyonu yiizdesinin
ise 10,3 oldugu saptanmistir. Deney ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Yeni
sentezlenen vanadil siilfat yiiklii KLN formulasyonu, kontrol grubu ve vanadil stilfat
uygulanmis MCF-7 hiicre grubuyla karsilastirildiginda apoptozu belirgin bir ytlizde farki
ile daha giiclii olarak tetiklemistir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Yeni Sentezlenen Vanadil Siilfat Yiiklii KLN Formulasyonunun Uygulandigi MCF-7
Hiicrelerinin Apoptotik Profili. Ql: Geg Nekrotik, Nekrotik veya Olii Hiicreler (%0,8), Q2:
Nekrotik, Erken Nekrotik veya Geg¢ Apoptotik Hiicreler (%60,7), Q3: Canli Hiicreler
(%28,1) ve Q4. Apoptotik veya Erken Apoptotik Hiicreler (%10,3)
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4.5.1.4. Bos kat1 lipid nanopartikiillerin uygulandigi MCF-7 hiicrelerinin anneksin
V-FITC ve PI bulgular

MCF-7 hiicreleri yeni sentezlenen bos KLN formulasyonuna 24 saat maruz
birakildiktan sonra anneksin V-FITC ve PI boyamalar1 yapilmis ve apoptotik profilleri
akis sitometrisinde incelenmistir. Deney li¢ tekrar halinde gergeklestirilmistir. Bos KLN
formulasyonunun uygulandigt MCF-7 hiicre populasyonunun Q1 alanindaki yiizdesi 1,4,
Q2 alanindaki yiizdesi 50,4, Q3 alanindaki yiizdesi 44,0 ve Q4 alanindaki yiizdesi de 4,2
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.11.).

MCF7-MANC BOS

1IZI5

Pl PerCP-A
1I:|4

1I:I3

.|||;||I T ;||||||I T ||||||| T |||||||| T
10° 10° 1t 10
ARMERIM W FITC-A

Sekil 4.11. Yeni Sentezlenen Bos KLN Formulasyonunun Uygulandigi MCF-7 Hiicrelerinin
ApoptotikProfili. Q1: Geg Nekrotik, Nekrotik veya Olii Hiicreler (%1,4), Q2: Nekrotik, Erken
Nekrotik veya GegApoptotik Hiicreler (%50,4), Q3: Canli Hiicreler (%44,0) ve Q4:
Apoptotik veya Erken Apoptotik Hiicreler (%4,2)

4.5.2. Hiicre dongiisii analizinin akis sitometrisindeki bulgular:

Kontrol, vanadil siilfat, vanadil siilfat yiiklii KLN ve bog KLN formulasyonlarinin
(85 uM) 24 saat ile uygulandigi MCF-7 hiicrelerinin hiicre dongiisli analizi eszamanl
olarak akis sitometrisi ile gergeklestirilmistir. Bu hiicre gruplarinda hiicre dongiisii analizi
ile incelenen her hiicre populasyonundaki MCF-7 hiicrelerinin yilizde olarak ne kadarinin
GO0-G1 ne kadarmin ise G2-M evrelerinde oldugu tespit edilmistir. Her deney grubunda
uygulamalar ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Bu deneylere ait veriler Sekil 4.12.,

Sekil 4.13., Sekil 4.14. ve Sekil 4.15°de gosterilmistir.
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4.5.2.1. MCF-7 kontrol hiicrelerinin hiicre dongiisii analizi bulgulari

0 50 100 0 200

Sekil 4.12. Kontrol MCF-7 Hiicrelerinin Hiicre Dongtisii Analizi Bulgulari. Bu Populasyonda G1
Evresinde Bulunan MCF-7 Hiicrelerinin Yiizdesi %75,19, G2 Evresinde Bulunan
MCF-7 Hiicrelerinin Yiizdesi %0,0 ve S Fazinda Bulunan Hiicrelerin Yiizdesi
%24,810larak Tespit Edilmistir

4.5.2.2. Vanadil siilfat uygulanan MCF-7 hiicrelerinin hiicre dongiisii analizi

bulgulart
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Sekil 4.13. Vanadil Siilfata 24 Saat Maruz Birakilan MCF-7 Hiicrelerinin Hiicre Dongiisii Analizi
Bulgulari. Bu Populasyonda Gl Evresinde Bulunan MCF-7 Hiicrelerinin Yiizdesi
%78,49, G2 Evresinde Bulunan MCF-7 Hiicrelerinin Yiizdesi %0,0 ve S Fazinda
Bulunan Hiicrelerin Yiizdesi %21,51 Olarak Tespit Edilmistir
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4.5.2.3. Vanadil siilfat yiiklii kat lipid nanopartikiillerin uygulandigi MCF-7

hiicrelerinin hiicre dongiisii analizi bulgular

&0 a0
Channels (PE-A)

Sekil 4.14. Vanadil Siilfat Yiiklii KLN Formulasyonun 24 Saat Maruz Bwrakilan MCF-7
Hiicrelerinin Hiicre Dongiisii Analizi Bulgulari. Bu Populasyonda G1 Evresinde
Bulunan MCF-7 Hiicrelerinin Yiizdesi %72,55, G2 Evresinde Bulunan MCF-7
Hiicrelerinin Yiizdesi %1,32 ve S Fazinda Bulunan Hiicrelerin Yiizdesi %26,13
Olarak Tespit Edilmistir

4.5.2.4. Bos kan lipid nanopartikiillerin uygulandigi MCF-7 hiicrelerinin hiicre

dongiisii analizi bulgular
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Sekil 4.15. Bos KLN Formulasyonu ile 24 Saat Inkiibe Edilen MCF-7 Hiicrelerinin Hiicre
Dongiisii Analizi Bulgulari. Bu populasyonda G1 Evresinde Bulunan MCF-7
Hiicrelerinin Yiizdesi %71,13, G2 Evresinde Bulunan MCF-7 Hiicrelerinin Yiizdesi
%1,04 ve S Fazinda Bulunan Hiicrelerin Yiizdesi %27,83 Olarak Tespit Edilmistir

78



4.6. iImmiinhistokimyasal Bulgular
4.6.1. Siklinlerin immiinhistokimyasal bulgular:

Hiicre dongiisiinde anahtar role sahip siklinler MCF-7 kontrol hiicrelerinde ve
vanadil siilfat, vanadil siilfat yliklii KLN ve bos KLN formiilasyonlarina 24 saat siire ile
maruz birakilan MCF-7 hiicrelerinde isaretlenmis ve immiinhistokimyasal boyanmalar
151k mikroskobunda incelenmistir. Her deney grubu tii¢ kez tekrar edilmistir. Siklinlerin
immiinhistokimyasal boyama degerlendirilmesi her preparatin {i¢ ayri1 alaninin 40X
bliylitmede 151k mikroskobunda taranarak semikantitatif olarak gerceklestirilmistir. Bu
yontemde boyanan hiicrelerin sayisina gore 0 (boyama yok), 1 (az boyama), 2 (orta
boyama) ve 3 (¢cok boyama) olarak ele alinmistir (Tablo 4.3). Deneyler sonucunda elde

edilen boyanma goriintiileri Gorsel 4.18-Gorsel 4.25’de gosterilmistir.

