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POLİETER İYONOFORLARIN NÖROBLASTOMDA POTANSİYEL ANTİ-

KANSER ETKİLERİNİN İNCELENMESİ 

  

Doktora Tezi 

 

Gamze SANLAV 

 

 

DOKUZ EYLÜL ÜNİVERSİTESİ, SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

Onkoloji Anabilim Dalı 

 

ÖZET 

 

Nöroblastom, sempatik sinir sisteminin nöral krest progenitör hücrelerinden 

kaynaklanan ve küçük çocukları etkileyen gelişimsel bir neoplazmıdır. Yüksek risk 

hastalarda sağkalım oranları yoğun multimodal kemoterapiye rağmen oldukça 

düşüktür. Bu nedenle mevcut kemoterapötik yaklaşımlara yardımcı ya da alternatif 

ajanların geliştirilmesi önem arz etmektedir. Polieter iyonoforlar, doğal olarak oluşan 

bileşiklerin çok büyük ve önemli bir grubudur. Son yıllarda bu tür bileşiklere olan 

ilginin arttığı gözlenmektedir. Polieter iyonoforlarım ökaryotik hücredeki birincil 

rolünün, makrofajlarda iyonların transmembran değişimi nedeniyle proton 

gradyanının kaybı olduğunu, bunun da lizozomlarda pH'ın artmasına ve lizozomal 

bozunmanın engellenmesine neden olduğun gösterilmiştir. Otofajinin tümör 

başlangıcı ve gelişiminde önemli bir rol oynadığına inanılmaktadır. Tümör hücreleri 

koruyucu otofajiyi indüklediğinde, otofajinin inhibisyonu apoptozu aktive ederek 

tümör hücrelerini tedaviye duyarlı hale getirmenin bir yolunu sağlayabilir.  

Bu çalışma, K41-A'nın nöroblastom hücre hatlarında ve in vivo nöroblastom 

ksenograft modelinde potansiyel anti-kanserojenik etkilerini değerlendirmeyi 

amaçlamaktadır. K41-A'nın otofaji ve apoptoz üzerindeki etkisi otofaji (LC3-II, 

p62/SQSTM1 ve Beclin-1) ve apoptoz (PARP-1, kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9) ile 

ilişkili protein ve mRNA seviyeleri ile değerlendirilmiştir.  
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Yapılan tez çalışmasında SH-SY5Y ve KELLY nöroblastom hücre hatlarında 

K41-A’nın tek başına ve sisplatin ile birlikte anti-kanser etkinliği incelenmiştir. Her 

iki hücre hattında da K41-A tek başına ve sisplatin ile birlikte anti-proliferatif etki 

göstermiş olup sisplatinle birlikte uygulandığında her iki ajanın tek başlarına 

uygulandığı gruplara kıyasla anlamlı derecede hücre canlılığını azaltmayı başarmıştır. 

K41-A’nın anti-proliferatif etkisinden sorumlu mekanizmasını aydınlatmak amacıyla 

hücre ölüm yolakları araştırılmıştır. K41-A’nın nöroblastom hücre hatlarında otofaji 

inhibisyonu ile birlikte aynı zamanda apoptoz indüksiyonuna neden olduğu 

gözlenmiştir. Sisplatin ve K41-A birlikte uygulandığında ise hücrelerde daha yüksek 

oranda apoptoz gerçekleştiği gösterilmiştir. Bununla birlikte, K41-A sisplatin 

uygulamasına bağlı olarak artan otofajiyi nöroblastom hücrelerinde inhibe etmektedir. 

Böylece sisplatinin indüklediği koruyucu otofajiyi ortadan kaldırarak hücrelerin 

apoptoza yönelmesine yardımcı olur. Bu tez çalışması kapsamında gerçekleştirilen in 

vivo nöroblastom ksenograft modeli sayesinde ise K41-A’nın nöroblastom tümör 

büyümesini anlamlı derecede yavaşlattığı ve bu anti-karsinojenik etkinin sisplatin ile 

kombinasyon halinde bu etkinin daha da belirgin olduğu gösterilmiştir. In vitro 

sonuçlar ile uyumlu olarak in vivo sonuçlar da K41-A’nın apoptoz indüksiyonu 

yaparken hücresel otofajiyi inhibe ettiği görülmüştür. 

Anahtar kelimeler: Nöroblastom, K41-A, hücre ölümü, apoptoz, otofaji 

Tez sayfa adedi:119 

Danışman: Prof. Dr. Nur OLGUN 
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ABSTRACT 

 

Neuroblastoma is a developmental neoplasm arising from neural crest progenitor 

cells of the sympathetic nervous system and affects young children. Survival rates in 

high-risk patients are very low despite intensive multimodal chemotherapy. Therefore, 

it is important to develop adjuvant or alternative agents to current chemotherapeutic 

approaches. Polyether ionophores are a very large and important group of naturally 

occurring compounds. In recent years, there has been an increasing interest in such 

compounds. Research indicates that the main function of polyether ionophores in 

eukaryotic cells is to prevent lysosomal degradation by increasing the pH of lysosomes 

through the loss of the proton gradient caused by ion exchange across membranes in 

macrophages. It is thought that autophagy is crucial for the beginning and growth of 

tumors. Inhibiting autophagy might potentially make tumor cells more susceptible to 

treatment by inducing apoptosis, which happens when tumor cells produce protective 

autophagy. 

This study aims to evaluate the potential anti-carcinogenic effects of K41-A in 

neuroblastoma cell lines and in an in vivo neuroblastoma xenograft model. The effects 

of K41-A on autophagy and apoptosis were evaluated by autophagy (LC3-II, 

p62/SQSTM1 and Beclin-1) and apoptosis (PARP-1, caspase-3, caspase-8 and 

caspase-9) related protein and mRNA levels.  
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In the thesis study, the anti-cancer activity of K41-A alone and in combination 

with cisplatin in SH-SY5Y and KELLY neuroblastoma cell lines was investigated. In 

both cell lines, K41-A alone and in combination with cisplatin showed anti-

proliferative effect and when administered together with cisplatin, it significantly 

decreased cell viability compared to the groups in which both agents were 

administered alone. Cell death pathways were investigated to elucidate the mechanism 

responsible for the anti-proliferative effect of K41-A. It was observed that K41-A 

induced autophagy inhibition and apoptosis induction in neuroblastoma cell lines. 

When cisplatin and K41-A were administered together, a higher rate of apoptosis was 

shown to occur in the cells. However, K41-A inhibits cisplatin-induced autophagy in 

neuroblastoma cells. Thus, it eliminates the protective autophagy induced by cisplatin 

and helps the cells to apoptosis. The in vivo neuroblastoma xenograft model performed 

within the scope of this thesis study showed that K41-A significantly slowed down 

neuroblastoma tumor growth and this anti-carcinogenic effect was even more 

pronounced in combination with cisplatin. Consistent with the in vitro results, in vivo 

results also showed that K41-A inhibited cellular autophagy while inducing apoptosis. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

1.1. Problemin Tanımı ve Önemi  

Nöroblastom çocukluk çağının en sık karşılaşılan ekstrakraniyal solid tümörü 

olup Türkiye'de pediyatrik kanserlerin yaklaşık %7.5'ini oluşturmaktadır(1). 

Nöroblastom, 8.000 canlı doğumda 1'i etkileyen nispeten nadir bir hastalıktır. Ancak 

nöroblastom çocukluk çağı kanserlerine bağlı ölümlerin %12-15'ini oluşturur ve 

çocukluk çağının en yaygın ve ölümcül ekstrakranial tümörüdür (2–5) Nöroblastom 

yüksek sıklıkla sporadik oluşum gösterir. Nöroblastom adrenal bezde veya sempatik 

sinir sistemi boyunca herhangi bir seviyede görülebilir (1). Nöroblastom için ortalama 

tanı yaşı 17-18 aydır ve hastaların yaklaşık %40'ı tanı sırasında 1 yaşın altındadır, 

hastaların %5'inden azı ise 10 yaşın üzerindedir (6). Çoğunlukla tümör biyolojisine 

bağlı olan heterojen klinik seyre sahiptir. Nöroblastom, erken başlangıç yaşı, 1 yaşın 

üzerindeki çocuklarda tanıda metastaz görülme sıklığı ve bebeklerde tümörlerin 

spontan regresyon eğilimi gibi benzersiz özellikler sergiler (7).  

Bu geniş yelpaze göz önüne alındığında, tedavi stratejilerinin yönetilmesi için 

hastaları klinikopatolojik özelliklerine göre sınıflandırmak için Uluslararası 

Nöroblastom Risk Sınıflandırması (INRG) oluşturulmuştur (8). Hastaların risk 

grubuna göre sınıflandırılmasındaki amaç, uzun dönem komplikasyonlarını önlemek 

için düşük riskli hastalarda tedaviyi azaltmak ve genel sağkalımı arttırmak için yüksek 

riskli hastalar için tedavileri arttırmak ve hedeflemektir (9) Uluslararası Risk 

sınıflandırması yaşa, evreye, histolojiye, MYCN gen amplifikasyon durumuna, tümör 

hücresi ploidisine ve segmental kromozoma bağlıdır. Tahmini hayatta kalma oranı 

>%98 olan asemptomatik düşük riskli hastaların tedavisi genellikle gözlem veya 

cerrahidir. Tahmini hayatta kalma oranı >%90 olan orta riskli hastalar, yanıta göre 

ayarlanmış orta dozlarda rezeksiyon ve rezeksiyonla birlikte kemoterapi 

gerektirmektedir. Yüksek riskli hastalar ameliyattan önce birden fazla kombinasyon 

kemoterapisine tabi tutulur ve ardından miyeloablatif otolog hematopoietik kök hücre 

nakli ve lokal radyasyonla konsolidasyon ve son olarak idame fazı olarak farklılaşma 

terapisi ile immünoterapi ile tedavi edilmektedirler. Bu yoğun tedavi uygulamalarına 

rağmen yüksek risk grubu hastalarda 5 yıllık sağkalım oranları %40-50 civarında 

seyretmektedir (9–11). 
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Polieter bileşikleri, doğal poliketidlerin geniş bir sınıfına ait olan güçlü 

antimikrobiyal ve antikanser ajanlardır. Bir dizi çalışma, monensin (Mon) ve nigerisin 

(Nig) gibi polieter iyonoforların etki mekanizmasının, lizozomlarda pH artışına ve 

lizozomal degradasyonun blokajına neden olan membran boyunca proton gradyan 

kaybı olduğunu ortaya koymuştur (12,13). Lizozomun düzgün işleyişinin, çeşitli 

hücresel yollarda, özellikle otofajideve kapsamlı düzenleyici katabolik süreçlerde 

sağlıklı hücrenin yaşam döngüsünde çok önemli olduğu bilinmektedir (14). 

Tedaviyi takiben, daha yüksek otofaji aktivitesi ile ilişkili artan hücre 

sağkalımının gözlemlenmesi, otofaji inhibitörlerini mevcut antikanser tedavileriyle 

birleştiren stratejilerin geliştirilmesine yol açmıştır. Bu bağlamda, klorokin (CQ) veya 

türevi hidroksiklorokin (HCQ), kanser hücrelerini anti-kanser tedavilerine duyarlı hale 

getirir. CQ ve HCQ, lizozomal aktiviteyi inhibe ederek otofaji vakuollerinin 

(otofagolizozomlar) işlenmesini ve olgunlaşmasını bloke eder. Bazı veriler, otofaji 

inhibisyonunun ve otofagozom birikiminin, HCQ tarafından indüklenen hızlandırılmış 

hücre ölümüne katkıda bulunduğunu göstermektedir (15). Potansiyel antikanser 

molekülleri olarak polieter iyonoforların Bedir ve arkadaşlarının gerçekleştirdiği 

çalışmalarda, bu ajanların hem otofajiyi hem de apoptozu over, kolon, akciğer, prostat, 

pankreas ve meme kanseri hücre hatlarında hedefleyebileceğini ortaya koymuştur 

(16,17). Bu çalışmalarda izole edilen polieter metabolitlerin kanser hücrelerine karşı, 

sağlıklı hücrelerle karşılaştırıldığında daha yüksek potansiyelle sitotoksisite gösterdiği 

saptanmıştır. Ayrıca bu metabolitlerin, otofajiyi inhibe ederken aynı zamanda 

apoptotik hücre ölümünü indüklediği bu çalışmalarda in-vitro koşullarla ortaya 

konmuştur (16). 

Nöroblastom tedavisinde kullanılan antikanser ilaçlar arasında en yaygın olarak 

kullanılanlardan biri klinik kemoterapide tanıtılan ilk platin bazlı molekül olan cis-

diamindikloroplatinum(II) (cisplatin, cDDP)'dir (18,19). Sisplatinin sitotoksik 

aktivitesine ilişkin klasik görüş, DNA ile etkileşimi sonucu bu etkiyi gösterdiğini 

vurgular. Sisplatin, DNA hasar tepkisini, hücre döngüsü durmasını ve apoptozu 

tetikleyen, DNA ile farklı tipte eklentiler (monoaddüktler, zincir içi çapraz bağlar, 

DNA-protein çapraz bağları) oluşturur(20). Sisplatinin yüksek hücresel aktivitesine ve 

nöroblastomda yüksek risk grubu hastalarda uygulanan yoğun kemoterapiye rağmen 

tedavi yanıtı ve sağkalım oranları halen düşüktür(9). Bu oran sisplatinin diğer 
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kemoterapötik ajanlarla birlikte kullanılması ile arttırılabilir ve böylece sağlıklı 

hücrelerdeki toksik etkisi de düşürülebilir. Bu şekilde kemoterapötiklerden birkaçının 

birlikte kullanımı daha etkin sonuç ve daha düşük sağlıklı doku toksisitesine neden 

olabileceğinden son yıllarda birçok kanser tedavisinde başvurulan seçeneklerden birisi 

olarak dikkat çekmektedir (21,22). 

2019 yılında Khan ve ark. Türkiye’nin Doğu Akdeniz kıyısının ev sahipliği 

yaptığı bir aktinobakteri suşu olan Streptomyces cacaoi’yi izole ettiler ve 

fermantasyon, fraksiyonlama ve saflaştırma işlemleri sonucunda polieter-tipi bir 

metabolit olan K41-A’yı izole etmeyi başardılar.  K41-A ve insan endometriyal 

karsinoma (HeLa), insan kemik metastazı prostat kanseri hücre hattı (PC-3), insan 

akciğer adenokarsinom hücre hattı (A549), insan kolorektal adenomarsinom hücre 

hattı (CaCo-2), insan akciğer fibroblast hücre hattı (MRC-5) ve Cercopithecus 

aethiops böbrek hücre hattı (Vero) üzerinde yaptıkları in vitro çalışmalar sonucunda 

K41-A’nın kanser hücrelerine daha yüksek potansiyelle sitotoksisite gösterdiği 

saptanmıştır. Yine K41-A’nın otofajiyi inhibe ederken aynı zamanda apoptotik hücre 

ölümünü indüklediği in vitro şartlarda ortaya konmuştur (16,17). Söz konusu polieter 

iyonofor metabolit olan K41-A yukarıda bahsedildiği üzere farklı kanser hücre 

hatlarında anti-proliferatif etki açısından potansiyel bir ajan olarak ortaya çıkmıştır 

ancak, K41-A metabolitinin çocuklarda en sık görülen ekstrakraniyal solid tümör olan 

nöroblastom üzerindeki potansiyel anti-kanser etkileri bugüne dek incelenmemiştir. 

Bu çalışma, ülkemizde bulunan bir aktinobakteri suşundan izole edilmiş olan, 

bir polieter iyonofor metabolit K41-A’nın nöroblastom üzerindeki etkilerini in-vitro 

ve in-vivo koşullarda ortaya koymayı amaçlayan ilk çalışma olmayı amaçlamıştır. Bu 

şekilde nöroblastom tedavisinde potansiyel antikanser bileşik olması açısından bu 

metabolitin potansiyel anti-proliferatif etkileri ilk defa bu çalışma ile ortaya 

konmuştur. 

1.2.  Araştırmanın Amacı  

Bu çalışmanın amacı Streptomyces cacaoi’den izole edilen polieter iyonofor 

metabolit olan K41-A’nın nöroblastomda potansiyel anti-kanser etkilerini hem in-vitro 

hem de in-vivo nöroblastom ksenograft modeli ile ortaya koymak ve bu süreçte etkili 

olan hücre ölüm mekanizmalarını aydınlatmaktır.  
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1.3.  Araştırmanın Soru ve Hipotezleri 

• S.caacoi’den elde edilmiş, polieter iyonofor bir metabolit olan K41-A, 

nöroblastomda in-vitro koşullarda ve in-vivo fare modelinde anti-tümör tedavi 

yanıtında etkilidir. 

• S.caacoi’den elde edilmiş, polieter iyonofor bir metabolit olan K41-A, in-vitro 

koşullarda ve in-vivo nöroblastom fare modelinde sisplatin ile kombine 

uygulamada tek başına sisplatin uygulamasına göre daha fazla anti-tümör 

tedavi yanıtı oluşturur. 

• S.caacoi’den elde edilmiş, polieter iyonofor bir metabolit olan K41-A, in-vitro 

koşullarda ve in-vivo nöroblastom fare modelinde tek başına ve sisplatin ile 

kombine uygulamada otofajik ve apoptotik hücre ölümünü değiştirerek anti-

tümör etki gösterir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Nöroblastom  

2.1.1. Nöroblastom Etyolojisi  

Nöroblastom, sempatik sinir sisteminin nöral krest progenitör hücrelerinden 

kaynaklanan ve küçük çocukları etkileyen gelişimsel bir neoplazmıdır (5,23).  

Nöral krest hücreleri yalnızca omurgalılarda bulunan bir hücre popülasyonudur. 

Nöral krest embriyonik ektodermden köken alır ve kapandıktan sonra nöral tüpten 

gelişir (24).  Nöral krest hücrelerinin çok çeşitli hücre tiplerine farklılaşması, çeşitli 

anatomik yapıların ortaya çıkmasına katkıda bulunur ve hücrelerin polariteyi 

kaybettiği ve azaltılmış adezyon kazandığı bir süreç olan epitelyalden mezenkimal 

geçişe (EMT) bağlı olarak ortaya çıkar. Bu da nöral krest hücrelerinin 

delaminasyonununu ve nöral tüpten migrasyonunu sağlar. Bu hücreler tek tek veya 

kolektif olarak belirli yolaklar boyunca göç eder ve embriyonun çok sayıda, genellikle 

uzak kısımlarına ulaşır ve burada sonunda melanositler, kraniofasiyal kıkırdak 

hücreleri ve kemikleri, düz kas hücreleri, periferik nöronlar ve glial hücreler de dahil 

olmak üzere çok çeşitli hücre tiplerine farklılaşırlar (25). Epigenetik ve 

transkripsiyonel programlardan oluşan bir kompleks, nöral krest hücrelerinin 

delaminasyonunu, göçünü ve göç sonrası farklılaşmasını düzenler. Bu programlar 

histon modifikasyonunu, DNA metilasyonunu ve kemik morfogenetik proteinlerinin 

(BMP) ve transkripsiyon faktörlerinin ekspresyonunu içerir (26). 

Nöral krestin multipotent progenitör hücreleri yetişkin organizmada çok çeşitli 

tümörlere köken olabilmektedir. Nöral krest progenitör hücrelerinin farklı 

lokalizasyonu ve spesifikasyonu nedeniyle, bunlardan kaynaklanan tümörler heterojen 

bir grup oluşturur ve vücutta farklı yerlerden kaynaklanabilir. Bunlar arasında 

melanom ve nöroblastom gibi yaygın yetişkin ve pediatrik kanserlerin yanı sıra 

paraganglioma, feokromositoma, schwannoma, esthesioneuroblastoma, malign 

periferik sinir kılıfı tümörleri, granüler hücre tümörleri, nörofibrom, perinurioma, 

nörotekoma, sinir kılıfı miksoması ve medüller tiroid kanseri gibi daha az yaygın diğer 

tümör türleri de bulunmaktadır (27).  Snail, Twist, SoxE ve FoxD ailelerinin üyeleri 
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de dahil olmak üzere nöral krest gelişimi için kritik olan farklı transkripsiyon 

faktörlerinin ekspresyonu birçok kanserde upregüle edilir (28,29). Hem nöral krest 

hücreleri hem de tümör hücreleri şaşırtıcı derecede benzer EMT süreçlerinden geçer 

ve her iki hücre türü de hücre invazyonunu ve migrasyonunu kolaylaştıran matriks 

metaloproteinazları (MMP'ler) ve ADAM metaloproteinazları (a disintegrin and 

metalloproteinase) ifade eder (30). 

