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Abstract

Sphingolipids are structural molecules of cellular membranes, that regulate biological processes such growth,
proliferation, migration, metastasis by controlling signaling functions of cancer cells. Recent research in cancer therapy
has sought to find mechanical details of tumor growth and roles of sphingolipids and their downstream targets in
chemotherapy, radiotherapy and/or immunotherapy responses, by innovative molecular and pharmacological tools
targeting sphingolipid signaling nodes in cancer cells.

Lung cancer is one of the most common cancers in our country and in the world. An important part of cancer-
derived deaths is lung cancer-derived. New and effective treatment modalities for lung cancer are increasingly needed.

This research investigated the novel and effective treatment approach by inhibiting the formation of ceramidase-
1-phosphate, which inhibits apoptosis, with synthesis of solid lipid nanoparticles of the ceramidase inhibitor-
ARN14974=BOC, thereby increasing the intracellular level of cell and promoting cell viability and proliferation.

Results showed, cytotoxicity, antiproliferative effect, morphological and ultrastructural changes indicating
apoptosis caused by ARN14974=BOC and its nanoparticle formulation on A549 cells. Apoptosis was induced by the
agents via raising ROS, causing cell cycle arrest. The results underlined and prooved that cell death is trigered more
effectively by the nanoparticle formulation of ARN14974=BOC on human non-small cell lung cancer cells.
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*

ARN14974=BOC tedavisine bagh intraselliiler seramid degisimi aracili proapoptotik ve antikanser etkilerin
insan kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinde arastirilmasi

Ozet

Sfingolipidler hiicre membran yapisinda bulunan ve kanser hiicresinde sinyallesme islevlerini kontrol ederek
biiyliime, proliferasyon, gé¢, metastaz gibi biyolojik fonksiyonlar1 diizenlemekte olan molekiillerdir. Kanser tedavisinde
son yillardaki arastirmalar, kanser hiicrelerindeki sfingolipid sinyallesmesini hedef alan, yenilik¢i molekiiler ve
farmakolojik araclar kullanilarak tiimor biiyiimesinin ve kemoterapi, radyoterapi ve/veya immiinoterapiye yanitta
sfingolipidlerin ve alt hedeflerinin rolii hakkinda mekanik ayrintilar bulmay1 amaglamistir.
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Akciger kanseri iilkemizde ve diinyada en sik goriilen kanser tiirlerindendir. Kanser kaynakli 6liimlerin énemli
bir kism1 akciger kanserine baglidir. Akciger kanseri i¢in yeni ve etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesine her giin daha
¢ok ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu caligmada, ARN14974=BOC seramidaz inhibitdriiniin kati lipit nanopartikiil formunun sentezlenmesi ile
seramidin hiicre igi seviyesini arttirarak hiicrenin yagaminmi ve proliferasyonunu saglayan ve apoptozu inhibe eden
seramidaz-1-fosfatin olusumunu engelleyerek yeni ve etkili bir tedavi yaklasimimin kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri
hiicre hatti A549 hiicrelerinde arastirilmasi amaglanmustir.

Calisma sonuglar1 ARN14974=BOC’un ve nanopartikiil formunun A549 hiicrelerinde sitotoksik ve
antiproliferatif etkileri tespit edilmis ve bu hiicrelerde apoptozu gosteren morfolojik ve ince yapisal degisiklikler
saptanmustir. Bu molekiillerin A549 hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin artmasi ve hiicre dongiistiniin durdurulmasina
neden olarak apoptozu tetiklemistir. Bu sonuglar, insan kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicrelerinde hiicre 6liimiiniin
sentezlenen ARN14974=BOC un nanopartikiil formu tarafindan daha etkin bir bigimde gergeklestirildigini gostermistir.

Anahtar kelimeler: akciger kanseri, sitotoksisite, seramidaz inhibisyonu, apoptoz, hiicre kiiltiirii
1. Giris

Seramidler hiicrelerin membranlarinda bulunan biiyiime, farklilasma ve apoptoz gibi ¢ok dnemli metabolik
stirecte gorev almakta olan yapisal molekiillerdir. Seramid, timdr baskilayici lipit olarak islev gormekte olup, gesitli stres
uyaranlari varliginda hiicre i¢i miktari artarak apoptozise neden olmaktadir. Seramid tiretimi ve sfingolipid metabolizmasi
hatalar1, kanserli hiicre sag kalimi ve kanser tedavisinde 6nemli faktorlerdir. Bu hatalari diizeltmek i¢in seramid
metabolizmasin1 hedeflemek, kanser tedavisinde direncin tstesinden gelmek igin bir alternatif sunma potansiyeli
tagimaktadir.

Seramidler ile yapilan ¢esitli ¢alismalar kanser arastirmalarina yeni boyutlar kazandirmaktadir. Son yillarda
sfingolipid metabolizmasinda etkili olan ilaglarin karsinojen ya da antikanser etkileri tizerine pek ¢ok arastirma
yapilmaktadir. Sfingozin kinaz-1 ve glukozilseramid sentaz seramid metabolizmasinda rol alan kritik enzimlerdir.
Seramidler apoptotik sfingozine seramidazlar ile doniismektedir ve bu sfingozinler; sfingozin kinaz-1’ler ile sfingozin-1-
fosfata fosfatlanirlar. Sfingozin-1-fosfat, hiicrenin yasamini ve proliferasyonunu saglar ayrica apoptozu inhibe eder. Bu
nedenle, sfingolipid metabolizmasinda seramidaz aktivitesinin baskilanmasinin kanser tedavisinde 6nemli bir roliiniin
oldugu vurgulanmustir.

Akciger kanseri, prostat kanserinden sonra en sik goriilen kanser ¢esitidir. Tiim kanser 6liimlerinin yaklasik
ticte birini olusturan akciger kanserleri diinya ¢apinda 6nde gelen kanser insidansinin ve mortalitenin en sik nedenidir [1].
Her yil yaklagik 1 milyon kisi akciger kanseri nedeniyle 6lmektedir. Ortalama siiresi 8 ay olmak ile birlikte 5 yillik sag
kalim orani % 15°tir [2]. Akciger kanserinde kemoterapiyi destekleyen yeni tedavi yaklasimlar: 6nem tagimaktadir. Hiicre
disindan gelen sinyallerin hiicre i¢inde apoptotik mekanizmayi ¢alistirmaya aracilik eden yollardan biri sfingolipid
yolagidir.