Tablo 4.3. Siklin By ve Siklin D1 Boyanmasinin Semikantitatif Degerlendirme Tablosu

Kontrol 1 1 0 0.66
Vanadil 0 0 1 0.33
siilfat

Vanadil 2 2 2 2
suillfat yiiklii

Bos KLLN 1 1 1 1

I

Kontrol 1 0 1 0.66
Vanadil 1 2 2 1.66
siilfat

Vanadil 2 1 1 1.33
siilfat yiiklii

Bos KLN 0 1 1 0.66




4.6.1.1. MCF-7 kontrol hiicrelerinin immiinhistokimyasal siklin bulgular

Gorsel 4.18. Kontrol MCF-7 Hiicrelerinde Siklin B1 Boyanmasimn Isik Mikroskobu Goriintiisti
(20x). Ok Bagsi-Siklin By Boyanmaswin Yogun Oldugu Hiicreler

Gorsel 4.19. Kontrol MCF-7 Hiicrelerinde Siklin D1 Boyanmast (20x). Ok Basi-Siklin D
Boyanmasinin Yogun Oldugu Hiicreler
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4.6.1.2. Vanadil siilfat uygulanan MCF-7 hiicrelerinin immiinhistokimyasal siklin

bulgulan

Gorsel 4.20. Vanadil Siilfat Uygulanmis MCF-7 Hiicrelerinde Siklin B1 Boyanmasi (20x). Ok Basi-
Siklin By Boyanmasimin Yogun Oldugu Hiicreler

b
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l x P ﬁ,a! ':,o

Gorsel 4.21. Vanadil Siilfat Uygulanmig MCF-7 Hiicrelerinde Siklin D1 Boyanmast (40x). Ok
Bagi-Siklin D1 Boyanmasinin Yogun Oldugu Hiicreler
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4.6.1.3. Vanadil siilfat yiiklii kati lipid nanopartikiillerin uygulandigt MCF-7

hiicrelerinin immiinhistokimyasal siklin bulgulart

Gorsel 4.22. Vanadil Siilfat Yiiklii KLN Uygulanmis MCF-7 Hiicrelerinde Siklin B1 Boyanmasi
(20x). Ok Bagi-Siklin By Boyanmasinin Yogun Oldugu Hiicreler

Gorsel 4.23. Vanadil Siilfat Yiiklii KLN Uygulanmis MCF-7 Hiicrelerinde Siklin D1 Boyanmasi
(10x). Ok Bagsi-Siklin D1 Boyanmasinin Yogun Oldugu Hiicreler
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4.6.1.4. Bos kat1 lipid nanopartikiillerin uygulandigt MCF-7 hiicrelerinin

immiinhistokimyasal siklin bulgular

Gorsel 4.24. Bos KLN Uygulanmis MCF-7 Hiicrelerinde Siklin B1 Boyanmasi (20x). Ok Basi-
Siklin By Boyanmasimin Yogun Oldugu Hiicreler

Gorsel 4.25. Bos KLN Uygulanmis MCF-7 Hiicrelerinde Siklin D1 Boyanmasi (20x). Ok Basi-
Siklin D1 Boyanmasinin Yogun Oldugu Hiicreler

4.6.2. E-Kaderinlerin immiinhistokimyasal 151k mikroskobu bulgulari

Vanadil siilfat, vanadil siilfat yiiklii KLN, bos KLN formlarinin uygulandigit MCF-
7 hiicrelerinde ve kontrol MCF-7 hiicrelerinde E-kaderinler immiinhistokimyasal olarak
isaretlenmigtir.  MCF-7  hiicrelerinin  E-Kaderin  immiinhistokimyasal boyama

degerlendirilmesi 151k mikroskobunda 40x biiylitmede her bir preparatta 3 ayri alan
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taranarak semikantitatif yontemle degerlendirilmistir. Boyanan hiicrelerin sayisina gore
0 (boyama yok), 1 (az boyama), 2 (orta boyama) ve 3 (¢ok boyama) olarak kabul
edilmistir. Degerlendirmeler asagida yer almaktadir (Tablo 4.4.).

Tablo 4.4. Vanadil Siilfat, Vanadil Siilfat Yiiklii KLN, Bos KLN Uygulanmis ve Kontrol MCF-7
Hiicrelerinin E-Kaderin Boyanmasinin Skorlama Tablosu

Kontrol
Vanadil
siilfat

Vanadil

siilfat yiiklii

Bos KLLN

E-kaderin isaretlemesini gosteren, kontrol MCF-7, vanadil siilfat, vanadil siilfat
yiikli KLN ve bos KLN uygulanmig MCF-7 hiicrelerine ait 151k mikroskobu goriintiileri
asagida yer almaktadir (Gorsel 4.26-Gorsel 4.29.).

4.6.2.1. MCF-7 kontrol hiicrelerinin immiinhistokimyasal E-kaderin isaretlemesi

Bulgular

Gorsel 4.26. Kontrol MCF-7 Hiicrelerinde E-Kaderin Boyanmast (20x). Ok Basi-E-Kaderin
Boyanmasinin Yogun Oldugu Hiicreler
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4.6.2.2. Vanadil siilfat uygulanan MCF-7 hiicrelerinin immiinhistokimyasal

E-kaderin isaretlemesi bulgular

Gorsel 4.27. Vanadil Siilfat Uygulanan MCF-7 Hiicrelerinde E-Kaderin Boyanmasi (20x). Ok
Bagi-E-Kaderin Boyanmasinin Yogun Oldugu Hiicreler

4.6.2.3. Vanadil siilfat yiiklii kati lipid nanopartikiillerin uygulandigt MCF-7

hiicrelerinin immiinhistokimyasal E-kaderin isaretlemesi bulgulari

Gorsel 4.28. Vanadil Siilfat Yiiklii KLN Uygulanan MCF-7 Hiicrelerinde E-Kaderin Boyanmast
(20x). Ok Basi-E-Kaderin Boyanmasinin Yogun Oldugu Hiicreler
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4.6.2.4. Bos kat1 lipid nanopartikiillerin uygulandigt MCF-7 hiicrelerinin

immiinhistokimyasal E-kaderin isaretlemesi bulgulart

Gorsel 4.29. Bos KLN Uygulanan MCF-7 Hiicrelerinde E-Kaderin Boyanmasi (20x). Ok Basi-E-
Kaderin Boyanmasinin Yogun Oldugu Hiicreler
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5. TARTISMA