Nöroblastom gelişimi ve progresyonunun biyolojik yönleri uzun süredir 

kapsamlı bir şekilde incelenmiş olsa da, patogenezinin erken aşamaları hakkında çok 

az şey bilinmektedir ve bu tümörün kaynaklandığı hücreler henüz net bir şekilde 

tanımlanmamıştır. Yakın zamana kadar, nöroblastomun gelişmekte olan sempatik sinir 

sistemi hücrelerinden, muhtemelen normalde sempatik ganglion hücrelerine ve 

adrenal kromaffin hücrelerine (katekolamin salgılayan adrenal korteks hücreleri) 

farklılaşan sempatoadrenal progenitör hücrelerden kaynaklandığına inanılıyordu (31). 

Bir nöral krest hücresinin katekolaminerjik/adrenal kromafin hücresine mi yoksa 

sempatik bir nörona mı farklılaşacağı kemik morfogenetik proteinlerine (BMP'ler) 

bağlıdır (32). Sox10 (33,34) ve Mash1 (35) dahil olmak üzere bir dizi transkripsiyon 

faktörü BMP'ler tarafından indüklenir ve bu da göç eden nöral krest hücrelerinin 

sempatoadrenal hücrelere farklılaşmasını düzenler. 

 MYC transkripsiyon faktörleri ailesinin üyeleri (cMYC, MYCN ve L-MYC) 

hücre büyümesi ve farklılaşmasında önemli bir rol oynar (36). MYCN ifadesi, 

embriyonik gelişimin sonraki aşamalarında göç eden nöral krest hücrelerinde başlar 

ve cMYC ifadesinin aşağı regülasyonu ile birlikte görülür. MYCN'nin ana işlevi nöral 

krest hücrelerinin kendini yenileme ve proliferatif yeteneklerini korumaktır (37). 

Olgun sempatik nöronlarda MYCN'nin artmış ifadesi hücre döngüsünün ilerlemesini 

indükler ve apoptozu engeller (38,39). İnsan nöral krest kök hücrelerinde MYCN'nin 

susturulması, G0/G1 fazında hücre döngüsünün durmasına ve Cdkn1a, Cdkn2a ve 

Cdkn2b ifadesinde önemli bir artışa yol açar ve aynı zamanda G1/S geçişini 

kolaylaştıran Cyclin D1 ifadesinde önemli bir azalma meydana gelir (40). MYC 

ailesinin aynı üyeleri nöroblastomun gelişimi ve ilerlemesinde önemli, hatta kritik bir 

rol oynamaktadır. Özellikle, MYCN onkogeninin amplifikasyonu nöroblastomlu 
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hastalarda kötü prognoz ile ilişkilidir (41). MYCN doğru şekilde ifade edilmezse 

tümör oluşumunu tetikleyebilir (42). 

Anaplastik lenfoma kinaz (ALK) geni reseptör tirozin kinaz (RTK) süper 

ailesine aittir. ALK, embriyogenez sırasında gelişmekte olan merkezi ve periferik sinir 

sisteminde (43) ve sinyalizasyonunun hücre proliferasyonu ve farklılaşması arasındaki 

dengeyi düzenleyebildiği nöral krestin gelişmekte olan sempatoadrenal hattında ifade 

edilir (44). Yakın zamanda ALK ekspresyonunun nöroblastik tümörlerin daha az 

farklılaşmış durumuyla ilişkili olduğu ve nöroblastomda ALK aşırı ekspresyonu 

insidansının daha farklılaşmış ganglionöroblastom ve ganglionöromadan önemli 

ölçüde daha yüksek olduğu gösterilmiştir (45,46).  

Sox2 ve Nanog, kök hücrelerin kendini yenileme yeteneğini sürdürmek için 

gerekli en önemli faktörlerdir. Pandian ve arkadaşları, bu proteinlerin her ikisinin de 

ifade düzeylerinin nöroblastomun kanser kök hücrelerinde önemli ölçüde arttığını 

göstermiştir. Kantitatif transkripsiyonel profilleme, nöroblastomun kanser kök 

hücrelerinde kök durumuyla ilişkili BMP'ler, Notch2, Slug ve Twist1 dahil olmak 

üzere 29 molekülün ekspresyonunda artış olduğunu göstermiştir (47). 

2.1.2. Nöroblastom Epidemiyolojisi ve Klinik Sunumu 

Çocukluk çağının en sık karşılaşılan ekstrakraniyal solid tümörü olup Türkiye'de 

pediyatrik kanserlerin yaklaşık %7.5'ini oluşturmaktadır (1). Nöroblastom, 8.000 canlı 

doğumda 1'i etkileyen nispeten nadir bir hastalıktır. Ancak nöroblastom çocukluk çağı 

kanserlerine bağlı ölümlerin %12-15'ini oluşturur ve çocukluk çağının en yaygın ve 

ölümcül ekstrakranial tümörüdür (2–5) 

Tüm nöroblastik tümörlerin yaklaşık yüzde 97'sini oluşturan nöroblastomlar 

heterojen olup vücuttaki yerleşim yerleri, histopatolojik durumları ve biyolojik 

özellikleri açısından farklılık göstermektedirler. Büyük ölçüde tümörün konumuna, 

boyutuna, invazyon derecesine, katekolamin salgısının etkilerine ve paraneoplastik 

sendromlarla ilişkili semptomlara bağlı olduğundan, hastanın klinik görünümünde 

birçok faktör rol oynar. Tümörlerin yaklaşık %65'i karın bölgesinde ortaya çıkar ve 

bunların yarısı adrenal bezin medullasında lokalize olur. Ancak boyunda (%5), 
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göğüste (%20) veya pelviste (%5) ortaya çıkabilirler ve hastaların %1'inde saptanabilir 

bir primer yoktur (5,48) Nöroblastomun ayırt edici özelliği, spontan regresyon 

gösteren tümörlerden (infantların ~%50'si), kemoradyoterapi, immünoterapi ve kök 

hücre transplantasyonu gibi multimodal tedavilere sıklıkla dirençli olan geniş çapta 

yayılmış tümörlere kadar değişebilen geniş klinik davranış yelpazesi ile heterojen 

klinik sunumudur (2,49,50). Bu heterojenlik, buna uygun olarak, nöroblastom 

hastalarının sağkalım oranlarına da yansır. Düşük ve orta riskli hastalarda 5 yıllık 

sağkalım oranları %85 ila 90 iken tedaviye dirençli olan yüksek risk grubunda genel 

sağkalım oranları %40’ın altındadır (51).  

Nöroblastomun klinik heterojenitesi çok sayıda biyolojik ve klinik faktörle 

(tümör evresi, hastanın yaşı ve tümör histolojisi, genetik ve kromozomal anormallikler 

gibi) yakından ilişkili olsa da moleküler temeli büyük ölçüde bilinmemektedir. 

Örneğin, yaygın hastalığı olan bebeklerin büyük çoğunluğunda kemoterapi ve cerrahi 

sonrasında olumlu sonuçlar elde edilebilirken, ileri evre hastalığı olan 18 aydan büyük 

hastaların çoğu, yoğun multimodal tedaviye rağmen progresif hastalık nedeniyle 

ölmektedir (52). 

Nöroblastoma hastalarının tedavi stratejilerinin yönetilmesi için hastaları 

klinikopatolojik özelliklerine göre sınıflandırmak için Uluslararası Nöroblastom Risk 

Sınıflandırması (INRG) oluşturulmuştur (8). Hastaların risk grubuna göre 

sınıflandırılmasındaki amaç, uzun dönem komplikasyonlarını önlemek için düşük 

riskli hastalarda tedaviyi azaltmak ve genel sağkalımı arttırmak için yüksek riskli 

hastalar için tedavileri arttırmak ve hedeflemektir (9) Uluslararası Risk sınıflandırması 

yaşa, evreye, histolojiye, MYCN gen amplifikasyon durumuna, tümör hücresi 

ploidisine ve segmental kromozoma bağlıdır. International Neuroblastoma Pathology 

Classification (INPC) sınıflandırmasına göre risk grupları düşük risk, orta risk ve 

yüksek risk olacak şekilde belirlenmekte ve bu risk gruplarına göre tedavi rejimleri 

uygulanmaktadır. Ülkemizde de Türk Pediatrik Onkoloji Grubu’nun (TPOG) 

tarafından yürütülen Nöroblastom 2020 Protokol’üne göre risk sınıflandırılması 

yapılmakta ve tedavi stratejileri belirlenmektedir. TPOG-NB 2020 Protokolünde 

kullanlan Uluslararası Nöroblastom Risk Grup Evreleme Sistemi (INRGSS) Evreleme 

sistemi Tablo 1 ve 2’de özetlenmiştir.  
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Tablo 1. TPOG Nöroblastom 2020 Protokolü çalışmasında kullanılan Uluslararası 

Nöroblastom Risk Grup Evreleme Sistemi (INRGSS) kriterleri (TPOG-2020 

protokolünden (www.tpog.org.tr) alınmıştır.) 

 

 

 

Tablo 2. TPOG Nöroblastom 2020 Protokolü çalışmasında kullanılan risk gruplaması 

kriterleri (TPOG-2020 protokolünden (www.tpog.org.tr) alınmıştır.) 

INGR 

Evre 

Yaş (ay) Histolojik kategori Tümör 

farklılaşma 

derecesi 

MYCN 

Amplifikasyon 

11q 

Aberasyonu 

Ploidi Risk 

Grubu 

L1/L2 Herhangi Ganglionörom 

Matür, 

Ganglionöroblastom 

intermikst 

Herhangi Negatif Herhangi Herhangi ÇOK 

DÜŞÜK 

RİSK 

L1 Herhangi Ganglionöroblastom 

- Nöroblastom 

Herhangi Negatif Herhangi Herhangi ÇOK 

DÜŞÜK 

RİSK 
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MS <18ay Ganglionöroblastom 

- Nöroblastom 

Herhangi Negatif Yok Herhangi ÇOK 

DÜŞÜK 

RİSK 

L2 <18ay Ganglionöroblastom 

(matür ve intermikst 

dıışında) - 

Nöroblastom 

Herhangi Negatif Yok Herhangi DÜŞÜK 

RİSK 

L2 ≥18ay Ganglionöroblastom 

nodüler - 

Nöroblastom 

Diferansiye Negatif Yok Herhangi DÜŞÜK 

RİSK 

M <18ay Ganglionöroblastom 

- Nöroblastom 

Herhangi Negatif Yok Hiperdiploid DÜŞÜK 

RİSK 

L2 <18ay Ganglionöroblastom 

- Nöroblastom 

Herhangi Negatif Var Herhangi ORTA 

RİSK 

L2 ≥18ay Ganglionöroblastom 

- Nöroblastom 

Andiferansiye, 

Az diferansiye 

Negatif Yok Herhangi ORTA 

RİSK 

L2 ≥18ay Ganglionöroblastom 

- Nöroblastom 

Diferansiye Negatif Var Herhangi ORTA 

RİSK 

M <18ay Ganglionöroblastom 

- Nöroblastom 

Herhangi Negatif Yok Diploid ORTA 

RİSK 

MS <18ay Ganglionöroblastom 

- Nöroblastom 

Herhangi Negatif Var Herhangi ORTA 

RİSK 

L1 Herhangi Ganglionöroblastom 

– Nöroblastom 

(Matür GN dışında) 

Herhangi Pozitif Herhangi Herhangi YÜKSEK 

RİSK 

L2 Herhangi Ganglionöroblastom 

- Nöroblastom 

Herhangi Pozitif Herhangi Herhangi YÜKSEK 

RİSK 

M <18ay Ganglionöroblastom 

- Nöroblastom 

Herhangi Pozitif Herhangi Herhangi YÜKSEK 

RİSK  

M ≥18ay Ganglionöroblastom 

- Nöroblastom 

Herhangi Negatif Herhangi Herhangi YÜKSEK 

RİSK  
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MS <18ay Ganglionöroblastom 

- Nöroblastom 

Herhangi Pozitif Herhangi Herhangi YÜKSEK 

RİSK 

 

2.1.3. Nöroblastomun Tedavisi ve Prognozu 

Nöroblastomun heterojen klinik göstermesi nedeniyle, tedavi öngörülen 

davranışa yani risk grubuna göre seçilmektedir. Genel olarak düşük riskli 

nöroblastomda, cerrahi ile biyolojik faktörler ne olursa olsun yaşam oranları oldukça 

iyidir. Cerrahi, düşük riskli hastalığı olan çoğu hasta için tercih edilir. Bebeklik 

döneminin ötesinde düşük riskli tümörleri olan hastaların çoğunda cerrahi endikedir 

(53,54). Ameliyatla tedavi edilen hastalar genellikle adjuvan kemoterapiye ihtiyaç 

duymazlar. Her ne kadar düşük riskli hastalığı olan hastalar için ameliyat tercih edilen 

seçenek olsa da küçük tümörleri olan çok daha genç hastalardan oluşan bir alt grup 

(örn. INRGSS evre L1 hastalığı) tipik olarak yalnızca gözlemle tedavi edilir. Evre 1 

hastalığı olan çocuklarda yalnızca ameliyatla iki ila beş yıllık olaysız sağkalım (EFS) 

oranları yüzde 93'ten fazladır; Nüksler daha ileri cerrahi veya kemoterapi ile başarılı 

bir şekilde yönetilebildiği için beş yıllık genel sağkalım (OS) oranları yaklaşık %90 

civarındadır (53,54). 

Düşük riskli L1/L2 hastaları için tedavinin temel dayanağı, mümkünse tam 

cerrahi rezeksiyon olmuştur. Ancak son zamanlarda, COG pilot çalışmasında 

bildirildiği üzere, tanıyı doğrulamak için biyopsi yapılmasa bile tek başına gözlemin, 

semptomları olmayan ve hacmi 16 ml'den az adrenal tümörü olan 6 aylıktan küçük 

bebeklerde uygun bir yaklaşım olduğu gösterilmiştir (55). 

Kemoterapi erken tedavi rejimlerinin bir bileşeniydi ancak hasta sonuçlarına 

zarar vermeden ardışık klinik denemeler sonucunda yavaş yavaş kaldırıldı (53,54). Bu, 

cerrahi rezeksiyon ve ardından gözlem veya kemoterapi uygulanan INSS evre 2A ve 

2B hastalığı olan 915 bebek ve çocuk için randomize olmayan bir COG klinik 

çalışmasıyla (P9641) gösterilmiştir Kemoterapi, semptomatik hastalığı olan veya bu 

hastalık riski taşıyan, tanı sırasında yüzde 50'den az tümör rezeksiyonu olan veya 

yalnızca ameliyattan sonra rezeke edilemeyen ilerleyici hastalığı olan hastalar için 
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endikedir. Beş yıllık OS ve EFS, yalnızca ameliyatla tedavi edilen hastalarda, ameliyat 

ve kemoterapiyle tedavi edilenlerle karşılaştırıldığında benzerdir (56). 

Küçük, asemptomatik adrenal kitleleri olan yenidoğanlar, hepatomegalisi 

olmayan evre MS (4S) hastalığı olan bebekler ve <5 cm lokalize hastalığı olan bir 

yaşından küçük bebekler için sadece gözlem ile tedavi önerilir (57).  

Orta riskli nöroblastomu olan çocuklar için, tek başına cerrahi yerine cerrahi 

rezeksiyonla birlikte veya cerrahi rezeksiyon olmadan orta derecede yoğun 

multimodal neoadjuvan kemoterapi (örneğin, siklofosfamid, doksorubisin, bir platin 

ajanı ve etoposid ile) önerilmektedir (58–60) Tedavinin amacı, en azından kısmi bir 

yanıt (yumuşak doku kitlelerinde en az yüzde 50 azalma) ve metastatik hastalığın 

çözülmesini sağlamak için yeterli bir kemoterapi süresi (müteakip cerrahi ile veya 

cerrahi olmadan) elde etmektir (61).  

Tedaviye kombine modalite yaklaşımının gerekçesi, Çocuk Kanser Grubu'nun 

(COG) orta evre hastalığı olan çocuklara beş kür kemoterapi, ardından cerrahi, bir kür 

daha kemoterapi, gross rezidüel hastalık için radyasyon tedavisi ve dört kür daha 

kemoterapi uyguladığı bir rapordan gelmektedir (58). Olumlu biyolojiye sahip hastalar 

için dört yıllık EFS yüzde 100 iken, en az bir olumsuz biyolojik özelliği olan bebekler 

için EFS yüzde 90'dır. 

Hastalığın ilerlemesi ve mortalite açısından en yüksek risk altında olan hastalar 

genellikle 18 aylıktan büyük olan ve yaştan bağımsız olarak MYCN amplifikasyonu 

gibi olumsuz belirteçlere sahip yayılmış hastalığı veya lokalize hastalığı olan 

hastalardır. Yüksek riskli hastalık, son yirmi yılda 5 yıllık sağkalımda %29'dan %50'ye 

varan iyileşmeye rağmen, genel olarak kötü uzun vadeli sonuçlara sahiptir (62,63). Bu 

nedenle, tedavi yoğunluğunun sürekli olarak artırılmasına odaklanılmış, bunun 

sonucunda hastalar ve aileler için uzun süreli ve yoğun bir seyir izlenmiş ve hastanede 

yatış süresi önemli ölçüde artmıştır. Yüksek riskli hastalar arasında tanı anında 18 

aydan büyük olan M evresi ve MYCN amplifikasyonu olan herhangi bir yaş ve 

evredeki hastalar yer almaktadır. Olumsuz histolojiye sahip ve yaşı 18 aydan büyük 

olan L2 hastaları da sıklıkla yüksek risk grubuna dahil edilir, ancak bu alt grupta 

miyeloablatif tedavinin yararı kesin olarak gösterilmemiştir (63). Tedavi, tümör 
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yükünü azaltarak cerrahi rezeksiyona daha uygun hale getirmek için tipik olarak bir 

platin ilacı, antrasiklinler ve alkilleyici ajanlar içeren çoklu indüksiyon kemoterapisi 

döngüsü ile başlar. Daha sonra primer tümörü çıkarmak için cerrahi yapılır. Bunu 

otolog kök hücre transplantasyonu ile bir veya iki kür miyeloablatif tedavi ve ardından 

primer tümör yatağına radyasyon izler. İdame tedavisi izotretinoin ile farklılaştırma 

tedavisi ve anti-GD2 monoklonal antikor ve sitokinlerle immünoterapiden oluşur. 

Tedavi süresi yaklaşık 18 ay veya gecikmeler varsa daha uzundur (8). 

Nöroblastomda ALK inhibitörleri, Aurora kinaz inhibitörleri, Raf kinaz 

inhibitörleri, VEGF inhibitörleri, TRK inhibitörleri ve ornitin dekarboksilaz (ODC) 

inhibitörleri gibi hedefe yönelik küçük moleküllü inhibitörler de geliştirilmekte olup, 

bazıları nükseden hastalıkta aktivite göstermekte ve bu da oral yaşam uzatma seçeneği 

sağlayabilmektedir (8). 

2.2. Kanserde Ölüm Mekanizmaları  

2.2.1. Hücre Ölümü  

Hücre ölümü (özellikle hücre intiharı), hasarlı hücreleri ortadan kaldırarak 

fizyolojik homeostazın korunmasında temel bir rol oynar ve aynı zamanda zarar verici 

uyaranlara karşı anormal bir patolojik tepki de olabilir (64). Basit bir ifadeyle, hücre 

ölümü iki şekilde gerçekleşebilir. Bir yol, genlerin kontrolü altında aktif hücre ölümü 

sürecini tanımlayan fizyolojik bir hücre ölümü şekli olan apoptozdur (programlanmış 

hücre ölümü veya “hücre intiharı”; günümüzde tip 1 hücre ölümü olarak 

sınıflandırılmaktadır). Bu şekilde ölen hücreler, örneğin gelişim veya doku homeostazı 

sırasında, sitoplazmik büzülme, nükleer yoğunlaşma ve membran ve organel 

bütünlüğünün korunmasını içeren morfolojik özellikler sergiler (65). Diğer önemli 

hücre ölümü tipi, stres olaylarına yanıt olarak ortaya çıkan kontrolsüz bir hücre ölümü 

şekli olan nekrozdur (tip III hücre ölümü). Bu hücreler, hücre yaralanması, metabolik 

bozukluklar, patojenik istila veya fizyolojik doku hasarı gibi stres faktörlerinin bir 

sonucu olarak şişer ve patlar. Buna ek olarak, diğer iki hücre ölümü türü de sıklıkla 

ayırt edilir: Otofaji ile ilişkili hücre ölümü (tip II), hücre içeriğinin otofaji tarafından 

kendi kendine sindirilmesiyle tetiklenen başka bir programlı hücre ölümü türü ve 
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entozis (tip IV hücre ölümü) (66). Dördü de belirli uyaranlara yanıt olarak devreye 

giren farklı ve bazen örtüşen sinyal yolları aracılığıyla gerçekleştirilebilir (67).    

