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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

SERAMID ve SFINFOMIYELININ CESITLI HUCRE HATLARI UZERINDEKI
ANTIPROLIFERATIF ETKIiSININ ARASTIRILMASI

SEYMA BUSE SAGLAMER
TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI
Prof. Dr. NECMETTIN YILMAZ

Tiim diinyada ve lilkemizde en Onemli saglik sorunlarinin basinda gelmekte olan
kanserin, son yillarda yeni gelistirilen tedavilere ragmen 2018 yilinda yaklagik 9,6
milyon 6liime neden oldugu tahmin edilmektedir. Yapilan arastirmalara gore seramid ve
sfingomiyelinin hiicrelerin apoptoz ve otofajiye gitmesinde 6nemli molekiiller oldugu
tespit edilmistir. Seramid; kaspazlar ve BCL-2 ailesi Uyeleri tarafindan diizenlenen
intrinsik apoptoza ve otofaji mediat6rlerinden beclin-1 ve L3B’ ye etki ederek otofajiyi
induklemektedir. Ayrica hiicresel seramid birikiminin, prostat ve rahim agzi
timorlerinde kanser hiicrelerinin 6liimiine neden oldugu, normal hiicrelerin ise
seramidin sitotoksik etkisine karsi daha az duyarli olduklar1 yapilan aragtirmalarda
saptanmistir. Seramidin, kolon kanserinde de antikanserojen etkinligi olduguna dair
kanitlar bulunmaktadir. Sfingomiyelin; seramid metabolizmas1 ve hiicre membraninin
onemli bir molekiiliidiir. Tim bu arastirmalar 1s1ginda bu calismada seramid ve
sfingomiyelinin kanser tedavisinde alternatif molekil olup olmayacagi C6, HT29,
OV2008 ve CCD-18Co hiicre hatlar1 iizerindeki antiproliferatif aktivitesi iki farkli
coziicii ile ¢oziilerek SRB testi ile arastirildi. Yaptigimiz SRB testi ile seramid ve
sfingomiyelinin birbirine benzer sekilde etki gostererek yliksek konsantrasyonlarda U¢
farkli kanser hiicre hatt1 ve bir saglikli hiicre hattinda antiproliferatif etkisinin oldugu,
diisiik konsantrasyonlarda ise antiproliferatif etkinliginin ¢ok diisiik oldugu hatta
kontrolle karsilagtirildigi canlilik oranlarinda artis oldugu gozlenmistir. Seramid ve
sfingomiyelinin etkinligi konsantrasyona ve igerisinde ¢6ziildiigi DMSO ve etanole
gore degismekte oldugu ve dogru konsantrasyon ve ¢oziicii kullanilarak uygulanmasi
halinde kanser hucrelerine spesifik bir ajan olarak kullanabilecegi yoniinde umut
vermektedir. Bu sonuglarin desteklenmesi igin in vivo ortam yapilacak ¢aligmalara ve
bu etkiyi daha iyi anlamak ic¢in molekiiler diizeyde ileri arastirilmalar yapilmasina
ihtiya¢ duyulmaktadir.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

INVESTIGATION OF THE ANTIPROLIFERATIVE EFFECT OF CERAMIDE
AND SPINFOMYELINE ON VARIOUS CELL LINES

SEYMA BUSE SAGLAMER
TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOLOGY
Prof. Dr. NECMETTIN YILMAZ

In spite of new developments in medical treatments, it is estimated that cancers, being
(the leading) one of the most important health problems in our country and the whole
world, have caused 9.6 million deaths in 2018. According to researches ceramide and
sphingomyelin are found to be important molecules to lead the cells to apoptosis and
autophagy. Ceramide induces intrinsic apoptosis which is regulated by caspases and
BCL-2 family members, and autophagy by affecting beclin-1 and L3B which are
autophagy mediators. In addition, it is found in the researches that cellular ceramide
accumulation cause cancerous cells' death in prostate and cervix tumors and normal
cells are resistant to cytotoxic effects of ceramide. There are evidences about ceramide
also having anticarcinogenic effects in colon cancer. Sphingomyelin is an important
molecule of cell membrane and ceramide metabolism. Considering all these studies,
whether ceramide and sphingomyelin can be alternative molecules in cancer treatment
or not, is investigated in this study using SRB test, by looking at their antiproliferative
activity on C6, HT29, OV2008, CCD-18Co cell lines, while being dissolved in two
different solvents. By SRB tests we conducted, it is observed that; affecting like one
another, at high concentrations ceramide and sphingomyelin have antiproliferative
effect in 3 different cancer cell lines and 1 healthy cell line, however at low
concentrations their antiproliferative effect is too little and even there is increment at
vitality rates of cells comparing to control groups. Effectiveness of ceramide and
sphingomyelin is found to be variable depending on their concentration, and whether is
it DMSO solution or ethanol in which they are dissolved; and using proper
concentration in proper solvent they show promise for being able to be used against
cancer cells as a specific agent. Studies performed in in vivo environment to support
these results and advanced researches at molecular level to understand these effects are
necessary.

2019,45 PAGE
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1. GIRIS

Kanser, tuim dunyada ve iilkemizde en 6nemli saglik sorunlarinin basinda gelmektedir.
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst tarafindan verilerine gore hazirlanan
GLOBOCAN 2018 raporuna gore 2018 yilinda 18,1 milyon yeni kanser vakasi
(melanom dis1 cilt kanseri hari¢ 17,0 milyon) ve 9,6 milyon kanser nedeniyle 6lum
(melanom dis1 cilt kanseri hari¢ 9,5 milyon) meydana geldigi tahmin edilmektedir.
(Bray ve ark., 2018). Kanser tedavisinde son yillarda 6nemli gelismeler olmus ve bazi
kanser tiirlerinde 5 yillik sag kalim oranlarinda ciddi iyilesmeler olmustur. Buna ragmen

kanser tedavisine cevap vermeyen bir¢ok kanser ¢esidi bulunmaktadir.

Hiicre membraninin énemli bir molekiilii olan sfingolipitler ayn1 zaman da hiicre sinyal
yolaklar1 tizerinden etki ederek apoptoz, proliferasyon, hiicre donglsi ve inflamasyonu
duzenlemektedir. Sfingolipitlerin 6nemli bir Uyesi olan seramid hicrelerde ikinci
haberci olarak gorev yaparak hiicre sinyal yolaklarini diizenlemektedir. Seramid,
sfingolipitlerin bir diger iiyesi olan sfingozin-1 fosfatla (S1P) beraber proliferasyon ve
apoptozu diizenleyen genlerin anlattmini diizenlemektedir. Hiicre ig¢inde bir denge
halinde bulunan seramid ve S1P diizeyi, dengenin seramid yoniine kaymasiyla hiicre
proliferasyonunun engellenmesine, hicrenin apoptoza gidemesine; dengenin S1P

yOniine kaymasi ise hiicrenin proliferasyonuna ve apoptozdan kagmasina yol agmaktadir

Yapilan arastirmalara gore seramid ve sfingomiyelinin hiicrelerin apoptoz ve otofajiye
gitmesinde dnemli molekiiller oldugu tespit edilmistir. Seramid; kaspazlar ve BCL-2
ailesi Uyeleri tarafindan diizenlenen intrinsik apoptoza ve otofaji mediatorlerinden
beclin-1 ve L3B’ ye etki ederek otofajiyi indiikler. Ayrica hiicresel seramid birikiminin,
kanser hiicrelerinin prostat ve rahim agzi tiimdrlerinden 6liimiine neden oldugu, normal
hlcrelerin seramidin neden oldugu sitotoksik etkilere kars1 daha az duyarli olduklari
yapilan arastirmalarda saptanmistir. Seramidin kolon kanserinde de antikanserojen
etkinligi olduguna dair kanitlar bulunmaktadir. Sfingomiyelin; seramid metabolizmasi
ve hiicre membraninin 6nemli bir molekiiliidiir. Tiim bu arastirmalar 1s18inda bu
calismada seramid ve sfingomiyelinin kanser tedavisinde alternatif molekiil olup
olmayacagi C6, HT29, OV2008, CCD-18Co hiicre hatlar1 iizerindeki antiproliferatif
aktivitesi iki farkli ¢oziicii ile ¢oziilerek SRB testi ile arastirildi. Yaptigimiz SRB testi



ile seramid ve sfingomiyelinin birbirine benzer sekilde etki gostererek yiiksek
konsantrasyonlarda (¢ farkli kanser hiicre hatti ve bir saglikli hiicre hattinda
antiproliferatif etkilerinin oldugu, diisiik konsantrasyonlarda ise antiproliferatif
etkinliginin ¢ok diisiikk oldugu hatta hiicrelerin kontrolle karsilastirildiginda canlilik
oranlarinda artis oldugu dahi gozlenmistir. Seramid ve sfingomiyelinin etkinligi
konsantrasyona ve igerisinde ¢ozdiigiimiiz DMSO (Dimetil Sulfoksit) ve etanole gore
degismekte oldugu ve dogru konsantrasyon ve ¢oziicii kullanilarak uygulanmasi halinde
kanser hiicrelerine spesifik bir ajan olarak kullanabilecegi yoniinde umut vermektedir.
Bu sonuglarin desteklenmesi i¢in in vivo ortam da yapilacak ¢aligmalara ve bu etkiyi
daha iyi anlamak i¢in molekiiler diizeyde ileri arastirilmalar yapilmasina ihtiyag

duyulmaktadir.



2. LITERATUR
2.1. Kanser

Tim diinya ve iilkemizde en 6nemli saglik sorunlarinin basinda kanser gelmektedir.
Dinya da her yil 10 milyon kisinin kanser tanis1 aldig1 ve 6 milyon kisinin de kanserden
oldiigii Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) 2001 kayitlarinda bildirilmektedir Ulkemizde
tiim Oliimler icinde, kansere bagli dliimlerin pay1 1990 yilinda %10,1 iken 1998 yilinda
%15’e ulasmistir. Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Kurumu (IARC) 2008 yilinda 12,4
milyon yeni kanser vakasi, 7,6 milyon kanser nedenli 6liim ve 28 milyon ilk tanidan bu
yana 5 yil ya da daha az siire gegmis kanserli hasta oldugunu tahmin etmektedir (Pinar

R ve ark, 2003).

Kanser, hiicrelerin metabolik ve davranig olarak degisiklikler gecirerek kontrolsiiz
zamansiz asir1 biiylimesi ve anormal sekilde yayilmasina neden olur. Kanser hiicresinin
bir¢ok biyolojik karakteristik 6zelligi vardir. Esas 6zelligi ise kontrolsiiz ¢cogalmasidir.
Diger ozellikleri arasinda da hiicre kiiltlirlerinde kontakt inhibisyondan kagabilme,
boliinebilmek icin dis uyaranlara (sinyallere) gereksinim gostermeme, cogalmayi
baskilayic1 sinyallere duyarsizlik, apoptozis (programli hiicre O6liimii) yetenegini
kaybederek ve normal hiicreye kiyasla daha uzun yasayabilme, immiin sistemden
kacabilme, anjiyogenezi uyarabilme, invazyon ve metastaz yapabilme sayilabilir

(Aliustaoglu M, 2009; Cefle K, 2009).

Hiicrelerimizin siirekli yenilenmesi yagamimizin devamui igin gereklidir. Viicuttan atilan
hiicrelerin yerine yeni hiicreler gelir ve bu siire¢ normalde hiicre sayisini yaklasik olarak
hep ayni1 tutacak sekilde, hizli ve kontrollii bir bicimde olur. Bu denge genlerin kontroli
altindadir. Bu genler ya hiicrelerin boliiniip ¢ogalmasini saglar ya da asir1 hiicre
tiremesini Onlerler. Ancak bir zedelenme oldugunda hiicre kaybina bir yanit olarak da
hizli hiicre ¢cogalmasi ortaya ¢ikar. Bir geri bildirim mekanizmasiyla da normal hiicre
biiylimesi durur ya da uyarilir. Ama maligniteyle beraber kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi
normal kontrol mekanizmalariyla kontrol edilemezler. Kanser hiicreleri, siirekli gelisme
halinde bulunmasi ve kansorejen etki ortadan kalktiktan sonra bile biiylimelerine devam
etmeleri sonucunda normal dokulardan farkli anormal bir doku Kitlesi meydana

gelmesine neden olmaktadir. Kanser hiicreleri toksik ve proteolitik enzimler salgilayip



saglikli doku hiicrelerini lizis ugratarak fagosite edilmelerini ve bdylece kendilerine yer
acilarak ve kapladiklar1 alanimin arttirilmasini saglarlar.  Buna ek olarak kanserli
dokular, normal dokularin besinlerine ortak olup sayis1 da giderek arttig1 i¢in bunlari

artan bir aclik ve besin yetersizligine sokar (Aliustaoglu M, 2009).

Kanser hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalma 6zelligine ek olarak invazyon (diger saglikli
dokular istila etme) ve metastaz (dolasima gecerek saglikli bagska dokulara yayilma)
gibi diger malign 6zellikleri de bulunabilmektedir. Bu 6zellikler mutajenik olup énemli
bir kismi1 hiicrenin mutasyonlara karsi hassas oldugu hiicre siklusu esnasinda meydana

gelmektedir. (Ringer DP ve ark, 2001).