Kanser, olusumu ve gelisimi hizli ve kompleks olmasi ve tedavisinin de ¢ok zorlu
ve pahal1 bir siire¢ olmasi ve buna ilaveten yiiksek mortaliteden dolayi, glinlimiizde en
onemli toplum saglig1 problemleri arasinda yerini ilk siralarda koruyan bir hastaliktir [1].
Kanser tedavisine yonelik ¢alismalar ve gelistirilen ilaglarin sayisi son on yil i¢erisinde
ciddi bir artig gostermistir. Bu ilaglar arasinda, metal kompleksler in vitro ve in vivo
olarak test edilmis, bazilar1 da klinik uygulama basamagina gecebilmistir. Son yillarda
klinik kullanimina baslanan sisplatin, rutenyum, altin ve feroksifen gibi metal bazli ilaglar
basta antikanser ve antiinvazif Ozellikler olmak iizere, kanser hiicresinin canliligini
baskilamaya yonelik bir¢ok biyokimyasal 6zelligine sahiptir [6]. Bu ilaglarin asir1 yan
etkileri kullanimlarini siirlamaktadir [20]. Genis yelpazede etkili metal bazli kanser
hiicresini 6ldiirmeye yonelik biyokimyasal 6zellikte ilag olarak gelistirme potansiyeli
olan bir metal de vanadyum ve vanadyum bilesikleridir [6]. Vanadyum bilesiklerinin
onemli grubunu teskil eden vanadyum tuzlarinin antikanser etkisi ilk kez 1965 yilinda
arastirilmis ve yaymlanmistir [13]. Bir vanadyum tuzu olan vanadil siilfatin memelilerde
kimyasal ile indiiklenmis karsinogenezde inhibisyona neden oldugunu bildiren ilk
calisma ise 1984 yilinda yaymlanmigtir [17].

Vanadyum bilesikleriyle gergeklestirilen bir¢cok ¢alismada vanadyum bilesiklerinin
antikanser etkinligi fare karaciger kanseri, fare meme bezi karsinomu, Morris hepatoma,
rat leiomyosarcoma ve bir¢ok insan kanser hiicre hatlar1 gibi farkli hiicre hatlarinda
arastirilmistir [17]. Simdiye dek arastirilmis farkli vanadyum bilesikleri farkli hiicre
hatlar tizerinde, doza, uygulanan bilesigin tilirline, zamana ayni1 zamanda da hiicre tiiriine
bagl olarak bir¢ok farkli biyokimyasal etkiler gostermistir [17]. Farkli vanadyum
bilesiklerinin ortak tek bir etkisi kaydedilmistir: Malign hiicrelerde apoptozu tetiklemek
[17]. Son yillarda kanser tedavisine yonelik arastirmalarda apoptozu indiikleyen
bilesiklerin kullanimina yonelim artmistir. Bunun nedeni apoptoz indiikleyen ilaclarin,
kanser tedavisine yeni bir yaklagim potansiyeline sahip olduklarmin diistiniilmesidir [20].

Metal bazli ilaglarin kanser hiicreleri tlizerinde antikanser etkiye sahip olduklari
bilinmektedir. Ancak giiniimiizde kanser tedavisinde en 6nemli sorun, tiimore spesifik
hedeflemenin yapilamamasidir. Vanadyum ve vanadyum bilesiklerinin kanserli
hiicrelerde daha c¢ok biriktiginin bilinmesi ve ideal kanser ilacinda bulunmas1 gereken
ozellikleri bir arada veya tek tek tasima kapasitesinin olmasi, hedefli kanser tedavisi

yoniinden 6nemli ajanlar oldugu ve ¢esitli uygulamalarla bu tip ilaglarin gelistirilebilecegi
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umudunu vermektedir [13]. Vanadyumun arastirilmasina baslanildiktan sonraki yillarda
vanadyum bilesiklerinin ters misel reaksiyonu ile nanokompositleri, bunlarin da vanadil
ester ve karboksilik asit reaksiyonu sonucu nanopartikiilleri elde edilmistir. Bu
yontemlerle VO2 nanopartikiilii elde edilmistir. V20s nanopartikiillerinin antikanser
etkisini genel olarak hiicre ylizeyi, morfolojisi ve igine girdiklerinde de hiicre kimyasini
bozarak gosterdikleri ispatlanmigtir [121].

Nanopartikiiller, etken maddeleri istenilen bolgeye yonlendiren, kontrollii olarak
salinimin1 saglayabilen nanometre boyunda tasiyici sistemlerdir [66, 67]. Kati lipid
nanopartikiiller ise kati lipidden olusan, oda sicakliginda kati1 halde olan, hidrofobik
¢ekirdek ve tek tabakali fosfolipid yilizeyden olusan, 50-1000 nm boyutundaki nano
formulasyonlardir. Dezavantajlar1 heniiz bildirilmeyen bu formulasyonlar sulu
cozeltilerde disperse olan, kararli, kolloidal ila¢ tasiyicilardir. Kati lipid nanopartikiil
tastyicilar kolloidal olmalari, biyolojik olarak gecirimli olmalari, pahali olmayan
cihazlarla iretilebilmeleri, ¢ok miktarda iiretilebilmeleri, toksik olmamalar1 ve fazla
miktarda etken madde yiiklenebilmelerinden dolayr ¢ok avantajhidirlar [76, 77, 78].
Vanadyum bilesiklerinin antikanser etkisini gdsterebilmeleri i¢in, hiicreler igerisine
vanadil siilfat1 daha ¢ok miktarda ve daha kolay sokmak amaciyla bu ¢alismada vanadil
siilfat yiikli kati1 lipid nanopartikiil formu sentezlenmistir. Sentezlenen partikiillerin
boyutlar1 ve biiyiikliigiine gore gosterdikleri dagilim, kolloid yapili ila¢ tasima
sistemlerinde fizikokimyasal oOzelliklerin belirlenmesi agisindan degerlendirilen
parametrelerdir [118]. Sentezlenen partikiillerin partikiil biiyiikliigiine bagl olarak
fiziksel kararliliklar1 ve etkinlikleri degismektedir. Sentezlenen partikiillerdeki parcacik
boyutu genis bir aralikta dagilim gosterdiginde kiiciik partikiillerin etrafindaki enerji yiikii
biiyiik partikiillerdeki yiikten daha yiiksek oldugundan kiiglik partikiillerin birleserek
¢okmesi meydana gelmektedir [118]. Bu agidan, elde edilen iiriiniin pargacik boyutlarinin
birbirine yakin olmasi gerekmektedir. Calismamizda gergeklestirilen polidispers indeks
ve parcacik boyutu dl¢liimlerinden, sentezledigimiz KLN iiriinlerinin partikiil boyutlarinin
birbirine yakin oldugu ve homojen dagilim gosterdigi bulunmustur (Tablo 4.1.).