 

Şekil 1. Morfolojik olarak ayırt edilebilen hücre ölümü tiplerinin basitleştirilmiş 

gösterimi.  

(A) İki klasik ana tip, apoptoz (tip I) ve nekroz (tip III). Son araştırmalar ayrıca 

iki tip arasında ayrım yapmaktadır: (B) otofajik hücre ölümü (tip II) ve (C) entozis (tip 

IV). (D) Diğer (moleküler) tipler “atipik hücre ölümü” terimi altında gruplandırılmıştır 

(66). 

Kanserler düzensiz hücre ölümü ve enflamatuar yanıtlarla karakterize 

edildiğinden, mevcut tedavi stratejilerinin çoğu, malign olmayan hücrelere zarar 

vermeden kanser hücrelerinde seçici olarak hücre ölümünü indüklemeyi 

amaçlamaktadır (68). Spontan hücre ölümü ile karşılaştırıldığında, düzenlenmiş hücre 

ölümü (RCD), genetik veya farmakolojik müdahalelerle modüle edilebilen spesifik 

sinyal iletim yolları tarafından kontrol edilir (69). RCD süreçlerinin farklı ölümcül alt 

rutinleri, kanserin ilerlemesini ve tedaviye yanıtı farklı şekilde etkiler (68,70). Bununla 

birlikte, kanser hücreleri RCD yolaklarını alt üst eden mutasyonlar edinerek antikanser 

tedavilere dirençli hale gelebilir ve hücre ölüm mekanizmasının atlatılması kanserin 

ayırt edici özelliklerinden biridir (71–73). 
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2.2.2. Apoptotik Hücre Ölümü  

Kerr ve arkadaşları (1972) “apoptoz” terimini, bir katastrofik olayı (örneğin donma 

veya yanma) nedeniyle değil, fizyolojik bir intihar süreci sonucunda ölen hücreleri 

ifade etmek için kullanmayı önermiştir. İkincisi morfolojik olarak farklı bir süreç olan 

nekrozdur (65). Ayrıca apoptoz ve nekrozu kanser bağlamında ele almışlar ve hücre 

ölümünün uzun zamandır kötü huylu neoplazmların bir özelliği olarak bilindiğine 

dikkat çekmişlerdir. Başlangıçta çok az araştırmacı onların çalışmalarını dikkate aldı, 

ancak 1980'lerin sonunda işler değişti. Hücre ölümüne yönelik mevcut büyük ilgi, 

moleküler mekanizmalarının aydınlatılmasından, apoptozun metazoanlar için yaşamın 

temel bir parçası olduğunun kabul edilmesinden ve hücrelerin apoptoza uğrama 

şeklinin solucanlardan memelilere kadar korunmuş olmasından kaynaklanmaktadır. 

Buna ek olarak, hücrelerin kendilerini öldürememesi insanlarda kanser gelişimiyle 

doğrudan bağlantılıdır ve tedaviye karşı direnci artırabilir (74). 

Apoptoz, hücre büzülmesi, membran kabarcıklanması ve kromatinin 

yoğunlaşması (piknoz) ile karakterize edilir (65). Kaspaz proteazlarının 

aktivasyonunun eşlik ettiği hücre ölümü olarak da tanımlanabilmektedir (75). 

Apoptotik hücre ölümü iki ana sinyal yolağı tarafından tetiklenmektedir: 

mitokondriyal (intrinsik) yolak ve ölüm reseptörü aracılı (ekstrinsik) yolak. İkincisi 

klasik bir ligand-reseptör etkileşimini içerir. 

Apoptoz, bir sistein protein sınıfına ait olan kaspaz proteinleri (sistein aspartil 

spesifik proteazlar) tarafından hedef proteinlerin parçalanmasıyla gerçekleşir (76). 

Kaspaz proteaz aktivitesi, yüzlerce çeşitli proteini parçaladıkları için başarılı apoptoz 

için gereklidir (77). Dört başlatıcı kaspaz proteini (kaspaz-2, -8, -9, 10) ve üç yürütücü 

kaspaz proteini (kaspaz-3, -6, -7) vardır (76). Yürütücü kaspazlar hedef proteinleri 

parçalayarak hücrenin ölümüne yol açar. Yolaklar yüksek oranda düzenlenmiştir, 

böylece apoptoz yalnızca sinyal verildiğinde gerçekleşir. Özellikle intrinsik yolak, 

proapoptotik efektör proteinleri, proapoptotik BH3-only proteinleri ve antiapoptotik 

BCL-2 proteinlerini içeren B-hücreli lenfoma-2 (BCL-2) protein ailesi tarafından 

düzenlenir (77). Antiapoptotik BCL-2 proteinleri, proapoptotik BCL-2 proteinleri olan 

BCL-2-ilişkili X proteini (BAX) ve BCL-2 homolog antagonist katilinin (BAK) 

inhibisyonu yoluyla apoptozu engeller (76). BH3-only proteinleri antiapoptotik BCL-

2 proteinlerini inhibe eder. 
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İntrinsik apoptoz mekanizması mitokondri ve mitokondriyal proteinleri kullanır 

(Şekil 2). Hasarlı DNA'ya sahip veya onkogenleri yukarı üzenlenmiş hücreler bu yolu 

uyarabilir (79). Büyüme faktörü azlığı, yüksek Ca2+ seviyeleri, DNA hasarı ve 

mikrotübül hedefeleyen ajanlar bu yolağı uyarırlar (78). Genel olarak intrinsik 

apoptotik yolak, BCL-2 protein ailesi tarafından düzenlenir (76). Çeşitli apoptotik 

uyaranlar, BH3-only proteinlerinin yukarı regülasyonuyla sonuçlanır ve bunlar daha 

sonra BAX ve BAK'ı aktive ederler (80). BAX, bir tümör baskılayıcı gen olan p53 

(81) tarafından regüle edilir. BAX ve BAK aktive olduktan sonra oligomerleşerek 

mitokondriyal dış membran permeabilizasyonuna (MOMP) yol açar. MOMP, intrinsik 

apoptozun tanımlayıcı olayıdır ve geri dönüşü olmayan nokta olarak kabul edilir (77). 

Permeabilizasyon, sitokrom c, ikinci mitokondri türevli kaspaz aktivatörü (SMAC) ve 

Omi gibi membranlar arası proteinlerin salınmasına izin verir. Sitokrom c'nin 

salınması üzerine sitokrom c, apoptotik proteaz aktive edici faktör-1 (APAF-1), dATP 

ve prokaspaz-9'dan apoptozom oluşur (78). Apoptozom içinde, prokaspaz-9 kaspaz-

9'a dönüştürülür (76) ve bu da yürütücü kaspaz-3 ve -7'yi aktive eder (67). Cellat 

kaspazlar hızla hücre ölümüne yol açan proteinleri parçalamaya başlar. Kaspaz 3 

aktivasyonunun sık kullanılan bir belirteci, apoptoz geçiren hücrelerde yaygın olarak 

gözlenen poli(ADP-riboz) polimerazın (PARP) parçalanmış formudur (82). 
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Şekil 2. İntrinsik apoptotik yolak. BH3-only proteinleri apoptotik strese yanıt olarak 

yukarı doğru düzenlenir.  

BAX (BCL-2-ilişkili X proteini) ve BAK'ı (BCL-2 homolog antagonist katili) aktive 

ederek oligomerize olurlar ve mitokondriyal membran permeabilizasyonuna neden 

olurlar. Sitokrom c, SMAC (ikinci mitokondri kaynaklı kaspaz aktivatörü) ve Omi 

salınır ve prokaspaz-9, dATP, sitokrom c ve APAF-1'den apoptozom kompleksi 

oluşur. Kaspazlar daha sonra aktive olur ve apoptozla sonuçlanan hücresel proteinleri 

parçalamaya başlar. Oklar aktivasyonu, T çubukları ise inhibisyonu temsil etmektedir 

(83). 

Ekstrinsik yolak apoptozu indüklemek için hücre dışı sinyaller kullanır (Şekil 3). 

Ölüm ligandları olarak adlandırılan hücre ölümünü başlatan proteinler, tümör nekroz 

faktörü (TNF) ailesi ölüm reseptörlerine bağlanır (76). Ölüm ligandları arasında Fas 

ligand (Fas-L), TNF ile ilişkili apoptozu indükleyen ligand (TRAIL) ve tümör nekroz 

faktörü (TNF) bulunmaktadır (84). Ölüm reseptörüne bir adaptör protein bağlanır 
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(76,85); adaptör proteinler arasında Fas-ilişkili ölüm alanı (FADD) ve TNF reseptör-

ilişkili ölüm alanı (TRADD) bulunur (84). Başlatıcı prokaspaz-8 ve -10, adaptör 

proteine bağlanarak ölüm indükleyici sinyal kompleksini (DISC) oluşturur (76,85). 

Prokaspazlar, adaptör proteine bağlanan bir ölüm efektör alanına (DED) sahiptir (84). 

Prokaspaz-8 ve -10 DISC tarafından aktive edilir. Yürütücü kaspazlar-3, -6 ve -7 daha 

sonra aktive olarak hücre ölümüne yol açan proteinlerin ve hücre iskeletinin 

bölünmesini başlatır. DISC, kaspaz-8'e homolog olan ancak kaspaz aktivitesinden 

yoksun olan inhibitör c-FLICE benzeri inhibitör protein (c-FLIP) tarafından 

düzenlenir (76).  

 

Şekil 3. Ekstrinsik yol, bir ölüm ligandının bir ölüm reseptörüne bağlanmasıyla başlar.  

Bir adaptör protein reseptöre bağlanır. Adaptör protein ve prokaspaz-8 ve -10'dan 

DISC (ölüm indükleyici sinyal kompleksi) oluşur. Kaspaz-8 aktive olur, bu da kaspaz-

3, -6 ve -7'yi ve BID'yi (BH3 etkileşimli-domain ölüm agonisti) aktive eder. BID, 

intrinsik yolu aktive eden BAX ve BAK'ı aktive etmeye devam eder. Kaspaz-3, -6 ve 
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-7 hücre ölümüyle sonuçlanan yürütücü kaspazlardır. Oklar aktivasyonu, T çubukları 

ise inhibisyonu temsil etmektedir (83). 

Kanserin ayırt edici özellikleri, hücre tipinden bağımsız olarak tüm kanser 

hücrelerinde mevcuttur; bunlar arasında kontrolsüz büyüme, anjiyogenez ve 

apoptozdan kaçınma yer almaktadır (76,79). Kanserin önlenmesi apoptozun ana 

işlevlerinden biridir (77). Tipik olarak, kanser hücresinde inhibe edilen apoptotik 

yolak intrinsik yoldur, ancak kanser hücresi apoptozu çok çeşitli şekillerde inhibe 

edebilir. Apoptozun inhibisyonu, kanser hücrelerinin uzun süre hayatta kalmasını 

sağlar ve tümör ilerlemesi sırasında invazyonu ve hücre çoğalmasını arttırmak ve 

anjiyogenezi başlatmak için gerekli olan belirli mutasyonların oluşması ve birikmesi 

için daha fazla zaman kazandırır (78). 

Kanser hücrelerinin apoptozdan kaçmasının birçok yolu vardır: kaspaz işlevi 

bozulabilir veya apoptoz başlatıcı sinyaller baskılanabilir. Antiapoptotik BCL-2 

proteinlerinin yukarı regülasyonu ve BAX ve/veya BAK kaybı en çok görülen 

apoptozdan kaçış yöntemleridir. BCL-2 bir onkogen olarak kabul edilmez, ancak 

içindeki mutasyonlar tümör gelişimini destekler. BCL-2 proteininin aşırı ekspresyonu, 

türüne bakılmaksızın tüm kanserlerin yarısından fazlasında mevcuttur (77). Bu durum, 

bazı antikanser ilaçları da içeren herhangi bir intrinsik apoptotik uyarana dirençli 

tümör hücreleriyle sonuçlanır (78). Kanser hücrelerinin antikanser ilaçların 

indüklediği apoptoza karşı direnç kazanmasını sağlayan bir diğer mekanizma da PARP 

ekspresyonunun hiperaktive edilmesidir. Kanser hücrelerinin PARP'ları hiperaktive 

ederken sıklıkla cis-diammineplatinum(II) dichloride (cisplatin, CDDP) direnci 

geliştirdiği ve dolayısıyla PARP inhibitörlerinin sitotoksik etkilerine duyarlı hale 

geldiği gösterilmiştir. 

2.2.3. Nekrotik Hücre Ölümü 

Hücresel nekroz veya nekrotik hücre ölümü, ortak bir paydası olan çok çeşitli 

hücre ölüm süreçlerini kapsar: plazma membran bütünlüğünün kaybı ve ardından 

sitoplazmik sızıntı (86). Nekroz, örneğin yüksek sıcaklıkta, donma-çözülmeyi takiben 

veya mekanik strese bağlı olarak hücre bütünlüğünü bozacak kadar büyük bir hasarın 

sonucu olarak meydana gelebilir. Bu gibi durumlarda, hücre ölümü pasif bir süreç 

olarak ilerler ve herhangi bir özel sinyal yolağının aktifleşmesini gerektirmez. Plazma 
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zarının yırtılması ile karakterize edilen nekrotik morfoloji aynı zamanda apoptotik 

veya otofajik hücre ölüm süreçlerinin ileri aşamalarında, ölen hücreler fagositoz 

yoluyla ortamdan temizlenemediğinde de görülebilie. Bu süreç sekonder nekroz olarak 

adlandırılır ve herhangi bir hücresel sinyalleşmeden bağımsızdır. Bununla birlikte, 

nekrotik hücre ölümü her zaman rastgele veya pasif bir süreç olmak zorunda değildir 

ve yönlendirilmiş bir sinyal akışının sonucu olarak da gerçekleşebilir (67). 

RIP'ye bağlı nekroz gibi, hücrelerde birkaç başka nekroz sinyali formu meydana 

gelebilir. Örneğin iskemi/reperfüzyon hasarı (I/R), bir doku geçici olarak kan 

akışından mahrum kaldığında ve daha sonra eski haline döndüğünde hücre ölümüne 

neden olur. Yüksek düzeyde kalsiyum akışı ve reaktif oksijen türlerinin (ROS) 

oluşumu bu tür hücre ölümüyle ilişkilendirilmiştir (87). Bunlar kısmen, mitokondriyal 

iç zarın küçük çözünen maddelere karşı geçirgen hale geldiği mitokondriyal 

geçirgenlik geçişine neden olarak hücre ölümünü tetikler (88). 

2.2.4. Otofaji 

2016 yılında Yoshinori Ohsumi, otofaji ve bunun insan sağlığı ve hastalıkları 

üzerindeki etkisi konusundaki çalışmaları nedeniyle Nobel Fizyoloji ve Tıp Ödülü'ne 

layık görülmüştür (89). Otofaji, normal ve stresli koşullar altında hücre homeostazını 

ve hayatta kalmayı sürdürmeye yardımcı olan, evrimsel olarak korunmuş bir bozunma 

sürecidir. Bu hücre içi katabolik yolda, lizozomlara taşınan hasarlı sitoplazmik 

bileşenler lizozomal asit hidrolaz enzimleri tarafından parçalanır; ortaya çıkan amino 

asitler, yağ asitleri, şekerler ve nükleotitler gibi bileşenler sitozole salınır ve daha sonra 

hücresel metabolizma için kullanılır (90,91). 

Üç temel otofaji türü tanımlanmıştır: mikro-otofaji, Şaperon aracılı otofaji 

(CMA) ve makro-otofaji. Her biri morfolojik olarak farklı olsa da üçü de kargonun 

parçalanma ve geri dönüşüm için lizozoma gönderilmesiyle sonuçlanır (Şekil 4) (92). 

Mikro-otofaji yolu, hasarlı ve gereksiz sitozolik bileşenlerin doğrudan lizozomal 

membran tarafından yakalanmasını ve ortadan kaldırılmasını içerir (93,94). Bu yol 

aynı zamanda organel boyutunun ve membran kompozisyonunun korunmasında da rol 

oynar (94). CMA, kargoyu ayırmak için membranöz yapıları kullanmaması, bunun 

yerine belirli bir peptit motifi içeren kargo proteinlerini işaretlemek için şaperonları 
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aracı olarak kullanması bakımından mikro-otofajiden ayrılır (95). CMA'da, spesifik 

bir KFERQ motifine sahip fazla ve hasarlı proteinler, ısı şoku proteini 70 (HSC-70) ve 

yardımcı şaperonları tarafından lizozomal membranın yakınına taşınır ve daha sonra 

lizozomla ilişkili membran proteini 2A (LAMP2A) adı verilen bir lizozomal membran 

proteini ile etkileşime girerek lizozomlara taşınır (94). Mikro-otofaji ve CMA'nın 

aksine, makro-otofaji kargonun lizozomdan uzakta tutulmasını içerir. Bu durumda, çift 

membranlı veziküllerin (otofagozomlar) de novo sentezi, kargoyu ayırmak ve daha 

sonra lizozoma taşımak için kullanılır (96). 

 

Şekil 4. Memeli hücrelerinde üç tip otofaji.  

Makro-otofaji, kargoyu ayırmak ve lizozoma taşımak için sitozolik çift zarlı 

veziküllerin yani otofagozomların de novo oluşumuna dayanır. Şaperon aracılı otofaji, 

tek tek katlanmamış ya da yanlış katlanmış proteinleri lizozomal membran boyunca 

taşır. Mikro-otofaji, kargonun doğrudan lizozomal membranın invajinasyonu yoluyla 

alımını içerir. Her üç otofaji türü de kargonun parçalanmasına ve parçalanma 

ürünlerinin geri dönüştürülerek hücre tarafından yeniden kullanılmak üzere sitozole 



 22 

geri verilmesine yol açar. HSC-70: ısı şoku proteini 70, LAMP2A: lizozomla ilişkili 

membran proteini 2A(97). 

Üç tip otofaji arasında makro-otofaji en çok araştırmacı tarafından çalışılanıdır. 

Makro-otofaji yapısal olarak düşük bir seviyede gerçekleşir ve sitoplazmik materyali 

biyosentetik süreçlerde veya enerji üretiminde kullanılabilecek metabolitlere 

dönüştürerek hücrenin hayatta kalmasını sağlamak için besin veya enerji açlığı gibi 

stres koşulları altında daha fazla indüklenebilir (96). Normal büyüme koşulları altında 

makro-otofaji, özellikle hasarlı veya gereksiz organelleri parçalayarak hücresel 

bakıma yardımcı olur (92). Bu nedenle, makro-otofaji öncelikle sitoprotektif bir 

mekanizmadır; ancak, aşırı kendi kendini bozma zararlı olabilir. Buna göre, otofajik 

işlev bozukluğu akciğer, karaciğer ve kalp hastalıkları, nörodejenerasyon, miyopatiler, 

kanser, yaşlanma ve diyabet gibi metabolik hastalıklar dahil olmak üzere çeşitli insan 

patolojileriyle ilişkilidir (98). 

Bugüne kadar 30'dan fazla otofaji ile ilişkili gen ve protein (otofaji ile ilişkili 

genler için ATG ve proteinleri için Atg) tanımlanmıştır (99,100). Otofaji süreci birkaç 

adımdan oluşur: 

1. İlk adım, fagofor membran oluşumunun indüklenmesini içerir. 

2. Çekirdeklenme; sitoplazmik bileşenlerin fincan şeklinde bir yapı 

oluşturan fagofor membran tarafından yutulması. 

3. Uzama/genişleme; fagofor membran sitoplazmik bileşenleri 

çevreleyebilmek için genişler. Ortaya çıkan yapı, iki tabakalı membrana sahip bir yapı 

olan otofagozom olarak adlandırılır. 

4. Füzyon ve degradasyon; otofagozomlar lizozomlarla birleşerek 

otolizozomları (genellikle otofagolizozomlar olarak adlandırılır) oluşturur ve ardından 

kargoları lizozomal hidrolaz tarafından yok edilir. Ortaya çıkan bileşenler hücresel 

enerji kaynağı olarak kullanılmak üzere sitozole salınır (100,101). 