Sfingolipidler, kanser hiicresi sinyal iletimindeki sinyal fonksiyonlarmi kontrol etmekte, biiyiime,
proliferasyon, gdg, istila ve/veya metastaz gibi gesitli biyolojik olaylar1 da diizenlemektedirler. Ornegin, sfingozin ve
seramid iretimi, kemoterapi, radyasyon ve/veya oksidatif stres ile indiiklenir ve bu sfingolipidler hiicre Sliimiine,
yaglanmasina ve/veya hiicre dongiisii durdurulmasina aracilik ederler [3]. Sfingozin, sfingozin 1-fosfat ve seramid; hiicre
proliferasyonunu ve apoptozu kontrol etmeye katkida bulunurlar. Seramid ve katabolit sfingozin sfingolipid metabolitleri
olarak bilinir ve bunlar hiicre proliferasyonunun negatif diizenleyicileri olarak gorev yaparlar, apoptozu tesvik ederler.
Ote yandan, bir sfingozin kinaz ile sfingozinin fosforilasyonuyla olusan sfingozin 1-fosfat hiicre biiyiimesinin
uyarilmasinda, apoptozu inhibe etmede rol oynamaktadir [4].

Cesitli uyaranlar morfolojik degisikliklerden 6nce meydana gelen seramidin birikimi esliginde sfingomyelin
hidrolizini indiikleyebilmektedir ve seramidin apoptoz sinyallesmesinde énemli bir rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.
Bununla birlikte, seramidin pro-apoptotik fonksiyonu, apoptotik sinyal yolu boyunca ¢esitli kontrol noktalarinda
diizenlenebilmektedir. Seramid, ayrica apoptozun erken asamalarinda iiretildigi gosterilen sfingozini iiretmek iizere bir
seramidaz ile metabolize edilebilir ve birgok hiicre tipine ekzojen olarak eklendiginde sfingozinin kendisi apoptozu
indiikleyebilmektedir. Sfingozin, Sfingozin-1-fosfat’1 (S-1P) olusturmak tizere sfingozin kinaz ile fosforile edilebilir. S-
1P, seramid aracili apoptozu antagonize eden bir sinyal molekiiliidir. Seramidaz, sfingozin kinaz ve S-1P fosfataz
aktivitelerinin modiilasyonu, seramid, sfingozin ve S-1P arasindaki intraselliiler orami diizenleyerek apoptozun
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayabilmektedir [5, 6].

Seramid ve sfingozinin hiicre ¢ogalmasini diizenleyen 6nemli roliinden dolay1 kanser tedavisinde &nemli
hedefler haline gelmistir [7]. Buna ilaveten, asid seramidaz sfingolipid metabolizmasini diizenleyen en 6nemli
enzimlerden biri oldugundan, yeni kanser terapi arastirmalarinin birgogu bu enzime odaklanmistir. Ornegin, murin L929
fibrosarkorma hiicrelerinde asid seramidazin asir1 ekspresyonu, muhtemelen seramid diizeylerini azaltarak timor nekroz
faktorii alfa (TNFa) tarafindan indiiklenen apoptotik hiicre 6limiinii bastirmustir [8-10].

Seramidazlar, seramidin sfingozine ve yag asitlerine indirgenmesini katalize eder. Seramid sadece sfingolipid
biyosentezinin ve parcalanmanin merkezi olmakla kalmayip, aym1 zamanda sfingolipid sinyalizasyonunda 6nemli bir
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molekiil olup, farklilasmay1 veya apoptozu tesvik eder. Asit seramidaz inhibisyonu bazi kanser tiirlerini kemo ve
radyoterapiye duyarli hale getirirmektedir. Son yirmi yilda seramidin yapisal ve stereokimyasal modifikasyonlarina dayali
bir seri seramidaz inhibitorii gelistirilmistir. Seramidazin ilk seramidi taklit eden inhibitorii, N-Oleoyle-tololamid
(NOE)’dir ve seramidin endojen hiicresel seviyelerini arttirip farkli hiicre hatlarinda apoptozu indiikler [11].

Sfingolipid metabolizmasi sfingolipidler, metabolik enzimler ve / veya reseptorler dahil olmak iizere ¢oklu
sinyalleme diigimleri, yeni antikanser miidahale stratejilerinin gelistirilmesi igin yeni terapdtik hedefleri temsil
etmektedir. Hiicresel strese yanit olarak seramidin sentezi ve / veya birikimi, apoptoz, nekroptoz, otofaji ve ER stresinin
indiiklenmesi de dahil olmak iizere ¢esitli mekanizmalar yoluyla kanser hiicresi 6liimiine aracilik ettigi bilinmektedir. Bu
seramid aracili hiicre 6liim yollar1 hiicre ve / veya doku tiiriine, seramidin subseliiler lokalizasyonu ve / veya seramidin
asag akis hedeflerinin mevcudiyetine gore farkl sekilde diizenlenmektedir [3].

Kanser tedavisinde kullanilan radyasyon ve kemoterapi sonucu ortaya ¢ikan apoptoz etkisine aracilik eden
seramid, ayni zamanda kanser koruyucu etkileri ile bilinen ilaglarin da (curcumin, resveratrol, nonsteroid
antiinfalamatuvar ilaclar gibi) etkisini diizenlemektedir. Bu ilaglarin kanser hiicrelerinde seramid diizeyini arttirarak
hiicrelerde apoptoza yol agtiklar belirtilmigtir [12].

ARN14974, asit seramidaz1 (ICs50=79 nM) inhibe eden bir benzoksazolon karboksamididir. ARN14974,
hiicrelerde 24 saate kadar asit seramidaz aktivitesini inhibe etme O6zelliginden dolayr kalici etki gostermektedir.
Tamponlar ve plazmada son derece stabil olan ARN14974 farelerde intravendz veya intraperitoneal uygulandiginda son
derece iyi farmakokinetik etki gdstermektedir. Farelerde beyin, karaciger, kalp, akcigerler ve bobrek gibi ¢oklu organlarda
asit seramidaz aktivitesinde belirgin bir azalmaya neden olmaktadir [13]. Benzoksazolon-3-karboksamid yapisi lizerinde
ayrintili olarak gergeklestirilen bir caligmada, 3-karboksamit N-H pargasinin bir asit seramidaz aktivitesinin inhibisyonu
icin zorunlu bir yapisal 6zellik oldugunu ortaya ¢ikarmistir [13].

Kanser hiicrelerinde sfingolipid yolagini hedefleyerek kanser hiicrelerinde o6liimii indiiklemek kanser
tedavisinde yeni ve giincel bir yaklasimdir [14, 15, 16]. Bu kapsamda literatiirde gesitli caligmalar olmakla beraber
kullanilan bilesiklerin kati lipid nanopartikiil formlarinin kullanilmasi daha 6nce hicbir ¢aligmada yapilmamistir.