Kolloidal partikiiller dispersiyon ortamindaki iyonlar1 adsorbe ederek yiiklii
duruma gegerler. Bu yiiklerin degerlendirilmesi ve partikiil yilizeyindeki net yiikiin
bilinmesi KLN formiilasyonlarinin raf émrii ve muhtemel presipitasyon durumlarinm
degerlendirmek agisindan gereklidir. Kati lipid nanopartikiillerin yilizeyindeki net yiikiin
belirlenmesinde zeta potansiyel ol¢limii gergeklestirilmektedir [119, 120]. Partikiillerin
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zeta potansiyeli degerleri -31 ile -60 mV araliginda orta, -61 ile -80 mV arasinda iyi, -81
ile -100 mV arasinda da mitkemmel derecede kararli olarak kabul edilmektedir [120].
Zeta  potansiyel ve elektriksel iletkenlik  Ol¢tim  verilerinin  (Tablo 4.2.)
degerlendirilmesinden sentezlenen partikiillerin kararliliginin orta dereceye yakin oldugu
ve saklama sirasinda presipitasyon risklerinin nispeten diisilk oldugu sonucuna
vartlmistir. Partikiillerin morfolojik incelemeleri sonucunda vanadil siilfatin kristal yapili
olup, sentezlenen KLN formulasyonlariyla (288,1 ve 293,1 nm) karsilastirildiginda, ¢ok
bliyiik boyutlarda (15,04 um) oldugu gosterilmistir. Vanadil siilfat yliklii KLN ve bos
KLN formulayonlarnin partikiil seklinin kiiresel ve nispeten piiriizsiiz yiizeyli oldugu ve
vanadil siilfat kristaliyle karsilastirildiginda partikiil boyutunun yaklasik 50 kat daha
kiiclik oldugu gosterilmistir (Gorsel 4.1-Gorsel 4.3.).

Yapilan calismalarda, vanadyumun insan hiicreleri iizerinde etkisinin kesin
bilinmedigi ifade edilmistir [11, 41]. Bu bilgilerden yola ¢ikilarak bu tezde antikanser
etkisi birgok yonden in vitro sartlarda incelenen vanadil siilfatin ve yeni sentezlenen
vanadil siilfat yiikli KLN formulasyonunun sitotoksik, antiproliferatif, antikanser
etkilerinin olup olmadigit MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde arastirilmistir. Vanadil
silfatin ve vanadil siilfat yiikli KLN formulasyonunun 40-170 pM aralifinda
uygulandiklarinda MCF-7 hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur.
MCF-7 hiicrelerinin canlilig1 24 saatlik uygulama siiresi sonunda konsantrasyona bagimli
olarak diigmiistiir. Vanadil stilfatin ve vanadil siilfat yiiklii KLN formulasyonunun 24
saatlik 1Cso konsantrasyonunun 85 puM oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2). Yeni
sentezlenmis olan bos KLN formulasyonunun MCF-7 hiicrelerine 40-170 uM araliginda
uygulanmas1 sonucunda ise sitotoksik etki tespit edilemememistir. Bos KLN
formulasyonunun ugulandigi MCF-7 hiicre grubunda tespit edilen canlilik yiizdesi
kontrol MCF-7 hiicrelerinde bulunan hiicre canliligi ile neredeyse ayni bulunmustur. Bu
sonuglara benzer olarak yapilmis olan bir calismada fare fibrosarkoma 1.929, rat
feokromositoma PC12 ve insan karaciger karsinomasi HepG2 hiicrelerinde vanadil
stilfatin bu hiicrelerin canlilifin1 doza ve zamana bagimli olarak diisiirdiiglinii ifade
etmislerdir [17]. Yine ayni calismada vanadil siilfatin insan karaciger karsinoma hiicreleri
tizerindeki etkisinin fare fibrosarkoma ve rat feokromositoma hiicreleri iizerindeki
etkisinden daha diisiik seviyede oldugu bulunmustur [17]. Buna benzer olarak arastiricilar
vanadil siilfatin MTT testi ile A549 insan akciger adenokarsinoma hiicreleri lizerinde

belirledikleri ICso konsantrasyonu olan 15 pM’lik konsantrasyonun DU145 prostat kanser
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hiicrelerinin ayni uygulama siiresinde tamamini 6ldiirdiiglinti ifade etmislerdir [32, 62].
Baska bir ¢caligmada vanadyum tuzlarinin sindirim kanalinda emiliminin zor olmasi ve
yan etki gosterebildikleri bilgisinden yola c¢ikarak alternatif bir vanadyum bilesigi
sentezleme yoluna gitmislerdir [19]. Bu bilesik vanadil siilfatin sulu ¢6zeltisinden elde
edilen vanadil alginatlardir. Vanadil alginatlarin insan hepatoma hiicresi BEL-7402
hattinda belirgin bir sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir [19].

Bu ¢alismada da vanadil siilfatin olas1 yan etkilerini azaltmak ve biyoyararliligini
arttirmak amaciyla alternatif bir kanser tedavi ajani olarak vanadil siilfat yiiklii KLN
formulasyonlar1 elde edilmis ve MCF-7 hiicre hattinda antiproliferatif etki gosterdigi
tespit edilmistir. Metal komplekslerin hidrofobik hiicre membranini geg¢ip antikanser
etkinliklerini gergeklestirebilmeleri kompleksin lipofilik o6zelliklerine baglidir [20].
Aragstiricilar lipofilik 6zelliklerini yiikselttikleri vanadyum IV komplekslerinin 16semi
hiicrelerinde daha iyi derecede sitotoksisite tespit etmiglerdir. Ayrica yeni sentezledikleri
bu vanadyum komplekslerinin U937 losemi hiicreleri lizerine vanadil siilfatin
antiproliferatif etkisini de arttirdigin1 bildirmislerdir [20]. Bulgularimiz bu arastirmalarla
benzerdir; vanadil siilfatin kati lipid nanopartikiiller igine yiiklenmesiyle MCF-7
hiicrelerine olan sitotoksik etkisi arastirilmis ve vanadil siilfat ile benzer olarak 24 saat
igerisinde vanadil siilfat yiiklii KLN formunun ila¢ salinimini gergeklestirdigi ve MCF-7
iremesini 85 uM konsantrasyonda baskiladigl tespit edilmistir. Tespit edilen bu
konsantrasyonun daha once farkli calismalarda farkli vanadyum bilesiklerinin farkl
hiicre hatlar1 tizerindeki diisiik dozlarda sitotoksisite gdstermeleri sonucuyla uyumluluk
gostermektedir [122].

Vanadyum bilesiklerinin antiproliferatif ve sitotoksik etkilerini DNA’y1
parcalayarak gosterdigi bilinmektedir [13, 17]. Bu bilesiklerin DNA kiriklarina yol
acmast hiicreyi apoptoza gotlireceginin gostergesi olarak kabul etmektedir [17]. Bu
calismada vanadil siilfatin ve yeni sentezlenen vanadil siilfat yiiklii KLN formunun MCF-
7 hiicreleri lizerinde apoptozu indiikleme 6zelligi de ele alinmistir. Bu amagla ilk olarak
vanadil siilfat, vanadil siilfat yiikli KLN ve bos KLN formulasyonunun uygulandig:
MCF-7 hiicreleri ve kontrol MCF-7 hiicrelerinin morfolojisi konfokal mikroskopta
incelenmistir. Vanadil siilfat ve vanadil siilfat yiikli KLN formulasyonunun ICsg
konsantrasyonunun uygulandigi MCF-7 hiicre iskeletinde delik olusumu, kromatin
yogunlagmast, hiicrelerin ve ¢ekirdeklerinin biiziigmesi ve par¢calanmasi, at nali seklinde