Otofajik akış, açlık, hipoksi, büyüme faktörleri eksikliği, ATP/AMP oranı, hücre 

içi Reaktif oksijen türleri (ROS) oranları, patojenler veya kimyasal ilaçlar gibi içsel ve 
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dışsal stresler tarafından tetiklenebilir (102). Memelilerde, fagofor öncelikle 

Fosfatidilinositol 3-fosfat (PI3P) için zenginleştirilmiş bir lipid çift katmanlı membran 

olan omegasom adı verilen Endoplazmik retikulum (ER) membranının bir alt alanında 

oluşur (103). 

ULK1/2, 200 kDa'lık FAK ailesi etkileşimli protein (FIP200), Atg13 ve 

Atg101'den oluşan Unc-51 benzeri kinaz (ULK) kompleksi, fagofor oluşumunun 

başlatılmasından sorumludur (100). İlk adım, memeli rapamisin hedefi (mTOR) ve 

AMP ile aktive olan Protein Kinaz (AMPK) yolakları tarafından düzenlenir. Normal 

koşullar altında ve yeterli amino asit ve büyüme faktörlerinin varlığında, 

Fosfatidilinositol 3-kinaz kompleksi 1 (PI3KC1) mTORC1 alt birimini aktive ederek 

mTOR kompleksinin aktivitesine yol açar ve böylece ULK kompleksinin iki alt birimi 

olan ULK1 ve Atg13'ün fosforilasyonu yoluyla otofaji başlatılmasını önler. Açlık 

koşullarında, mTORC1 başlatma kompleksinden ayrılarak ULK kompleksinin 

aktivasyonuna neden olur (100). Aslında ULK1, Atg13, Atg101 ve FIP200'ü fosforlar 

ve aktive eder. Aktivasyondan sonra ULK kompleksi genişleyen fagofor membranına 

lokalize olur. Başlatma kompleksi ayrıca mTORC1'i baskılayan AMPK'nın 

aktivasyonu ile de indüklenir. AMPK ise glikoz kısıtlaması ve ATP/AMP oranının 

azalmasıyla aktive olur (104,105). 

Çekirdeklenme aşamasında, ULK1 proteini fosforile olur ve bir sınıf ІІ 

fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3KC3) kompleksini aktive eder. Bu kompleks, Bcl-2 ile 

etkileşen miyozin benzeri sarmal (Beclin1), Vacuolar protein sıralama 34 (Vps34), 

Vps15 ve Atg14L'den oluşur (106). Beclin1 proteini, çekirdeklenme adımında yer alan 

faktörler için bir substrattır (107). PI3KC3 kompleksi ayrıca fagoforlarda fagofor 

çekirdeklenmesi için gerekli olan yerel PI3P üretir. PI3P, WD-tekrar alanı 

fosfoinozitid etkileşimli 2'nin (WIPI2) aktifleşmesini teşvik eder ve bu da fagofor 

uzaması için Atg12-Atg5-Atg16L kompleksini aktifleştirir (103). Başlatma ve 

çekirdeklenmede yer alan proteinler, plazma membranı, ER, mitokondri (106,108) 

veya Golgi aparatından (104,108) oluşturulabilen ve genişletilebilen fagofor 

membranının (103)  oluşumuna katılır. 

Uzama adımında, fagofor membranının genişlemesi ve kapanmasında rol 

oynayan iki ubikitin benzeri konjugasyon sistemi tanımlanmıştır (94,109): İlk 
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sistemde, Atg12 aktive edilir ve Atg5'e konjuge edilir. Atg7 (E1 ligaz) Atg12 

aktivasyonunda rol oynar ve Atg10 (E2 ligaz) Atg12-Atg5 konjugasyonuna yardımcı 

olur (110). Atg12-Atg5 daha sonra Atg16L1 ile ilişkilendirilir ve böylece Lipidatlar 

mikrotübül ilişkili protein 1 hafif zincir 3 (LC3) lipidasyonu için bir konum sağlayan 

otofaji uzama kompleksi oluşur (94). WIPI2'nin Atg16L'ye bağlanması, Atg12-Atg5-

Atg16L kompleksinin otofagozom membranında yer almasını sağlar (110). İkinci 

sistemde, Atg4B tarafından bölünme yoluyla LC3 (ATG8 olarak da bilinir) LC3-І'ye 

dönüştürülür ve bu da LC3-ІІ üretmek için sitoplazmada Fosfatidiletanolamin (PE) ile 

konjuge edilir. Daha sonra LC3-ІІ otofagozom membranında birikerek yükün 

tanınmasına neden olur (94,107). Lc3-ІІ aynı zamanda bir otofagozom işaretleyicisi 

olarak görev yapar ve otofagozom olgunlaşması için gereklidir (107,109,110). 

Olgunlaşma ve kapanmadan sonra, otofagozom lizozom ile birleşir ve bu da sonuçta 

otofagozom kargosunun bozulmasına yol açar. Füzyon adımında Ras-ilişkili bağlanma 

proteinleri (Rabs), Çözünür N-etilmaleimide duyarlı faktör bağlanma proteinleri 

(SNARE'ler) ve bağlanma kompleksleri gibi çeşitli proteinler yer alır (110) (Şekil 5). 

 

Şekil 5. Otofaji süreci birkaç ardışık adımdan oluşur.  
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(1) Başlatma. (2) Fagofor çekirdeklenmesi. (3) Fagofor uzaması. (4) Otofagozomun 

lizozom ile füzyonu ve kargonun otolizozomda parçalanması (111). 

2.2.4.1 Otofajinin Kanserdeki Rolü 

Otofajinin tümör başlangıcı ve gelişiminde önemli bir rol oynadığına 

inanılmaktadır (112,113). Otofaji dalgalanmasının temel seviyeleri 

karşılaştırıldığında, kanser hücrelerindeki proteoliz veya otofajik bozulma miktarının 

normal muadillerinden daha az olduğu görülmüştür (114,115). Bu diferansiyel ifade, 

tümörigenez ile azalmış otofaji seviyeleri arasında doğrudan bir bağlantı olduğunu 

düşündürmektedir. İlginç bir şekilde, birçok onkogen ve tümör baskılayıcı gen otofajik 

yolları etkiler ve otofajik sürecin düzensizleşmesi malign transformasyona katkıda 

bulunur. Örneğin, otofajiyi aktive etmek için yapısal giriş sinyalleri sağlayan p53, 

fosfataz ve tensin homolog (PTEN), ölümle ilişkili protein kinaz (DAPK), tüberoz 

skleroz 1 (TSC1) ve TSC2 gibi birçok tümör baskılayıcı protein çoklu kanserlerde 

mutasyona uğramaktadır (116). 

Tersine, Akt, mTOR, Bcl-2 ve FLICE benzeri inhibitör protein (FLIP) gibi 

onkogenler otofajik süreçleri inhibe ederek yüksek otofaji sinyalinin tümör 

baskılanmasına katkıda bulunabileceğini gösterir (117,118). Çoğu kanserde, PI3K-Akt 

ekseni ya yukarı ya da aşağı yönlü düzenleyicilerde mutasyona uğrar. Böylece, 

mTOR'un aşağı yönlü aktivasyonu hücre büyümesinin uyarılmasını ve otofajinin 

inhibisyonunu destekler (119). 

Tümör metastazı, birincil bölgedeki tümör hücrelerinin uzak organ bölgelerine 

göç ettiği ve buralarda kolonize olduğu karmaşık, çok aşamalı bir süreçtir (120). 

Primer tümörlerde, inflamatuar hücreler hipoksi ve metabolik stres sonucu oluşan 

nekroza yanıt olarak tümör bölgelerine sızar (121,122). Hipoksi ve metabolik stres 

tarafından teşvik edilen koruyucu otofaji, metastazın başlaması için gerekli olan 

birincil bölgelerdeki enflamasyonu engeller. İlginç bir şekilde, otofaji nekrozu ve 

ardından makrofaj infiltrasyonunu azaltarak primer tümör büyümesini azaltır ve 

otofajinin genetik olarak engellenmesi hücre ölümüne, doku hasarına ve kronik 

inflamasyona neden olabilir (123). 
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Otofajinin antimetastatik özelliklerinin yanı sıra, tümör hücrelerinin metastatik 

potansiyelini artıran ters bir etkisi de olabilir. Ölüm ligandının indüklediği apoptozun, 

özellikle de TNF-ilişkili apoptoz indükleyici ligandın (TRAIL), T-hücreleri ve NK 

hücreleri tarafından metastazın baskılanmasının düzenlenmesinde kritik bir rol 

oynadığı iyi bilinmektedir (124). Ancak son zamanlarda TRAIL'e dirençli kanser 

hücrelerinde koruyucu otofajinin düzenlendiği ve bunun da metastaz sırasında tümör 

hücrelerinin canlılığını ve hayatta kalmasını artırdığı gösterilmiştir (125,126). 

Kanser hücreleri genellikle kusurlu otofajik kapasiteler gösterdiğinden, 

otofajinin indüksiyonu bir tümör baskılayıcı mekanizma olarak görülmektedir. 

Otofajik ölümün, “tip II programlı hücre ölümünün” indüklenmesi, apoptoza dirençli 

kanser hücreleri için yararlı bir terapötik yaklaşım olabilir ve kanser hücresi ölümünü 

teşvik etmede apoptoz ile birlikte tamamlayıcı bir yaklaşım sağlayabilir. Öte yandan, 

otofajinin tedavi aracılı tümör hücresi ölümüne karşı direnç sağladığı gösterilmiştir. 

Tümör hücreleri koruyucu otofajiyi indüklediğinde, otofajinin inhibisyonu apoptozu 

aktive ederek tümör hücrelerini tedaviye duyarlı hale getirmenin bir yolunu 

sağlayabilir. Antikanser ilaçların neden olduğu otofaji, hücre tipine ve genetik geçmişe 

bağlı olarak ortaya çıkabilir. Tedavinin türüne bağlı olarak, aynı hücrede farklı sinyal 

yolları aktive olabilir ve çeşitli otofaji türleri üretebilir. Otofajinin “koruyucu” mu 

yoksa “toksik” mi olacağını anlamak, daha fazla gelişme için kilit bir alandır ve belirli 

kanser bağlamlarında otofajiyi engellemenin veya teşvik etmenin uygun olup 

olmadığını tanımlayacaktır (127–129). 

2.3. Polieter İyonoforlar  

Polieter iyonoforlar, doğal olarak oluşan bileşiklerin çok büyük ve önemli bir 

grubudur. Son yıllarda bu tür bileşiklere olan ilginin arttığı gözlenmektedir. Bilinen 

120'den fazla doğal olarak oluşan iyonofor vardır (130). İyonoforların başlıca ticari 

kullanımı koksidiyozu kontrol etmektir. Ayrıca ruminantlarda büyümeyi teşvik edici 

olarak da kullanılırlar. Bu bileşikler özellikle ruminal bakteri popülasyonunu hedef 

alarak üretim verimliliğini arttırır (131). 

Doğal polieter iyonofor antibiyotikler, güçlü antibiyotikler olan ve doğal olarak 

oluşan daha geniş iyonofor ailesine ait olan şaşırtıcı kimyasal yapılardır. İlk kez 1967 
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yılında kullanılan “iyonofor” teriminin, bir molekülün bir metal iyonunu bağlama ve 

hücre zarlarından taşınmasını kolaylaştırma yeteneğini ifade ettiği bilinmektedir. Bu 

kimyasal-fizyolojik özellik, polieter iyonoforları katyon taşıma mekanizmalarının 

incelenmesinde yararlı bir araç haline getirmiş ve biyolojik aktiviteleri için bir gerekçe 

olarak hizmet etmiştir (132–134). “Polieter” terimi, birkaç eter fonksiyonel grubuna 

sahip olan bu antibiyotik sınıfının kimyasal yapısını yansıtmaktadır (135). Polieter 

iyonoforlar, merdiven polieterlerin farklı ailelerini içeren ve çok çeşitli yüksek 

biyolojik aktiviteler sergileyen, çoklu C-O-C motiflerinin düzenli olarak meydana 

geldiği skualen türevleri olan bir organik madde sınıfıdır (136,137). Bununla birlikte, 

Nakanishi hipotezine göre, birçok deniz polieter metaboliti çoklu doymamış yağ 

asitlerinden biyosentezlenebilir (137,138). Bu polieter bileşikleri sınıfı tek hücreli 

deniz algleri, kırmızı deniz yosunları, deniz süngerleri ve koelenteratlar tarafından 

üretilir veya yumuşakçalar gibi bazı deniz organizmaları tarafından depolanır (139–

142). 

2.3.1. Polieter İyonoforların Kimyasal Yapısı ve Etki Mekanizması 

Öncelikle polieter antibiyotiklerin yapısı, doğrudan karbon-karbon (CC) bağı 

veya Spiro bağlantıları gibi alifatik kimyasal bağlarla bağlanmış çoklu tetrahidropiran 

ve tetrahidrofuran halkalarından oluşur. Bir terminal karboksilik asit grubu, birkaç 

hidroksil grubu, alt alkil grupları ve çeşitli fonksiyonel oksijen grupları da tam 

kimyasal yapının oluşumuna katkıda bulunur (Şekil 6). Bu gruplar metal iyonları ile 

kompleks oluşturmada önemli rol oynar (143). Polieter antibiyotikler, omurgalarında 

bulunan karbon atomlarının sayısına göre çeşitli gruplarda sınıflandırılır (143). Bunlar 

arasında en sık karşılaşılan bileşikler, tüm polieter sınıfı antibiyotiklerin yaklaşık 

%60'ını oluşturan 30 karbonlu iskeletlerdir. Geniş bir mikrobiyal enzim ailesi olan 

poliketid sentazlar (PKS'ler) 3, poliketid omurga uzantısı için yapı taşları olarak asetil-

CoA ve propil-CoA'yı birleştirerek polieter antibiyotiklerin biyosentezini katalize eder 

(144). 
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Şekil 6. Bazı önemli polieter antibiyotiklerin doğrusal kimyasal yapıları (145). 

Geleneksel olarak, tüm iyonoforların farklı mekanizmalarla biyolojik 

membranlar boyunca katyon/proton taşınmasından birincil olarak sorumlu olduğu 

kabul edilmektedir. Her bir bileşik tarafından izlenen bu farklı mekanizmaların 

araştırılması ve daha iyi bilinmesi, geniş biyolojik aktivite spektrumlarının daha iyi 

anlaşılmasına yol açmaktadır. Membran boyunca, yüksek hücre dışı Na+ 

konsantrasyonu ve yüksek hücre içi K+ konsantrasyonu gibi katyonların 

konsantrasyon gradyanı ve bunun tersi, hücrelerin normal fizyolojik davranışı için 

zorunludur (146). Öncelikle, iyonoforlar lipid çift tabaka veya plazma membranı 

boyunca katyon/proton taşıyarak bu Na+ /K+ konsantrasyon gradyanının bozulmasına 

yol açar. İyonoforlar bunu hücrenin çevresindeki pH'a bağlı olarak üç farklı 

mekanizma (elektronötral, elektrojenik ve biyomimetik) ile gerçekleştirir (Şekil 7) 

(135,147,148). 
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Şekil 7. Membran boyunca iyon taşıma mekanizması (148). 

2.3.2. Polieter İyonoforlar ve Otofaji 

Başlangıçta, iyonoforların membran reseptörlerinin Golgi aparatından plazma 

membranına doğru taşınmasını engelleyerek Golgi bölgesinde vezikül oluşumuna ve 

sonuç olarak Golgi aparatının genişlemesine yol açabileceği bildirilmiştir (149). 

Bununla birlikte, daha sonraki çalışmalar, iyonoforların ökaryotik hücredeki birincil 

rolünün, makrofajlarda iyonların transmembran değişimi nedeniyle proton 

gradyanının kaybı olduğunu, bunun da lizozomlarda pH'ın artmasına ve lizozomal 

bozunmanın engellenmesine neden olduğunu ortaya koymuştur (150). Polieter 

antibiyotikler arasında, monensin ve nigerisin otofaji üzerindeki etkileri açısından 

incelenen en yaygın antibiyotiklerdir. Başlangıçta, monensinin hücre içinde otofajik 

vakuoller biriktirdiği rapor edilmiştir. Bu hücrelerde, elektron mikroskobu ile bu 

vakuollerin ortalama büyüklüğünün 4-5 küçük vakuolden oluşan normal vakuole 

kıyasla iki kat olduğu da gözlemlenmiştir (13). Daha ileri çalışmalar, monensinin 

otofaji yolunun terminal füzyon aşamasını, yani otofagozom ve lizozom füzyonunu 

inhibe ederek otofajik vakuollerin birikmesine yol açtığını ve HeLa hücre hattında 
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apoptozu tetiklediğini doğrulamıştır (151). Benzer şekilde, başka bir çalışmada, 

polieter antibiyotikler monensin ve nigerisinin her ikisinin de MN9D nöronal 

hücrelerinde otofagozom ve lizozom füzyonu üzerindeki inhibitör etkilerini göstererek 

sitoplazmada otofajik vakuollerin birikmesine neden olduğu ortaya konmuştur. Buna 

paralel olarak, Western blot analizi, bu polieter antibiyotiklerin tedavisi üzerine kaspaz 

3'ün parçalanması ile birlikte hem otofaji akış belirteçleri LC3-II hem de p62'nin 

biriktiğini göstermiştir (152). Bununla birlikte, monensinin rapamisin (mTOR 

inhibitörü) veya erlotinib (epidermal büyüme faktörü reseptörü inhibitörü) gibi 

antikanser ilaçlarla eşzamanlı tedavisinin, akciğer kanseri hücre hattı NCI-H1299'da 

sinerjik antikanser aktivitesinin artmasıyla sonuçlandığı gösterilmiştir. Otofajinin 

hayatta kalma yanlısı rolü nedeniyle, kanser tedavisi sırasında, özellikle otofajik yolun 

negatif düzenleyicisi olan mTOR'u inhibe eden rapamisin tedavisi durumunda, 

hücrelerin otofaji yoluyla ölümden kaçmayı başardığı iyi bilinmektedir. Bununla 

birlikte, monensin gibi otofaji inhibitörü ile eş zamanlı tedavi durumunda, Bax gibi 

pro-apoptotik proteinlerin ve bölünmüş kaspaz 3 ve poli (ADP-riboz) polimeraz 

(PARP) gibi apoptoz yürütücülerinin yüksek konsantrasyonuna yol açarken, bcl-2 ve 

bcl-xL gibi anti-apoptotik proteinlerin konsantrasyonu azalır. Buna paralel olarak, 

LC3-II ve p62 otofaji belirteçlerinin her ikisi de kombinasyon tedavisinde artmıştır, 

bu da apoptotik aktivitenin otofajinin inhibisyonu ile tetiklendiğini düşündürmektedir 

(153). Bir başka çalışma, monensin, nigerisin, salinomisin, narasin ve lasalosid gibi 

polieter antibiyotiklerin malign glioma hücrelerinde tümör nekroz faktörü ile ilişkili 

apoptoz ile indüklenen ligand (TRAIL) direncinin üstesinden geldiğini ortaya 

koymuştur. Bu polieter antibiyotikler, ER stresini, CHOP aracılı DR5 

upregülasyonunu ve proteazomal degradasyonla c-FLIP downregülasyonunu 

tetikleyerek bu hücrelerin TRAIL aracılı apoptoza karşı duyarlılığını geri kazandırmış 

ve özellikle dirençli kanser hücre hatlarının tedavisinde kombinasyon terapisinde etkili 

moleküller haline getirmiştir (154). 

2.3.3. Polieter İyonoforlar ve Kanser 

Kapsamlı olarak araştırılan antibiyotik aktivitelerine ek olarak, son çalışmalar 

bazı iyonoforların önemli antikanser özellikler gösterdiğini de ortaya koymuştur. Bu 
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bağlamda özellikle ilginç olan üç çok işlevli bileşik lasalosid asit, monensin ve 

salinomisin gibi görünmektedir (155). 