Bu calisma ile akciger kanser hiicrelerinde bir seramidaz inhibitérii olan ARN14974=BOC ile ¢aligilmustir.
Akciger kanseri hiicrelerinde, hiicre i¢i seramid birikiminin arttirilmasi saglanarak hiicrelerde apoptoz indiiksiyonu
saglanmustir. Bu bilesigin A549 akciger kanser hiicrelerindeki etkin dozu MTT, SRB ve ATP canlilik testleriyle bulunmus
ve akim sitometrisiyle hiicre 6liim kinetikleri saptanmistir. Bunun ardindan hiicresel morfolojideki etkileri belirlemek i¢in
konfokal mikroskop ile hiicre ¢ekirdegi ve iskeletindeki degisiklikler, gegirimli elektron mikroskopi ile de organel
bazindaki ince yapisal degisiklikler belirlenmistir. Boylelikle ilag gelistirme ¢alismalarinin temel ¢alismalari olan in vitro
caligmalar ile ilag etkinlik potansiyeli degerlendirmesi gerceklestirilmistir.

2. Materyal ve yontem
2.1. Materyal

Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI), Dimetil siilfoksit (DMSO), Fetal Bovine Serum (FBS),
Tripsin-Etilendiaminotetraasetik asit (Tripsin/EDTA), Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS), Penisilin-
Streptomisin Soliisyonu (10000 U/mL penisilin, 10mg/mL streptomisin), Osmium tetraoksit, Glutaraldehit, Araldit,
Propilen oksit, Uranil asetat, Kursun sitrat (Electron Microscopy Science), 25 ve 75 cm?2’lik flask, 96 ve 6 kuyucuklu
plakalar, 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), Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Kryotiip, Yuvarlak lamel, Bakir grid
deney asamalarinda kullanilmis olup tedarik¢i firmalardan bu materyaller satin alinmistir.

2.2. Yontem

2.2.1.  Kat lipid nanopartikiillerin sentezi

ARN14974=BOC yiiklii kat1 nano partikiilleri (KLN) hazirlamak i¢in sicak homojenizasyon yontemi kullanilmistir.
KLN hazirlanmasinda % 3 lipit, % 5 ARN14974=BOC ve % 1 oraninda Tween 80 kullanilmistir. Oncelikle lipidin
80°C’de erimesi saglanarak, madde ve sonrasinda da Tween 80 eklenerek ultraturaks ile 20.500 rpm’de yaklagik 1 dakika
karigtirilarak madde yiiklii KLN formulasyonu elde edilmistir. Elde edilen siispansiyonlar sogutularak 0.22 pm’lik
filtrelerden gecirip kullanima hazir hale getirilmistir.

2.2.2.  Partikiil boyutu ve zeta potansiyel dlgiimii

ARN14974=BOC yiiklii kat1 lipid nano partikiilleri zeta potansiyel ve elektriksel iletkenlik dl¢timleri Zetasizer
Nano Series (Nano-ZS) (Malvern Insturuments, ingiltere) kullanilarak yapilmustir. Bu islem igin hazirlanan kati lipid
nanopartikiiller NaCl ile iletkenligi 50uS’ye ayarlanip distile suda seyreltilerek siispanse edilmis ve cihazin kiivetine
yerlestirilmistir. Kiivetten yapilan dlglimler sirasinda cihazin sicakligi 25°C, 1sik sagilim agist 90° olacak sekilde
ayarlanmusgtir.

Investigation of proapoptotic and anticancer effects mediated by intracellular ceramide changing dependent on ARN14974=BOC treatment in human
non-small cell lung cancer
Gokhan KUS, Canan VEJSELOVA SEZER, Omer Koray YAYLACI, Emre COMLEKCI, Hatice Mehtap KUTLU



Biological Diversity and Conservation — 17/1 (2024) 39

2.2.3.  A549 hiicrelerinin ¢ogaltilmasi

Akciger kanser hiicreleri A549, sivi azot tankindan ¢ikarilarak, hiicre igerigi eritildikten sonra %10 serum (Fetal
Bovine Serum/FBS) igeren RPMI-1640 besi yeri eklenen falkon tiip igerisine alinip, 1200 rpm’ da 10 dk santrifiy
edilmistir. Santrifiij sonras tlip igerisindeki siipernatant kisim dokiildiikten sonra, hiicreler yeni besi yeri ortaminda
siispanse edilip kiiltiir flasklarina alinmistir. Hiicreler 37°C’de, %5 CO2 ve uygun nem standartlarini igeren inkiibatérde
inkiibe edilmistir. Bu sekilde ¢ogaltilan hiicreler 8. pasajdan sonra deneylerde kullanilmistir. Deneylerde kullanilan
hiicrelerin flask tabanini %85 oraninda kaplamis olmasina dikkat edilmistir.

2.2.4. MTT sitotoksisite testi

A549 hiicreleri 96 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarma, kuyu basma 5x102 hiicre olacak sekilde ekilmistir. Plakaya
ekilen hiicreler 37°C’de ve %5 karbon dioksitli etiivde inkiibe edilmistir. Kullanilan ARN14974=BOC ve nanopartikiil
formiilasyonu 3.13-200 uM konsantrasyon araliginda seri diliisyon yapilarak 24, 48, 72 saat hiicreler ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklara 20 pL MTT boyas: (Smg/mL) ilave edilerek, 37°C’de 2 saat daha inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonucunda plakada bulunan her kuyucuk igerisindeki s1v1 kisim bosaltilarak 200 uL. DMSO ilave
edilip HTX-Synergy Bio-Tek, plaka okuyucusunda 570 nm dalga boyunda okuma gergeklestirilmigtir. ARN14974=BOC
ve kat1 lipit nano partikiil formiilasyonu ile muamele edilmeyen hiicre grubu kontrol olarak kabul edilmistir. Her doz igin
ayr1 ayri canlilik degerleri kontrol grubuna goére hesaplanmigtir. Uygulanan madde yiiklii kat1 lipit nano partikiillerin A549
hiicreleri tizerindeki ICsg konsantrasyonu bu canlilik degerleri kullanilarak hesaplanmistir.