¢ekirdek olusumu, hiicre membrani tomurcuklanmasi, hiicre membrani ve hiicre
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iskeletinde parcalanmalar tespit edilen morfolojik degisikliklerdir (Gorsel 4.5. ve Gorsel
4.6.). Bu degisiklikler hiicrelerde apoptozu isaret eden morfolojik degisiklikler olarak
degerlendirilmistir. Bos KLN formulasyonunun uygulandigi MCF-7 hiicrelerinde ise
hiicre yapisinin kontrol MCF-7 hiicrelerine ¢ok yakin oldugu ve énemli hiicre hasarinin
meydana gelmemis oldugu tespit edilmistir. Bu sonug ile uyumlu olarak arastiricilar
vanadil siilfat uyguladiklar1 A549 insan akciger adenokarsinomasi ve DU145 prostat
adenokarsinomasi hiicrelerinde konfokal mikroskopik inceleme sonucunda parcalanmis
cekirdekli, geg apoptotik hiicre 6liimii tespit etmislerdir [62]. Bizim ¢alismamizla uyumlu
olarak, insan kolon kanseri Caco-2 hiicrelerinde okzodiasetatli vanadil IV bilesiginin
hiicre iskeletini bozdugu da bildirilmistir [123].

Birgok hiicre tipinde meydana gelen ve apoptozun indiiklenmesiyle iliskilendirilen
bir diger biyokimyasal degisiklik de hiicre i¢i kalsiyum derisimindeki degisikliklerdendir.
Hiicre i¢i kalsiyumun asir1 yiiksek seviyelerinin apoptozu indiikledigi gosterilmistir
[124]. Buna ilaveten apoptozun indiikklenmesi sirasinda kalsiyum bagiml
endoniikleazlarin devreye girmesi [125] ve hiicre i¢i kalsiyum artmasi aktif T hiicre
hibridomas1 [126] ve timositlerin apoptotik Oliimiiyle iliskilendirilmistir [127]. Bu
bilgilerle uyumlu olarak bizim ¢alismamizda, vanadil siilfat uygulanmayan grupta kontrol
grubuna ve bos KLN formulasyonunun uygulandigi gruba gore, kalsiyum miktarinda artis
saptanmistir. Bos KLN formulasyonunun uygulandigi MCF-7 hiicrelerinde kontrol
grubundaki MCF-7 hiicrelerine yakin bazal kalsiyum tespit edilmistir. Vanadil siilfat
yiiklii KLN formulasyonunun uygulandigt MCF-7 hiicre grubunda ise bazal kalsiyum en
yiiksek seviyede tespit edilmistir (Sekil 4.3.). Bu bulgular dogrultusunda, MCF-7
hiicrelerinde konfokal mikroskopik degerlendirmeler sonucunda vanadil siilfat ytikli
KLN formulasyonunun en yiiksek seviyede olmak iizere hiicre i¢i kalsiyum derisimi
arttirdigi gosterilmistir (Sekil 4.3.).

Kalsiyumun hem hiicre Oliimiinii 6nleme hemde hiicre oliimiinii tetikleme
mekanizmalarinda gerekli oldugu bilinmektedir. Hiicre i¢i kalsiyum derigimlerinin
diizenlenmesinde mitokondrilerin anahtar rol oynadigi kaynaklarda belirtilmistir.
Mitokondride kalsiyum derisiminin uygun miktarlarda arttirilmasinin  enerji
metabolizmasini destekleyerek hiicreleri aktive ettigi ve canli tuttugu gosterilmistir. Bu
artigin asir1 seviyeleri ise hiicrenin 6liimiine yol agmaktadir [128]. Kalsiyumun asiri
derecede artmis olmasinin  mitokondri biitiinliiglinii  bozdugu dolayisiyla da