Lasalosid asitin antikanser özellikleri, meme, kolon ve akciğer adenokarsinom 

hücre hatları da dahil olmak üzere bir dizi kanser hücre hattı üzerinde yapılan 

araştırmalarda kanıtlanmıştır (156). Daha da önemlisi, lasalosid asit tümör dışı 

hücreler üzerinde yaygın olarak kullanılan kemoterapötik ilaç sisplatinden daha aktif 

ve aynı zamanda daha düşük sitotoksik özellikler sergilemiştir (156). Daha ileri 

çalışmalar lasalosid asidin insan prostat kanserine karşı olumlu etkilerini doğrulamıştır 

(157). Monensin ise prostat kanseri hücrelerine karşı ~5000 iyi bilinen ilaç ve ilaç 

benzeri bileşiğin tarandığı bir çalışmada, nanomolar konsantrasyonlarda, bu kanser 

hücrelerinin hücre büyümesini seçici olarak inhibe etme yeteneğini ortaya koyan 

sadece dört ajandan biri olarak tanımlanmıştır (158). Diğer bazı araştırmacılar ayrıca 

monensinin lenfoma ve kemorezistan bir pankreas kanseri varyantı da dahil olmak 

üzere diğer birçok kanser hücresi türünün çoğalmasını engellediğini göstermiştir (159–

161). Ayrıca, bu antibiyotik kanser hücrelerine karşı diğer bileşiklerle birlikte sinerjik 

etkisiyle de bilinmektedir. Bir çalışmada, immünotoksin SWA11 risin A zincirinin 

sitotoksik aktivitesinin, protein sentezinin inhibisyonunu iki kat arttırırken, klonojenik 

tümör hücrelerine karşı monensin tarafından 100 kat arttırıldığı gösterilmiştir 

(162,163). Ayrıca, anti-proliferatif aktivitesi HeLa hücre hattının bir türevi olan KB 

parent ve KB/MDR (çoklu ilaç direncine sahip KB) hücrelerine karşı tek başına ve 

doksorubisin ile kombinasyon halinde doksorubisinin dışa atılımını azalttığı 

gözlenmiştir. Monensin varlığında, KB/MDR hücrelerinde doksorubisinin hücre içi 

konsantrasyonunun üç kat artması nedeniyle doksorubisinin IC50 değerinin 5 kat 

azaldığı bildirilmiştir (164). Salinomisinin antikanser aktivitesi ise ilk olarak 2009 

yılında, bu maddenin meme kanseri kök hücrelerinin (CSC'ler) seçici hedeflenmesinde 

taranan ~16.000 bileşik arasından en güçlü ajan olarak tanımlanmasıyla rapor 

edilmiştir (165). Bu sonuçlar, salinomisinin lösemik hücrelerde spesifik olarak 

apoptozu tetiklediği ve normal hücrelere karşı herhangi bir yan etkisi olmadığının 

gösterildiği başka bir çalışma ile desteklenmiştir (166). Ayrıca, bu antibiyotik, ATP 

bağlayıcı kaset (ABC) taşıyıcısının yüksek ekspresyonuna sahip çoklu ilaca dirençli 

(MDR) lösemik CSC'lerde apoptozu indüklemiştir (167). Ayrıca, bu bileşiğin A-549 

ve LNM35 gibi insan akciğer kanseri hücre hatlarında kaspaz 3/7 ile ilişkili apoptozu 
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indüklediği, metastaz ve invazyonu inhibe ettiği rapor edilmiştir (168). İnsan kolon 

kanseri hücre hatlarıyla yapılan bir çalışmada ise salinomisin, kolon kanseri tedavisi 

için yaygın olarak kullanılan sitostatik ilaç oksaliplatine kıyasla dikkate değer bir 

sitotoksik aktivite göstermiştir (169). Kemorezistan prostat kanseri hücre hatlarında 

(LNCaP, PC-3 ve DU-145), bu antibiyotik mitokondriyal depolarizasyon, sitokrom c 

salınımı ve ardından kaspaz 3'ün aktivasyonu ile apoptozla sonuçlanan reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) birikmesine neden olmuştur (170,171). Ayrıca, salinomisinin 

sisplatin, Taksol (Paklitaksel) ve 5-florourasile dirençli CSC'lere karşı etkinliği 

bildirilmiştir (171). Bu antibiyotiğin insan pankreas kanseri hücrelerine karşı 

gemsitabin ile kombinasyon halinde sinerjik etkisi de rapor edilmiştir (172).  Uygun 

dozlarda kullanıldığında, salinomisinin kanser hastaları tarafından iyi tolere edildiğini 

belirtmek gerekir (173). Salinomisinin meme kanserine karşı etkinliğinin yanı sıra, 

ilaca duyarlı ve ilaca dirençli diğer kanser türlerini yok etmede de etkili olduğu 

bulunmuştur (174). 

2.4. K41-A 

K41-A, Streptomyces türlerinden izole edilen, Gram-pozitif bakterilere karşı 

antibakteriyel aktivite, anti-koksidal aktivite ve in vivo kümes hayvanları için 

gecikmiş toksisite bildirilen polisiklik bir polieter molekülüdür (175).  Khan ve 

arkadaşları ile Gezer ve arkadaşları, Mersin Kıyı Şeridi'nden (Türkiye) elde edilen bir 

sediman örneğinden Streptomyces cacoi'den K41-A izole etmişlerdir (16,17). Khan ve 

arkadaşları, K41-1'in insan servikal karsinom (HeLa), insan prostat kanseri (PC-3), 

insan akciğer adenokarsinomu (A549) ve insan kolorektal adenokarsinom (CaCo-2) 

hücreleri kullanılarak gösterilen antikanser özelliklere sahip olduğunu bildirmişlerdir 

(16). İzole edilen bu bileşiğin kanser hücre hatlarında otofaji üzerindeki etkisi de 

incelenmiştir. Yazarlar, izole edilen polieter antibiyotiklerin otofajiyi inhibe 

edebileceğini öne sürmüşlerdir (16).  

Bu çalışma, K41-A'nın nöroblastom hücre hatlarında ve in vivo nöroblastom 

ksenograft modelinde potansiyel anti-kanserojenik etkilerini değerlendirmeyi 

amaçlamaktadır. K41-A'nın otofaji ve apoptoz üzerindeki etkisi otofaji (LC3-II, 

p62/SQSTM1 ve Beclin-1) ve apoptoz (PARP-1, kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9) ile 

ilişkili protein ve mRNA seviyeleri ile değerlendirilmiştir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM  

3.1. Araştırmanın Tipi 

Deneysel niteliğe sahip bir araştırmadır.  

3.2. Araştırmanın Yeri, Zamanı ve Planı 

Ocak 2019- Eylül 2023 yılları içerisinde Dokuz Eylül Üniversitesi, Onkoloji 

Enstitüsü Temel Onkoloji Anabilim Dalı Laboratuvarları’nda gerçekleştirilmiştir. 

Mart 2022-Mayıs 2024 

Eylül 2021- Mart 2022 Etik kurul kabulü (29.09.2021) 

Tez önerisinin hazırlanması (23.02.2022) 

Tez önerisi sunumu ve kabulü 

(02.03.2022) 

Mart 2022- Ağustos 2022 TUSEB proje başvurusunun sunulması 

(04.04.2022) 

Ön deneylere başlanılması 

TUSEB proje başvurusunun kabulü 

(16.08.2022) 

Ağustos 2022- Aralık 2022 BAP projesinin sunulması (22.08.2022) 

BAP projesi kabulü (14.11.2022) 

Malzemelerin temin edilmesi 

Deneylere başlanılması 

Aralık 2022- Haziran 2024 

 

Hücre canlılık deneylerinin 

tamamlanması 

Akım sitometri analizlerinin 

gerçekleştirilmesi 

In-vivo deneylerin tamamlanması 

İmmunohistokimyasal analizlerin 

tamamlanması 

Q-PCR analizlerinin gerçekleştirilmesi 

Makale kabul süreçlerinin tamamlanması 

(09.10.2023) 

Haziran 2024-Eylül 2024 İstatiksel analizler 

Tez yazımı süreçlerinin tamamlanması 

Tezin makaleye dönüştürülmesi 
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3.3. Çalışma Materyali  

Çalışma kapsamında SH-SY5Y ve KELLY insan nöroblastom hücre hatları 

kullanılmıştır.  Hücre hatlarımız hali hazırda Temel Onkoloji AD stoklarında 

bulunmaktadır. Deneysel çalışmalar bu hücre hatları üzerinde gerçekleştirilmiştir.  

3.4. Araştırmanın Değişkeni 

Bağımsız Değişken: K41-A, sisplatin, K41-A+sisplatin 

Bağımlı Değişken: hücre canlılığı, hücre apoptoz oranı, hücre nekroz oranı, 

hücre otofaji oranı, in vivo apoptotik ve otofajik protein ekspresyonları, in vivo tümör 

boyutu, tümör büyüme hızı, in vivo apoptotik ve otofajik protein ekspresyonları 

 

 

 
 

 

 

 

 

SH-SY5Y ve KELLY hücre hatlarının 
kültüre edilmesi

Hücrelere ajanların uygulanması ve 
canlılık testi ile LD50/IC50 

dozlarının belirlenmesi

Hücrelerde ajan uygulamasına bağlı 
apoptotik ve nekrotik hücre 

oranlarının akım sitometrisi ile 
belirlenmesi

Hücrelerde ajan uygulamasına bağlı 
otofaji oranlarının akım sitometrisi 

ile belirlenmesi

Hücrelerde ajan uygulamasına bağlı 
apoptotik ve otofajik proteinlerine 
ait mRNA seviyelerinin Q-PCR ile 

belirlenmesi

İstatistiksel analiz ve tez yazımı

KELLY hücrelerinin çoğaltılması

KELLY hücre hattı ile xenograft 
nöroblastom modelinin 

oluşturulması

Tümör oluşturulan farelere 
ajanların tedavi şemasına uygun 

uygulanması

Farelerin sakrifikasyonu

Tümör dokularında apoptotik ve 
otofajik protein ekspresyonlarının 

immübohistokimyasal analizi
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Tablo 3. Çalışmada Kullanılan Sarf Malzemeler 

Malzeme Adı Markası/Kod Kullanım Amacı 

KELLY  RRID:CVCL_2092 Çalışmada kullanılan 

insan nöroblastom hücre 

hattı 

SH-SY5Y ATCC CRL-2266 Çalışmada kullanılan 

insan nöroblastom hücre 

hattı 

Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium (DMEM) 

Cegrogen, E0500-160 Hücrelerin büyütülmesi 

için bazal ortam  

RPMI-1640 Cegrogen, E0500-360 

 

Hücrelerin büyütülmesi 

için bazal ortam 

Fetal Bovin Serum (FBS) Capricorn, FBS-HI-12B 

 

Hücrelerin büyütülmesi 

için serum 

L-glutamin Capricorn, GLN-B Hücrelerin büyütülmesi 

için essensiyal olmayan 

aminoasit 

Penisillin-streptomisin Capricorn, PS-B Hücreleri enfeksiyondan 

korumak için antibiyotik 

Tripsin-EDTA Cegrogen, N0100-720 Hücreleri pasajlarken 

kaldırmak için kullanılan 

enzim  

Fosfat salin tamponu 

(PBS) 

Cegrogen, H0500-550 

 

 

Hücreleri yıkama ve ortam 

kalıntılarını uzaklaştırma 

tamponu 

Dimetil sulfoksit 

(DMSO) 

Applichem, A3672 Hücreleri dondurma için 

kullanılmaktadır 

WST-1 Sciencecell, 8038 

 

Hücre canlılığının 

ölçümünde 

kullanılmaktadır 

Hücre kültür flaskları 

(25, 75,175 cm2) 

Biofil, TCF011050 – 

012250 – 012600) 

 

Hücreleri yetiştirmede 

kullanılan steril kaplar 

96’lı kuyucuklu plaka 

(wellplate) 

Corning, CLS3340 Hücre canlılık 

deneylerinde hücrelerin 

ekildiği plakalar 

Serolojik pipet 2-5-10-25 

ml 

Biofil, GSP010002 – 

010005 – 010010 - 

010025 

Hücre kültüründe besi 

ortamı eklemek ve 

uzaklaştırmak için 

kullanılır 

Test tüpü (15ml-50ml) Biofil, CFT011150 - 

11500 

Hücreleri santrifüj etmekte 

kullanılan konik tabanlı 

tüpler  

Mikrosantrifuj tüpü 

1.5ml  

Isolab, 078.03.021 

 

RNA izolasyonu, PCR 

deneylerinde santrifüj için 

kullanılan tüpler 
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Kryotüp Isolab, 091.11.102 

 

Hücre dondurmak için 

kullanılan özel kaplar 

Cisplatin Koçak Farma / 

50mg/100ml infüzyon 

çözeltisi 

Hücre canlılık 

deneylerinde kemoterapi 

ilacı olarak kullanılmıştır 

Trypan blue CDH, 899795 Hücre sayımında 

kullanılmıştır 

Thoma lamı Isolab, I.075.03.002.001 Hücre sayımında 

kullanılmıştır 

AnnexinV/PI kit Elabscience, E-CK-

A211-100A 

Akım sitometrisi 

deneylerinde boyama için 

kullanılmıştır 

Otofaji kiti Abcam, ab139484 Akım sitometrisi 

deneylerinde boyama için 

kullanılmıştır 

5ml flow tüpü  Corning, 352235 Akım sitometri 

deneylerinde 

kullanılmıştır 

RNA izolasyon kiti Norgen Biotek, 17200 Hücre örneklerinden RNA 

izolasyonunda 

kullanılmıştır. 

cDNA sentez kiti  Bio-Rad Laboratories 

iScript cDNA Synthesis 

Kit, 1708891 

mRNA’dan cDNA sentezi 

için kullanılmıştır 

Primerler Oligomer Biyoteknoloji  PCR deneylerinde 

kullanılmıştır 

DNaz/RNaz free water Invitrogen, 10977015 Primerlerin ve DNA ve 

RNA’ların çözülmesi için 

kullanılmıştır 

SYBR green  Bio-Rad Laboratories 

iTaq SYBR® Green 

Supermix 

iTaq Universal SYBR® 

Green Supermix, 172-

510 

QPCR’da gen ekspresyon 

deneyleri için 

kullanılmıştır. 

Pipet ucları VQIR, 613605 – 613606 

- 613607  

Tüm deney aşamalarında 

kullanılmıştır  

Cleaved Kaspaz 3 

antikoru 

Elabscience, E-AB-

30004 

İmmünohistokimyasal 

deneylerde kullanılmıştır. 

Cleaved Kaspaz 8 

antikoru 

 İmmünohistokimyasal 

deneylerde kullanılmıştır. 

Cleaved Kaspaz 9 

antikoru 

Proteintech,10380-1-AP İmmünohistokimyasal 

deneylerde kullanılmıştır. 

Cleaved PARP-1 

antikoru 

Proteintech, 13371-1-AP İmmünohistokimyasal 

deneylerde kullanılmıştır. 

LC3A/B antikoru Bostonchem, BOS-8878-

R 

İmmünohistokimyasal 

deneylerde kullanılmıştır. 
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Beclin-1 antikoru Bostonchem, BOS-1353-

R 

İmmünohistokimyasal 

deneylerde kullanılmıştır. 

p62 antikoru   

İmüünohistokimya 

sekonder kiti 

Epredia, TP-060-HL İmmünohistokimyasal 

deneylerde kullanılmıştır. 

Hematoksilen Bio-optica, 05-060021L İmmünohistokimyasal 

deneylerde kullanılmıştır. 

Lam/Lamel Epredia J2800AMNZ İmmünohistokimyasal 

deneylerde kullanılmıştır. 

 

Hücrelerin Yetiştirilmesi: 

İnsan kökenli N-MYC pozitif KELLY (RRID:CVCL_2092) ve N-MYC negatif 

SH-SY5Y (ATCC CRL-2266) nöroblastom hücre hatları Dokuz Eylül Üniversitesi 

Onkoloji Enstitüsü Temel Onkoloji AD laboratuvarından temin edilmiştir. SH-SY5Y 

hücreleri DMEM hücre kültür ortamları içine %10 fetal bovin serum, %1 L-glutamin 

ve %1 Penisilin-streptomisin eklenmiş çoğaltma ortamında 2 günde bir ortam 

değiştirilerek steril 37C %10 CO2 hücre kültürü inkübatöründe (Thermo, ABD) 

çoğaltılmıştır (176). KELLY hücreleri RPMI-1640 hücre kültür ortamları içine %10 

fetal bovin serum, %1 L-glutamin ve %1 Penisilin-streptomisin eklenmiş çoğaltma 

ortamında 2 günde bir ortam değiştirilerek steril 37C %10 CO2 hücre kültürü 

inkübatöründe (Thermo, ABD) çoğaltılmıştır. Hücrelerin flask içerisindeki yoğunluğu 

yaklaşık %80’e ulaştığında hücreler Tripsin-EDTA solüsyonu yardımıyla flask 

yüzeyinden kaldırılarak 1:5 oranında yeni flasklara ekilerek pasajlanmıştır (177). 

Kullanılmayan hücreler normal besi ortamına %10 DMSO eklenerek hazırlanan 

dondurma ortamıyla 1ml içerisinde 10 milyon hücre olacak şekilde 1 cryovial içerisine 

alınarak kademeli olarak -80ºC’de dondurulmaya bırakılmışlar ve sonraki deneysel 

prosedürler için saklanmışlardır (176,177).  

Hücre Sayımı:  

Hücreler üzerindeki ortam uzaklaştırılıp, hücreler 1X PBS ile yıkandıktan sonra 

hücrelerin yüzeyini kaplayacak şekilde Tripsin-EDTA solüsyonu flaska eklenmiştir. 

Tripsin-EDTA eklenen flasklar 37C ve %5 CO2 ayarlanmış hücre kültürü 

inkubatöründe (Thermo Fisher Scientific, ABD) 5 dakika boyunca inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon süresinin sonunda flasklar mikroskop altında kontrol edilmiştir. 
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Hücrelerin tamamı flask yüzeyinden kaldırıldıktan sonra flaska konan Tripsin-EDTA 

solüsyonunun 2 katı kadar hücre kültürı ortam eklenerek Tripsin-EDTA solusyonu 

inhibe edilmiştir. Hücre solüsyonu 15ml’lik falkon tüp içerisine alınarak soğutmalı 

santrifuj cihazında (Sigma, Almanya) 400g’de 5dk santrifuj edilmiştir. Pellet 

üzerindeki supernatan atılmıştır. Hücre pelleti tekrardan yaklaşık 5ml ortam ile 

pipetleme yapılarak hücre kültür ortamı içerisinde süspanse edilmiştir. Süspanse hücre 

solüsyonundan 10µl aliquot alınıp 1.5ml’lik test tübüne konulmuştur.  Örnek alınan 

hücre solüsyonu üzerine 10 µl Tripan Mavisi solüsyonu eklenip homojen bir şekilde 

karıştırılmıştır. Hazırlanan karışımdan 10 µl alınıp Thoma lamına konulmuştur. 

Mikroskop altında hücre sayımı yapılarak 1ml’deki hücre sayısı hesaplanmıştır 

(Sayılan hücre*2*104 = 1ml’deki hücre sayısı). Buna göre deneylerde kullanılmak 

üzere hücre solüsyonundan ne kadar hacimde örnek alınacağı hesaplanmıştır (178).  

Hücre Canlılık Deneyleri:  

Hücreler yaklaşık 2 x 106 düzeyine eriştiğinde Tripsin-EDTA solusyonu ile flask 

yüzeyinden kaldırılarak 96 kuyucuklu plakalara 6 kuyucuk/grup ve kuyucuk başına 

0.01x106 hücre olacak şekilde ekilmiştir. Plakalar hücrelerin kuyucuklar içinde 

tutunması için 24 saat inkübe edildikten sonra hücrelerin kalkmamasına dikkat 

edilerek üst fazlar pipet yardımıyla uzaklaştırılmış ve artan konsantrasyonlarda 

sisplatin (12,5, 25, 50 ve 100 µM) ve polieter bileşik K41-A (25, 50 ve 100 µM) 

uygulanmış ve 24, 48 ve 72 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon süresi bittiğinde hücre 

canlılığı, bir tetrazolyum tuzu olan WST-1 [2-(4Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-

disulfophenyl)-2H-tetrazolium] reaktifi kullanılarak bir kolorimetrik deney ile 

belirlenmiştir (179). Doğrusal olmayan bir regresyon uygulanarak relatif LD50/IC50 

değerleri belirlenmiştir. 

WST-1 ile Hücre Canlılığının Ölçümü: Polieter bileşik K41-A, sisplatin ve K41-

A+sisplatin uygulamalarına maruz bırakılmış hücrelerin bulunduğu 96 kuyucuklu 

plakaların boş bir kuyucuğuna sadece hücre kültür ortamı koyularak blank ölçüm 

olarak kullanıldı. WST-1 kiti (ScienCell Research Laboratories, ABD) içerisinde 

bulunan Elektro Birleştirme Reaktifi (ScienCell Research Laboratories, ABD) 

çözdürüldü ve her bir WST-1 (ScienCell Research Laboratories, ABD) viali 2 ml 

Elektro Birleştirme Reaktifi ile sulandırılıp vortekslendi. 100 μl/kuyucuk hücre için 
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her kuyucuğa 10 μl/kuyucuk WST-1 hücre proliferasyon reaktif solüsyonu eklendi. 