Hicre siklusu esas olarak dort evrede gerceklesir. Bunlar, DNA sentezinin gerceklestigi
S evresi, mitoz boliinmenin goriildiigli M evresi ve bu iki siire¢ arasinda kalan gecici
duraklama evreleri olan G1 ve G2 evreleridir. Viicuttaki hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugu
normalde boliinmeyip sadece uygun uyart geldiginde hiicre siklusuna giren GO olarak
adlandirilan istirahat evresindedirler. Karaciger hiicrelerinin ve kemik iliginin ¢ogu
hlcreleri bu durumdaki hiicrelere drnek verilebilirler. Bu gruptan olan hiicreler arasinda
ileri evredeki solid tiimor kitlesindeki hiicrelerin ¢ogunlugu da vardir. Hlcrelerde, hiicre
siklusundan sorumlu olan birgok denetim noktast1 (Cell cycle checkpoints)
bulunmaktadir. Hucre siklusunun kontrol noktalarinda olan degisimler kanser
gelisimine neden olabilmektedir (Reed SI, 2008). Bu denetim noktalarinda, hiicre
dongiisiiniin bir sonraki hiicre fazina gegmeden dnceki hiicre fazi kontrol edilmektedir.
Bu noktalar hiicre siklusunun ilerlemesini durdurabildigi gibi, gerekli olan durumlarda
apoptozu (programli hiicre 6liimii) da aktive edebilmektedir. Hiicre siklusunun kontrol
noktalar1 sayesinde sadece DNA’sin1 dogru bir sekilde ve tam olarak replike etmis

hiicrelerin mitoza girmesi saglanir (Aliustaoglu M, 2009; Ringer DP, 2001).

Tiimor baskilayic1 fonksiyon, DNA onarimi ve apoptoz kanser gelisiminde kritik
basamaklardir. Hiicre siklusunda yer alan siklinler ve siklin bagimli kinazlar, hiicrelerin
timor baskilayici genleri tizerindeki etkileri ile biiylime ve ¢cogalmaya yonelttikleri gibi
bazen de hiicrelerin 6limiine neden olabilirler (icli F ve ark; 2014; Reed Si, 2008)

Kanser hiicrelerinde asir1 hiicre proliferasyonu bulunmaktadir. Hiicre proliferasyonu

icin gerekli olan sinyal iletim sistemini baslica biiyiime faktorii olarak bilinen bir dizi



polipeptid olusturur. Bunlardan en Onemlileri sunlardir: PDGF (trombosit kokenli
blylme faktorl), EGF (epidermal buyume faktori), CSF (koloni stimulan faktorler),
TGF alfa, beta (transforme edici blylme faktorleri alfa ve beta), 1L-2 (interlokin 2),
IGF-1 ve 2 (instlin benzeri blyltme faktori). Hem proto-onkogen hem de
nonprotoonkogen kaynakli biiylime faktorleri, hedef hiicrelerdeki spesifik biiylime
faktorii reseptorlere (GFR) baglanirlar ve bu reseptorler iizerindeki sitoplazmik
boélgedeki tirozin kinaz enzimlerini aktiflestirir. Aktiflesen tirozin kinazlar ekstraselliiler
sinyali baz1 mekanizmalarla stoplazmik proteinlere ve niikleusa aktarirlar. Bu sinyal
iletimi sonucu hiicre ¢ekirdegindeki transkripsiyon ve replikasyonu uyarilir ve hiicre
¢ogalmasi aktive olur. Bu sinyal iletimde rol alan genlerin asir1 aktivasyonu, hiicrelerin

kontrolsiiz gogalmasina neden olabilmektedir (Dalay N, 2000; Aliustaoglu M, 2009).

Bircok kanser tiiriinde yetersiz apoptoz gorilmektedir. Apoptoz, hicrenin kendi otonom
mekanizmalart ile yakindaki hiicrelere hasar vermeden ATP harcanarak hiicrenin yok
edilmesidir. Apoptoz, embriyonel gelisim sirasinda, organizmanin hiicre sayisinin
diizenlenmesinde, kontamine olmus hiicrelerin yok edilmesinde ve kanserli hiicrelerin

olusumunu engellemekte rol oynamaktadir (Giiltekin N, 2008).

Hiicre proliferasyonu ve apoptozu kontrol eden genler, Kinzler ve Vogelstein tarafindan
bekci genler (gatekeeper genes) olarak adlandirilmistir. Bu genlerde meydana gelen
mutasyonlar kansere neden olmaktadir. Bekgi genler, proto-onkogenler ve anti-
onkogenler (tiimor siipresor genler) olarak iki sinifa ayrilmaktadir. Proto-onkogenler,
hlcre Gremesini ve apoptozu kontrol eden genlerdir. Proto-onkogenlerdeki mutasyonlar
sonucu bu genlerin aktivitesinin degismesiyle bu genler onkogenlere doniistirler.
Onkogenler hiicre proliferasyonu hizlandirarak ya da hiicrenin apoptozdan kagmasini
saglayarak kansere neden olurlar. Anti-onkogenler (tumor slipresor genler) ise hicre
proliferasyonunu inhibe eder veya geciktirirler. Bu genlerin inaktive olmalar1 kansere
neden olmaktadir (Aslan G, 2010).



2.2 Sfingolipitlerin Yapisi
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Sekil 2.1.Zar lipitleri ve depo lipitlerinin molekiiler yapilar1 (Nelson DL, 2005)

Stingolipitler, hiicre zarinin yapisinda yer alan lipitlerden ikinci biiytik zar lipiti siifini
olustururlar. Sfingolipitlerde, bir polar bas ve iki apolar kuyruk bulunmaktadir; fakat
gliserofosfolipitlerin tersine gliserol yerine sfingozin alkoll igerirler. Sfingolipitler,
uzun zincirli bir molekdl olan amino alkol olan sfingozin (4-sfingenin) alkoll ile bir
molekiil uzun yag asidi zincirini ve bazi durumlarda da fosfodiester bagiyla baglanmis

bir polar bas grubu igerir (Nelson DL, 2005).

Sfingolipitler, hiicre ylizeyini dis ¢evrenin zararl etkilerine karsi, iki tabakali lipit
plazma membraninin en dis kismi ile korurlar. Sentezleri endoplazmik retikulumda
baslar ve golgi aygitinda tamamlanir. Sfingolipitler, sfingozin gibi tek hidrofobik
zincirden olustugu i¢in membranlar arasinda hareket edebilmektedir. Sfingolipitlerin bir
kismi sinyal iletiminde de rol oynarlar (Tani M ve ark, 2007; Bandhuvula P ve ark,

2007; Kolter ve ark, 1999).

Sfingozin molekdliinin ilk 3 karbonu, gliseroliin gliserofosfolipitlerdeki t¢ karbonuna
benzemektedir. Bir yag asidi amid bagiyla C-2’deki -NH2 ‘ye baglaninca olusan bilesik

yapisal olarak diagilgliserole benzeyen seramittir. Seramit, biitiin sfingolipitlerin ana



yapisidir. Sfingolipitlerin, hepsi seramidin tiirevleri olan, fakat bag gruplar1 farkl {i¢ alt
sinift bulunmaktadir; sfingomiyelinler, nétral (yiiksiiz) glikolipitler ve gangliozitler

(Nelson DL, 2005).

Sfingozin
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Sekil 2.2.Sfingolipitlerin molekiiler yapisi(Nelson DL, 2005)

Sfingomiyelinler polar bas grup olarak genelde fosfokolin ya da fosfoetanolamin igerir
ve dolayistyla gliserofosfolipitlerle beraber fosfolipitler diye siniflandirilirlar. Gergekten
de, sfingomiyelinler genel 6zellikleri ve {i¢ boyutlu sekilleri ve bas gruplarinda net yiik
olmamasiyla fosfotidilkolinlere benzerler. Sfingomiyelinler, hayvan hiicrelerinin
plazma zarlarinda bulunmaktadir ve ozellikle miyelin adi verilen, bazi ndronlarin
aksonlarini saran ve yalitan zarimsi kilifta géze carpmaktadir. Sfingomiyelinler ad1 da
buradan gelmektedir. Plazma zarlarinin dis yiiziinde ¢ok¢a bulunan glikosfingolipitlerin,
seramidin C-I deki -OH kismina dogrudan baglanmis (fosfat igermeyen) bir veya daha
fazla seker igeren bas gruplari vardir (Nelson DL, 2005; Medis BLHS, 2016).
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Sekil 2.3.Sfingomiyelinin molekiiler yapisi (MendisBHLS, 2016)

Sfingolipidlerin de novo sentezi endoplazmik retikulumun sitozolik yuziunde Seramid
(N-agil sfingozin) olusturmak iizere serin ve palmitoil-CoA’nin palmitoiltransferaz ile
serine kondensasyonu ile baslatilir. Membran fosfolipidi olan sfingomyelinin hidrolizi

ile olusan seramid, sfingolipid metabolizmasinin 6nemli bir molekiiltidur (Bartke N ark,

2009; Skoura A ve ark, 2009).

Seramid hiicrede farkli organellerde sentezi gerceklestirilebilmektedir. Seramid, hiicre
membraninda nétr sfingomiyelinaz enzimi tarafindan sfingomiyelinden sentezlenir.

Seramidin lizozomlarda  sentezi ise  asit  sfingomiyelinaz  enzimiyle



gerceklestirilir. Mitokondride gerceklestirilen seramid sentezinde notr sfingomiyelinaz
enzimi rol oynamaktadir. Seramidin de nova sentezi endoplazmik retikulumun sitozolik

ylizeyinde gerceklesir (Ogretmen, 2004).

Seramid seramidazlar ile deagile olur, sfingoid bazi olusur ve bunlardan memelilerde
en yaygin bulunani sfingozindir. Sfingoid bazin hizlica katabolize olmasi i¢in hiicre i¢in
onemlidir ¢linku yuksek seviyedeki sfingozin hticre igin toksiktir. Bu nedenle sfingozin,
Sfingokinazla ile 1-OH seklinde fosforile olmasi gerekmektedir. Bu reaksiyonun {iriini,
Sfingozin-1-fosfat da sfingozin fosfatazla defosforile olup sfingozine, irreversibl olarak
endoplasmikretikulumda  Sfingozin-1-fosfat liyaz ile etanolamin fosfat ve
heksadekanale yikilmaktadir (Skoura A ve ark, 2009; Ryu Y ve ark, 2002).

Hicrelerde Seramid, Sfingozin ve Sfingozin-1-fosfat dinamik bir denge iginde
bulunmaktadir. Seramid, Sfingozin ve Sfingozin-1-fosfat sfingolipid yapili ikincil
habercilerdir. Sfingolipid metabolizmasinin rol alan spesifik enzimlerinin hiicre i¢cindeki
lokalizasyonu kesin olarak bilinmemektedir ancak Seramid, Sfingozin ve Sfingozin-1-
fosfatin hiicredeki lokalizasyonu iyi bilinmektedir. Seramidin de nova sentezinin
gerceklestigi endoplazmik retikulumdan golgi aygitina tasinmasi iki farkli yolla
gerceklesmektedir. Bunlar ilki, seramid transferazla gerceklestirilen yoldur. Digeri ise
seramidin  glikozil  seramide  doniistiiriildiigli ~ yoldur.  Sfingomiyelin  ve
glikosfingolipitlerin ~ sentezi golgi aygitinda gerceklesmektedir.  Sentezlenen
glikosfingolipit ve sfingomiyelinlerin hiicre membranina tasinmasi vezikiiller aracigiyla
gerceklestirilmektedir.  Sfingomiyelin, glikosfingolipit ve seramidlerin  yikim

lizozomlarda gerceklesmektedir (Bartke N ve ark, 2009)
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Sekil 2.4.Seramidinde novo(pembe) ve sfingomiyelinin (mavi), serebrosidlerin (yesil)
hidrolizi ile sentez edilmesi (Ogretmen, 2004)
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Sekil 2.5.Seramid, sfingozin, sfingozin 1-fosfat ile kanser hiicresi sag kalim1 arasindaki
iliski. Kisaltmalar (Seramid (Cer), Sfingozin (Sph),sfingozin 1-fosfat (S1P), Sfingozin-1-
fosfat fosfataz (S1PP), Sfingozin-1-fosfat reseptori (S1PR), Sfingomiyelaz (SM),
Sfingozin-1-fosfat liyaz (SGPL1)) (Pyne, 2010)

Sfingomiyelinin hidrolizi ile olusan iiriinler hiicre ¢cogalmasi ve farklilagmasi iizerinde
onemli etkilere sahiptirler. Sfingomiyelinin hidrolizinin ilk basamagi sfingomiyelinaz
enzimi gerceklestirilir. Kemoterapi ilaclari, radyasyon gibi ¢esitli stres faktorler ile
aktivasyonu artan sfingomiyelinaz, sfingomiyelini seramid ve fosfokoline ayirir. Asidik
sfingomiyelinaz, notral sfingomiyelinaz ve alkalen sfingomiyelinaz olmak uzere (g tip
sfingomiyelinaz bulunmaktadir. Asidik sfingomiyelinaz lizozomlarda bulunur. Bu hiicre
icindeki sfingomiyelini pargalar. Notral sfingomiyelinaz ise hicre yizeyinde bulunur.
Notral sfingomiyelazin gorevi ise hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi1 ve apoptozisini
diizenleyen lipid mesajcilari’nin olusturulmasidir. Alkalen sfingomiyelinaz, Nilsson ve
arkadaslar1 tarafindan intestinal mukozada bulunan bir sfingomiyelinaz olarak
tanimlanmistir. Bu enzimin en yiiksek aktivitesi pH 9.2°de olmaktadir. Alkalen
sfingomiyelinazin aktive olabilmesi icin alkalen pH, dolayis1 ile safra asitleri gereklidir.
Bu enzim tripsine kars1 dayaniklidir ve diyetle alinan sfingomiyelinin pargalanmasinda
onem kazanmaktadir. Insanlar iizerinde yapilan arastirmalarda, alkalen sfingomiyelinaz
aktivitesinin mide de hi¢ olmadigi, duodenumda artmaya basladigi ve en yiiksek
seviyelerine ince bagirsakta ulastiktan sonra kolon ve rektumda giderek aktivitesini

kaybettigi gézlenmistir. Insan safrasinda da alkalen sfingomiyelinaz saptanmustir, ancak
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safranin gastrointestinal kanal liimenindeki yogunluguna paralel gibi gézilkmemektedir.
Ciinkii duodenumda distal ileum ve kolondan ¢ok daha az miktarda bulundugu

goriilmiistir (Kiyict M, 2006)
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Sekil 2.6.Sfingomiyelin ve seramidin kolonosidin biiyiime ve farklilagmasi tizerindeki
muhtemel etkileri. Kisaltmalar (Sfingomiyelin (SM), Sfingomiyelinaz (SMaz),
Seramidaz (SDaz)) (Kiyici, 2006)