mitokondriden sitoplazmaya apoptojenik proteinlerin serbestlesmesine yol actif
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kaynaklarda yer almaktadir. Diger yandan hiicrelerin canliligini siirdiirebilmesi i¢in hiicre
ici kalsiyum homeostazini stirdiirmesi gerektigi ve kiiltiir hiicrelerinde kalsiyum kaybinin
hiicre 6limii ile yakindan baglantili oldugu belirtilmistir [128]. Bu ¢alismalarla uyumlu
olarak bizim ¢alismamizda vanadil siilfat ve vanadil siilfat yiiklii KLN formiilasyonlarinin
MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde hiicre i¢i kalsiyum derisimini arttirdig
saptanmistir  (Sekil 4.3.). Vanadil siilfat yiikkli KLN formiilasyonun 24 saatlik
uygulanmasi sonucunda MCF-7 hiicrelerinde hiicre i¢i kalsiyum derisimini, diger
gruplara gore belirgin olarak daha cok arttirdigi saptanmistir. MCF-7 hiicrelerine
uygulanan vanadil siilfat ve vanadil stilfat yiikli KLN formiilasyonlariin hiicre ince
yapisinda ve morfolojik yapisinda meydana getirdigi basta mitokondri hasar1 ve ¢ekirdek
parcalanmasi olmak {lizere degisiklikler ile anneksin V-FITC ve Pl incelemesi
sonuclariyla beraber incelendiginde hiicre i¢i kalsiyum derisimindeki artisin MCF-7
hiicrelerinde apoptozu indiikledigi sonucuna varilmigtir. Daha Once yapilmig bir
calismada vanadyum bilesiklerinden vanadatlarin hiicrelerde Ca-ATPaz aktivasyonunu
inhibe ederek, hiicre i¢i kalsiyum brikimine neden oldugu bulunmustur [129]. Bizim
calismamizda, vanadil siilfat ve vanadil stilfat yiliklii KLN formlarinin uygulandigi MCF-
7 hiicrelerinde saptanan kalsiyum artisinin ve artan kalsiyumun apoptozu indiikleme
mekanizmasinin agiklanabilmesi icin ileri arastirmalar gerekmektedir. Apoptozun
gerceklesmesinde kesin On sart olmamakla birlikte hiicre i¢i kalsiyum 6nemli bir apoptoz
mediyatoriidiir. Kalsiyum iyonunun hiicre i¢i seviyesinin artmasiyla prokaspaz-12
aktifleserek sitoplazmadaki kaspaz-9 ile etkilesir ve apoptotoz tetiklenmis ve bdylece
hiicre geri doniisiimsiiz olan bir 6liim siirecine girmis olur [91]. Vanadyum bilesiklerinin
Jurkat T lenfositleri ve rat bazofilik 16semi hiicrelerinde kalsiyum sinyallesmesini
indlikleme ve kalsiyum tesvikli kalsiyum kanallarinin aktivasyonunu sagladigi
bulunmustur [41]. Bu c¢alismada, MCF-7 hiicrelerinde vanadil siilfatin ve sentezlemis
oldugumuz vanadil siilfat yiiklii KLN formulasyonunun hiicre i¢i kalsiyum derisimine
olan etkisi arastirllmis ve konfokal mikroskopta bu maddelerin uygulandigt MCF-7
hiicrelerinin bazal kalsiyum derigimi Ol¢iilmiistiir. Kalsiyum miktari, vanadil siilfat
uygulanan MCF-7 hiicrelerinde kontrol hiicreleri ve bos KLN formulasyonunun
uygulandigr hiicrelere gore artmistir. Bos KLN formulasyonun uygulandigt MCF-7
hiicrelerinde bu artis kontrol grubu hiicrelerine gore anlamli seviyede degildir. Kalsiyum
seviyesindeki en biiyiik artis vanadil siilfat yiiklii KLN formulasyonun uygulandigit MCF-
7 hiicre grubunda kaydedilmistir (Sekil 4.6.). Vanadil siilfat ve vanadil siilfat yiikli KLN
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formlariyla inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinde tespit edilen hiicre i¢i kalsiyum derigimi
artisginin bu hiicrelerde apoptotik hiicre 6liimiiniin indiikklenmesiyle iliskilendirilmistir.
MCF-7 hiicrelerinde vanadil siilfat ve vanadil siilfat yiiklii KLN formulasyonunun
tetikledigi kalsiyum aracili bu apoptotik etkinin molekiiler mekanizmasinin tam olarak
anlasilabilmesi i¢in daha ayrintili ileri arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Vanadyum ve vanadyum bilesikleri hiicrede lizozom, mitokondri gibi organellerin
yapisini, aktin ve tubulin gibi hiicre iskelet proteinlerini de degistirerek, bazi hiicre igi
sinyal yolaklarini, siklin ve kaspazlar etkileyerek hiicre dongiisiinii durdurmak ve en
sonunda da hiicreyi apoptoza siiriikleyerek antikanser etkiye sebep olmaktadirlar. Ayrica
bu bilesikler cekirdekte genotoksik etki meydana getirerek hiicre DNA’smna hasar
vermektedir [130, 131]. Arastiricilar H35-19 rat hepatoma hiicrelerinde VOSO4, NazVO4
ve NaVOs vanadyum tuzlarimin hiicre ince yapisina etkisini arastirmis ve hiicrelerin
cekirdek membraninda ice ¢okme, trabekiiler yapili c¢ekidekgikler, Golgi aygitinda
sisterna kesikleri gibi degisiklikler tespit etmislerdir [35]. Buna benzer olarak, bizim
calismamizda da bu c¢alismada wvanadil siilfat ve vanadil siilfat yiikli KLN
formulasyonunun 24 saat uygulanmasi sonucunda, MCF-7 hiicrelerinin ince yapisinda
meydana getirdigi degisiklikler arastirilmis ve biiziisme, mitokondrilerde krista kaybi,
sisme ve hiicrede sekonder lizozom, otofagozom, vakuol ve lipid artigi, ¢ekirdek
membraninda ¢okme, at nali ¢ekirdek olusumu, kromatin kondenzasyonu, hiicre
membraninda tomurcuklanma gibi apoptotik degisiklikler tespit edilmistir. MCF-7 hiicre
grubu kontrol grubu, ve birbirileri ile karsilastirildiginda vanadil siilfat uygulanmis grup,
kontrol grubuna gore belirgin apoptotik ince yapisal degisiklikler saptanirken en bariz
apoptotik belirte¢ ince yapisal degisikliklerin ise wvanadil siilfat yiikli KLN
formulasyonunun uygulandigi grupta goriilmiistir. Bos KLN formulasyonunun
uygulandigt MCF-7 hiicrelerinin ince yapisinda normale yakin hiicre membrani, ¢ekirdek
yapist ve hiicre iskeletinin oldugu tespit edilmistir (Gorsel 4.16.). Bu sonuglara benzer
olarak vandyum bilesiklerinin besinle alindiginda pili¢lerin mitokondrilerinde krista
kaybina neden oldugu arastiricilar tarafindan yayinlanmistir [132].

Calismamizda, vanadil siilfat, vanadil stlfat yiikli KLN ve bos KLN
formulasyonlarinin MCF-7 hiicrelerinde apoptozu indiikleme etkisini karsilagtirmak i¢in
akis sitometrisinde apoptoz profilleri incelenmistir. Kontrol MCF-7 hiicre
populasyonunda apoptotik veya nekrotik hiicrelere rastlanmamuistir (Sekil 4.8.). Vanadil

stilfatin ICso konsantrasyonuna 24 saat maruz birakilan MCF-7 hiicrelerinin apoptotik
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profili incelendiginde ise hiicre populasyonunun %4,3’liniin nekrozla 61digii, %41,8’inin
gec apoptotik donemde, %9,9 unun ise erken apoptotoik donemde oldugu bulunmustur.
24 saat inkiibasyondan sonra vanadil siilfatin MCF-7 hiicrelerinde toplamda %51,7’lik
bir deger ile apoptozu tetikledigi bulunmustur (Sekil 4.9.). Vanadil siilfat yiiklii KLN
formulasyonunun uygulandigit MCF-7 hiicrelerinde ise, toplam apoptotik hiicre
yiizdesinin %71 oldugu tespit edilmistir. Kat1 lipid nanoformulasyonun, vanadil siilfat ile
karsilastirildiginda, MCF-7 hiicrelerinde apoptozu indiikleme oraninin %20 daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.10.).

Hiicreler hiicre dongiisii stirecinde c¢ok iyi diizenlenen kontrol noktalarindan
gecerek farkli evreler arasinda ilerlemektedirler. ilag gelistirme arastirmalarinda bu
dongiideki kontrol noktalarini hedef alarak hiicre dongiisiinii durdurmaya ve apoptozu
tetiklemeye yonelik ajanlarin bulunmasina yonelik ¢alismalar giindemdedir [132].
Apoptoz sirasinda endoniikleazlar aktive olarak, DNA molekiiliiniin interkromozomal
alanlarinda etki gostererek ileri derecede DNA kiriklarina yol agmaktadir. Hasarli
DNA’ya sahip apoptotik hiicrelerin DNA miktar1 azalir ve DNA’ya 6zel florokrom
boyalarla boyandiklarinda, akis sitometrisinde G1 evresi hiicrelerinden daha diigiik bir
DNA igerigine sahip hiicreler olarak tespit edilirler [131]. Tez g¢alismamizin bu
asamasindaki bir diger amacimiz, olan vanadil siilfat ve vanadil siilfat yiikli KLN
formulasyonunun hiicre dongiistinii durdurdugu evreyi tespit etmeye yoneliktir. Bu amaca
uygun olarak yapilan, DNA analizinden elde edilen veriler, hem vanadil siilfatin, hem de
vanadil siilfat yiiklii KLN formulasyonunun hiicre siklusunu G: evresinde durdurdugunu
gostermistir. Hiicre dongiisii analiz sonuglarimizda, Gi evresinde bulunan MCF-7
hiicrelerinin yiizdesinin vanadil siilfat, vanadil siilfat yiikli KLN ve bos KLN i¢in
sirastyla %78,49, %72,55 ve %71,13, Gz evresinde bulunan MCF-7 hiicrelerinin yiizdesi
%1,04 ve S fazinda bulunan hiicrelerin yiizdesi %27,83 olarak tespit edilmistir (Sekil
4.12-Sekil 4.15.).