Plaka hafifçe sallanarak reaktifin homojen bir şekilde dağılması sağlandı. Plakalar 

37°C %5 CO2‘lik hücre kültürü inkübatöründe 2 saat inkübe edildi. Plaka 

çalkalayıcıda 1 dk çalkalandıktan sonra ELISA plaka okuyucuda (Thermo Fisher 

Scientific, ABD) 450 nm dalga boyunda absorbans ölçümü yapıldı. Referans dalga 

boyu olarak 630 nm kullanıldı ve her kuyucuk için 450 nm ölçümünden 630 nm arka 

plan absorbansını çıkarıldı. Kontrol grubunun absorbans ortalamaları %100 canlılık 

olarak kabul edildi ve grupların absorbansları ile karşılaştırılarak gruplara ait hücre 

canlılık yüzdeleri belirlendi (179).  

Canlılık testi sonrası ajanların LD50/IC50 değerleri GraphPad Prism 9 

(GraphPad, Chicago, ABD) yazılımı ile canlılık/konsantrasyon grafikleri aracılığıyla 

belirlendi. Bu aşamadan sonra ajanlara ait LD50/IC50 dozları kullanılacak şekilde 

gruplar aşağıdaki şekilde belirlenmiştir. 

1) Kontrol grubu: Herhangi bir ajan uygulanmayan hücreler (hücreler 

FBS içermeyen hücre kültür ortamı ile muamele edilecektir) 

2) Polieter iyonofor (K41-A) grubu: Yalnızca LD50/IC50 dozu belirlenen 

K41-A uygulanan hücreler Sisplatin (CDDP) grubu: Yalnızca LD50/IC50 dozu 

belirlenen CDDP uygulanan hücreler  

3) Sisplatin (CDDP) grubu: Yalnızca LD50/IC50 dozu belirlenen CDDP 

uygulanan hücreler  

4) Polieter iyonofor (K41-A) + Sisplatin (CDDP) grubu: LD50/IC50 dozu 

belirlenen K41-A + LD50/IC50 dozu belirlenen CDDP uygulanan hücreler 

Annexin V-FITC/Propidium İyodür (PI) ile Hücre Ölüm Tiplerinin Akım 

Sitometrik Analizi:  

Bu analiz ile hücre hatlarında ajan uygulamasından sonra canlılık ve apoptotik, 

nekrotik hücre ölümünün oranını belirlemek amaçlanmıştır. 

KELLY ve SH-SY5Y hücre hatları 0.3 x 106 konsantrasyonunda 6 kuyucuklu 

plakalara ekilmiştir ve plakaların yüzeyine %80 yoğunlukta tutunana kadar hücre 
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kültür inkübatöründe saklanmıştır. Deney günü hücreler üzerindeki ortam 

uzaklaştırılmıştır ve kontrol grubuna FBS içermeyen hücre kültür ortamı, K41-A 

grubuna FBS içermeyen hücre kültür ortamı içerisinde LD50/IC50 olarak belirlenen 

konsantrasyonda K41-A, CDDP grubuna FBS içermeyen hücre kültür ortamı 

içerisinde LD50/IC50 olarak belirlenen konsantrasyonda sisplatin ve K41-A+CDDP 

grubuna ise FBS içermeyen hücre kültür ortamı içerisinde her iki ajanın da LD50/IC50 

konsantrasyonları uygulanmıştır. İlaç uygulamasından sonra hücreler 24 saat boyunca 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süresinin sonunda hücreler iki kez taze fosfat 

tamponlu salin (PBS) ile yıkanmış, tripsinize edilmiş ve üreticinin protokolüne göre 

bir FITC-Annexin-V/PI apoptoz saptama kiti (ELABSCIENCE, ABD) ile 

boyanmıştır. Protokole göre, kaldırılan hücreler 300 ×g'de 5 dakika santrifüjlenmiş ve 

süpernatant uzaklaştırıldı. Hücreler PBS ile bir defa yıkandıktan sonra nazikçe PBS ile 

süspanse edildi ve hücre sayımı yapıldı. Her örnek 1~5×105 hücre olacak şekilde hücre 

süspansiyonu tüplere bölündü ve 300 ×g'de 5 dakika santrifüjlendi, süpernatant atıldı. 

Hücreleri yeniden süspanse etmek için 500 μL 1×Annexin V Bağlama Tamponu 

eklendi. Her tüpe 5 µL Annexin V-FITC ve 5 µL PI eklendi. Hücreleri hafifçe 

vortekslendi ve oda sıcaklığında karanlıkta 15~20 dakika inkübe edildi. Hücreleri 

uygun cihaz ayarlarıyla hemen analiz edildi. FITC-Annexin-V ve PI birleşmesi, bir 

Beckman Coulter Flow sitometri cihazı (Beckman Coulter Gallios, ABD) ile 10.000 

hücre okutması yapılacak şekilde hücrelerde ölçülmüş ve cihaza ait yazılım (Kaluza 

Analysis, ABD) ile analiz edilmiştir (180). 

Akım Sitometri ile Otofaji Tayini: 

Bu analiz ile hücre hatlarında ajan uygulamasından sonra otofajik hücre 

ölümünün oranını belirlemek amaçlanmaktadır. Akım sitometrik otofaji analizi 

otofajik vakuolleri ölçer ve otofajik vakuolleri seçici olarak etiketleyen bir boya 

kullanarak canlı hücrelerdeki otofajik akıyı izlemeyi amaçlar. Otofaji test 

protokolünde kullanılan boya hem lizozomların minimal boyanması hem de pre-

otofagozomlara, otofagozomlara ve otolizozomlara (otofagolizozomlar) dahil 

edildiğinde parlak floresan için boyalar taranarak optimize edilmiştir. Boya, 

fosfolipidozu indükleyen ilaçlara benzer bir şekilde hücrelere hızla ayrılan katyonik 

amfifilik bir izleyici (CAT) boyadır.  
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KELLY ve SH-SY5Y hücre hatları 0.3 x 106 konsantrasyonunda 6 kuyucuklu 

plakalara ekilmiştir ve plakaların yüzeyine %80 yoğunlukta tutunana kadar hücre 

kültür inkübatöründe saklanmıştır. Deney günü hücreler üzerindeki ortam 

uzaklaştırılmıştır ve kontrol grubuna FBS içermeyen hücre kültür ortamı, K41-A 

grubuna FBS içermeyen hücre kültür ortamı içerisinde LD50/IC50 olarak belirlenen 

konsantrasyonda K41-A, CDDP grubuna FBS içermeyen hücre kültür ortamı 

içerisinde LD50/IC50 olarak belirlenen konsantrasyonda sisplatin ve K41-A+CDDP 

grubuna ise FBS içermeyen hücre kültür ortamı içerisinde her iki ajanın da LD50/IC50 

konsantrasyonları uygulanmıştır. Pozitif kontrol olarak hücreler kit içerisinde mevcut 

bulunan rapamisin (0.5 μM) ile muamele edilmiştir. İlaç uygulamasından sonra 

hücreler 24 saat boyunca inkübasyona bırakılmıştır. Tedavi süresi dolduktan sonra bir 

otofaji tayin kiti (Abcam, Cat No: ab139484) kullanılmıştır ve üreticinin talimatlarına 

göre örnekler hazırlanmıştır. Tedavinin sonunda, hücreler tripsin-EDTA solüsyonu ile 

flask yüzeyinden kaldırıldı. Kaldırılan hücreler 300 ×g'de 5 dakika santrifüjlendi ve 

süpernatant uzaklaştırıldı. Hücreler peleti hücre kültürü ortamında nazikçe yeniden 

süspanse ederek süspanse edildi ve hücre sayımı yapıldı. Örnekler mL başına 1 x 105 

ila 1 x 106 hücre içerecek şekilde ayrı tüplere alındı ve yeniden santrifüjlendi. Her bir 

canlı hücre örneği %5 FBS içeren 250 μL indikatörsüz hücre kültürü ortamında 

yeniden süspanse edildi. Her bir örneğe 250 μL seyreltilmiş Yeşil boya çözeltisi 

eklendi ve iyice karıştırıldı. 30 dakika boyunca 37°C'de karanlıkta inkübe edildi. Bu 

adımda tekrar tekrar hafifçe yukarı ve aşağı pipetleyerek mono-dispers bir hücre 

süspansiyonu elde edilmesine önem gösterildi. İşlemden sonra hücreler 

santrifüjleyerek toplandı ve 1X Test Tamponu ile yıkandı. Hücre peletleri 500 μL taze 

1X Test Tamponu içinde yeniden süspanse edildi. Örnekler bir Beckman Coulter akım 

sitometri cihazı (Beckman Coulter Gallios, ABD) ile yeşil (FL1) veya turuncu (FL2) 

kanalında 15.000 hücre okutması yapılacak şekilde analiz edildi edildi ve cihaza ait 

yazılım (Kaluza Analysis, ABD) ile kantitatif analizler yapıldı. Pozitif kontrol grubu 

otofaji oranı %100 olarak kabul edilip diğer gruplardaki otofaji oranı pozitif kontrol 

grubuna göre hesaplanmıştır (181). 

RNA ekstraksiyonu ve kantitatif PCR  
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Bu analiz ile hücre hatlarında ölüm seviyesindeki değişimlerin hangi gen 

ekspresyonları aracılıklı olabileceği tespit edilmeye çalışılmıştır.  

RNA izolasyonu için, KELLY ve SH-SY5Y hücre hatları 0.3 x 106 

konsantrasyonunda 6 kuyucuklu plakalara ekilmiştir ve plakaların yüzeyine %80 

yoğunlukta tutunana kadar hücre kültür inkübatöründe saklanmıştır. Deney günü 

hücreler üzerindeki ortam uzaklaştırılmıştır ve kontrol grubuna FBS içermeyen hücre 

kültür ortamı, K41-A grubuna FBS içermeyen hücre kültür ortamı içerisinde 

LD50/IC50 olarak belirlenen konsantrasyonda K41-A, CDDP grubuna FBS içermeyen 

hücre kültür ortamı içerisinde LD50/IC50 olarak belirlenen konsantrasyonda sisplatin 

ve K41-A+CDDP grubuna ise FBS içermeyen hücre kültür ortamı içerisinde her iki 

ajanın da LD50/IC50 konsantrasyonları uygulanmıştır. İnkübasyon süresinin sonunda 

bir RNA izolasyon kiti (Norgen Biotek, Kanada) kullanılarak üreticinin talimatlarına 

göre hücrelerden RNA izolasyonu yapılmıştır. Hücreler üzerindeki ortam 

uzaklaştırıldı. Hücreler, 1 X soğuk fosfat tamponlu salin (PBS) ile yıkandı ve 350 µL 

kit içersinde bulunan RL tamponu ile 5 dk muamele edilmiştir. Bu süre boyunca 

aralıklarla kültür kabına hafifçe vurarak hücrelerin lizisis sağlanmıştır (Lizis aşaması). 

Hücre lizatı bir mikrosantrifüj tüpüne aktarılmış ve lizata 200 µL %96-100 etanol 

eklenmiştir. Karışım vortekslendi ve kit içerisindeki spin kolona aktarıldı. 14.000 x 

g'de 1 dakika santrifüjlendi (Bağlanma aşaması). Toplama tüpü atıldı ve kolon yeni bir 

toplama tüpüne aktarıldı. Kolona 400 µL Yıkama Solüsyonu A uygulandı ve 1 dakika 

santrifüjlendi. Toplama tüpü atıldı ve kolon yeni bir toplama tüpüne aktarıldı. Yıkama 

adımı 3 defa tekrarlandı (Yıkama aşaması). Kolon kitle birlikte verilen yeni bir 1,5 mL 

Elüsyon tüpüne yerleştirildi. Kolona 50 µL Elüsyon Solüsyonu A eklendi. 200 x g'de 

2 dakika ardından 14.000 x g'de 1 dakika santrifüjlendi (Elüsyon aşaması). RNA 

konsantrasyonu, Nanodrop (Blue-Ray Biotech, Tayvan) kullanılarak ölçüldü. İzole 

edilen RNA’lar hemen cDNA’ya çevrilmiştir. 

mRNA’lardan cDNA Sentezi: 

İzole edilen RNA’lardan PCR analizleri yapılması için cDNA sentezi 

yapılmıştır. Bu işlem için bir cDNA sentez kiti (iScript cDNA Synthesis Kit, Bio-Rad 

Laboratories, BAE) kullanılmıştır ve üreticinin talimatlarına göre reaksiyon 

kurulmuştur. Kitin içeriğinde reverse transkriptaz enzimi, reaksiyon tamponu ve distile 



 43 

su bulunmaktadır. Steril 0.2 ml’lik PCR stripleri içerisine tüm reaksiyon karışımını 

aşağıdaki protokol kullanılarak bir termal döngüleyicide (Nyxtechnik, ABD) inkübe 

edilmiştir: 

5x iScript Reaksiyon Tamponu : 4 µL 

iScipt Reverse Transcriptaz Enzimi : 1 µL 

Nükleaz içermeyen su : Örneğe göre değişen hacim 

RNA (100 fg – 1 µg total RNA) : Örneğe göre değişen hacim 

Toplam Hacim : 20 µL 

Reaksiyon koşulu olarak aşağıdaki protokol uygulanmıştır;  

Priming adımı : 25°C 5dk 

Reverse transkripsiyon adımı : 46°C 20 dk 

Reverse transkripsiyon inhibisyon 

adımı 

: 95°C 1 dk 

Bekletme : 4°C 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR): 

PCR reaksiyonları iTaq Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad 

Laboratories, BAE) kullanılarak gerçekleştirildi. Primer diazynı Primer3 websitesi 

kullanılarak (182) yapılmış ve primerler Oligomer Biyoteknoloji (Türkiye) tarafından 

sentezlenmiştir. Primerler üzerlerinde yazılan miktarlarda nükleaz içermeyen su ile 

seyreltilerek 100 µM olacak şekilde hazırlandı. Daha sonra bu stok karışımdan 500 

nM olacak şekilde seyreltilip q-PCR reaksiyonuna eklenmek üzere buz üstüne alındı. 

Tablo 4. Q-PCR Reaksiyonlarında Kullanılan Primerler 
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Gen Adı Forward Primer Reverse Primer 

Kaspaz 3 5’GGAAGCGAATCAATGGACTCTGG3’ 5’ GCATCGACATCTGTACCAGACC 

3’ 

Kaspaz 8 5’ AGAAGAGGGTCATCCTGGGAGA 3’ 5’ TCAGGACTTCCTTCAAGGCTGC 

3’ 

Kaspaz 9 5’ GTTTGAGGACCTTCGACCAGCT 3’ 5’ CAACGTACCAGGAGCCACTCTT 

3’ 

PARP1 5’ CCAAGCCAGTTCAGGACCTCAT 3’ 5’ 

GGATCTGCCTTTTGCTCAGCTTC 

3’ 

LC3A 5’ GCTACAAGGGTGAGAAGCAGCT 3’ 5’ 

CTGGTTCACCAGCAGGAAGAAG 

3’ 

p62 5’ TGTGTAGCGTCTGCGAGGGAAA 3’ 5’ AGTGTCCGTGTTTCACCTTCCG 

3’ 

Beclin-1 5’ CTGGACACTCAGCTCAACGTCA 3’ 5’ CTCTAGTGCCAGCTCCTTTAGC 

3’ 

GAPDH 5’ GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG 3’ 5’ ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA 

3’ 

 

PCR reaksiyonu için; iTaq Universal SYBR® Green Supermix ve diğer 

reaksiyon bileşenlerini oda sıcaklığına ulaştırılarak çözdürüldü. İyice karıştırıldı, 

homojen bir hal alması için 30 sn santrifüjlendi, ardından ışıktan koruyarak buz 

üzerinde saklandı ve tüm reaksiyon karışımı buz üzerinde hazırlandı. 96 kuyucuklu 

PCR plakası içine aşağıdaki hacimlerde DNA şablonu hariç tüm diğer bileşenler 

eklenerek qPCR reaksiyonları için yeterli karışım hazırlandı ve reaksiyon karışımını 

iyice karıştırıldı ve her bir qPCR plakasının kuyucuklarına eşit miktarda dağılması 

sağlandı. Son olarak reaksiyon karışımı içeren PCR kuyucuklarına DNA örnekleri 

eklendi, kuyucuklar plakalar ile uyumlu şeffaf filmle kapatıldı ve reaksiyon 



 45 

bileşenlerinin homojenliğini sağlamak için 40 saniye vortekslendi. Hava kabarcıklarını 

gidermek için plaka döndürüldü ve reaksiyon karışımı kabın dibinde toplandı (183). 

Reaksiyon karışımı: 

iTaq Universal SYBR® Green supermix (2X)  : 5 µl 

Forward ve Reverse Primerler   : 2 µl 

Nükleaz içermeyen su     : 1 µl 

cDNA       : 2 µl 

PCR reaksiyonları Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System 

(Bio-Rad Laboratories, BAE) cihazında gerçekleştirilmiş ve sonuçlar cihaz tarafından 

hesaplanmış ve  grafikler cihazın kendi yazılımı tarafından oluşturulmuştur (184).   

Q-PCR protokolü:  

Denatürasyon : 95°C  20 sn  

Amplifikasyon: 95°C  15 sn 

60°C  60sn 

Melting: 65°C’den 95°C’ye (0,5°C/sn aralıklarla) 

Bekletme: 95°C 30 sn 

Soğutma 

Gen ekspresyon değişimleri Livak metodu (185) kullanılarak 2-∆∆CT değerleri 

hesaplanarak bulunmuştur. Buna göre koşullardaki gen ekspresyon değişimleri negatif 

kontrol ile kıyaslanarak relatif gen ekspresyon değişimleri hesaplanmıştır. GAPDH 

kontrol geni olarak kullanılmıştır. 

 

İn-vivo ksenograft nöroblastom tümör modeli gelişimi ve farelerin ajanlar ile 

tedavisi  

İnsan kökenli KELLY nöroblastom hücre hattı kullanılarak nude farelerde ksenograft 

nöroblastom modeli oluşturulup, polieter iyonofor bir metabolit olan K41-A’nın anti-

tümör etkisi olup olmadığının gösterilmesi amacıyla öncelikle KELLY hücreleri 

çoğaltılarak nude farelere subkutan uygulama yolu ile verilmiştir ve nöroblastom 

ksenograft model oluşumu sağlanmıştır.  

40 siklus 
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KELLY hücrelerinin kültüre edilerek çoğaltılması  

KELLY nöroblastom hücre hattı DEU Onkoloji Enstitüsü Temel Onkoloji AD 

tarafından sağlanmıştır. KELLY hücreleri RPMI-1640 hücre kültür ortamı içine fetal 

bovin serum %10 ve %1 L-glutamin ve %1 Penisilin-streptomisin eklenmiş çoğaltma 

ortamları kullanılarak 2 günde bir ortam değiştirilerek steril 37°C %10 CO2 inkübatör 

şartlarında çoğaltıldı. Hücreler konfluent olduğunda pasajlanarak yeni kültür 

plaklarına ekilerek çoğaltılması sağlandı. 

İn-vivo ksenograft nöroblastom modeli oluşturulması ve takibi 

Kültüre edilerek çoğaltılan KELLY hücreleri subkutan olarak farelere uygulandı ve 

ksenograft tümör gelişimi sağlandı. 

Çalışmada Kullanılan Hayvanlar ve Özellikleri 

Çalışmada etik kurul izni alınmış 5-7 haftalık ortalama ağırlıkları 25 gr olan, Dokuz 

Eylül Üniversitesi Deney Hayvanları Laboratuarından temin edilen erkek nude fareler 

Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları Araştırma Laboratuarında 

(DEÜTFDHAL), Hepa-Filtreli kabinet içinde barındırıldı; yem, su ve kafes 

otoklavlandı. Hayvanların serbestçe yem ve suya ulaşmaları sağlandı.  Fareler çalışma 

boyunca oda sıcaklığında (20 ± 2 ºC) ve 12’şer saatlik aydınlık/karanlık ortamında 

tutuldu. Çalışmaya başlamadan önce fareler bir hafta süreyle bu ortamda izlenip 

ortama uyum göstermeleri sağlandı. 