Diyetle alinan sfingomyelin dogrudan absorbe edilmez 6nce epitel hiicrelerinin apikal
membranlarinda eksprese edilen alkalin sfingomiyelinaz ve seramidaz ile seramid ve
sfingozine indirgenir. Epitelyal hucreler, seramid ve sfingozinden Sfingozi-1-fosfat
tretimi i¢in gerekli Sfingozin kinaz gibi enzimler eksprese ettigi i¢in, diyet
sfingomiyelinden Sfingozin-1-fosfat Uretebilmektedirler. Sfingozin-1-fosfat Gretimi,
bagirsak bagisiklik hastaliklarini diizenlenmesi i¢in gereklidir. Yapilan calismalarda
bagirsak inflamasyonlarinin sikligi ve siddetinin diyetle alinan sfingomiyelin ile
degisim gosterdigi saptanmistir. Ayrica yapilan c¢aligmalarda diyetle alinan
kolesteroliiniin, sfingolipidlerin bagirsak emilimini inhibe ettigi bildirilmistir (Kunisawa
J, 2012)
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Sfingomiyelinin azalmis ve tam olmayan sindirimi ve absorbsiyonu sonucunda c¢ok
miktarda sfingomiyelin ve onun Grlini seramid kolon limenine gelmektedir. Bunlar
alkalen sfingomiyelinaz ve seramidaz ile parcalandiktan sonra hiicre i¢ine girmekte ve
intraselltler seramid ve sfingozin dlzeylerini ylkseltmektedirler. Kolonik intraselltler
seramid ayn1 zamanda membrana bagli sfingomiyelinden de iiretilebilmektedir. Seramid
ve sfingozin protein fosforilasyonu diizeyini degistirmekte ve niikleusa sinyal
gondererek hiicre ¢ogalmasini inhibe ederken, apoptosisi uyarmaktadirlar. Seramidin
intraselltler protein fosforilasyon dizeyini ayarlamak icin protein kinaz C (PKC)
ailesine ait bir izoenzim olan PKC(’y1 aktive eder. PKC{’da transkripsiyonal faktor NF-
KB’y1 aktive ederek hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve apoptosisini kontrol eder

(Kiyicr M, 2006)
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Sekil 2.7. Sfingozin kinaz 1 (SK1) in ERK?2 tarafindan fosforlanmasi, sfingozinin hiicre
membranina translokasyonuna neden olmasi. Fosforlanan sfingozin kinaz 1, hiicre
membranin da sfingozini sfingozin-1-fosfata doniistiiriir. Kisaltmalar (Sfingozin 1-

fosfat (S1P), Sfingozin (Sph)) (Pyne, 2010)

Diyetle alinan sfingomiyelin sfingomiyelinazin substratidir ve kolon kanseri olugsmasina

inhibitér etki gostermektedir. Intestinal mukozal membran sfingolipidlerden zengin
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oldugundan ve enterositler cok hizli farklilagmaya ugradigindan dolayi, alkalen
sfingomiyelinazin enterosit c¢ogalma ve farklilagmasinda Onemli oldugu ileri
siiriilmektedir. Alkalen sfingomiyelinazin intestinal karsinogenez iizerinde inhibit6r
etkisi vardir. Ornegin, alkalen sfingomiyelinaz seviyelerinin ¢ok yiiksek oldugu ince

barsakta kanser insidansi ¢ok azdir (Kiyict M, 2006).
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Sekil 2.8.Seramidin indiikledigi otofajik cevap. Kisaltmalar (Aminoasit (AA), AMP
aktive edici protein kinaz (AMPK), Fosfolipaz D (PLD), Vakuol protein sorting
(VPS34)) (Morad, 2013)

Seramid, hiicre biiylimesini engeller, strese cevabi ve apoptozisi indiikler. Notral
sfingomiyelaz (N-SMase) pathway ya da de nova olarak seramid sentezini, p53 ve
reaktif oksijen iiriinleri ile indiiklenmektedir. Apoptozis veya programlanmis hiicre
6lumu, bazen de novo seramid sentezi ile yonetilir. Seramidin neden oldugu apoptozun
intrensek mitokondriyal yolu esas olarak kaspazlar ve BCL-2 ailesi iiyeleri tarafindan

diizenlenir. Mitokondride Gretilen reaktif oksijen drlnleri indlklemesi ile notr
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sfingomiyelinaz tarafindan seramid iiretimini arttirmaktadir. Mitokondride iiretilen
seramid, protein fosfataz 1 (PP1) ve protein fosfataz PP2A'y1 aktive ederek apoptoza
neden olabilmektedir. PP2A anti-apoptotik proteinleri inhibe eder, PPl ise pro-
apoptotik proteinleri aktiflestirmektedir. Lizozomlarda asit sfingomiyelaz enzimiyle
uretilen seramid, lizozomlarda, katepsin D'yi aktive ederek apoptozise neden
olabilmektedir (Pyne, 2010; Morad,2013 Ogretmen, 2004).

Seramid hicrede otofajiyi de indiklemektedir. Seramidin otofajiyi induklemesi esas
olarak pre-otofagozom olusumundan sorumlu otafaj mediatorlerinden beclin 1 ve LC3B
etki ederek olmaktadir. Seramid, otofajik mediatorler Gzerine etkisini mTOR, JNK,
PRKR benzeri endoplazmik retikulum kinaz (PERK), BNIP3, kalpain gibi ara
molekdlleri hedefleyerek gosterir (Morad, 2013).

Seramid, seramidaz ile sfingozine metabolize olur. Sfingozin, protein kinase C
inhibisyonuna neden olur ve apoptozisi indikler. Seramid ve sfingozinin blylme
inhibitéri ve pro-apoptotik etkilerinin aksine, sfingozinden sfingozin kinaz ile
fosforilasyonu sonucu olusan Sfingozin-1-fosfat, seramid kaynakli apoptozu inhibe
eder. Sfingozin-1-fosfatin hiicre i¢i konsantrasyonu diisiiktiir. Hiicre i¢i Sfingozin-1-
fosfat seviyesi, sfingozin kinazlar tarafindan yapim, Sfingozin-1-fosfat liyaz ve
Sfingozin-1-fosfat fosfatazlar tarafindan yikimi arasindaki denge ile korunmaktadir
(Pyne, 2010; Morad,2013).

Literatiirde, kanserin sfingolipitler, sfingozin ve seramidle olan iliskisinin aragtirildig:
Cok sayida calisma bulunmaktadir. Yapilan farkli ¢caligmalarda, seramidin veya seramid
metabolitlerinin kanser hiicrelerinde strese bagli apoptoza neden oldugu gosterilmistir.
Cesitli apoptotik uyaranlar, duyarli kanser hiicrelerinde seramid seviyesinin artisina
neden olurken; direncli kanser hicrelerinde hiicre ici seramid seviyesinde artis

olmamistir (Ogretmen, 2004).
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Sekil 2.9. Seramidin hiicre dongiisii durdurmasi. Kisaltmalar (Siklin bagiml kinaz

(CDK), Fosforilasyon (P), Protein fosfataz 2A (PP2A)) (Morad, 2013)

Kanser hiicreleri SL analoglarinin varliginda kaspaz aktivasyonunu ve apoptozu
tetiklendigi tespit edilmistir. SL'lerin kaspaz aktivasyonunu muhtemelen sitokrom c
salim1  gibi mitokondriyal olaylar1 ile oldugu disiiniilmektedir. Seramid
metabolizmasinin seramid birikimine neden olan farmakolojik veya epigenetik
stratejilerle modulasyonu kaspaz aktivasyonuna ve kanser hicrelerinin apoptozisine
neden olmaktadir. Seramid igeriginin azalmasi, apoptoza karsi kanser hiicresi direncli

duruma getirebilmektedir (Ségui, 2006).

Sfingolipid metabolizmasiyla hem antiproliferatif hem de proliferatif molekiillerin
tiretilmektedir.Bu nedenle, yapilan c¢alismalar sonucunda sfingolipitlerin kanseri
gelisimini engelleyebildigi gibi kansere de yol agabilecegini gdstermistir. SM, kolon
kanseri hastalarinin lenf nodlarinda pozitif lenf nodlarinda negatif lenf nodlarina oranla
daha yiiksek seviyelerde saptanmistir. Hastalikli dokulardaki SM'deki artis1, seramid
seviyelerinin insan kolon kanserinden %50 oraninda azaldig1 i¢in SM'nin inhibe edilmis

bir hidrolizi nedeniyle oldugu diistintilmektedir (Duan, 2005).
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Yapilan calismalarda Sfingokinaz 1 in kanser hiicrelerinde yiiksek diizeyde eksprese
edildigi saptanmistir (Li J, 2008; Li W, 2009).Baska bir ¢aligmada ise Sfingozin kinaz 1
ve sfingozin 1 fosfat ilaca direng gelistirmede Onemli bir yere sahip oldugu
gosterilmistir. Kanser tedavisinde kanser hiicreleri kemoterapinin indiikledigi apopitozis
ile yok edilmeye ¢alisilmaktadir. Prostat kanserinde ise sfingozin 1 kinazin ilaca bagl
apopitozisi regiile ettigi tespit edilmistir (Pchejetski, 2005). Sfingokinaz 1 ile yapilan
baska bir caligmada sfingokinaz 1 aktivite diizeyinin, kanser hiicrelerinin kemoterapotik
direnci ve hormona direngli davranisi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Pyne, 2010).
Kolon kanserlerinde, sfingokinaz 1 indiksiyonunun neovaskiilarizasyon ve
inflamasyona yol agan S1P birikimine neden oldugu diistiniilmektedir. Sfingozin-1-
fosfat seviyeleri kolon kanserlerinde ve losemilerde yiiksek oldugu saptanmistir

(Ogretmen, 2004).

Sfingokinaz 1, aktivitesi ile pankreas kanser hiicrelerinin ilag direnci arasinda
korelasyon saptanmistir. Sfingokinaz 1, aktivitesi arttik¢a ila¢ direnci artmaktadir
(Guillermet-Guibert J, 2009).Sfingozin-1-fosfati pargalayan sfingozin liyaz enziminin
ekspresyonu ve enzimatik aktivitesinin timor grade ile iligkili oldugu ve kanserli
olmayan dokulara gore kanserli dokularda sfingoliyazin down regiile oldugu tespit

edilmistir (Brizuela L, 2012).

Yapilan c¢aligmalarda, go6glis kanseri hiicrelerinde, seramidi glukosilseramide
dontistiiren glukosilseramid sentaz enziminin etkisiyle hiicre i¢inde seramidin

azaltilmasi ilag direncinin geligmesine neden oldugu gosterilmistir (Ogretmen, 2004).

Hiicre dongiisiiniin kontrolsiiz kalmasi kontrolsiiz ¢ogalmaya bunun sonucu olarak da
kanser gelisimine neden olmaktadir. Seramid, hiicre dongiisiiniin kontrol edilmesinde
rolii bulunmaktadir. Seramid, hiicrenin G1 ve G2 fazinda tutulu kalmasina neden

olmaktadir (Morad, 2013).

Kolorektal kanser dokusunda, normal dokulara gore, her t¢ sfingomiyelinaz (alkalen,
notral ve asidik) aktivitesinde de azalma oldugu bildirilmistir. En belirgin azalma
alkalen sfingomiyelinazda olmakta ve tiimor dokusunda aktivitesi yaklasik %75 kadar

(asidik sfingomiyelinazin 2 kati) diismektedir. Alkalen sfingomiyelinaz aktivitesinde
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azalma malign doniisiimiin erken sathasinda goriilmekte ve heniiz adenom seviyesinde
iken aktivitede azalma %350’ler seviyesinde olmaktadir. Familyal adenomat6z polipozis
(FAP) hastalarinda alkalen sfingomiyelinaz aktivitesinde %90 diisiis tespit edilmistir.
FAP’da goriilen APC geni mutasyonu ile alkalen sfingomiyelinaz down-regilasyonu
arasinda iliski olmadigi da son zamanlarda ortaya konmustur. Ancak adenomdan
karsinoma ilerleyen yolda apoptosise kars1t siirekli artan bir direng olustugu
bilinmektedir ve alkalen sfingomiyelinazin aktivitesindeki defektin buna neden oldugu

U937 insan monosit-benzeri hiicrelerinde gosterilmistir (Kiyici, 2006)

Asidik seramidaz enziminin Murine L929 fibrosarkoma hiicre hattinda yiiksek diizeyde
eksprese edildigi ve TNF indiiklii apoptozun inhibe oldugu yapilan galisma sonucu
saptanmistir (Strelow A, 2000).