2.2.5.  Sulforhodamine B metodu (SRB)

A549 hiicreleri, 2500-7500 aras1 degisen yogunlukta, kuyucuk basina 100 puL olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiir kaplarina ekilmistir. Hiicrelerin adaptasyonunu saglamak iizere 24 saat boyunca inkiibe edildikten sonra
ARN14974=BOC bilesigi ve kat1 lipid nanopartikiil formu belirlenen doz arliginda, 24, 48 ve 72 saat siireyle muamele
edilmistir. Hiicreler %50 (w/v) soguk TCA ile in situ fikse edilerek hiicrelere kompleksler eklendigi andaki (Tz) hiicre
populasyonunun &l¢liimii i¢in %1 asetik asit iginde %0.4 (w/v) SRB ile boyanmistir. Komplekslerin her birinin farkli
konsantrasyonlarina maruz birakilan hiicreler ek olarak 24, 48 ve 72 saat siireyle inkiibe edilmistir. Muamele siiresi
sonunda hiicrelere baglanan SRB boyasi tamponlanmamis 10 mM Tris kullanarak ¢ikarilmis ve optik yogunluk
(absorbans) 530 nm’de ELISA “microplate” okuyucusunda (HTX Biotek, USA) dl¢iilmiistiir.

2.2.6. ATP canlilik metodu

Bu amagla, A549 hiicreleri 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekildikten
sonra, ARN14974=BOC ve kat1 lipid nanopartikiil formunun tedavisi, belirlenen doz araliginda 24, 48 ve 72 saat siireyle
uygulanmistir. Tedavi uygulannus hiicrelerdeki ve kontrol hiicrelerindeki ATP igerigi asagida gosterilen lusiferin-
lusiferaz bioluminesans reaksiyonu yardimiyla 6lgme zamam 1 saniye olacak sekilde luminometre (Bio-Tek, USA)
kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Sonuclar rolatif 1g1k {initesi (Relative Light Unit, RLU) olarak alinmistir. Boylece tedavi
uygulanmis ve kontrol hiicrelerinden elde edilecek RLU degerlerine gore 6rneklerin % canlilig1 hesaplanmistir. Canlilik
hesabi asagidaki sekilde yapilmustir.

Canlilik (%) = [100 x (Ornek RLU)/(Kontrol RLU)]

2.2.7.  Konfokal mikroskopi yontemi

A549 hiicrelerinin hazirlik asamasinda ilk olarak 3x10° hiicre/kuyu yogunlugunda 6 kuyucuklu plakalarda
inkiibe edilmis ve ARN14974=BOC, ARN14974=BOC yiiklii KLN formulasyonunun ICso konsantrasyonlari ile 24 saat
stiresince inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda besi yeri uzaklastirilarak, hiicreler fosfat tamponu (PBS)’de
yikanmis glutaraldehitte fikse edilmistir. Fiksasyon sonrasinda tekrar PBS ile yikanan hiicreler akridin oranj ve falloidin
boyalart ile ikili boyama uygulamasi gerceklestirilerek hiicrelerde olugsan morfolojik degisiklikler konfokal mikroskopta
(Leica TCS-SP5 1) Leica Confocal Software Version 2.00 yazilimi kullanilarak incelenip gériintiilenmistir.

2.2.8.  Gegirimli elektron mikroskopi yontemi

Gegirimli elektron mikroskobunda (TEM) ince yapi degisikliklerini incelemek amaciyla 1x108/mL
yogunlugundaki A549 hiicreleri 12 ayr1 flaska her grup icin iiger tekrarli olacak sekilde ekilerek, 24 saat siiresince CO3
etliv icerisinde inkiibe edilmistir. ARN14974=BOC, ARN14974=BOC yiiklii KLN formunun ICso konsantrasyonlari tiger
flaska uygulanarak ve 24 saat etiiv igerisinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda flasklarda glutaraldehit ile
fikse edilen A549 hiicreleri doku takibine alinarak gece boyu +4 °C’de glutaraldehit iginde fikse edilmistir. Bu siire
sonunda tampon ile yikamaya tabi tutulan hiicreler osmiyum tetraoksit igerisinde ikincil fiksasyon uygulamasina tabi
tutulmustur. Daha sonra hiicreler etil alkol serisinde (%50, %70, %90, %96 ve absolii etil alkol) dehidrate edilmistir.
Dehidrasyonu gergeklestirilen hiicreler propilen oksit ile seffaflastirilarak resine aligtirildiktan sonra resin ile bloklanarak,
60°C’de etiiv igerisinde 48 saat boyunca polimerizasyonu yapilmistir. Hazir hale getirilen bloklar traslanip, 80-100 nm’lik
ince kesitleri alinmistir. Hazirlanan ince kesitler bakir gridlere alinip, kursun sitrat ve uranil asetatta boyanarak gegirimli
elektron mikroskobunda 120 KV’de (Biotwin FEI, USA) goriintiileme yapilmistir.
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2.2.9. Ak sitometrisinde anneksin V boyama teknigi ile apoptoz tayini

A549 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara her kuyuda 5x10° hiicre olacak sekilde ekilerek 24 saat siiresince, 37°C’de,
%5 CO; etiiv icerisinde ¢ogaltilmistir. 24 saatlik siire neticesinde A549 hiicreleri ARN14974=BOC, ARN14974=BOC
yiikli KLN formiilasyonunun ICsp konsantrasyonlari ile 24 saat siiresince inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonucunda hiicreler flasktan kaldirilip, 2 defa PBS ile santrifiijlenip yikanmistir. Hiicreler yikandiktan sonra 1 mL
icerisindeki sayist hesaplanmistir. Akig sitometri tiipiine 100uL hiicre 6rnegi ve 100uL anneksin eklenip oda sicakliginda
karanlik ortamda 15 dakika bekletilerek hiicre analiz cihazinda (Muse™ Cell Analyzer Merck, Millipore, Hayward,
California, USA) analiz edilmistir.