İn-vivo KELLY subkutan (s.c.) ksenograftları 

KELLY hücreleri 5x106 hücre/0,1 mL olacak şekilde subkutan olarak nude farenin sırt 

bölgesinde tek tarafına enjekte edilerek tümör gelişimi sağlanmıştır. Her bir grupta 8 

hayvan olmak üzere 4 grup oluşturulmuştur. Nöroblastom hücere enjeksiyonundan 

sonra fareler her gün kontrol edilmiş ve tümör boyutları ölçülmüştür. Tümör çapı 7-10 

gün içinde 0,6-0,8 cm’ye ulaşan fareler her grupta n=8 olacak şekilde randomize edildi 

(186).  

1. Kontrol grubu (DMSO %0.01): Üç hafta boyunca, gün aşırı intraperitoneal 

%0.01 DMSO/SF ile tedavi edilen grup (n=8). 
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2. Polieter iyonofor (K41-A) grubu: Üç hafta boyunca, gün aşırı günde 10 mg/kg 

intraperitoneal K41-A (187) ile tedavi edilen grup (n=8). 

3. Sisplatin (CDDP) grubu: Üç hafta boyunca haftada bir 5 mg/kg intrapertoneal 

sisplatin (188)ile tedavi edilen grup (n=8). 

4. Polieter iyonofor (K41-A) + Sisplatin (CDDP) grubu: Üç hafta boyunca gün 

aşırı 10 mg/kg intraperitoneal K41-A ve haftada bir 5 mg/kg intrapertoneal sisplatin 

ile tedavi edilen grup (n=8). 

Fareler tedavi bitiminden sonra 7 gün içinde sakrifiye edildi. Tümör boyutunun 

manuel olarak ölçülmesi, manuel kumpas kullanılarak yapılmıştır. Tümör uzunlukları 

(L) ve genişlikleri (w) gün aşırı ölçülmüş ve şu formül kullanılarak tümör hacmi 

ekstrapole edilmiştir: (L×w²)/2. Ayrıca, farelerin kiloları gün aşırı ölçülerek takip 

edilmiştir. 
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Tablo 5. In vivo deneylere ait zaman ve gruplar tablosu 

1. 0-15.gün KELLY neuroblastoma 

hücrelerin verilip tümör 

gelişiminin gözlenmesi 

2. 16-36. gün tedavinin 

uygulandığı süreç 

Gün Grup 1 (n=8) 

Kontrol 

(DMSO 

%0.01)  

Grup 2 (n=8) 

Polieter İyonofor 

(K41-A) (10 

mg/kg) 

Grup 3 (n=8) 

Sisplatin (5 

mg/kg) 

Grup 4 (n=8) 

Sisplatin (5 

mg/kg) + Polieter 

İyonofor (K41-A) 

(10 mg/kg) 

1. KELLY 

nöroblastom 

hücrelerin 

enjeksiyonu 

KELLY 

nöroblastom 

hücrelerin 

enjeksiyonu 

 KELLY 

nöroblastom 

hücrelerin 

enjeksiyonu 

KELLY 

nöroblastom 

hücrelerin 

enjeksiyonu 

2-6. Kilo kontrol 

7. Tümör 

oluşumunun 

başlaması 

Tümör 

oluşumunun 

başlaması 

Tümör 

oluşumunun 

başlaması 

Tümör 

oluşumunun 

başlaması 

13-

14. 

Kilo kontrol + Tümör boyutunun ölçülmesi 

15. Tümör 

oluşumu 

(Tümör çapı 

0,6-0,8 cm’ye 

ulaşan)  

Tümör oluşumu 

(Tümör çapı 0,6-

0,8 cm’ye 

ulaşan)  

Tümör oluşumu 

(Tümör çapı 0,6-

0,8 cm’ye ulaşan)  

Tümör oluşumu 

(Tümör çapı 0,6-

0,8 cm’ye ulaşan)  

16. DMSO K41-A Sisplatin K41-A + Sisplatin 

17.     

18. DMSO K41-A 
 

K41-A 

19.     

20. DMSO K41-A 
 

K41-A 

21.     

22. DMSO K41-A 
 

K41-A 

23.  
 

Sisplatin  

24. DMSO K41-A 
 

K41-A + Sisplatin 

25.     

26. DMSO K41-A 
 

K41-A 
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27.     

28. DMSO K41-A 
 

K41-A 

29.     

30. DMSO K41-A Sisplatin K41-A + Sisplatin 

31.     

37. SAKRİFİKASYON 

 

Farelerin sakrifikasyonu 

Ksenograft model oluşumu ve sonrasında farelerin tedavileri tanmamlandığında, K41-

A, Sisplatin ve K41-A-Sisplatin kombine uygulamalarının tümör dokularında 

apoptotik ve otofajik hücre ölümüne olan etkisinin, ilişkili proteinlerin ekspresyonları 

üzerinden immünohistokimyasal olarak değerlendirilerek ortaya konması 

amaçlanmıştır. Bu amaçla, tedavisi tamamlanan fareler uygun şekilde sakrifiye 

edilerek tümör dokuları elde edilmiştir. Sakrifikasyon aşamasında tüm organlar 

metastatik oluşum açısından kontrol edilmiştir ve hayvanlardan tümör dokusunun yanı 

sıra karaciğer, böbrek, dalak, akciğer ve beyin organları da Hematoksilen-Eozin boyası 

ile değerlendirilmek üzere histolojik analizler için alınmıştır. Farelerin 

sakrifikasyonları, biyogüvenlik kabinet-2 (BSL-2) içerisinde gerçekleştirilmiştir. 

Hayvanların tümörleri çıkarılarak ve %10 formaldehit solüsyonu ile fikse edilerek 

immünohistokimya için kullanılmak üzere saklanmıştır. Daha sonra hayvanlar 

anestezi altında antiseptik madde ile insizyon bölgesi temizlendikten sonra abdominal 

bölgeden kesi atılarak batın açılmış ve tüm vücut taraması yapılarak metastatik bir 

oluşum olup olmadığı kontrol edilmiştir ve organlar alınarak incelenmek üzere 

%10’luk formaldehit içeren saklama kaplarına konulmuştur. 

İmmünohistokimyasal analizler 

S.C. enjeksiyon ile oluşturulan tümörlerde uygulanan ajanların hücre ölüm 

yolaklarında kritik rol oyanyan seçilmiş proteinlere olan etkisini değerlendirmek için, 

hayvanlara ajan uygulamları sonrası sakrifikasyon ile elde edilen dokular parafine 
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gömülerek bloklanmış ve alınan tümör kesitlerinde immünohistokimyasal boyamaları 

yapılmıştır. 

Apoptoz ilişkili Proteinler olarak: aktif-kaspaz 3 (189), aktif-kaspaz 8, aktif-kaspaz 9 

(190), c-PARP (cleaved PARP) (191) ve Otofaji ilişkili Proteinler olarak: LC3, p62, 

Beclin-1 protein ekspresyonları tümör dokularında immünohistokimyasal olarak 

boyanarak incelenecektir (192) 

Doku Takibi prosedürü: 

Sakrifikasyon sonrası çıkarılan dokular fiksasyon için %10’luk formadehit 

çözeltisinde en az 48 saat bekletildi. Doku takibi cihazında (Intelsint TP300, İtalya) 

aşağıdaki koşullarda takibi yapılmıştır; 

Fiksatifi uzaklaştırmak için 1 gece çeşme suyunda bekletildi. Dehidrasyon için 

%70’ten artan serilerde alkolden geçirilerek su uzaklaştırıldı (20 şer dakika). 

Şeffaflandırmak için Xylol solüsyonunda yarım saatlik iki seriden geçirildi. Parafine 

hazırlama aşamasında yumuşak parafinde iki seri 1’er saat bekletildi. Tüm 

aşamalardan sonra, son olarak parafin bloklama cihazında (Leica RM2245, Almanya) 

yapılmıştır. Donarak sertleşen parafin bloklar kalıplarından çıkartıldıktan sonra 

mikrotoma (Leica RM2245, Almanya) yerleştirildi, 20 µm’lik kesitlerle doku 

içetmeyen parafin parçaları uzaklaştırılmıştır ve dokuya ulaştıktan sonra 5 µm’lik 

kesitler alınarak fırça yardımıyla su banyosuna aktarıldı. Parafin ve dokuda bulunan 

kıvrımların açılması için önemlidir. Ardından dokular su banyosundan bir lama 

alınarak çıkarıldı ve kurumaları sağlandı. Bu aşamadan sonra boyama işlemlerini 

gerçekleştirmeye hazır hale gelmiş oldu. 

Hematoksilen – Eozin boyama prosedürü: 

KELLY nöroblastom hücre hattı in-vivo olarak, başta kemik olmak üzere diğer 

organlarda metastaz yapma özelliği gösterdiğinden (193), sakrifikasyon aşamasına 

tüm organlar metastatik oluşum açısından kontrol edilmiş ve hayvanlardan tümör 

dokusunun yanı sıra karaciğer, böbrek, dalak, akciğer ve beyin organları da 

Hematoksilen-Eozin boyası ile değerlendirilmek üzere histolojik analizler için 

alınmıştır.  
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Önce kesitler alınır ve deparafinizasyon için  gece boyunca 60˚C’lik etüvde bekletilir. 

İnkübasyon süresinin sonunda 20’şer dakika ilki 60˚C’de diğerleri 25˚C olacak şekilde 

üç farklı ksilene tabi tutulur. Dehidratasyon basamağı için alkol serilerinden (%99, 

%96, %80, %70’lik) geçirilir. Kesitler distile su ile yıkandıktan sonra kontrol edilerek 

boyayı alana kadar hematoksilen ile muamele edilir. Boyamanın ardından, fazla 

boyanın dokudan uzaklaştırılması için 5-6 dakika akan su altında tutulur, sonrarsında 

40-60 saniye eozin boyası ile boyanır. Boyamadan sonra artan alkol serisinden 

(sırasıyla %70, %80, %96 ve %99) geçirilen kesitler 30’ar dakika üç farklı ksilende 

tutularak şeffaflaştırılır ve ksilenden çıkarılan lamlar entellan ile kapatılır (194). 

İmmünohistokimyasal boyama prosedürü: 

Alınan kesitler deparafinizasyon işlemi için gece boyunca 60˚C’lik etüvde bırakılır. 

İnkübasyon süresinin sonunda 20’şer dakika ilki 60˚C’de diğerleri 25˚C olacak şekilde 

üç farklı ksilene tabi tutulur. Daha sonra dehidratasyon işlemi için alkol serilerinden 

(%99, %96, %80, %70’lik) geçirilir.  Kesitler distile su ile çalkalandıktan sonra antijen 

çağırma işlemi için 5 dakika sitrat solüsyonunda kaynatılır ve sonrasında lamlar 

soğumaya bırakılır. Soğuyan lamlar distile suda çalkalanır. Sonrasında %3’lük 

hidrojen peroksit ile 10 dakika muamele edilir. Yine distile su ile yıkama yapılır ve 

inhibitör (serum) ile inhibisyon yapılır. Ardından primer antikorlar uygulanarak +4 

C’de bir gece bekletilir. Ertesi gün sekonder antikor (HRP) uygulanır. Sekonder 

antikordan sonra DAB kromojen ile muamele edilir, mikroskop altında kontrol 

edilerek boyanma olana kadar bekletilir. Boyamanın ardından, fazla boyanın dokudan 

uzaklaştırılması için 5-6 dakika akan su altında tutulur. Boyamadan sonra artan alkol 

serisinden (%70, %80, %96 ve %99) geçirilen kesitler 30’ar dakika üç farklı ksilende 

tutularak şeffaflaştırılır ve ksilenden çıkarılan lamlar entellan ile kapatılır (195).  

İmmünohistokimyasal analizler ışık mikroskobu ile (Olympus BX50) mikroskobik 

inceleme ile 20 farklı alanda taranarak değerlendirilmiştir. 

3.5. Verilerin Değerlendirilmesi  

Hücre canlılık deneylerinde her bir koşul en az 3 tekrar olarak çalışılmış. İlaç 

uygulaması yapılmayan hücreler negatif kontrol olarak kullanılmıştır.  
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Hücre canlılığı (%) = (ilaçla muamele edilen hücrelerin absorbansı /negatif kontrol 

hücrelerin absorbansı) *100 olarak hesaplanmıştır.  

Hücre popülasyonunun %50’sini öldüren ilaç konsantrasyonu LD50/IC50 dozu 

olarak kabul edilmiştir. Canlılık testi sonrası ajanların LD50/IC50 değerleri GraphPad 

Prism version 9.0 (GraphPad Software, Chicago, ABD) yazılımı ile 

canlılık/konsantrasyon grafikleri aracılığıyla belirlenmiştir.  

Akım sitometri deneyinde analizler cihazın kendi programı (Kaluza Analysis, 

ABD) kullanılarak otomatik olarak gerçekleştirilmiştir. Bu analizlerde boyama 

yapılmayan negatif kontrol grubuna göre (Unstained) kapılama yapılıp, ilaçla 

muamele edilen koşullar buna göre değerlendirilmiştir.  

Q-PCR deneyinde; GraphPad Prism kullanılarak grafikler çizilmiş ve istatiksel 

olarak anlamlı değişimin olup olmadığının saptanması için t testi kullanılmıştır.  

İstatistiksel analiz dörtlü grup karşılaştırmalarında verilerin normal dağılımı 

gözetilerek ANOVA ya da Kruskal-Wallis testi kullanılmıştır. Kategorik verilerin 

değerlendirilmesinde Ki-Kare testi kullanılarak gruplar arası kategorik değişkenlerin 

dağılımı karşılaştırılmıştır. Tüm istatistiksel analizler SPSS Version 24.0 (IBM SPSS 

Statistics, ABD) programında yapılmıştır. p<0,05 değeri istatistiksel anlamlı kabul 

edilmiştir. 

3.6. Araştırmanın Sınırlılıkları 

Bu tez çalışmasında protein ekspresyonlarının western-blot tekniği ile 

değerlendirilmesi planlanmaktaydı. Western-blot analizlerinin yapılması bu çalışma 

sonucu ortaya çıkan verilerin validasyonunun sağlanması açısından önem arz 

etmekteydi. Ancak bu teknik için gereken ekipman ve sarf malzemelerinin maliyetleri 

nedeniyle uygulanması mümkün olmadı. Bu nedenle yalnızca proteinlere ait mRNA 

seviyeleri aracılığı ile transkripsiyon seviyesinde bir değerlendirme yapılabildi. Aynı 

şekilde in vivo analizlerde de western-blot yerine immünohistokimyasal protein 

seviyesi üzerinden bir değerlendirme yapılmıştır.  
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3.7. Etik Kurul Onayı 

Dokuz Eylül Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafından 

29.09.2021 tarihli 52/2021 protokol numarası ve 03/15/2021 gündem numarası ile etik 

kurul onayı alınmıştır. Etik kurul onayı örneği EK’te sunulmuştur.   
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4. BULGULAR 

4.1. Hücre Canlılık Analizleri 

Bir polieter iyonofor molekül olan K41-A’nın KELLY ve SH-SY5Y hücreleri 

üzerindeki tek başına ve sisplatin ile birlikte etkisi WST-1 yöntemi ile incelenmiştir. 

Bu amaçla, SH-SY5Y hücreleri 0-100 µM arası değişen dozlarda K41-A ve sisplatin 

(CDDP) ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edilmiştir ve bu sürelerin sonunda 

WST-1 ile hücre canlılığı değerlendirilmiştir. 

SH-SY5Y hücrelerinde K41-A ve CDDP hem tek başına hem de birlikte 

uygulanmış ve 24, 48 ve 72 saat sonunda WST-1 ile hücre canlılığı ölçülmüştür. 

Aşağıda SH-SY5Y hücrelerine ait hücre canlılık grafiği verilmektedir. 

 

Şekil 8. K41-A ve sisplatinin 24, 48 ve 72 saat sürelerde SH-SY5Y hücrelerinde farklı 

dozlarda (0-100µM) hücre canlılığına etkisi 

WST-1 testi sonucuna göre SH-SY5Y hücreleri üzerindeki en etkin ilaç 

yanıtlarının 24 saatlik maruziyetlerde ortaya çıktığı gözlenmiştir. Bundan dolayı 24 

saatlik ajan uygulamasında ilaç dozuna bağlı olarak değişen hücre canlılık oranları ile 
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doz/konsantrasyon-canlılık eğrileri oluşturulmuş ve ajanlara ait LD50/IC50 dozları 

belirlenmiştir. 

 

Şekil 9. SH-SY5Y hücrelerinde K41-A ve CDDP doz/konsantrasyon-canlılık 

grafikleri 

Bu analizler doğrultusunda 24 saat sonunda SH-SY5Y hücrelerinin %50’sini 

öldüren K41-A dozu (LD50/IC50) 41,98 µM ve SH-SY5Y hücrelerinin %50’sini 

öldüren CDDP dozu (LD50/IC50) 99,57 µM olarak belirlenmiştir. 

KELLY hücrelerinde K41-A ve CDDP hem tek başına hem de birlikte 

uygulanmış ve 24, 48 ve 72 saat sonunda WST-1 ile hücre canlılığı ölçülmüştür. 

Aşağıda KELLY hücrelerine ait hücre canlılık grafiği verilmektedir. 
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Şekil 10. K41-A ve sisplatinin 24, 48 ve 72 saat sürelerde KELLY hücrelerinde farklı 

dozlarda (0-100µM) hücre canlılığına etkisi 

WST-1 testi sonucuna göre KELLY hücreleri üzerindeki en etkin ilaç 

yanıtlarının 24 saatlik maruziyetlerde ortaya çıktığı gözlenmiştir. Bundan dolayı 24 

saatlik ajan uygulamasında ilaç dozuna bağlı olarak değişen hücre canlılık oranları ile 

doz/konsantrasyon-canlılık eğrileri oluşturulmuş ve ajanlara ait LD50/IC50 dozları 

belirlenmiştir. 

 

Şekil 11. KELLY hücrelerinde K41-A ve CDDP doz/konsantrasyon-canlılık 

grafikleri.  
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Bu analizler doğrultusunda 24 saat sonunda KELLY hücrelerinin %50’sini 

öldüren K41-A dozu (LD50/IC50) 39,17 µM ve SH-SY5Y hücrelerinin %50’sini 

öldüren CDDP dozu (LD50/IC50) 48,34 µM olarak belirlenmiştir. 

İn-vitro deneylerin bundan sonraki aşamalarında bu analiz sonucu belirlenen 

LD50/IC50 dozları ve bu ajanların bu dozlarda kombinasyonları uygulanmıştır. 

4.2. Mikroskopi Görüntüleri 

41,98 µM K41-A ve 99,57 µM CDDP ile inkube edilen SH-SY5Y hücreleri 

24, 48 ve 72 saatlik sürelerde mikroskopi altında incelenmiştir.  

 

 

 

 

 Kontrol K41-A (41,98 µM) CDDP (99,57 µM) 

24 SAAT 

10x 
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48 SAAT 

10x 

   

72 SAAT 

10x 

   

Şekil 12. 41,98 µM K41-A ve 99,57 µM CDDP ile inkube edilen SH-SY5Y 

hücrelerinin mikroskobi görüntüleri (24, 48 ve 72 saat) 

 

 

 

 

 

 

 

LCL-161(100 µM) - 48h 
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39,17 µM K41-A ve 48,34 µM CDDP ile inkube edilen KELLY hücreleri 

24,48 ve 72 saatlik sürelerde mikroskopi altında incelenmiştir.  