Sfingozin kinaz 1 insan Jurkat T 16semisinde yiiksek diizeyde eksprese edildigi tespit
edilmigtir (Olivera A, 1999). Baska bir ¢alismada, sfingozin kinaz 1 insan HL-60
16semisinde yiiksek diizeyde eksprese edilmekte oldugu ve antikanser ilacina bagli

apoptozun inhibe oldugu gosterilmistir (Bonhoure E, 2006).

2014 yilinda Czubowicz ve arkadagi tarafindan yapilan ¢alismada 24 saat C2-seramide
maruz kalan SH-SYS5Y (insan neuroblastoma hiicre hatt1) hiicrelerinin, serbest
radikallerin seviyesini arttig1 ve konsantrasyona bagli bir sekilde ndronal hiicre 6liimiine
neden oldugu gozlenmistir. Yine ayni ¢aligmada C2-seramidin, P13-K / Akt yolunu

etkisizlestirerek hiicre dliimiine yol agtigini tespit edilmistir (Czubowicz ve ark, 2014).

2000 yilinda Green ve 1998 yilinda Mathias ve arkadaglari tarafindan yapilan
caligmalarda ise seramidin antikanser ilaglari, 1s1 soku, ultraviyole ve gama isimasi,
timor nekroz faktori ve blylme faktorii ¢ekilmesi gibi gesitli stres uyaranlarindan

sonra arttigini saptanmistir (Green, 2000; Mathias ve ark. 1998).
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Sekil 2.10 Kemoterapatik ajanlar ve radyoterapi ile tedavi edilen kanser hiicresinde
seramid diizeyindeki degisimler.  Seramid seviyesindeki artis yesil oklar ile
gosterilmigtir. Timorlerde saptanan sfingolipid sag kalim, tiimdrejenik ve kemoterapi
direng yollar1 kirmiz1 oklarla gosterilmektedir. Kisaltmalar (Notral sfingomiyelaz (N-
SMase), Reaktif oksijen urlnleri (ROS), Sfingozin-1-fosfat (S1P), Sfingozin kinaz 1
(SK1), Glukozil seramid sentaz (GCS), Glukozil seramid (GlcCer), P-glikoprotein (P-
gp), Seramidaz (CDase), Endoplazmik retikulum (ER), Protein fosfataz (PP1), Protein

fosfataz 2A (PP2A), Glikosfingolipit (GSL)) (Ogretmen, 2004)
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3. MATERYAL veMETOT

3.1. Materyal

3.1.1. Hucre hatlar ve hiicre kiiltiirii

Bu calisma i¢inC6 (Sican Glioma Hiicresi), OV2008 (Insan Serviks Kanseri), HT29
(Insan Kolorektal Adenokarsinom Hiicresi) ve CCD-18Co (insan Saglikli Kolon
Fibroblast Hucresi)hiicre hatlar1  kullanilmistir.  Kullanilan bu  hiicre hatlari
Gaziosmanpasa Universitesi Ercan CACAN Kanser Arastirma Laboratuvarindan temin

edilmistir

Antikanser etkisi ¢alisilan seramid ve sfingomiyelinDMSO ve etil alkol igerisinde
¢ozildi.Calismada seramid ve sfingomiyelinin fakli dozlarikullanilarak hiicre hatlar
Uzerine olan sitotoksik etkisi arastirilmistir. Kullanilan hiicre hatlarinin genel 6zellikler

asagidaki cizelge 3.1 de belirtilmistir.

Cé6 0OVv2008 CCD-18Co HT29
Organizma Rattus norvegicus, rat ~ Homo sapiens, Insan Homo sapiens, Insan Homo sapiens, Insan
Elde edildigi doku Beyin Over Kolon Kolon
Hucre tipi Glial hucre Fibroblast Epitel
Elde edildigi kisinin - 66 2.5 Aylik 44
yast
Cinsiyeti/Etnik koken Erkek Kadm Kadin Kadimn (Kafkas)
Cogalma ozelligi Flask ylizeyine Flask ylizeyine Flask ylizeyine Flask ylizeyine
yapisarak yapisarak yapigarak yapisarak
Hastalik Glioma Insan papilloma Saglikl Kolorektal
viriisti iligkili servikal adenokarsinom
skuamdz hiicre
karsinomu
Besiyeri DMEM RPMI-1640 Eagle's Minimum DMEM
Essential Medium
Kiiltiir kosullart %5 CO,, 37°C %5 CO,, 37°C %5 CO,, 37°C %5 CO,, 37°C
Besi yeri Haftada 2-3 kere 2-3 gunde bir Haftada 2-3 kere

yenilemesuresi
Dondurma medyumu %095 kultur medyumu, %95 kiiltir medyumu, %95 kiltur medyumu, %95 kdiltir medyumu,

%5 DMSO %5 DMSO %5 DMSO %5 DMSO
Depolama sicaklig S1v1 Nitrojen S1v1 Nitrojen S1v1 Nitrojen S1vi Nitrojen
Biyoguvenlik duzeyi 1 1 1
Ek Ozellik Sisplatin direncli
Onkogen myc+; ras+; myb+;
fos+; sis+; p53+; abl-;
ros-; src-

Cizelge 3.1 Hiicre hatlarnin  genel Ozellikleri  (https://www.lgcstandards-
atcc.org/products/, https://web.expasy.org/cellosaurus/)
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Tez caligmasi sirasinda kullanilan kimyasallar, cam ve plastik malzemeler ve cihazlar

cizelge 3.2 de gosterilmistir.

Kimyasallar Firma
DMSO Amresco
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) Sigma
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (PBS)

Etil alkol Isolab

Fetal Bovine Serum (FBS) Biological Industries
MEM Sigma

RPMI Sigma
Tripan blue

Tripsin Biological Industries
Asetik asit

TCA

TRiS BASE

SRB Sigma
Seramid Sigma
Sfingomiyelin Sigma

Cam ve Plastik Malzemeler

15 ml ve 50 ml kapakl falkon tiip
96'lik Kuyucuklu plak (Well Plate)
Beher

Eppendorf

Vakum Filtre

Hemositometre

Hucre kulttrd uyumlu flask (25 cm2/75 cm2)

Lam-Lamel
Mikropipet (8 kanalli)

Mikropipetler (0,5-1 pl, 1-5 pl, 5-10 pl, 10-200 pl,5-50 pl, 20-200 pl)

pastor pipeti
Tek kullanimlik dereceli serolojik pipet

Cihazlar

CO2'li Hiicre Kiiltiir Inkiibatorii
Deiyonize Su Cihazi

Derin Dondurucu

Vorteks

Elektrikli Puar

Hassas Terazi

Hucre Kulttrt Kabini (Laminar Flow)
Invert Istk Mikroskobu

Manyetik Karistiric

Multiplak Okuyucu Spektrofotometre
Otoklav

pH Olger

Santrifij

Cizelge 3.2 Deneyde kullanilan kimyasallar, cam ve plastik malzemeler ve cihazlarin

listesi
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3.2. Metot

3.2.1. Hucre inkiibasyon kosullari

HT29 (insan Kolorektal adenokarsinom) ve C6 (rat glioma) hiicre hatt1 i¢in %10 Fotal
Sigir Serumu (FBS), 200 mM L-glutamin, 100U/ml penisilin, 200 pg/ml streptomisin
iceren Dulbecco's Modified Eagle Media (DMEM) besiyerinde %5 CO2 igeren
nemlendirilmis ortamda 37°C'de steril sartlarda kiiltiire edildi. U¢ giinde bir kiiltiir besi
yerleri tazelendi. Yeterli saylya ulasan hiicreler ile deneye

baslandu.(https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HTB-38.aspx,

http://www.interlab.com.tr/tr-tr/sigma-aldrich/hucre-kulturu-besi-ortami-
2,https://www.wikizeroo.org/index.php?qg=aHROcHMG6L y9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL
3dpa2kvRWFnbGUnc19taW5pbWFsX2Vzc2VudGIhbF9tZWRpdWO0)

OV2008 (insan papilloma viriisii iliskili servikal skuamoz hiicre karsinomu) hiicre hatti
icin %10 Fotal Sigir Serumu (FBS), 2 mM L-glutamin, 100U/ml penisilin, 100 pg/ml
streptomisin iceren RPMI-1640 besiyerinde %5 CO: igeren nemlendirilmis ortamda
37°C'de steril sartlarda kiiltiire edildi. Ug giinde bir kiiltiir besi yerleri tazelendi.Yeterli
saylya ulasan hiicreler ile deneye baslandi.

(https://web.expasy.org/cellosaurus/CVCL 0473,http://www.interlab.com.tr/tr-tr/sigma-

aldrich/hucre-kulturu-besi-ortami-2,
https://www.wikizeroo.org/index.php?g=aHROcHMG6Ly91bi53aWtpcGVkaWEub3JnL3
dpa2kvRWFnbGUnc19taW5pbWFsX2Vzc2VudGlhbF9tZWRpdWO0)

CCD-18Co (insan saglikli fibroblast hiicresi) hiicre hatti i¢in 13 esansiyel aminoasit, 8
vitamin (Byvitamini, B, vitamini, Bz vitamini, Bs vitamini, Be vitamini, folik asit, kolin,
inositol) ve 6 ¢esit tuz (kalsiyum klorid, potasyum klorid, magnezyum siilfat, sodyum
klorid, sodyum fosfat, sodyum bikarbonat) iceren Eagle's Minimum Essential Medium
(EMEM) besiyerinde %5 CO> iceren nemlendirilmis ortamda 37°C'de steril sartlarda

kiiltiire edildi. Ug giinde bir kiiltiir besi yerleri tazelendi.Yeterli sayiya ulasan hiicreler

ile deneye baslandi. (https://web.expasy.org/cellosaurus/CVCL_2379,
http://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CRL -

1459.aspx?0eo country=tr,http://www.interlab.com.tr/tr-tr/sigma-aldrich/hucre-kulturu-

besi-ortami-
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2,https://www.wikizeroo.org/index.php?qg=aHROcHMG6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL
3dpa2kvRWFnbGUnc19taW5pbWFsX2Vzc2VudGlhbF9tZWRpdWO0)

3.2.2. Seramid ve sfingomiyelinin dozlarimin hazirlanmasi

Hicre hatlar1 tizerindeki etkisini arastirilan seramid molekull iki farkli ¢6ziicti (DMSO

ve Etil alkol) icerisinde ¢ozulda.

Coziicii olarak DMSO’ nun Kkullanildig1i seramid dozlar1 su sekilde
hazirlandi:Seramid, dimetilstlfoksit (DMSO, Sigma) icerisinde ¢dzlindukten sonra besi
yerleri icinde dille edilerek (RPMI-1640, DMEM, EMEM) seramidin 10, 40, 60, 100,
120, 125 uM dozlar hazirlandi. Coziicii olarak kullandigimiz DMSO besi yerleri ile
dilue edilerek hazirlandi.

Coziicii olarak etilalkoliin kullanildigr seramid dozlarin su sekilde hazirlandi:
Seramid, etilalkol igerisinde ¢Oziindiikten sonra besi yerleri iginde dilte edilerek
(RPMI-1640, DMEM, EMEM) seramidin 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,30, 0,40, 0,50
MM dozlart hazirlandi. Coziicii olarak kullandigimiz etilalkol besi yerleri ile diliie

edilerek hazirlandi.

Hiicre hatlar1 tizerindeki etkisiarastirilan diger molekilsfingomiyelin DMSO ve etil

alkol icerisinde ¢ozildu.

Coziicii olarak DMSO’ nun kullamldig1 sfingomiyelin dozlarin su sekilde
hazirladi:Sfingomiyelin DMSO (Sigma) icerisinde ¢ozindikten sonra besi yerleri
icinde dillie edilerek (RPMI-1640, DMEM, EMEM) sfingomiyelinin 0,0125, 0,025,
0,05, 0,075, 0,1, 0,15, 0,2, 0,25 uM dozlar1 hazirlandi. Coziicli olarak kullandigimiz
DMSO besi yerleri ile diliie edilerek hazirlandi.

Cozucu olarak etilalkoliin kullanildigr sfingomiyelin dozlar1 su sekilde hazirladi:
Sfingomiyelin, etilalkol igerisinde ¢Oziindiikten sonra besi yerleri icinde diltie edilerek
(RPMI-1640, DMEM, EMEM) sfingomiyelin 0,0125, 0,025, 0,05, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0 pM

dozlar1 hazirlandi. Coziicii olarak kullandigimiz etilalkol besi yerleri ile diliie hazirlandi.
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3.2.3. SRB testi

Bu calismada hiicre total proteinlerinin (hiicrede sentezlenen total protein miktari
toplam hiicre sayist ile dogru orantilidir) tespitine dayali olarak hiicre miktarinin
belirlenmesini saglayan sulforodamin B (SRB) testi kullanilarak hicre proliferasyonu

degerlendirilmistir.