Vanadyum ve vanadyum bilesiklerinin, hiicre proliferasyonundan sorumlu
proteinlerin sentezini degistirerek hepatositlerin proliferasyonunu etkiledigi bilgisi
kaynaklarda belirtilmistir [132]. Bu durum vanadyumun protein sentezini baskilama
Ozelliginden kaynaklanmaktadir. Bu proteinler genellikle siklin grubu proteinlerdir.
Hiicre dongiisiiniin farkli evrelerinde farkl: siklinler gorev almaktadir. Bunlardan siklin
D ve E G evresinde, siklin A S evresinde ve mitozda, siklin B ise mitoz evresinde rol

oynadig1 kaynaklarda belirtilmektedir [132]. Daha 6nce yapilmis bir ¢alismada, sodyum
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ortovanadatin karaciger karsinoma hiicreleri HepG2, Sk-Hep-1 ve Hep3B’de hiicre
dongiisiinii Go/M evresinde doza bagli olarak durdurdugu bulunmustur. G2/M evresindeki
bu inhibisyonun hiicre dongiisiinde diizenleyici proteinlerden olan Silkin Bj
ekspresyonunun sodyum ortovanadat tarafindan arttirilmasindan kaynaklandigi
bulunmustur [17]. Bir bagka calismada, krizin ve silibininli okzovandyum bilesiklerinin
100 uM’lik konsantrasyonunun 24 saat inkiibasyon sonucunda hiicre dongiisiinii yine
G2/M safthasinda durdurdugu bulunmustur [132]. Arastiricilar vanadat, VO(acac), ve
VO(ma): bilesiklerinin karaciger kanseri HepG2 ve L02 16semi hiicrelerinde yaptiklari
calismada bu bilesiklerinin hiicre dongiisiinii HepG2 hiicrelerinde G1/S gegis evresinde,
L02 hiicrelerinde ise G2/M gegis evresinde durdurdugunu ifade etmislerdir [133]. Bu
calismada tespit edilen Gi sathasinda hiicre dongiisii inhibisyonunun sebebini arastirmaya
yonelik olarak vanadil siilfat, vanadil siilfat yiiklii KLN ve bos KLN uygulanan MCF-7
hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin 6nemli kontrol noktasi proteinleri olan siklin B; ve siklin
D1 proteinleri isaretlenmistir. Bu isaretleme sonuglarimiz dogrultusunda, gerceklestirilen
karsilastirmali semikantitatif degerlendirme sonucunda, kontrol grubu hiicreleri ile
karsilastirildiginda, G2-M gegis sathasini diizenleyen siklin B proteininin ekspresyonu
vanadil siilfat uygulanan grupta nispeten azalmis, vanadil siilfat yiiklii KLN uygulanan
grupta ise az miktarda artmistir. G1 safhasinda sentezlenen Siklin D1 proteini ise kontrol
grubu ile karsilastirildiginda vanadil siilfat yiikli kat1 lipid nanopartikiiliin uygulandigi
MCEF-7 hiicrelerinde daha fazla boyanma gosterirken en yogun boyanmanin saptandigi
MCF-7 hiicre grubu vanadil siilfatin ICsp konsantrasyonunun uygulandigi hiicreler
olmustur (Gorsel 4.21.). Bu boyanma sonuglar1 da gerceklestirdigimiz hiicre dongiisii
analizinin sonuglariyla birbirini desteklemektedir. Bu analizler sonucunda vanadil siilfat
yikli KLN formunun ve vanadil siilfatin hiicre dongiisiinii Go-G1 gegis evresinde
durdurmus oldugu tespit edilmistir. MCF-7 hiicrelerinin dongiisiinde tespit edilen Go-G1
gecis evresindeki durma bu hiicrelere uygulanan vanadyum bilesiklerinin siklin D3
proteininin sentezini etkilemesiyle iliskilendirilmistir. Bununla birlikte, vanadyum
bilesiklerinin siklin proteinlerinin aktivitesini etkileme mekanizmasi heniiz tam olarak
literatiirde yer almamaktadir [131]. Buna benzer olarak, vanadyum bilesiklerinin
cekirdekte heterokromatin bolgesinde birikerek hiicre dongiisiinii ge¢ S ve G2 fazlarinda
geri dontlisiimlii olarak durdurdugu arastiricilar tarafindan bulunmustur [11].

Son yillarda vanadyum ve vanadyum bilesiklerinin antikanser etkilerini arastirmaya

yonelik ¢aligmalar artmistir. Vanadyum bilesiklerinin bu ¢ok yonlii antikanser 6zellikler
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arasinda malign hiicrelerde antiproliferatif etki gdsterme, nekroz veya apoptoz yoluyla
sitotoksik veya sitostatik etki gosterme, hiicrelerde ilag direnci gelistirmemek veya az
gelistirme 6zelliginin diisiik veya hi¢ bulunmamasinin yani sira en 6nemli 6zelliklerinden
birisi olarak ise malign hiicrelerdeki invazyon ve metastaz 6zelliklerini azaltmasi veya
inhibe etmesi gosterilmektedir. Bu antikanser etki ve 6zellikler bir¢ok farkli yonden ve
farklt hiicre hatlar1 {izerinde aragtirllmigtir [13]. Vanadyum (IV) bilesiklerinin
osteosarkom hiicrelerinde bir saatlik uygulama sonucunda doza bagimli olarak hiicre
adezyonunu ve yayilmasini inhibe ettigi arastiricilar tarafindan bulunmustur [34]. Yine
ayni calismada vanadil komplekslerinin uygulandigi hiicrelerde adezyonun %40 oraninda
inhibe edilmis, yayilmanin ise %55 inhibe edilmis oldugu bildirilmistir [34].