2.2.10. Oksidatif stres seviyelerinin belirlenmesi

A549 hiicreleri kuyu basina 1 x 108 hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Flask icerisinde CO>
etiivde inkiibe edilen hiicreler proje kapsamindaki maddeler ile tedavi edilmis ve ardindan PBS ile yikanmistir (~ 10 mL).
Daha sonra 5 dakika siiresince 37 °C'de inkiibe edilmistir. Her bir madde i¢in 1x108 sayidaki hiicreler iki farkli 15 mL'lik
tiiplere ayrilmistir. Boylece, en az iki tlip hazirlanmistir. 670 x g'de hiicreler 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatantlar
hiicre pelletlerini bozmadan dikkatlice atilarak her tiip i¢in 0.5 mL soguk 1X yikama tamponu ile hiicreler yavasca tekrar
stispansiyon haline getirilmistir. 670 x g'de hiicreleri 5 dakika santrifiijlenerek yine siipernatantlari hiicre pelletlerini
bozmadan atilmigtir. Her tiipe 0.5 mL soguk %100 metanol eklenerek yavasga karistirilmigtir. 5 dakika buz iizerinde
inkiibe ederek hiicreleri sabitlenmistir. 670 x g'de hiicreler 5 dakika santrifiijlenerek ortami ve /veya kimyasallar1 aspire
edilmis, ardindan PBS ile yikanmistir (~ 10 mL). Siipernatantlar hiicre pelletleri bozulmadan dikkatlice atilmustir.
Hiicreler iki kez soguk 1X yikama tamponu (her biri 0.5 mL) ile yavag¢a yikanmistir. Siipernatantlar hiicre pelletleri
bozulmadan dikkatlice atilmistir. Her test drnegine 100 uL DNPH soliisyonu eklenerek yavasga karistirilmigtir sonrasinda
45 dakika karanlikta inkiibe edilmistir. Tiip basina 100 pL taze seyreltilmis FITC konjuge anti-DNP antikoru eklenmistir.
Hiicreler ve antikor ¢ozeltisi nazikce pipetlenip arada hafifce karigtirarak karanlikta bir saat boyunca buz iizerinde inkiibe
edilmistir. Hazirlanan 6rnekler Muse™ Cell Analyzer (Merck, Millipore, Hayward, California, USA) cihazinda oksidatif
stres 6lgme programinda analiz edilmistir.

2.2.11. Kaspaz 3/7 aktivitesi
Hiicreler kaspaz 3/7 ¢aligma soliisyonu ile inkiibe edilmistir. Daha sonra kaspaz 7-ADD soliisyonu ile muamele
edilip Muse™ Cell Analyzer (Merck, Millipore, Hayward, California, USA)cihazinda okutulmustur.

2.2.12. Istatistiksel analiz
Sitotoksisite test sonuglart tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile test edilerek belirlenmistir. Tiim testler a 0.05
anlamlilik diizeyinde simannustir. Istatistiksel analizler GraphPad 6.0 bilgisayar paket programu ile degerlendirilmistir.

3. Bulgular
3.1. KLN sentez ve karakterizasyon bulgular
Projede sentezlenmis olan ARN14974=BOC yiikli kat1 lipid nano-partikiillerinin (KLN) sentezlenmesi
gergeklestirilmistir ve ARN14974=BOC KLN formu olusturulmustur. Sentez asamasinda projede belirtildigi {izere sicak

homojenizasyon yontemi kullanilmistir. Elde edilen KLN formunun partikiil boyutu, polidispers indeks ozellikleri
oOlciilerek karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen 6l¢iim sonuglar: Figiir 3.1 ve Figiir 3.2’de verilmistir.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percert)

01 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Record 120: ARN-BOC-Nano-11.8.18 3|

Figiir 3.1. ARN14974=BOC KLN formu partikiil boyutu, ve polidispers indeks 6l¢iimleri. Yapilan Olgtimler ile,
ARN14974=BOC nanoformulasyonunun partikiil boyutu 310.7 nm ve polidispers indeksi 0.562 olarak tespit edilmistir
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Size Distribution by Intensity
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Figiir 3.2. ARN14974=BOC partikiil boyutu, ve polidispers indeks 6lgiimleri. Gergeklestirilen 6l¢giimler sonucunda,
ARN14974=BOC partikiil boyutu 1483 nm olarak belirlenirken polidispers indeksi ise 0.925 olarak tespit edilmistir

Sentez edilen nanopartikiillerin boyutunun ARN14974=BOC molekiiliiniin partikiilleri ile karsilastirildiginda
yaklagik 4.7 kat bir kiiclilme gosterdikleri tespit edilmistir. Karakterizasyon sonucunda ise nanopartikiil boyutunun ve
polidispers indeksinin uygun ve nanopartikiil sentezinin gerceklestirilmis oldugunu gosterdigi saptanmustir.

3.2. MTT bulgular
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Figiir 3.3. ARN14974=BOC 24 (A), 48 (B) ve (C) 72 saat uygulanmig A549 hiicreleri MTT test sonuglart.

Gergeklestirilen MTT testi sonucunda ARN14974=BOC maddesinin A549 hiicreleri {lizerinde diisiik dozlarda
sitotoksisiteyi 24 saatlik uygulama sonucunda gosterdigi ve etkili bir sitotoksik ajan olabilecegi tespit edilmistir. Deney
sonucunda 24 saat siirede tespit edilen ICso degeri 35.1 uM olarak saptanmustir. 48 saat uygulandiginda bu maddenin
A549 hiicreleri tizerinde 46 uM, 72 saat uygulandiginda ise 43 uM dozunda ICsp degeri verdigi bulunmustur.
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Figiir 3.4. ARN14974=BOC nanopartikiil formunun 24 (A), 48 (B) ve 72 (C) saat siire ile uygulandigi A549
hiicrelerinin MTT sonucunda elde edilen canlilik inhibisyon grafikleri

Proje kapsaminda sentezlenip karakterize edilmis olan ARN nanopartikiil formulasyonu ile A549 hiicreleri iizerinde
gergeklestirilen MTT testi sonucunda nu nanopartikiillerin A549 hiicreleri iizerinde olduk¢a c¢ok diigiik dozlarda
sitotoksisiteyi gosterdigi ve etkili bir ARN14974=BOC ile karsilastirildiginda daha etkili bir sitotoksik ajan olabilecegi
sonucu ¢ikarilabilmektedir. Deney sonucunda 24 saat siirede tespit edilen ICso degeri 3.13 uM iken, 48 saat sonunda bu
nanopartikiillerin yine yaklasik ayni konsantrasyonda A549 hiicreleri iizerinde (3.125 pM) ICsp degeri vermis oldugu
bulunmustur. 72 saat siire ile nanopartikiil uygulandiginda ise elde edilen canlilik degerleri kor kuyu absorbanslarindan
daha diisiik seviyeye diistiiglinden canliliklar ¢ok diisiik eksi (-) degerlerde tespit edilmis olup ICso degeri
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belirlenememistir. Buradan nanopartikiil formunun doza ve zamana bagl olarak A549 hiicrelerinde sitotoksisiteye yol
acmig oldugu saptanmustir.