SRB testi, 1990 yilinda Skehan ve ark. tarafindan gelistirilen hticre proliferasyonunu
gosteren sitotoksisite yontemidir. SRB, aminoksanten yapisinda parlak pembe renkli bir
boyadir. Yontemin esasi, SRB’nin sitokiyometrik olarak hafif asidik kosullarda temel
aminoasit rezidulerine baglanmasina dayanir. Béylece boyanmis hiicrelerden elde edilen
boya miktar1 ile dogrudan total protein miktar: ve bu sekilde hiicre sayis1 hakkinda bilgi
veren kolorimetrik bir yontemdir (Skehan P ve ark,1990). SRB testinin diger
sitotoksisite testlerine gore nispeten daha ucuz ve kolay uygulanmasi nedeniyle sik

tercih edilen bir test olmasina neden olmaktadir.

SRB’nin hazirlamsi: kristal formdaki SRB, %1 asetik asit icerisinde ¢ozilerek %4 luk

SRB ¢ozeltisi hazirlandi.

SRB Testinin Uygulanmasi:96 well plate her bir kuyucukta esit sayidahtcre olacak
(7.500) sekilde ekimi yapilan hicreler,24 saat inkiibe edilmistir. 24 saatin sonunda
hicrelere test edilecek maddeler (kontrol grubu harig)belli konsantrasyonlarda
uygulanmigve test maddeleriyle 72 saat inklbe edilmistir. 72 saatlik inkiibasyonun
ardindan SRB testine gecilmistir. Her bir kuyucuga 100 pL trikloroasetik asit
(CCI3COOH, TCA) eklenerek 4°C de 90 dakika inkiibe edilen kuyucuklar 3 kez 300 pL
dd H20(cift distile su) ileyikanip 50°C de 30 dakika kurutulmustur. Hiicreler 100 pL
SRB boyasi ile 25°C de 30 dakika muamele edildikten sonra 300 pL %1 lik asetik asit
(CH3COOH) ile 3 kez yikanarak 50°C de 30 dakika kurutulmustur. Tim kuyucuklara
200 pL 10 mM Tris Base ¢ozeltisi eklendikten sonra 25°C 30 dk inkiibe edilmis ve bir
mikroplaka okuyucuda 492 nm dalga boyundaki absorbans degerleri kaydedilmistir.
Okunan degerler, her bir kuyucuktaki ilag uygulanan hiicrelerin absorbanst x 100 /

kontrol hiicrelerinin absorbansi formulliine gore canli hiicre yiizdesine ¢evrilmistir

(Okten S ve ark, 2017).
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3.2.4. istatiksel metot

Seramid ve sfingomiyelinin IC50 degerlerinin hesaplanmasi i¢in regresyon analizi

kullanilmistir. Hesaplama islemlerinde excel programindan faydalanilmistir.

Istatistikte regresyon analizi degiskenler arasindaki iliskiyi belirlemede kullanilan
yaygin bir yontemdir. Regresyon analizi, veri cizelgesine tam olarak uyan bagiml
degiskenin bagimsiz degiskenle arasindaki iliskinin matematiksel bir fonksiyonu
bulunamadigr durumlarda veri cizelgesine en c¢ok uyan fonksiyonu belirlemeyi

saglamaktadir.

Determinasyon Katsayis1 (R?), regresyon modelinin gergegi ne derece yansitabildiginin
bir dl¢iitiidiir. Determinasyon katsayisi korelasyon katsayisinin karesine esit olup 0 ve 1
degerleri arasinda bulunmaktadir. Regresyon dogrusunun basart durumu arttikca

determinasyon katsayisi degeri 1’e yaklasmaktadir.

Seramid ve sfingomiyelinin hiicre hatlar1 {zerindeki antiproliferatif etkilerinin
istatistiksel olarak anlamliligini analiz edilmek i¢in graphpad prism uygulamasindan
yararlanilmigtir. Veriler, Graphpad prism uygulamasi kullanilarak pearson korelasyon

analizi ve t testi ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Seramid ve sfingomiyelinin hiicre canliligina olan etkisini arastirdigimiz ¢alismada,
seramid ve sfingomiyelin iki farkli ¢oziiciide hazirlandi. Cozlculerin seramid ve
sfingomiyelinin etkinligini degistirip degistirmedigi incelendi. DMSO ve etanol
cozucllerle seramid ve sfingomiyelinin farkli  konsantrasyonlarinin  hiicre
proliferasyonuna etkisi SRB testi ile degerlendirilmistir.Seramid ve sfingomiyelin
tedavisi uygulanmig C6, OV2008, HT29 ve CCD-18Co hiicre hatlarinincanlilik
seviyeleri, SRB testinde elde edilen absorbans degerlerine gore ila¢ uygulamasi
yapilmayan kontrol grubu C6, OV2008, HT29 ve CCD-18Co hiicre hatlarinin SRB
testinde elde edilen absorbans degerleriyle kiyaslanmasi sonucuhesaplanmistir.
Hesaplanan degerler cizelgelerdegosterilmistir.  IC50 konsantrasyonlart  (hiicre
proliferasyonunda %50 azalmaya neden olan inhibitér konsantrasyon) regresyon analizi

ile hesaplanmistir, hesaplanan degerler Gizelge 4.5 de gosterilmistir.

4.1. Seramidin Hiicre Canhihg Uzerindeki Etkisi

DMSO igerisinde ¢ozlinen seramidin hiicre canliligi iizerine etkisi dort farkli hiicre
hattinda 5 uM, 10 pM, 20 uM, 40 uM, 60 uM,100 puM, 120 uM konsantrasyonlarda
incelenmistir. Seramidin diisiik konsantrasyonlarin da (SuM, 10uM, 20 uM) OV2008
ve HT29 hiicre hatlarinda kontrolle kiyaslandiginda canlilik oranlarinda artis
gozlenmistir (Sekil 4.1-c). CCD-18Co hiicre hattin da ise seramidin S5uM
konsantrasyonun da canlilig1 en fazla artis gosteren hiicre hatt1 olmustur ancak OV2008
ve HT29 hiicre hattinin aksine CCD-18Co hiicre hattin da 10pM ve 20uM
konsantrasyonlarinda canlilik oranlar1 kontrole gore azalmaya baslamistir (Sekil 4.1-d).
C6 hicre hattin da diisiik konsantrasyonlardan(5 pM, 10 uM, 20 pM) itibaren canlilik
oranlarinda azalma goézlenmistir (Sekil 4.1-a). Seramid40 pM konsantrasyonda
uygulandigindaise dort hiicre hattinda da belirgin bir canlilikta azalma tespit edilmistir.
60 pM konsantrasyondan itibaren ise konsantrasyon artisiyla beraber 40 uM gore
canlilik oranlar tekrar artmaya basladigi tespit edilmistir. Canlilik oranlari en fazla
azaltan konsantrasyon (CCD-18Co(125 pM ) hiicre hatti harig¢) 40 pM olurken
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canliligin en fazla artirankonsantrasyon ise 5 HUM(C6 hiicre hatt1 harig) olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.1) . 40 uM konsantrasyondaki seramidinuygulanan konsantrasyonlar
arasinda C6, OV2008, HT29 ve CCD-18Co hiicre hatlarimin canlilik oranlarini1 ortalama
%50 nin (sirasiyla 18.6; 17.92; 23.77; 41.83 (cizelge 4.1) altina inmesini saglayan en

diisiik konsantrasyon oldugu gozlenmistir.

Veriler istatistiksel olarak incelendiginde ise pearson korelasyon testine gére CCD-
18Co hiicre hatt1 hari¢ seramid konsantrasyonu ile canlilik orani arasinda anlamli
derecede ters korelasyon bulundugu saptanirken yapilan t testine gore ise C6 ve
OV2008 hiicre hatlarinda yiliksek konsantrasyondaki hiicre 6liim oranlari kontrol

grubuna gore anlamli oldugu bulunmustur (Sekil 4.1).

DMSO igerisinde ¢0Ozinen seramidin regresyon analizi ile hesaplanan I1C50
konsantrasyonlar1 Gizelge 4.5 de belirtilmistir. IC50 konsantrasyonlarina gére DMSO
icerisinde ¢6zdiigiimiiz seramide en hassas hiicre hattt C6(32.7 uM) olurken en direncli
hiicre hatt CCD-18Co (56.91 puM) hiicre hatti olmustur. OV2008 ve HT29 hiicre
hatlarina seramidin etkisi benzer sekilde saptanmistir ve IC50 degerleri yaklasik olarak

42 UM olarak hesaplanmuistir.

DOZLAR C6 OV 2008 HT 29 CCD-18Co
KONTROL 100+3.61 100+ 100+19.06 100+22.62
Seramid 5 uM 93.53+0.16 127.6040.76 128.01+1.54 157.96+48.60
Seramid 10 pM 80.86+2.69 121.72+7.86 116.7842.74 98.99+48.08
Seramid 20 uM 99.95+4.91 124.7243.23 117.88+1.87 70.3919.16
Seramid 40 pM 18.60+1.54 17.92+4.89 23.77£1.35 41.831+2.18
Seramid 60 pM 18.89+0.31 25.75+6.42 24.97+1.46 50.224+8.08
Seramid 100 uM 24.89+0.56 31.88+5.76 33.12+1.83 73.32+15.36
Seramid 120 uM 21.90+1.49 33.24+5.82 27.69+2.76 57.824+29.74
Seramid 125 uM 19.23+0.04 32.14+8.44 29.07+1.38 38.21+12.48

Cizelge 4.1 Farkli dozlardaki DMSO igerisinde ¢6ziinmiis seramidin C6, OV2008,
HT29 ve CCD-18Co hiicre hatlarmin canliligina etkisi. Kontrol grubu % 100 olarak
kabul edilmistir.
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Sekil 4.1 Farkli dozlardaki DMSO igerisinde ¢oziinmiis seramidin C6, OV2008, HT29
ve CCD-18Co hiicre hatlarinin canliligina etkisinin grafiksel gosterimi. Kontrol
grubunun canlilik oran1 % 100 olarak kabul edilmistir.

Etanol icerisinde ¢6zlinen seramidin hiicre canlilig1 iizerine etkisi 4 farkli hiicre hattinda
0.05 uM, 0.1 uM, 0.15 puM, 0.2 uM, 0.25 puM, 0.3 uM, 0.4 uM konsantrasyonlarda,
HT29 ve CCD-18Co hicre hatlarinda ek olarak 0.5 pM konsantrasyonunda
incelenmistir. Seramidin diisiik konsantrasyonlarin da (0.05puM, 0.1uM, 0.15 uM) 4
hiicre hattindada kontrole kiyasla canlilik oranlarinda artig gézlenmistir (Sekil 4.2). 0.2
MM konsantrasyonda ise CCD-18Co hiicre hatti hari¢ diger hiicre hatlarinda canlilik
orant kontrole oranla yiiksek kalmaya devam etmistir. Seramidin 0.25uM
konsantrasyonundan itibaren canlilik oranlar1 tiim hiicre hatlarinda azalmaya basladigi
ve konsantrasyon artigiyla canlilik oranlar1 CCD-18Co hiicre hatt1 hari¢ diismeye devam
ettigi goriilmiistiir. Uygulanan seramid konsantrasyonlarinda canlilik seviyesiOV2008
hiicre hatt1 haric %50 altina indigi gozlenmistir. Uygulanan  seramid
konsantrasyonlarinda canliligin %50 nin altina indigi deger C6 hiicre hatti i¢in 0.4 pM,
HT29 hiicre hatt1 i¢gin 0.5 pM ve CCD-18Co hiicre hatt1 i¢in0.3uM oldugu tespit
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edilmistir. Canlilik oranlarini en fazla arttiran konsantrasyon C6 ve CCD-18Co hiicre
hatlar1 i¢in 0.05 UM olurken, OV2008 ve HT29 hiicre hatlar1 i¢in 0.1 uM olmustur.
Canlilik seviyesi fazla artig gosteren hiicre hatt1 0,05 uM konsantrasyonda canlilik orani
%202.7 ¢ikan CCD-18Co hiicre hatt1 olurken, canlilig1 en az artan hiicre hatti ise 0,1
uM konsantrasyonda canliligi %127.76 ulasan OV2008 hiicre hatt1 olmustur (gizelge

4.2).

DOZLAR C6 OV 2008 HT 29 CCD-18Co
KONTROL 100£3.61 100+0.35 100+19.06 100+22.62
Seramid 0,05 pm 133.33+ 7.93 111.19+4.45 124.04+1.88 202.71+2.73
Seramid 0,10 pm 127.68 +10.43 127.77+3.68 144.75+8.09 172.87+£0.44
Seramid 0,15 pm 127.34 £ 9.97 116.23+6.18 135.94+11.47 143.77+10.61
Seramid 0,20 pm 118.92 +8.99 106.75+4.98 125.73+8.09 94.39+6.77
Seramid 0,25 um 83.2+ 5.07 96.79+3.80 83.53+16.00 54.0745.57
Seramid 0,30 pm 60.80 £ 8.11 96.61+10.54 79.00+1.40 35.08+5.72
Seramid 0,40 um 42.37 +1.52 70.70+6.64 51.44+7.12 31.13+6,.4
Seramid 0,50 pm - - 44.70+4.66 35.2245.74

Cizelge 4.2 Farkli dozlardaki etanol igerisinde ¢6ziinmiis seramidin C6, OV2008, HT29
ve CCD-18Co hiicre hatlarinin canliligina etkisi. Kontrol grubunun canlilik oran1 % 100
olarak kabul edilmistir.

Pearson korelasyon testine gére OV2008 hiicre hatti hari¢ seramid konsantrasyonu ile
canlilik orani arasinda anlamli derecede ters korelasyon bulundugu saptanmistir. Ayrica
yapilan t testine gore C6 ve OV2008 hiicre hatlarinda yiiksek konsantrasyondaki hiicre

6liim oranlar1 kontrol grubuna gore anlamli bulunmustur (Sekil 4.2).