Agresif ve ileri sathada olan bir¢ok kanser tiirlinde E-kaderin ekspresyonunun
tamamen kayboldugu ve bu kaybolmaya sebep olan mekanizmanin veya hiicresel
degisikligin tam olarak ne oldugu heniiz agiklanamamuistir [134]. Meme kanserinde genel
olarak E-kaderinlerin kismi veya tamamen kaybi s6zkonusudur. Bu hiicrelerdeki E-
kaderin kaybi hiicrelerin farklilagma o&zelliklerinin kaybolmasi, invazyon 6zelligi
kazanmasi, timor derecesinin artmasi, metastatik Ozellik kazanmasi ile dogrudan
iligkilendirilmektedir [115]. E-kaderinlerin bazi meme kanseri tiirlerinde kismen,
neredeyse %380’lik kisminda ise tamamen kaybinin s6z konusu oldugu arastiricilar
tarfindan bildirilmistir. E-kaderinlerin meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasindaki etkisini
aragtiran in vivo ve in vitro ¢alismalar mecuttur [32]. E-kaderinlerin eksprese edilmedigi
meme kanseri hiicrelerinde, E-kaderinlerin ekspresyonunun arttirtlmasinin, bu hiicrelerin
¢ogalmasini hem hiicre kiiltiiriinde hem de in vivo timorlerde, ileri derecede inhibe ettigi
gosterilmistir [32]. Buna benzer olarak, bu ¢alismada, vanadil siilfat ve yeni sentezlenmis
olan vanadil siilfat yiiklii KLN formulasyonlarinin MCF-7 hiicreleri lizerinde 24 saatte
etkili olan ICso (85 uM) konsantrasyonlarinin uygulandigi gruplarda E-kaderinlerin
immiinhistokimyasal isaretlemesi gerceklestirilmistir. Calismamizin sonucunda vanadil
silfat ve vanadil siilfat yiikli KLN formulasyonunun uygulandig: hiicrelerde E-
kaderinlerin arttig1 tespit edilmistir. MCF-7 hiicrelerine uygulanan bos KLN
formulasyonunun ise bu hiicrelerde E-kaderin ekspresyonunu kontrol grubuna gore ¢ok
etkilemedigi dolayisiyla da kontrol MCF-7 hiicrelerinde tespit edilen E-kaderin boyanma
oranina yakin olan bir boyanma tespit edilmistir. Vanadil siilfat ve vanadil siilfat yiiklii
KLN formlarinin MCF-7 hiicrelerindeki E-kaderinlere etkisi karsilagtirildiginda E-

kaderinleri en ¢ok indiikleyen formulasyonun vanadil siilfat oldugu, yeni sentezlenen
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vanadil siilfat yiiklii KLN formulasyonunun ise nispeten daha az bir artisa neden oldugu
ortaya c¢ikmistir. MCF-7 hiicrelerinde meydana gelen bu E-kaderin artisinin hiicre
proliferasyonunu durdurdugu sonucuna varilmis olmakla birlikte bu hiicrelere uygulanan
vanadil siilfat ve vanadil siilfat yiikli KLN formulasyonunun bu etkiyi dogrudan E-
kaderin molekiilii ile mi yoksa buna bagli olan 3 katenin gibi molekiiller araciligiryla m1
gerceklestirdiginin mekanizmasinin aydinlatilmasi igin ileri arastirmalar gerekmektedir.
E-kaderin aracili hiicre proliferasyonunun baskilanmasinin iizerinde arastirildigi SW480
kolorektal tiimdr hiicrelerinde baskilama mekanizmasimin B katenin/TCF bagiml
genlerin inhibisyonu yoluyla gerceklestigi bulunmustur [135]. Bu konuda yapilan diger
bir calismada ise E-kaderinin hiicre proliferasyonunu baskilama o6zelliginin hiicre
dongiisiinii durdurma seklinde gergeklestirdigi agiklanmistir. Yine ayni ¢alismada bu
dongii baskilamasinin hiicre dongiisli kontrolii yapan siklin bagimli kinazlarin, p21 gibi
inhibitorler araciligyla inaktive edilmesiyle meydana geldigi fakat E-kaderinin p21
ekspresyonunu nasil arttirdiginin hentiz agiklanamadigi ifade edilmistir [110].

Gilinlimiizde vanadyum bilesiklerinden farmasotik kullanim amaciyla anti-
neoplastik ajan iiretme ve bunlarin klinikte kulanimina yonelik arastirmalarin sayisi
artmistir. Bu alanda ¢ok farkli vanadyum bilesikleri cok genis yelpazadeki kanser hiicre
hatlar1 ve in vivo modeller {izerinde denenmis ve bu bilesiklerin farkli biyokimyasal
ozelliklerinden kaynaklanan etkileri, faydali ve zararli yonleri ile ortaya konulmustur
[20]. Son zamanlarda metal bazli, hiicre dongiisiinii baskilayan, diisiik
konsantrasyonlarda etkili ve apoptozu indiikleyen antikanser ozellikli ajanlarin
kesfedilmesine yonelik arastirmalarin sayis1 da gitgide artmaktadir [20, 136]. Ayrica,
metal bazli bilesiklerden nanopartikiil liretimi ve kanser tedavisindeki kullanimlarinin
aragtirtlmasi konusu da giiniimiizde yaygin arastirma konularidandir [137].

Bizim c¢alismamizda, bir metal kompleksi olan vanadil siilfat ve yeni sentezlenmis
olan vanadil siilfat yiiklii KLN formiilasyonlariin MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri
tizerinde etkin bir antikanser potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. Bu antikanser
ozelligin DNA kiriklar1 olusturma, mitokondrilerde krista kaybina neden olma, siklin By
ve D: ekspresyonunu degistirmek suretiyle hiicre dongiisiinii durdurma ve hiicre ici
kalsiyum derisimini arttirarak MCF-7 hiicrelerini apoptoza siiriiklemek seklinde meydana
geldigi bulunmustur. Buna ilaveten vanadil siilfat ve vanadil siilfat yiikli KLN
formulasyonunun MCF-7 hiicrelerinde E-kaderinleri modiile ederek hiicre canliligini

baskilama etkisi ve metastazi onleme olasiliginin varligi tespit edilmistir. Tiim bu
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Ozelliklerin vanadil siilfata nazaran yeni sentezlenmis olan vanadil siilfat yiikli KLN
formulasyonunda gosterilmis olmasi, bu ajanin yeni bir antikanser terapotik olusturma
olasiligini ifade etmektedir. Bu bulgulardan yola ¢ikilarak, yeni vanadil siilfat yiikli KLN
formulasyonunun ileride farkli hiicre hatlar1 ve dokularda diger antikanser 6zelliklerinin
de ayrintili sekilde arastirilmasindan sonra antikanser etkinliginin arttirilmasi ve belli
doku veya hiicrelere hedeflenerek kanser tedavisinde yeni hedefli tedavi terapotigi teskil
etme potansiyelinin oldugu ortaya konulmustur. Vanadil siilfatin da bugiline dek
gelistirilmis ve klinik uygulamalarda yerini almis diger metal bazli antikanser terapdtikler
gibi yerini alacagi ve genis c¢apta etkili uygulama alani bulacagi bulgularimiza
dayanilarak bir¢ok vanadyum bilesiginin antikanser etkisinin daha bu arastirma alanina
dahil edilip kullanilacagi tahmin edilmektedir.

Aragtirmanin tiim sonuglarindan yola ¢ikilarak, hiicre igerisine daha kolay girmesi,
kontrollii ilag salinimi1 yapmasi ve biyoyararlili1 yiiksek olmasindan dolay1 vanadil siilfat
yiikli KLN formulasyonunun, kisa stire igerisinde MCF-7 hiicrelerini, vanadil siilfata
gore, daha etkin olarak, apoptozu indiikleme yoluyla o6ldiirdiigii goriilmektedir.
Dolayisiyla da, vanadil siilfat yiiklii KLN formulasyonunun da kanser tedavisi i¢in ileride
hedefli bazi kemoterapdtiklerin sentezlenmesi i¢in umut verici bir potansiyele sahip

oldugu distiniilmektedir.
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