3.3. SRB test bulgular:
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Figiir 3.5. ARN14974=BOC 24 (A), 48 (B) ve 72 (C) saat siire ile uygulandigi A549 hiicrelerinin SRB sonucunda elde
edilen canlilik inhibisyon grafikleri

A549 hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat siire ile farkli dozlarda ARN14974=BOC uygulamasi ile gerceklestirilen SRB
test sonuglarinda tespit edilen ICso degerleri sirasiyla 34.2 uM, 47.8 uM ve 43.1 uM’dir. Bu sonuglar MTT test
sonuglariyla uyumluluk gostermekle birlikte ARN14974=BOC un en diisiik dozda ICso degeri verdigi uygulama siiresinin
24 saat oldugunu ifade etmektedir. Bu durum MTT sonucu elde edilen ARN14974=BOC’un A549 akciger kanseri
hiicreleri lizerinde sitotoksik ajan olma potansiyelini SRB testi sonuglar1 da vurgulamaktadir.
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Figiir 3.6. ARN14974=BOC nanopartikiil formunun 24 (A), 48 (B) ve 72 (C) saat siire ile uygulandigi A549
hiicrelerinin SRB sonucunda elde edilen canlilik inhibisyon grafikleri

A549 hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat siire ile uygulanan ARN14974=BOC nanopartikiil formulasyonunun uygulamasi ile
gergeklestirilen SRB testi sonuglarindan elde edilen absorbans degerlerinde 1Cso degeri sadece 14 saat igin 2.95 uM
olarak tespit edilmistir. Diger uygulama siireleri sonunda canlilik degerleri absorbans olarak eksi (-) degerlere diismiis
oldugundan canlilik degerleri eksi olarak bulunup grafikte gosterilmistir. Bu nedenle 1Cso degerleri 48 ve 72 saatlik
uygulama siireleri i¢in hesaplanamamistir. Bu durum ARN nanopartikiil formunun A549 hiicreleri tizerinde ki ileri
derecede sitotoksik oldugunu ifade etmekle birlikte doza bagli hiicre 6liimiine neden oldugunu gostermektedir.

3.4. ATP test bulgular:

60 100,00 100,00

90,00
50 80,00 80,00
20 _ 70,00
= 6000 ; 60,00
T l‘ ‘ ‘I B A549+24 saat ARN ® B ASA9+ARN 48 saat 3 50,00 W AS49+ARN 72 saat ATP
= ” £ 4000 ATP g 4000
S B AS49 +24 saat ARN- (_,% m A549 48 saat 30,00 WA549+ARNNan0 72
10 nano 20,00 ARNnano ATP 20,00 saat ATP
1l il Syl
0 ooo &Mz 0,00
I DS I e eppe SO P
A Dozlar (uM) B 2000 Dozlar (uM) c Dozlar (uM)

Investigation of proapoptotic and anticancer effects mediated by intracellular ceramide changing dependent on ARN14974=BOC treatment in human
non-small cell lung cancer
Gokhan KUS, Canan VEJSELOVA SEZER, Omer Koray YAYLACI, Emre COMLEKCZ Hatice Mehtap KUTLU



Biological Diversity and Conservation — 17/1 (2024) 43

Figiir 3.7. ARN14974=BOC 24 (A), 48 (B) ve 72 (C) saat siire ile uygulandigi A549 hiicrelerinin ATP testi sonucunda
elde edilen canlilik inhibisyon grafikleri

A549 akciger kanseri hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat siire ile ARN ve nanopartikiil formulasyonunun farkli dozlar
uygulanmis ve bunun sonucunda ATP testi gergeklestirilmistir. Elde edilen canlilik degerlerinden hesaplanan ICsg
konsantrasyonlar1t ARN i¢in 24, 48 ve 72 saat uygulama siiresince sirastyla 12.5 uM, 9.01 uM ve 9.94 uM olarak
tespit edilirken bu degerler ARN14974=BOC nanopartikiil formulasyonu i¢in sirastyla 3.77 uM, 4.10 uM ve 34.72
uM olarak bulunmustur. Bu degerler ARN’nin A549 hiicreleri iizerine her uygulama siiresinde sitotoksik etki
gosterdigini ifade etmektedir. Bunun yani sira A549 hiicrelerine uygulanan nanopartikiil formunun ARN’ye gore
hiicreleri daha diisiik konsantrasyonlarda dldiirebildigi ve yiiksek sitotoksik kapasiteye sahip oldugu sonuclardan
gOriilmiistiir. Ayrica ARN nanopartikiil formunun hiicreleri doza bagli olarak A549 akciger kanseri hiicrelerini
oldiirdiigii sonucu elde edilmistir.

3.5. Konfokal mikroskopi bulgulari

Figiir 3.8. Kontrol (A), ARN14974=BOC (B) ve ARN14974=BOC nanopartikiillerinin (C) uygulamasindan sonra
A549 hiicrelerinin konfokal mikroskobik goriintiisii. (A); Yildiz: Hiicre ¢ekirdegi, Ok: Hiicre iskeleti. (B); Yildiz:
Hiicre iskeletinde delik, Ok: Kromatin yogunlagmasi, Kare: biizismiis ve yuvarlaklagsmis hiicreler. (C); Ok: Hiicre
iskeletinde parcalanma, Ok basi: Kromatin kondenzasyonu ve ¢ekirdek pargalanmasi, Kare: Pargalanmis ve
yuvarlaklagmis hiicreler

A549 kontrol hiicrelerine gerceklestirilen ikili boyama sonucunda elde edilen konfokal mikroskobik goriintiilerde
hiicre morfolojisinin degismemis oldugu, ¢ekirdegin, hiicre membraninin ve iskeletinin biitiin olarak durdugu
saptanmistir. A549 kontrol hiicrelerine ait konfokal mikroskop goriintiisii Figlir 3.8.A’da yer almaktadir.
ARN14974=BOC uygulanan A549 hiicrelerinin konfokal mikroskop goriintiilerinde hiicre iskeletinde deliklerin
olugtugu, kromatin yogunlagmasiin ve ¢ekirdek par¢alanmasinin meydana geldigi goriilmektedir (Figiir 3.8. B).
Ayrica hiicre biitiiniiniin biiziistiigii ve yuvarlaklagmalarin meydana geldigi saptanmis ve bu degisikliklerin apoptotik
hiicre 6liimiine igaret edebilecegi diisliniilmiistiir. ARN14974=BOC’un proje kapsaminda sentezlenen nanopartikiil
formulasyonunun uygulandigi A549 hiicrelerinde konfokal mikroskopta hiicre iskeletinde biiyiik deliklerin olustugu,
ileri derecede kromatin yogunlagsmasi ve ¢ekirdek pargalanmasinin gergeklestigi saptanmistir (Figiir 3.8. C). Buna
ilaveten hiicre yapisinin meydana gelen biiziismeden dolay1 yuvarlaklastigi tespit edilmistir. Bu morfolojik
degisikliklerin ARN uygulanan A549 hiicrelerinde meydana gelen degisikliklerden daha yogun ve belirgin olarak
meydana gelmis olmasi sentezlenen nanopartikiil formulasyonunun A549 hiicre morfolojisi iizerinde etkin sitotoksik
aktivite gosterdiginin belirtisi olarak yorumlanmustir.
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3.6. Ince yapisal degisiklik bulgular