Etanol icerisinde c¢6zinen seramidin regresyon analizi ile hesaplanan I1C50
konsantrasyonlar1 gizelgede belirtilmistir. IC50 konsantrasyonlarina gore etanol
igerisinde ¢6zdiiglimiiz seramide en hassas hiicre hattt CCD-18C0(0,33 uM) olurken en
az direncli hiicre hatlart OV2008 (0,45 uM) ve HT29 (0,45 uM) hiicre hatlar1 olmustur.
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Sekil 4.2 Farkli dozlardaki etanol igerisinde ¢6ziinmiis seramidin C6, OV2008, HT29 ve
CCD-18Co hiicre hatlarinin canliligia etkisinin grafiksel gdsterimi. Kontrol grubunun
canlilik oran1 % 100 olarak kabul edilmistir

4.2. Sfingomiyelinin Hiicre Canlih@ Uzerindeki Etkisi

DMSO igerisinde ¢6ziinen sfingomiyelinin hiicre canlilig: {izerine etkisi 4 farkli hiicre
hattinda (C6, OV2008, HT29 ve CCD-18Co) 0,0125 uM, 0,025 pM, 0,05 pM, 0,075
pM, 0,1 pM, 0,15 pM, 0,2 pM, 0,25 pM konsantrasyonlarda incelenmistir.
Sfingomiyelinin diisiik konsantrasyonlarin da (0,0125uM, 0,025uM, 0,05uM) OV2008
ve HT29 hiicre hatlarinda kontrole kiyasla canlilik seviyelerinde artis gozlenmistir.C6
hiicre hattinda sadece 0,025 uM konsantrasyonda kontrole gore canlilik orani artarken
diger konsantrasyonlarda canlilik azalmaktadir. CCD-18Co hiicre hattin da ise
sfingomiyelinin sadece 0,0125uM konsantrasyonun da canlilik orani artarken diger
konsantrasyonlarda canlilik oran1 azalmaktadir.Sfingomiyelin ile hlicre canlilig: en fazla
artan 0,0125 uM konsantrasyonda %163,36 canliliga ulasan HT29 hiicre hatt1 olurken
sfingomiyelin ile canliligi en az artan hiicre hattt C6 (%115) ve CCD-18Co (%115,15)
hiicre hatlart olmustur. Sfingomiyelininhiicre hatlarina uygulanan konsantrasyonlardan

canlilik oranin1 %50 nin altina indiren konsantrasyonlar C6 ve OV2008 hiicre hatlar
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icin 0,15uM, HT29 hiicre hatt1 i¢in 0,1 pM, CCD-18Co hiicre hatt1 i¢in ise 0,075 pM
oldugu saptanmistir. Uygulanan sfingomiyelin konsantrasyonlarinda canlilik oran1 en
fazla azalan hiicre hatt10,2 UM konsantrasyonda canliligi ortalama %5,04diisen OV2008
hiicre hatt1 olurken canlilig1 en az azalan hiicre hatt1 0,25 pM konsantrasyonda canlilig1

ortalama %23,33 diisen CCD-18Co hiicre hatt1 olmustur (¢cizelge 4.3).

DOZLAR C6 OV 2008 HT 29 CCD-18Co
KONTROL 100 +3,61 100 +0,35 100 +19,06 100 +22,62
Sfingomiyelin 0,0125 pm 99,31 +0,64 123,41 £0,43 163,36 + 4,80 115,15 + 15,52
Sfingomiyelin 0,0250 pm 115,00 + 4,62 126,19 £ 7,75 146,38 +£ 11,38 96,84 +11,53
Sfingomiyelin 0,0500 pm 93,70 +£18,21 117,66 + 2,00 122,37 +7,88 53,12 +5,27
Sfingomiyelin 0,0750 pm 77,42 +£16,24 88,55 + 25,05 70,84 + 4,50 46,57 +5,86
Sfingomiyelin 0,1000 pm 60,80 + 0,34 65,49 16,12 25,21 +£10,40 3452+1,11
Sfingomiyelin 0,1500 pm 34,97 £1,00 11,52 + 6,86 8,66 0,70 25,05+1,25
Sfingomiyelin 0,2000 pm 18,07 £ 5,56 5,04 +0,73 7,84+0,31 28,20 +2,53
Sfingomiyelin 0,2500 pm 19,11+11,38 6,15+ 1,58 755+ 0 23,33+0,59

Cizelge 4.3 Farkli dozlardaki DMSO igerisinde ¢oziinmiis sfingomiyelinin C6,
0OV2008, HT29 ve CCD-18Co hiicre hatlarinin canliligia etkisi. Kontrol grubunun
canlilik oran1 % 100 olarak kabul edilmistir.

Pearson korelasyon testine gore tlim hiicre hattilarinda sfingomiyelin konsantrasyonu ile
canlilik oran1 arasinda anlamli derecede ters korelasyon bulundugu saptanmistir. C6 ve
OV2008 korelasyon oran1 diger iki hiicre hattindan yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica
yapilan t testine gére CCD-18Co hicre hatt1 hari¢ yiksek konsantrasyondaki hiicre
6lim oranlar1 kontrol grubuna gore anlamli bulunmustur. OV2008 hiicre hattinda

anlamliligin diger hiicre hatlarina gore daha fazla oldugu gozlenmistir. OV2008 hiicre
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hattinda 0,2 pM konsantrasyonda anlamlilik en yiiksek seviyeye ciktigi saptanmistir
(Sekil 4.3).

DMSO igerisinde ¢ozlnen sfingomiyelinin regresyon analizi ile hesaplanan 1C50
konsantrasyonlar1 cizelge4.5 de belirtilmistir. IC50 konsantrasyonlarina gére DMSO
igerisinde ¢ozdiigiimiiz sfingomiyeline en hassas hiicre hattt CCD-18Co (0,07 uM)
olurken en direncli hiicre hatti C6 (0,11 pM) hiicre hatti olmustur. OV2008 ve HT29
hiicre hatlarinda sfingomiyelinin etkisi benzer sekilde saptanmistir ve IC50 degerleri

yaklasik olarak 0,08 uM olarak hesaplanmustir (Gizelge 4.5).
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Sekil 4.4 Farkli dozlardaki DMSO igerisinde ¢oziinmiis sfingomiyelinin C6, OV2008,
HT29 ve CCD-18Co hiicre hatlarinin canliligina etkisinin grafiksel gosterimi. Kontrol
grubunun canlilik orant % 100 olarak kabul edilmistir.

Etanol igerisinde ¢ozlnen sfingomiyelinin hiicre canlilig1 {izerine etkisi 4 farkli hiicre
hattinda (C6, OV2008, HT29 ve CCD-18Co) 0,0125 uM, 0,025 pM, 0,050 puM, 0,4
puM, 0,6 puM, 0,8 pM, 1,0 puM ve 1,2 pM konsantrasyonlarda incelenmistir.
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Sfingomiyelinin diisiik konsantrasyonlarin da (0,0125 pM, 0,025 uM, 0,5 uM) C6 hiicre
hattinda kontrole kiyasla canlilik oranlarinda artis meydana gelirken diger ¢ hiicre
hattinda canlilik oranini artiran sfingomiyelin konsantrasyonu gdzlenmemistir (Sekil
44). C6 hiicre hattinda canliik oranin1 en fazla arttiran sfingomiyelin
konsantrasyonu0,05 puM olarak gozlenmistir. Sfingomiyelinin canliligi en fazla azaltan
konsantrasyon C6 ve CCD-18Co hiicre hatt1 i¢in 0,4 pum olurken OV2008 ve HT29
hiicre hatt1 i¢in 0,6 um olarak saptanmistir. C6 hiicre hatt1, 0,4 um sfingomiyelin ile
canliligl %8,17 diiserek canliligi en fazla azalan hiicre hatti olurken CCD-18Co hiicre
hatt1 sfingomiyelin tedavisi ile en az canlilig1 diisen hiicre hattt olmustur (Gizelge 4.4).
CCD-18Co hiicre hatti, 0,4 pm sfingomiyelin ile en fazla %26,9 a kadar canlilik
oraninda diisgme olmustur.OV2008 hiicre hatt1 0.6 pm sfingomiyelinile %11,25 canlilik

oranina ayni konsantrasyonda HT29 hiicre hatti %10.97 canlilik oranmna kadar

azalmistir.

DOZLAR C6 OV 2008 HT 29 CCD-18Co

KONTROL 100 +3,61 100 +0,35 100 +19,06 100 +22,62
Sfingomiyelin 0,0125 pm 101,62 £10,40 87,51 £29,11 87,14 8,23 96,08 +10,08
Sfingomiyelin 0,0250 pum 102,09 5,12 91,90 £20,07 96,14 +21,35 91,91 +13,74
Sfingomiyelin 0,0500 pm 106,88 £7,94 87,61 £17,71 74,82 £11,52 71,54 £10,18
Sfingomiyelin 0,400 pm 8,17 2,25 46,15 +16,12 15,48 +2,48 26,90 +2,26
Sfingomiyelin 0,600 pm 41,25 £27,98 26,47 £3,77 10,97 0,92 43,14 £11,60
Sfingomiyelin 0,800 pm 12,32 +3,53 23,90 +3,59 36,47 £17,27 44,59 +1,58
Sfingomiyelin 1,0000 pm 14,90 +6,60 28,86 +5,80 45,12+20,10 77,16 £27,68
Sfingomiyelin 1,2000 pum 26,87 +18,27 46,98 £14,97 28,41 16,76 66,97 +28,20

Cizelge 4.4 Farkli dozlardaki etanol igerisinde ¢6ziinmiis sfingomiyelinin C6, OV2008,
HT29 ve CCD-18Co hiicre hatlarmin canliligina etkisi. Kontrol grubu % 100 olarak
kabul edilmistir.

Etanol igerisinde c¢Ozinen sfingomiyelinin regresyon analizi ile hesaplanan IC50
konsantrasyonlar1 gizelgede belirtilmistir. IC50 konsantrasyonlarina gore etanol
icerisinde ¢Ozdiiglimiiz sfingomiyeline en hassas hiicre hatti C6 ve HT29 hiicre
hatlar1(0.25 uM) olurken en az etkilenen hiicre hattt CCD-18Co (0.45 uM) olmustur.
OV2008 hiicre hattinin IC50 degeri ise 0.28 uM olmustur (gizelge 4.5).
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Sekil 4.4 Farkli dozlardaki etanol igerisinde ¢oziinmiis sfigomiyelinin C6, OV2008,
HT29 ve CCD-18Co hiicre hatlarinin canliligina etkisinin grafiksel gosterimi. Kontrol
grubunun canlilik oran1 % 100 olarak kabul edilmistir.

Sfingomiyelinin etanol uygulamasinin istatistiksel analizine gore, doz artisi ile canlilik
oranlar1 arasinda CCD18Co hiicre hatt1 hari¢ anlamli derecede ters korelasyon
saptanmigtir. Ayrica CCDI18Co hiicre hatt1 hari¢ diger ii¢ hiicre hattinda canlilik
oranlarini kontrole kiyasla anlamli derecede azaltan konsantrasyonlar gézlenmistir. En

yuksek anlamlilik OV2008 ve C6 hiicre hattinda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4)

Sfingomiyelinin etanol ve DMSO igerisinde ¢oziilerek uygulanmasi ile elde edilen
sonuglara gore sfingomiyelin DMSO igerisinde ¢oziilerek uygulandiginda IC50 degeri,
saglikli hiicre hatti olan CCD-18Co hiicre hatt1 ile kanser hiicre hatlar1 olan OV2008,
HT29 ve C6 hiicre hatlar1 arasinda farklilik tespit edilemezken etanol igerisinde
¢oziilerek uygulandiginda kanser hiicrelerinin canliligint %50 oraninda azaltan 0.25-

0.28 uM konsantrasyonlarinda CCD-18Co hiicre hattinin canliligit %50 azaltmadan
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kanserli hiicre hatlarinin  canliligint = %50 oraninda azaltan konsantrasyon
hesaplanabilmistir. Bu deger Sfingomiyelin etanol icerisinde ¢oziilerek uygulanmasinda
ise CCD-18Co hiicre hattinda etanol igerisinde ¢oziilerek uygulandiginda DMSO ya
gore IC50 degeri daha yiiksek olarak tespit edilmistir

DMSO Icerisinde  Etanol I¢erisinde DMSO I¢erisinde Etanol I¢erisinde

Coziinmiig Coziinmiig Coziinmiig Coziinmiig
Seramid Seramid Sfingomiyelin Sfingomiyelin
C6 32,70uM 0,36uM 0,11pM 0,25uM
0V2008 41,69uM 0,45pM 0,08puM 0,28uM
HT29 42,16uM 0,45uM 0,08uM 0,25uM
CCD-18Co 56,91uM 0,33uM 0,07uM 0,48uM

Cizelge 4.5 Seramid ve Sfingomiyelinin dort farkli hiicre hattindaki IC50 degerleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Biz bu c¢alisma ile seramid ve sfingomiyelinin hiicre canliligina etkisini 4 farkli hiicre
hattinda (C6, OV2008, HT29 ve CCD-18Co) ve 2 farkli ¢oziicii (etanol, DMSO)

icerisinde ¢oziindiiriilerek arastirdik.

Diisiik konsantrasyondaki seramidDMSO icerisinde ¢0zulerek uygulandiginda HT29 ve
CCD-18Co hiicre hatlarin da OV2008 ve C6 hiicre hatlarina gore canlilik oranlar1 daha
yiiksek oldugu tespit edilmisti. DMSO igerisinde ¢0Ozilen seramidin ylksek
konsantrasyonlardahiicre hatlarina uygulandiginda iseOV2008 ve C6 hiicre hatlarinin
HT29 ve CCD-18Cohiicre hatlarina gbre daha fazla hicre kaybma ugradigi
gozlenmistir. DMSO igerisinde ¢6ziilen sfingomiyeline baktigimiz da canlilik oranini en
fazla azalttigihiicre hattt OV2008 hiicrehatti olurken, sfingomiyelin uygulamasinin
canlililk oranmi en az azalttigi hiicre hatti ise CCD-18Co hiicre hatti oldugu

gozlenmistir.

Seramidin hiicre canliligina etkisi biri saglikli hiicre hatt1 (CCD-18Co)diger ii¢ii ise
kanserli hiicre hatlar1 (C6, OV2008, HT29) olmak Uzere 4 farkli hiicre hattinda 2 farkli
cozictide (DMSO, etanol) farkli konsantrasyonlarda incelendi. Seramidin her iki ¢oziicii
icerisinde ¢oOziilerek uygulanmasi sonucunda da diisiik konsantrasyonlar da kontrole
kiyasla canlilik oranlarinda artis olurken yiiksek konsantrasyonlarda canlilik oranlari
kontrole gore azaldigi tespit edilmistir. Seramidin DMSO igerisinde c¢ozerek
uygulanmasinda 40pM konsantrasyonda kanser hiicrelerinin canlilik orani yaklasik
%76-82 ile en fazla azalirken, bu konsantrasyonda saglikli hiicre hatti1 olan CCD-18Co
da canlilik orani yaklagik %358 azalmaktadir. Seramid 100 pM konsantrasyonda
uygulandiginda ise canlilik orami kanser hiicreleri i¢in %67-75 oraninda azalirken
saglikli hiicre hattinda %27 oraninda azalmaktadir. Buna goére seramidin DMSO
icerisinde ¢ozerek uygulandiginda saglikli hiicrelere zarar vermeden kanserli hiicreleri

oldurmek icin en iyi konsantrasyonun 100 uM olabilecegi soylenebilir.

Seramidi etanol icerisinde ¢Ozerek uyguladigimiz konsantrasyonlarda kanser
hiicrelerinin canlilik oranlart en fazla %29-58 oraninda azalirken, saglikli hiicre hatti

%69 oraninda azalmistir. Buna gore seramidin etanolde ¢6ziinmesi ile hem kanserli
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hiicrelerde istenilen oranda canlilik oraninda azalma olmamis hem de saglikli hiicre

hattinda oldukga yiiksek oranda canlilikta azalma tespit edilmistir.

DMSO icerisinde ¢Ozulerek uygulanan seramid ve etanol icerisinde cozulerek
uygulanan seramidin IC50 degerleri incelendiginde kanser hiicreleri DMSO igerisinde
¢Oziinen seramide daha hassasken saglikli hiicre hatti daha direnglidir. Ancak etanol
icerisinde ¢oziinen seramid de C6 hiicre hattindan sonra en hassas hiicre hatt1 saglikli

hiicre hatt1 olmustur.

Bu sonuglara gore seramidin hiicre canliligina olan etkisi ¢bziciye ve uygulanan
konsantrasyona gore degismektedir. Kanser hiicreleri DMSO igerisinde ¢oziinmiis
seramide daha hassas olurken saglikli hiicre hattinda olan CCD-18Co daha direngli
oldugu goézlenmistir. Buna gore seramidi hiicre hatlarinin canliligini azaltmak amaciyla
kanser hicrelerine spesifik olarak kullanmak igin en uygun tedavinin DMSO igerisinde
¢Oziinmiis seramidi 100 UM konsantrasyonda uygulanmasi oldugu diisiiniilebilir. Ayrica
seramidi tedavisinin en etkili olacagi hiicre hatlarmin C6 ve OV2008 hiicre hatlar

olacag1 ¢ikarimi yapilabilir.

Sfingomiyelinin etkisi seramid ile benzer sekilde iki farkli ¢oziiciide (DMSO, etanol) ve
biri saglikli hiicre hatt1 (CCD-18Co) diger iicii ise kanserli hiicre hatlar1 (C6, OV2008,
HT29) olmak Uzere 4 farkli hiicre hattinda farkli konsantrasyonlar da incelendi. TUm
hiicre hatlar1 i¢in kontrol grubuna gére en diisiik canlilik oranlari sfingomiyelin ylksek
konsantrasyonda uygulanmast  sonucu  gézlenmistir.  Sfingomiyelinin  diisiik
konsantrasyonlarda uygulanmasinda ise, 6zellikle DMSO da ¢oziilerek uygulandiginda,
tam tersi etki gostererek canlilik oranlarini arttirmigtir.  Sfingomiyelinetanolde
¢oziilmesi ile kanser hiicre hatlarin1 (C6, OV2008, HT29) yaklasik %89-92 oraninda
oldirmekte iken, DMSO icerisinde c¢ozulerek uygulandiginda %82-95 oraninda
Oldurmektedir. C6 hiicre hatti hari¢ diger hiicre hatlarinda sfingomiyelinin DMSO
icerisinde ¢Oziinmesi sonucu Oliim orant en Yuksek seviyede olmaktadir. DMSO
icerisinde ¢Ozlinen sfingomiyelinin oOldiirtictilik orant etanol igerisinde ¢0zlnen
sfingomiyeline gore daha yiiksek olsa da saglikli hiicre hatt1 olan CCD-18Co ‘da yuksek
oranda Oldiirmektedir. Diger taraftan etanol igerisinde ¢6ziinmiis olan sfingomiyelinin
oldiirticiilik oran1 DMSO igerisinde ¢oziinmiis sfingomiyelin kadar yiiksek olmasa da

CCD-18Co hiicre hattina daha az zarar vererek kanser hiicrelerini dldiirmek igin
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sfingomiyelinin etanol icerisinde ¢0zerek uygulamak kanser hiicreleri igin daha spesifik
bir uygulama yapilmasini saglayabilir.Etanolde ¢oziilmiis sfingomiyelinin kanser hicre
hatlarmna en etkili oldugu 0,6 UM konsantrasyonda kanser hiicreleri canlilik orani
yaklagik %87-89 azalirken saglikli hiicre hattinda canlilik oram1 %33 azalmistir. Bu
sonuclara gore sfingomiyelinin kanser hiicre hatlarina ve saglikli hiicre hatlarina olan
etkisi ¢oOziiciiye ve konsantrasyona bagli olarak degismektedir. Bizim bu ¢alismamiza
gore etanolde ¢oziilmiis sfingomiyelini 0,6p)lM konsantrasyonda uygulanmasi kanser
tedavisi i¢in en ideal konsantrasyon olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu konsantrasyonda
sfingomiyelinin en etkili oldugu hiicre hatti canlilik oranini yaklasik %89 azaldigi HT29
ve OV2008 hiicre hatt1 olurken, en az etkili oldugu hiicre hatt1 canlilik oranin1 yaklasik
%87 azaldig1 C6 hiicre hatt1 oldugu tespit edilmistir. Bu sonuca goére sfingomiyelinin

etkisi hiicre hatlar1 arasinda benzer bir oranda etkili oldugu diisiiniilebilir.

Seramid ve sfingomiyelinin etkisi karsilastirildiginda her U¢ kanser hiicre hattinda da
sfingomiyelinin canlilif1 azaltma etkisi seramitten daha fazla olmustur. Ayrica

sfingomiyelin seramide kiyasla saglikli hiicrelere daha az toksik etki gostermistir.

Yaptigimiz ¢alisma sonucu ortaya ¢ikan sonuglart destekler nitelikte literatlirde ¢ok

sayida caligsma bulunmaktadir.

2003 yilinda Fillet M ve ark. tarafindan HCT116 (insan Kolorektal karsinomu hticresi)
ve OVCAR (insan over adenokarsinom hiicresi) hiicre hatlarina olan etkisinin
arastirildigi calisgmada en fazla hiicre 6lumine neden olan konsantrasyonun 100 puM
konsantrasyon oldugu tespit edilmistir.Ji C ve ark. tarafindan 2010 yilinda yapilan
calismada, L3,6 (pankreas kanseri) ve MCF-7 (meme kanseri) hiicre hatlarinda diisiik
konsantrasyonlarda (1, 10, 15, 20 pM) seramid uygulamasi sonucu canlilik oranini
anlaml bir fark meydana gelmedigi tespit edilmistir (Fillet M ve ark. 2003; Ji C ve ark,
2010)

Benzer sekilde Chang YC ve ark. tarafindan 2018 yilinda yapilan ¢alismada, H1299
(akciger kanseri) hiicre hattinda diisiik konsantrasyonda (10 uM) seramid uygulamasi
sonucu canlilik oranin1 anlamli bir fark meydana gelmezken yiiksek konsantrasyonlar
(20, 30, 40, 50 pM) anlaml bir farkliligin olustugu tespit edilmistir (Chang YC ve ark,
2018)
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Selzner M ve ark. tarafindan 2001 yilinda baska bir ¢alismada ise SW403 metastatik
insan kolon kanseri) hiicre hattinda diisiik konsantrasyonda (5, 10 uM) seramid
uygulamasi sonucu canlilik oranini anlamli bir fark meydana gelmezken yiiksek
konsantrasyonlar (40, 50 uM) anlamli bir diisiis olustugu tespit edilmistir (Selzner M ve
ark, 2001)

Zhu XF ve ark. tarafindan 2003 yilinda nazofaringeal karsinom hiicre hatti olan CNE2
ile yapilan ¢alismada seramidin 6.25, 12.5, 25.0, 50, 100uM konsantrasyonlarinda
uygulanmasi sonucu canlilik oranlarinin sirasiyla %20.8, %40.0, %62.5, %75.8 azaldigi,
saptanmigtir.  Aynm1  ¢alismadaseramidin, CAPP'yi (ceramide-activated protein
phosphatase) aktive ettigi ve CAPP'nin Ser473'te Akt'in fosforilasyonu yoluyla Akt'yi
etkisizlestirerek, fosforile p27'nin azalmasina ve p27 stabilizasyonunun artmasina neden
oldugundan, p27 birikimi gozlendi. P27 proteinininin birikmesi, G1 fazinda nihai hiicre
dongiisti durmasi ve hiicre ¢ogalmasinin inhibisyonu ile sonuglandigi saptanmistir(Zhu

XF ve ark, 2003).

2010 yilinda yapilan ¢alismada B16 melanom hiicre hatlarinda seramdin 2.5, 12.5, 25,
50 pM konsantrasyonlarinda uygulanmasi sonucu canlilik oranlarinda anlamli bir
azalma olmadig1 ancak seramidincurcumin (zerdegal) ile beraber uygulandiginda B16
hiicrelerinin anlamli oranda apoptoza gitmesine neden oldugu tespit edilmistir (Yu T ve

ark, 2010).

Literatirde biz yaptigimiz ¢aligmada 0V2008 ve CCD-18Co hiicre hatlarinda tespit
ettigimiz sekilde, seramidin bimodal bir etkiye sahip oldugunu gosteren ¢aligmalarda
vardir. Hem spinal motor noéronlarda hem de hipokampal néronlarda, diisiik seramid
konsantrasyonlarmin (1, 2.5, 5 pM) olgunlasmamis hiicrelerin sagkalimini ve
farklilagmasini arttirdigi, ancak daha yiiksek konsantrasyonlarin (20 M, 40 uM) hicre

oliimiiyle sonug¢landigi belirlenmistir (Toman RE ve ark, 2002).

Bu ¢alisma sonucunda in vitro kosullarda seramid ve sfingomiyelinin canlilik oranlari
tizerinde konsantrasyon ve c¢oziiciiye bagli olarak hem pozitif hem de negatif etki
edebildigi saptanmistir. Buna gore kanser tedavisi i¢in seramid ve sfingomiyelin
uygulamasinda ¢oziiciiniin 6nemi ve konsantrasyon sec¢imine ¢ok dikkat edilmesi

gerektigi c¢ikarimi yapilabilir. Uygun doz ve ¢Ozlcu icerinde ¢ozulen seramid ve
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sfingomiyelinin kanser tedavisinde uygulanabilecegi rahatlikla ifade edilebilir. Ayrica
saglikli hiicre hatlarinda proliferasyonu arttirmak amaciyla da seramid ve sfingomiyelin
kullanilabilecegi tespit edilmistir. Seramid ve sfingomiyelinin kanser hicreleri
uzerindeki bu etkilerinin daha iyi anlasilmasi i¢in bu molekiillerin hiicre sinyal yolaklart
ile iliskisinindetayli olarak arastirilmasina ve in vivo ortamda deney tekrarlanarak

antikanserojen etkilerinin arastirilmasina ihtiyag¢ vardir.