Figiir 3.9. Kontrol (A), ARN14974=BOC uygulanmis (B) ve ARN14974=BOC nanopartikiil formulasyonunun
uygulandig1 (C) A549 hiicrelerinin TEM goriintiisii. (A); Yildiz: Mitokondri, Ok basi: Hiicre membram, Ok:
Cekirdek membrani. (B); Yuvarlak: Kromatin kondenzasyonu, Kare: Hiicre biiziigmesi ve mitokondri kayibi, Yildiz:
Krista kayibi, Ok basi: ¢ekirdek pargalanmasi ve kromatin kondenzasyonu, Ok: Membran tomurcuklanmasi.(C);
Diktértgen: Membran tomurcuklanmasi, Ok: Kromatin yogunlagmasi ve ¢gekirdek bogumlanmasi, Ok basi: Mitokodri
bozulmalar1 ve krista kayib1

ARN14974=BOC uygulanan A549 hiicrelerinin ince yapisinda mitokondri kristalarinda ve zarli organellerde
kayiplar oldugu tespit edilmistir. Hiicre ¢ekirdeginin kromatin yogunlasmas: sonucunda at nalina benzer biikiilme
gosterdigi bulunmustur. Hiicre seklinin yuvarlaklagsmasi ve membran tomurcuklanmalarinin gergeklestigi TEM
goriintillerinde net olarak goriilmektedir (Figiir 3.9). ARN14974=BOC’un nanopartikiil formulasyonunun 24 saat
uygulandigt A549 hiicrelerinde yogun krista kayibi, ileri seviyede kromatin yogunlagmasi ve ¢ekirdek bogumlanmasi
meydana geldigi tespit edilmistir (Figlir 3.9). Bu ince yapisal degisiklikler de kontrol grubuna goére bakildiginda
(Figiir 3.9) ARN14974=BOC’un ve daha yogun olarak da nanopartikiil formulasyonunun A549 hiicrelerinin ince
yapist iizerinde sitotoksisitesine isaret etmektedir ve konfokal mikroskop bulgulariyla uyumluluk gostererek
apoptotik belirtecler olarak degerlendirilebilecek sonuglar teskil etmektedirler.

3.7. Aneksin V analizi bulgular
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Figiir 3.10 Kontrol (A) ve ARN14974=BOC uygulanan (B) A549 hiicrelerinin apoptotik profili

ARN14974=BOC’un 24 saat uygulandigr A549 hiicrelerinin apoptotik profilindeki apoptotik hiicre yiizdesinin 31.69’a
¢iktigi canli hiicre yiizdesinin ise 60.30’a diistiigii tespit edilmistir. Bu durum ARN14974=BOC maddesinin A549 akciger
kanseri hiicrelerinde apoptozu tetikledigini gostermektedir.
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Figiir 3.11. Kontrol (A) ve ARN14974=BOC nanopartikiil formulasyonu uygulanan (B) A549 hiicrelerinin apoptotik
profili

ARN14974=BOC’un nanopartikiil formulasyonunun 24 saat uygulandigi A549 hiicrelerinin apoptotik profilindeki
hiicrelerin % 75.25’inin canli olup apoptotik hiicre yiizdesinin 24.75 oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular

ARN14974=BOC maddesinden sentezlenmis olan nanopartikiil formulasyonunun A549 akciger kanseri hiicrelerinde
apoptozu tetikledigini agikca ifade etmistir.

3.8. Hiicre dongiisii analiz bulgulari
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Figiir 3.12. Kontrol (A) ve ARN14974=BOC uygulanan (B) A549 hiicrelerinde hiicre dongiisii analizi

Yapilan hiicre dongiisii analiz sonuglar1 Figiir 3.12 ve Figiir 3.13’de yer almaktadir. Deney sonuglarindan
anlasilacagi lizere ARN14974=BOC uygulanan A549 hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon sonucunda GO/G1 evresinde
bulunan hiicrelerin yiizdesi (38.4) kontrol grubuna gore (%43.5) hafif olarak azalmustir.

DNA CONTENT PROFILE DNACONTENT PROFILE

GOG1 344

Count

b IR TIRTE e |

Count
LS VG TN SN e [ T

02 34 by ('8 910

0123435307800
DNACONTENT INDEX

DNACONTENT INDEX

Investigation of proapoptotic and anticancer effects mediated by intracellular ceramide changing dependent on ARN14974=BOC treatment in human
non-small cell lung cancer
Gokhan KUS, Canan VEJSELOVA SEZER, Omer Koray YAYLACI, Emre CGMLEKCI; Hatice Mehtap KUTLU



46  Biological Diversity and Conservation — 17/1 (2024)
Figiir 3.13. Kontrol (A) ve ARN14974=BOC nanopartikiil formulasyonu uygulanan (B) A549 hiicrelerinde hiicre
dongiisii analizi
Nanopartikiil uygulanan A549 hiicrelerinde S ve G2/M evrelerindeki populasyon kontrol grubuna kiyasla azalmustir.

3.9. Kaspaz 3/7 analiz bulgular
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Figiir 3.14. Kontrol (A) ve ARN14974=BOC uygulanan (B) A549 hiicrelerinin kaspaz 3/7 analizi bulgulari
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Figiir 3.15. Kontrol (A) ve ARN14974=BOC nanopartikiil formulasyonu uygulanan (B) A549 hiicrelerinin kaspaz
3/7 analizi bulgular

Deney sonuglarindan goriilebildigi ilizere ARN14974=BOC maddesi A549 hiicreleri {izerinde kaspaz 3/7
aktivasyonuna neden olmamustir. Bu grupta elde edilen total apoptotik hiicreler %1.63 (Figiir 3.15), kontrol grubunda ise
(Figlr 3.30) %0,90’dir. Nanopartikiil formulasyonunun uygulandigi A549 hiicrelerinde ise kontrol grubuna kiyasla
kaspaz 3/7 aktivasyonu gergeklesmis ve total apoptotik hiicreler % 21.80 olarak tespit edilmistir (Figiir 3.15). Bu grubun
kontrol hiicrelerinin total apoptotik hiicre yiizdesi ise 0.71’dir (Figiir 3.15).