40



6. KAYNAKLAR

Aliustaoglu M. Temel kanser fizyopatolojisi. Klinik Gelisim Dergisi 2009; 22(3): 46-49
Aslan G. Tumor immuanolojisi. Turk J Immunol 2010; 15(1): 7-13

Anonim, 2019. Eagle's minimal essential medium.
https://www.wikizeroo.org/index.php?q=aHROcHMG6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEu
b3JnL3dpa2kvRWFnbGUnc19taW5pbWFsX2Vzc2VudGlhbF9tZWRpdWO0
(09.08.2019)

Anonim, 2019. CCD18-Co. http://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CRL-
1459.aspx?geo_country=tr (09.08.2019)

Anonim, 2019. HT29 https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HTB-38.aspx
(09.08.2019)

Anonim, 2019. OV2008 Cells. https://www.thermofisher.com/tr/en/home/technical-
resources/cell-lines/2/cell-lines-detail-62.htm1(09.08.2019)

Anonim, 2019. Siklikla  kullanilan  hiicre kiltiri  besi ortamlari.
http://www.interlab.com.tr/tr-tr/sigma-aldrich/hucre-kulturu-besi-ortami-2
(09.08.2019)

Bandhuvula P veSaba JD. Sphingosine-1-phosphate lyase in immunity and cancer:
silencing the siren. Trends Mol Med 2007; 13: 210-217

Bartke N ve Hannun YA. Bioactive sphingolipids: metabolism and function. Journal of
Lipid Research 2009; 50: S91-S96.

Bonhoure E, Pchejetski D, Aouali N, Morjani H, Levade T, Kohama T ve Cuvillier O.
Overcoming MDR-associated chemoresistance in HL-60 acute myeloid
leukemia cells by targeting sphingosine kinase-1. Leukemia 2006; 20: 95-102.

Bray F, Ferlay J, Soerjomataram |, Siegel R, Torre LA, ve Jemal A. Global Cancer
Statistics 2018: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality Worldwide
for 36 Cancers In 185 Countries.CA CANCER J CLIN 2018; 68: 394-424

Brizuela L, Ader I, Mazerolles C, Bocquet M, Malavaud B ve Cuvillier O. First
Evidence of Sphingosine 1-Phosphate Lyase Protein Expression and Activity
Downregulation in  Human Neoplasm: Implication for Resistance to
Therapeutics in Prostate Cancer. Mol Cancer Ther 2012; 11(9): 1841-1851

Chang YC, Fong Y, Tsai EM, Chang YG, Chou HL, Wu CY, Teng YN, Liu TC,Yuan
SS, ve Chiu CC. Exogenous C8-Ceramide Induces Apoptosis by Overproduction
of ROS and the Switch of Superoxide Dismutases SOD1 to SOD2 in Human
Lung Cancer Cells. Int J Mol Sci. 2018; 19(10): 3010

Cefle K. Kanser genetigi. Klinik Gelisim Dergisi 2009; 22(3): 50-59.

Dalay N.Kanser Biyolojisi. Topuz E, Aydiner A, Karadeniz AN eds. Klinik Onkoloji
Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitisii Yaynlar1;2000:48-53.

Duan RD, Nyberg L ve Nilsson A. Alkaline sphingomyelinase activity in rat
gastrointestinal tract: distribution and characteristics. Biochim Biophys Acta.
1995; 1259(1): 49-55.

Duan RD, Hertervig E, Nyberg L, et al. Distribution of alkaline sphingomyelinase
activity in human beings and animals. Tissue and species differences. Dig Dis
Sci. 1996; 41(9): 1-6.

41


https://www.wikizeroo.org/index.php?q=aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvRWFnbGUnc19taW5pbWFsX2Vzc2VudGlhbF9tZWRpdW0
https://www.wikizeroo.org/index.php?q=aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvRWFnbGUnc19taW5pbWFsX2Vzc2VudGlhbF9tZWRpdW0
http://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CRL-1459.aspx?geo_country=tr
http://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CRL-1459.aspx?geo_country=tr
https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HTB-38.aspx
https://www.thermofisher.com/tr/en/home/technical-resources/cell-lines/2/cell-lines-detail-62.html
https://www.thermofisher.com/tr/en/home/technical-resources/cell-lines/2/cell-lines-detail-62.html
http://www.interlab.com.tr/tr-tr/sigma-aldrich/hucre-kulturu-besi-ortami-2

Duan RD. Sphingomyelin hydrolysis in the gut and clinical implications in colorectal
tumorigenesis and other gastrointestinal diseases. Scand J Gastroenterol. 1998;
33(7): 673-83

Fillet M. Mechanisms Involved In Exogenous C2- And C6-ceramide-induced Cancer
Cell Toxicity. Biochemical Pharmacology 65 (10):1633-1642, 2003

Guillermet-Guibert J, Davenne L, Pchejetski D, Saint-Laurent N, Brizuela L, Guilbeau-
Frugier C, Delisle MB, Cuuvillier O, Susini C ve Corinne Bousquet C. Targeting
the sphingolipid metabolism to defeat pancreatic cancer cell resistance to the
chemotherapeutic gemcitabine drug. Mol Cancer Ther 2009; 8(4): 809-820

Gultekin N, Karaoglu K ve Kiicilkates E. Hiicrede apoptoz ve sagkalim
mekanizmalarinin kesfedilmesi ve yeni potansiyel tedavi stratejileri. Arch Turk
Soc Cardiol 2008; 36(2): 120-130

HajighasemiF, Tajik S. Assessment of Cytotoxicity of Dimethyl Sulfoxide in Human
Hematopoietic Tumor Cell LineslJBC 2017; 9(2): 48-53

I¢li F,Akbulut H.Onkolojiye Giris. Iniligin G,Biberoglu K, Siileymanlar G ve ark. eds.i¢
Hastaliklar1.Giines Kitapevi; 2005:2007-2014

Ji C Ve Ark. Exogenous Cell-permeable C6 Ceramide Sensitizes Multiple Cancer Cell
Lines To Doxorubicin-induced Apoptosis By Promoting Ampk Activation And
Mtorc] Inhibition Oncogene 29: 6557-6568, 2010

Kiyiet M. Kolorektal kanser kemoprevansiyonunda ursodeoksikolik asit. Giincel
gastroenteroloji 2006; 10(1): 53-63

Koiri RK ve Trigun SK. Dimethyl sulfoxide activates tumor necrosis factora-p53
mediated apoptosis and down regulates D-fructose- 6-phosphate-2-kinase and
lactate dehydrogenase-5 in Dalton’s lympho- main vivo. Leuk Res.
2011,;35:950-956

Kolter T ve Sandhoff K. Sphingolipids Their Metabolic Pathways and the
Pathobiochemistry of Neurodegenerative Diseases. Angew. Chem. Int. Ed. 1999,
38, 1532-1568

Kunisawa J ve Kiyono H. Immunological Function of Sphingosine 1-Phosphate in the
Intestine. Nutrients 2012; 4(3):154-66

Li J, Guan HY, Gong LY, Song LB, Zhang N, Wu J, Yuan J, Zheng YJ, Huang ZS ve
Li M. Clinical Significance of Sphingosine Kinase-1 Expression in Human
Astrocytomas Progression and Overall Patient Survival. Clin Cancer Res
2008;14(21): 6996-7003

Li W, Yu CP, Xia JT, Zhang L, Weng GX, Zheng HQ, Kong Q, Hu LJ, Zeng MS, Zeng
YX, Li M, Li J ve Song LB. Sphingosine Kinase 1 Is Associated with Gastric
Cancer Progression and Poor Survival of Patients. Clin Cancer Res 2009;15(4):
1393-1399

Lozano J, Berra E, Municio MM, et al. Protein kinase C zeta isoform is critical for
kappa B-dependent promoter activation by sphingomyelinase. J Biol Chem.
1994; 269(30): 19200-19202

Mendis BHLS. Distribution of Lipids in the Human Brain and their Differential
Expression in  Alzheimer's  Disease: A  Matrix-Assisted  Laser
Desorption/lonisation-Imaging Mass Spectrometry (MALDI-IMS) Study.
Doctor of Philosophy in Anatomy, The University of Auckland, 2016

Mimeault, M. New advances on structural and biological functions of ceramide in
apoptotic/necrotic cell death and cancer. FEBS Letters, 2002; 530(1-3): 9-16

42



Morad SAF ve Cabot MC. Ceramide-orchestrated signalling in cancer cells. Nature
Reviews Cancer 2013; 13: 51-65

Nelson DL ve Cox MM. Lehninger Biyokimyanin Ilkeler. Palme Yayincilik. 2005; 363-
388

Nilsson A. Metabolism of sphingomyelin in the intestinal tract of the rat. Biochim
Biophys Acta. 1968; 164(3): 575-84.

Nilsson A. The presence of spingomyelin and ceramide cleaving enzymes in the small
intestinal tract. Biochim Biophys Acta. 1969; 176(2): 339-47.

Nyberg L, Duan RD, Axelson J, et al. Identification of an alkaline sphingomyelinase
activity in human bile. Biochim Biophys Acta. 1996; 1300(1): 42-8.

Ogretmen B ve Hannun YA. Biologically active sphingolipids in cancer pathogenesis
and treatment. Nature Reviews Cancer 2004; 4: 604-616

Olivera A, Kohama T, Edsall L, Nava V, Cuvillier O, Poulton S ve Spiegel S.
Sphingosine kinase expression increases intracellular sphingosine-1-phosphate
and promotes cell growth and survival, J. Cell Biol. 1999; 147: 545-558.

Okten S, Koprili T, Cakmak O veTekin S. Structure-Activity Relationship (SAR): The
study of antiproliferative activities of brominated 8-hydroxyquinoline and
phthalonitrile derivatives on several cancer cell lines. Sakarya University Journal
of Science. 2017; 21(6): 1300-1306.

Pchejetski D, Golzio M, Bonhoure E, Calvet C, Doumerc N, Garcia V, Mazerolles C,
Rischmann P, Teissie J, Malavaud B ve Cuvillier O. Sphingosine Kinase-1 as a
Chemotherapy Sensor in Prostate Adenocarcinoma Cell and Mouse Models.
Cancer Res 2005; 65(24): 11667-11675

Pmar R. Assesment of Quality of life in Turkish patients with cancer. Turkish Journal
Of Cancer 2003; 33(2): 96-101.

Pyne NJ ve Pyne S. Sphingosine 1-phosphate and cancer. Nature Reviews Cancer 2010;
10: 489-503

Reed SI. Cell Cycle. in: DeVita VT, Lawrence TS, Rosenberg SA; eds. Cancer. 8 th Ed.
Philadelphia: Lippicott-Williams&Wilkins; 2008; 79-92

Ringer DP ve Schnipper LE. Principles of Cancer Biology. in: Lenhard RE, Osteen RT,
Gansler T;eds. Clinical Oncology Atlanta: American Cancer Society; 2001; 21-
35.

Ryu Y, Takuwa N, Sugimoto N, Sakurada S, Usui S ve Okamoto H et al. Sphingosine-
1 phosphate, a platelet-derived lysophospholipid mediator, negativel regulates
cellular Rac activity and cell migration in vascular smooth muscle cells. Circ
Res 2002; 90(3): 325-332.

Selzner M Ve Ark. Induction Of Apoptotic Cell Death And Prevention Of Tumor
Growth By Ceramide Analogues In Metastatic Human Colon Cancer. American
Association For Cancer Research 61(3): 1233-1240, 2001

Skehan P, Storeng R, Scudiero D, Monks A, McMahon J, Vistica D, Warren JT,
Bokesch H, Kenney S ve Boyd MR.New Colorimetric Cytotoxicity Assay for
Anticancer-Drug Screening. Journal of the National Cancer Institute 1990;
82(13): 1107-1112

Skoura A, ve Hla T. Regulation of vascular physiology and pathology by the S1P2
receptor subtype. Cardiovasc Res 2009; 82(2): 221-228.

Strelow A, Bernardo K, Adam-Klages S, Linke T, Sandhoff K, Kronke M ve Adam D.
Overexpression of acid ceramidase protects from tumor necrosis factor-induced
cell death, J. Exp.Med. 2000; 192:601-612.

43



Tani M, Ito M ve Igarashi Y. Ceramide/sphingosine/sphingosine 1-phosphate
metabolism on the cell surface and in the extracellular space. Cell Signal 2007,
19(2): 229-237.

Toman RE, Movsesyan V, Murthy SK, Milstien S, Spiegel S ve Faden Al. Ceramide-
Induced Cell Death in Primary Neuronal Cultures: Upregulation of Ceramide
Levels During Neuronal Apoptosis. Journal of Neuroscience Research 2002;
68:323-330

Ueda N. Ceramide-Induced Apoptosis in Renal Tubular Cells: A Role of Mitochondria
and Sphingosine-1-Phoshate. J. Mol. Sci. 2015; 16(3): 5076-5124

Yu T, Li J ve Sun H. C6 ceramide potentiates curcumin-induced cell death and
apoptosis in melanoma cell lines in vitro. Cancer Chemother Pharmacol 2010;
66: 999-1003

Zhu XF, Liu ZC, Xie BF, Feng GK ve Zeng YX. Ceramide induces cell cycle arrest

and upregulates p27kip in nasopharyngeal carcinoma cells. Cancer Letters
2003; 193: 149-154

44



7. OZGECMIS

Adi Soyad1  : Seyma Biise SAGLAMER
Dogum Tarihi :  14.09.1990

Dogum Yeri : Istanbul / Sisli

Medeni Hali : Bekar

Yabanc1 Dil Ingilizce

Telefon :05346525804

Faks

E-Posta :seymabusesaglamer@gmail.com

Egitim Durumu

Derece | Egitim Birimi Mezuniyet Tarihi

Lisans | Istanbul Kiltiir Universitesi 2014

Lise Istanbul Bahcelievler Dede Korkut Anadolu Lisesi | 2008

Is Deneyimi

Yil Yer Gorev

45