3.10. Oksidatif stres seviyesi analiz bulgulart

A
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Figiir 3.17. Kontrol (A) ve ARN14974=BOC nanopartikiil formiilasyonu uygulanan (B) A549 hiicrelerinin oksidatif stres
seviyesi bulgulari

Flow sitometrik olarak gerceklestirilen 6lgiimlerde A549 kontrol hiicrelerinde ((Ros (-)=%94.35), Ros (+)= %0.07)
ve (Ros (-)=%94), Ros (+)= %5.64)) reaktif oksijen tiirleri iretmemis populasyon yiizdesi yiiksek iken ARN uygulanmig
A549 hiicrelerinde ((Ros (-)=%88.19), Ros (+)= %11.37)) bu seviye kontrol grubuna gore artis gostermistir. Bu
seviyedeki en biiyiik artisin ARN14974=BOC nanopartikiil formulasyonu uygulamasindan sonra gergeklestigi tespit
edilmistir ((Ros (-)=%52.86), Ros (+)= %46.66)) (Figiir 3.16 ve Figiir 3.17).

4. Sonugclar ve tartisma

Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri diinyada en sik goriilen ve mortalitesi yiiksek kanserlerden biridir.
Gergeklestirilen istatistiksel ¢aligmalarda yer alan verilere gore akciger kanseri hem erkek hem de kadinlarda diinyada en
yiiksek mortalite gosteren kanser tiirlidiir. Tiim akciger kanseri vakalari igin ve kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanserinde de
erken teshis ve tedavi yaklasimlari, hastalarin yagam siiresini ve kalitesini yiikseltmekte ve 6liim oranlarini diistirmektedir.
Aktif olarak kullanilmakta olan tedavi yaklagimlar: ve ilaglar tam tedaviyi saglayamamakla birlikte yiiksek yan etkilere
sahiptirler ve tedavi siireci bu nedenlerle ¢ok sancili bir sekle doniismektedir. Bu nedenle akciger kanserinin tedavisi igin
yeni tedavi yaklasimlari ve ilag potansiyeli olan maddelere ve yan etkisi az olan yeni terapotik ajanlara ihtiyag vardir.
Tiim bu bilgiler kapsaminda bu ¢alismada bir seramidaz inhibitorii olan ARN14974=BOC’un ve bundan sentezlenen kati
lipid nanopartikiil formulasyonunun kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri AS549 hiicre hiicre hatt1 iizerindeki
sitotoksik/sitostatik, antiproliferatif ve proapoptotik potansiyellerinin aragtirilmasi hedeflenmistir.

A549 hiicreleri iizerinde sitotoksik, sitostatik ve antiproliferatif etkiler ARN ve ARN nanopartikiil
formulasyonlarinin uygulamalar1 ile MTT, SRB ve ATP canlilik tesleri ile belirlenmistir. Nanopartikiil formulasyonunun
sitotoksik etkisinin daha ¢ok oldugu gosterilmistir. Bu bulgularimiz seramidaz inhibitdrii kullanilarak kanser hiicrelerinde
sitotoksik etkinin olugtugunu raporlayan ¢aligmalarla uyumludur [13, 14]. Hiicrelerin 6liim seklinin yapisal degisiklikler
bazinda belirlemek igin konfokal mikroskopi ile morfolojik degisiklikler ve gegirimli elektron mikroskobunda ise ince
yapisal degisiklikler analiz edilmistir. Flow sitometrik analizler ile hiicrelerde ger¢eklesen 6liim yollar1 ve bu yolaklarda
etkili olan proteinlerin aktivasyon ve ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Deneyler sonucunda ARN14974=BOC’un
A549 hiicreleri tizerindeki ICso degeri 35.1 uM olarak hesaplanmistir. Hiicrelerde ARN14974=BOC’un meydana getirdigi
morfolojik degisiklikler ise konfokal mikroskopi yontemi ile saptanmistir. Bunun i¢in AS549 hiicreleri
ARN14974=BOC’un ICsp degerine yine 24 saat siire ile maruz birakilarak falloidin ve akridin oranj ile boyandiktan sonra
morfolojik yapilar1 konfokal mikroskobunda goriintiilenmistir. Hem ince yapisal degisiklikler hem de morfolojik

Investigation of proapoptotic and anticancer effects mediated by intracellular ceramide changing dependent on ARN14974=BOC treatment in human
non-small cell lung cancer
Gokhan KUS, Canan VEJSELOVA SEZER, Omer Koray YAYLACI, Emre COMLEKCI, Hatice Mehtap KUTLU



48 Biological Diversity and Conservation — 17/1 (2024)

degisiklikler seramidaz inhibitérii ARN14974=BOC ve nanopartikiil formulasyonunun A549 hiicrelerinde tetikledigi
6liim seklinin apoptoz oldugunu gostermistir. Literatiirde hiicre i¢inde seramid birikime neden olan seramidaz inhibiyonu
nedenli 6liimiin apoptoz oldugu vurgulanmus [3] olup ¢alisma sonug¢larimizi desteklemistir. Hiicre dongiisiinii durdurma,
proapoptotik etki, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi gibi biyolojik siireglerin ¢alismamiz sonucunda A549 hiicrelerinde
ARN14974=BOC uygulanmasindan sonra aktive oldugu ve bu aktivasyonun yeni sentezlenmis olan ARN14974=BOC
kat1 lipit nanopartikiilde daha belirgin oldugu ve diisiik dozda gergeklestigi literatiir bilgisine [1] uyumlu olarak ve bu
alandaki diger ¢aligmalarin verileri ile tutarh oldugu [1, 3, 13, 14] bulunmustur.

Sonug olarak ARN14974=BOC’un ve nanopartikiil formunun A549 insan kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri
hiicrelerinde sitotoksik ve antiproliferatif etkileri saptanmistir. ARN14974=BOC ve KLN formiilasyonunun bu
hiicrelerde morfolojik ve ince yapisal degisikliklere neden olmus ve bu degisiklikler apoptoz indikatdrii olarak
yorumlanmislardir. Hem ARN14974=BOC hem de KLN formiilasyonunun A549 hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin
artmast ve hiicre dongiistiniin durdurulmasina neden olarak apoptozu tetikledigi bulunmustur. Tim sonuclar
degerlendirildiginde, insan kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicrelerinde hiicre oliimiiniin sentezlenen
ARN14974=BOC’un nanopartikiil formu tarafindan daha etkin bir bigimde gerceklestirildigini géstermistir. Bu nedenle
ARN14974=BOC KLN formulasyonunun kanser tedavisinde kullanilmak {izere ilag potansiyeli tasidig1 ortaya konulmus
olup daha ileri farmakokinetik ve farmasétik ¢aligmalardan sonra ilag gelistirilmesinde kullanimi 6nerilmektedir.
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