 Kontrol K41-A (39,17 µM) CDDP (48,34 µM) 

24 SAAT 

10x 

   

48 SAAT 

10x 

   

72 SAAT 

10x 
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Şekil 18. 39,17 µM K41-A ve 48,34 µM CDDP ile inkube edilen hücrelerinin 

mikroskobi görüntüleri (24, 48 ve 72 saat) 

 

4.3. Akım Sitometrik Apoptoz ve Nekroz Tayini 

SH-SY5Y ve KELLY hücrelerinde K41-A ve CDDP uygulamasının hangi tip 

hücre ölümüne yol açtığını incelemek için Annexin V/ Propidium iyodür boyaması ile 

akım sitometrik hücre ölüm analizi yapılmıştır.  
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Şekil 19. SH-SY5Y hücrelerinde AnnexinV/PI analiz sonuçlarına ait akım sitometri 

histogramları

 

Şekil 20. SH-SY5Y hücrelerinde AnnexinV/PI analiz sonuçlarına ait yüzde oranlarını 

gösteren grafik (* p≤0.05, ** p≤0,01, *** p≤0,001) 

CDDP ve K41-A’nın LD50 dozları uygulanan SH-SY5Y hücrelerinde 24 saatin 

sonunda kontrol grubunda %94,0 canlılık, %3,0 erken apoptoz, %1,5 geç apoptoz ve 

%1,5 nekroz görülürken; K41-A grubunda %62,7 canlılık, %0,4 erken apoptoz, %1,3 

geç apoptoz ve %35,6 nekroz; CDDP grubunda %42,8 canlılık, %0,3 erken apoptoz, 

%1,9 geç apoptoz ve %55,0 nekroz; K41-A+CDDP grubunda %39,7 canlılık, %0,2 

erken apoptoz, %1,0 geç apoptoz ve %59,0 nekroz görülmüştür.  
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Şekil 21. KELLY hücrelerinde AnnexinV/PI analiz sonuçlarına ait akım sitometri 

histogramları 
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Şekil 22. KELLY hücrelerinde AnnexinV/PI analiz sonuçlarına ait yüzde oranlarını 

gösteren grafik (* p≤0.05, ** p≤0,01, *** p≤0,001) 

CDDP ve K41-A’nın LD50 dozları uygulanan KELLY hücrelerinde 24 saatin 

sonunda kontrol grubunda %97,7 canlılık, %0,0 erken apoptoz, %0,5 geç apoptoz ve 

%1,80 nekroz görülürken; K41-A grubunda %55,8 canlılık, %5,4 erken apoptoz, %30 

geç apoptoz ve %9,9 nekroz; CDDP grubunda %59,3 canlılık, %3,3 erken apoptoz, 

%17,1 geç apoptoz ve %20,3 nekroz; K41-A+CDDP grubunda %54,4 canlılık, %1,0 

erken apoptoz, %20,7 geç apoptoz ve %23,9 nekroz görülmüştür.  

 

4.4. Akım Sitometrik Otofaji Tayini 

SH-SY5Y ve KELLY hücrelerinde K41-A ve CDDP uygulamasının otofaji 

üzerindeki etkilerini incelemek için akım sitometrisi ile otofaji tayini yapılmıştır. 
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Şekil 23. SH-SY5Y hücrelerinde otofaji analiz sonuçlarına ait akım sitometri 

histogramları 

 

 

Şekil 24. K41-A ve CDDP uygulamasına bağlı olarak SH-SY5Y hücrelerinde otofaji 

oranlarını gösteren grafik (* p≤0.05, ** p≤0,01, *** p≤0,001) 
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Bu sonuçlara göre SH-SY5Y hücrelerinde kontrol grubunda %51,3; K41-A 

grubunda %26,0; CDDP grubunda %58,4 ve K41-A+CDDP grubunda %29,9 otofaji 

görülmüştür. K41-A uygulanan grupta kontrol ve CDDP grubuna göre otofaji oranında 

azalma görülmektedir. Aynı zamanda K41-A+CDDP grubu da hem kontrol hem de 

tek başına CDDP ile karşılaştırıldığında daha az otofaji oranına sahiptir. K41-A, 

CDDP ile indüklenen otofajiyi inhibe etmiştir. 
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Şekil 25. KELLY hücrelerinde otofaji analiz sonuçlarına ait akım sitometri 

histogramları 
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Şekil 26. K41-A ve CDDP uygulamasına bağlı olarak SH-SY5Y hücrelerinde otofaji 

oranlarını gösteren grafik (* p≤0.05, ** p≤0,01, *** p≤0,001) 

Bu sonuçlara göre KELLY hücrelerinde kontrol grubunda %29,4; K41-A 

grubunda %25,0; CDDP grubunda %66,38 ve K41-A+CDDP grubunda %53,65 

otofaji görülmüştür. K41-A uygulanan grupta kontrol ve CDDP grubuna göre otofaji 

oranında azalma görülmektedir. Aynı zamanda K41-A+CDDP grubu CDDP ile 

karşılaştırıldığında daha az otofaji oranına sahiptir. K41-A, CDDP ile indüklenen 

otofajiyi inhibe etmiştir. 

4.5. Eş-zamanlı Kantitatif PCR (Q-PCR) Analizleri 

Hücrelerdeki apoptotik ve otofajik proteinlere ait mRNA seviyelerinin 

belirlenmesi için Q-PCR analizleri gerçekleştirilmiştir. SH-SY5Y hücrelerinde ajan 

uygulamasına bağlı olarak apototik ve otofajik belirteçlere ait RT-QPCR analiz 

sonuçları aşağıdaki gibidir. p<0,001 *** olarak gösterilmektedir. 
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Şekil 27. K41-A ve CDDP uygulamasına bağlı olarak SH-SY5Y hücrelerinde Q-PCR 

ile gen ekspresyonlarının değişimlerinin incelenmesi (* p≤0.05, ** p≤0,01, *** 

p≤0,001) 

Bu sonuçlar göstermektedir ki SH-SY5Y hücrelerinde K41-A hem tek başına hem de 

CDDP ile birkikte kombine uygulamasında apototik Kaspaz 8 mRNA seviyelerini 

istatistiksel olarak anlamlı derecede arttırmıştır (p<0,001). K41-A+CDDP uygulması ise 

Kaspaz 3 seviyerlerinde anlamlı artışa neden olmuştur (p<0,001). Kaspaz 9 mRNA 

seviyeleri ise CDDP ve K41-A+CDDP grubunda anlamlı artış gösterirken tek başına 

K41-A uygulanan grupta anlamlı fark görülmemiştir (p>0,05). CDDP uygulaması PARP-

1 seviyesini yüksek oranda arttırmıştır ve CDDP ile birlikte uygulanan K41-A bu aşırı 

yüksek ekspresyonu anlamlı derecede azaltmıştır ve hücrenin yüksek PARP-1 

ekspresyonu ile geliştirdiği apoptoza direncini azaltmıştır (p<0,001). Otofajik belirteçler 

olan p62, LC3A ve Beclin-1 ise CDDP uygulamasına bağlı olarak artarken K41-A 

uygulaması bu belirteçlerin ekpresyon seviyelerini hem tek başına hem de CDDP ile 

kombine uygulamada azaltarak otofajiyi inhibe etmektedir (sırasıyla p<0,05, p<0,001, 

p<0,05). 

KELLY hücrelerinde ajan uygulamasına bağlı olarak apototik ve otofajik 

belirteçlere ait RT-QPCR analiz sonuçları aşağıdaki gibidir. 
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Şekil 28. K41-A ve CDDP uygulamasına bağlı olarak KELLY hücrelerinde Q-PCR 

ile gen ekspresyonlarının değişimlerinin incelenmesi (* p≤0.05, ** p≤0,01, *** 

p≤0,001) 

Bu sonuçlar göstermektedir ki KELLY hücrelerinde K41-A uygulaması hem tek 

başına hem de CDDP ile birkikte kombine uygulamasında apototik Kaspaz 8 mRNA 

seviyelerini arttırmıştır (p<0,001). K41-A+CDDP uygulması ise Kaspaz 3 

seviyerlerinde anlamlı artışa neden olmuştur (p<0,001). Kaspaz 9 mRNA seviyeleri 

ise K41-A+CDDP grubunda anlamlı artış gösterirken tek başına K41-A ve CDDP 

uygulanan grupta anlamlı fark görülmemiştir (p>0,05). CDDP uygulaması PARP-1 

seviyesini yüksek oranda arttırmıştır ve CDDP ile birlikte uygulanan K41-A bu aşırı 

yüksek ekspresyonu anlamlı derecede azaltmıştır ve hücrenin apoptoza direncini 

azaltmıştır (p<0,001).  Otofajik belirteçler olan p62, LC3A ve Beclin-1 ise CDDP 

uygulamasına bağlı olarak artarken K41-A uygulaması bu belirteçlerin ekpresyon 
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seviyelerini hem tek başına hem de CDDP ile kombine uygulamada azaltarak otofajiyi 

inhibe etmektedir (p<0,001). 

4.6. In Vivo Nöroblastom Ksenograft Modelinde Tümör Boyut 

Değişimlerinin İncelenmesi 

Nude farelerde nöroblastom ksenograftları oluşturulduktan ve tümör boyutu 0,6-

0,8 cm’ye ulaşanlar tedavi gruplaranı randomize edilmiş ve tedavi başlangıcından 

sakrifikasyona kadarki tümör boyutları ölçülüp tümör hacmi hesaplanmıştır. Aşağıda 

gruplara ait tümör boyut değim grafiği verilmektedir.  

 

Şekil 29. Nöroblastom ksenograft modelinde tedavi süresince gruplardaki 

ortalama tümör hacim değişimleri. (Kontrol vs. CDDP p=0,018, Kontrol vs. K41-

A+CDDP p=0,00) 

Bu sonuçlar göstermektedir ki tümör boyutu en hızlı kontrol grubunda artarken 

CDDP grubunda tümör büyümesi anlamlı olarak azalmıştır. K41-A’nın CDDP ile 

birlikte uygulandığı grupta ise CDDP’nin tek başına uygulandığı gruba göre yine 

tümör büyümesi istatistiksel olarak anlamlı derecede azalmıştır. 
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4.7. In Vivo Nöroblastom Ksenograft Modelinde Apoptotik ve Otofajik 

Belirteçlerin İmmünohistokimyasal Analizi 

Nude farelerde nöroblastom ksenograftları oluşturulup gruplara tedavi rejimleri 

uygulandıktan sonra fareler sakrifiye edilmiş ve tümör dokuları alınarak 

immünohistokimyasal analizle apoptotik cleaved-Kaspaz 3, cleaved-Kaspaz 8, 

cleaved-Kaspaz 9 ve cleaved-PARP-1 ve otofajik p62, LC3A, Beclin-1 protein 

ekspresyon seviyeleri değerlendirilmiştir. İmmunohistokimyasal boyamaları yapılan 

dokulara ait mikroskobik görüntüler aşağıda gösterilmektedir. 

 

 Kontrol K41-A CDDP K41-A + CDDP 

Kaspaz 3 

%40 ekpresyon %50 ekpresyon %50 ekpresyon %60 ekpresyon 

Kaspaz 8 

%20 ekpresyon %40 ekpresyon %40 ekpresyon %40 ekpresyon 

Kaspaz 9 

%10 ekpresyon / 10x %25 ekpresyon / 10x %15 ekpresyon / 10x %20 ekpresyon / 10x 
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PARP 

%30 ekpresyon / 10x %10 ekpresyon / 10x %30 ekpresyon / 10x %40 ekpresyon / 10x 

p62 

%40 ekpresyon / 10x %60 ekpresyon / 10x %50 ekpresyon / 10x %70 ekpresyon / 10x 

Beclin-1 

%10 ekpresyon / 10x %20 ekpresyon / 10x %5 ekpresyon / 10x %10 ekpresyon / 10x 

LC3A 

%30 ekpresyon / 10x %10 ekpresyon / 10x %20 ekpresyon / 10x %30 ekpresyon / 10x 

Şekil 30. In vivo nöroblastom ksenograft modelinde tedavi gruplarına ait temsili 

immunohistokimyasal mikroskobi görüntüleri 

 Gruplar arası apoptotik ve otofajik hücre ölümü ile ilişkili protein seviyeleri 

karşılaştırılmış olup sonuç tablosu ve grafikleri aşağıda verilmektedir. 

 

Kaspaz 3 Kaspaz 8 Kaspaz 9 PARP p62 Beclin-1 LC3A

N Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma

Kontrol 8 40 9,2582 20 5,34522 16,25 5,17549 35 5,34522 38,75 17,26888 13,75 7,44024 28,75 18,07722

K41-A 8 48,75 11,25992 34,375 15,45443 23,75 9,54314 16,875 14,37694 51,25 11,25992 20 22,67787 9,625 6,94751

CDDP 8 55 11,95229 37,5 8,86405 10 7,07107 47,5 8,86405 33,75 5,17549 3,25 1,98206 35,625 14,50062

K41-A+CDDP 8 57,5 7,07107 38,75 8,34523 18,75 7,90569 40 21,3809 71,875 11,31923 7,25 3,01188 30 7,55929
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Şekil 31. In vivo nöroblastom ksenograft modelinde tedavi gruplarına ait ortalama 

apoptotik ve otofajik protein ekpresyon skorları tablosu  

 

Şekil 32. In vivo nöroblastom ksenograft modelinde tedavi gruplarına ait ortalama 

apoptotik ve otofajik protein ekpresyon skorları grafiği (* p≤0.05, ** p≤0,01, *** 

p≤0,001) 

Bu sonuçlar göstermektedir ki apoptotik proteinler olan kaspaz 3 ve kaspaz 8 hem 

K41-A ve CDDP tek başlarına uygulandığında hem de birlikte uygulandığında kontrol 

grubuna göre anlamlı derecede artış göstermiştir. Kaspaz 9 ekspresyonu ise K41-A 

grubunda CDDP grubuna göre anlamlı derecede daha fazla görülmüştür. PARP 

ekpresyonu K41-A uygulanan grupta azalmakta iken CDDP uygulanan grupta 

artmaktadır ve iki ajanın kombine uygulamasında CDDP tek başına uygulanan gruba 

göre azalmaktadır. P62’nin hücre içinde birikmesi hücresel otofajinin inhibisyonunun 

göstergesidir. Sonuçlara göre K41-A p62 oranını hem tek başına uygulandığında hem 

de CDDP ile birlikte uygulandığında arttırmıştır. Bu da K41-A’nın otofaji inhibisyonu 

yaptığını doğrular niteliktedir. K41-A yine hem tek uygulamada hem de kombine 

uygulamada LC3A otofajik protein seviyelerini düşürerek CDDP’nin neden olduğu 

otofajiyi azaltmaktadır.  
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5. TARTIŞMA  

Doğal bileşikler olan polieter iyonoforlara son yıllarda artan bir ilgi olduğu 

gerçektir. Günümüzde moleküler yapısı aydınlatılmış olan 120’den fazla doğal 

iyonofor bileşik vardır  (130).  Başlıca amaçları koksidiyozu kontrol etmek olsa da 

(131) son yıllarda polieter iyonoforlar kanser araştırmalarında da öne çıkmaktadır 

(155).  

K41-A, Streptomyces türlerinden izole edilen, Gram-pozitif bakterilere karşı 

antibakteriyel ve anti-koksidal aktivite bildirilen polisiklik bir polieter molekülüdür 

(175).  Khan ve arkadaşları ile Gezer ve arkadaşları, Streptomyces cacoi'den K41-A 

molekülünü izole etmeyi başarmışlardır (16,17) Khan ve arkadaşları, K41-1A'nın 

insan servikal karsinom (HeLa), insan prostat kanseri (PC-3), insan akciğer 

adenokarsinomu (A549) ve insan kolorektal adenokarsinom (CaCo-2) hücreleri 

üzerinde antikanser özelliklere sahip olduğunu bildirmişlerdir (16). İzole edilen bu 

bileşiğin kanser hücre hatlarında otofaji üzerindeki etkisi de incelenmiştir. Yazarlar, 

K41-A’nın otofajiyi inhibe edebileceğini öne sürmüşlerdir (16).  

Bu çalışmada ise doğal bir polieter iyonofor olan K41-A’nın nöroblastom hücre 

hatları ve in vivo nöroblastom ksenograft modelinde olası anti-kanser etkileri ve etkili 

olabileceği öne sürülen hücre ölüm mekanizmaları moleküler tekniklerle 

incelenmiştir. 

Bir polieter molekül olan lasalosid asitin antiproliferatif özellikleri, meme, kolon 

ve akciğer adenokarsinom hücre hatları da dahil olmak üzere bir dizi kanser hücre hattı 

üzerinde yapılan araştırmalarda kanıtlanmıştır (156). Daha ileri çalışmalar lasalosid 

asidin insan prostat kanserine karşı olumlu etkilerini doğrulamıştır (157). Diğer bir 

polieter iyonofor olan monensin ise prostat kanseri hücrelerine karşı yüksek verimli 

taraması yapılan 500’den fazla bileşiğin dahil edildiği bir çalışmada bu hücrelerin 

büyümesini inhibe etme özelliği gösteren dört ajandan biris olarak öne çıkmıştır  (158) 

Monensinin ayrıca lenfoma ve kemorezistan bir pankreas kanseri varyantı da dahil 

olmak üzere diğer birçok kanser hücresi türünün çoğalmasını engellediğini 

göstermiştir (159–161). Bu sonuçlara benzer şekilde, bu çalışmada K41-A’nın 

nöroblastom hücre hatlarında sitotoksik etki göstererek hücre büyümesini inhibe ettiği 
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gösterimiştir. Ayrıca, polieter iyonoforlar diğer kemoterapötik ajanlarla birlikte 

uygulandıklarında sinerjik etki göterebilmektedirler. Örneğin monensin SWA11 risin 

A zincirinin sitotoksik aktivitesini birlikte uygulandığında elli kat arttırabilmeyi 

başarmıştır (162,163). Benzer şekilde doksorubisin ile birlikte uygulanan monensin 

bir HeLa hücre hattı türevinde doksorubisinin anti-proliferatif etkilerini arttırmaktadır 

(164). Yapılan bu çalışmada da sispatin ile uygulanan K41-A’nın tek başına sisplatin 

uygulamasına göre hücre canlılığını daha fazla azalttığı gösterilmiştir. 

Apoptoz, kontrollü nekroz ve otofajik hücre ölümü sınıflandırılmış ana hücre 

ölüm tipleridir. Genellikle hücreler hücre ölüm mekanizmalarının karmaşık 

özelliklerine maruz kalırlar. Üç hücre ölüm tipi de birbirlerini dışlamadan etki ederler. 

Otofaji sitoplazmik içeriğin bozulmasıyla başlar ve bozunan hücresel içeriğin geri 

dönüştürülmesiyle hücresel stresin hafifletilmesine neden olur. Kanser hücreleri 

değişen mikroçevreleri ve yüksek metabolik ve biyosentez ihtiyaçları nedeniyle 

otofajiye sağlıklı hücrelere göre daha fazla yatkındırlar (196,197). Kanser hücreleri 

genellikle kusurlu otofajik kapasiteler gösterdiğinden, otofajinin indüksiyonu bir 

tümör baskılayıcı mekanizma olarak görülmektedir. Otofajik ölümün indüklenmesi, 

apoptoza dirençli kanser hücreleri için yararlı bir terapötik yaklaşım olabilir ve kanser 

hücresi ölümünü teşvik etmede apoptoz ile birlikte tamamlayıcı bir yaklaşım 

sağlayabilir. Öte yandan, otofajinin tedavi aracılı tümör hücresi ölümüne karşı direnç 

sağladığı gösterilmiştir. Tümör hücreleri koruyucu otofajiyi indüklediğinde, otofajinin 

inhibisyonu apoptozu aktive ederek tümör hücrelerini tedaviye duyarlı hale getirmenin 

bir yolunu sağlayabilir (127–129). Polieter antibiyotikler arasında, monensin ve 

nigerisin otofaji üzerindeki etkileri açısından incelenen en yaygın antibiyotiklerdir. 

Monensinin hücre içinde otofajik vakuoller biriktirdiği rapor edilmiştir (198). Daha 

ileri çalışmalar, monensinin otofaji yolunun terminal füzyon aşamasını, yani 

otofagozom ve lizozom füzyonunu inhibe ederek otofajik vakuollerin birikmesine yol 

açtığını ve HeLa hücre hattında apoptozu tetiklediğini doğrulamıştır (151). Benzer 

şekilde, başka bir çalışmada, polieter antibiyotikler monensin ve nigerisinin her 

ikisinin de MN9D nöronal hücrelerinde otofagozom ve lizozom füzyonu üzerindeki 

inhibitör etkilerini göstererek sitoplazmada otofajik vakuollerin birikmesine neden 

olduğu ortaya konmuştur. Buna paralel olarak, Western blot analizi, bu polieter 

antibiyotiklerin tedavisi üzerine kaspaz 3'ün parçalanması ile birlikte hem otofaji akış 
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belirteçleri LC3-II hem de p62'nin biriktiğini göstermiştir (152). Bununla birlikte, 

monensinin rapamisin (mTOR inhibitörü) veya erlotinib (epidermal büyüme faktörü 

reseptörü inhibitörü) gibi antikanser ilaçlarla eşzamanlı tedavisinin, akciğer kanseri 

hücre hattı NCI-H1299'da sinerjik antikanser aktivitesinin artmasıyla sonuçlandığı 

gösterilmiştir. Otofajinin hayatta kalma yanlısı rolü nedeniyle, kanser tedavisi 

sırasında, özellikle otofajik yolun negatif düzenleyicisi olan mTOR'u inhibe eden 

rapamisin tedavisi durumunda, hücrelerin otofaji yoluyla ölümden kaçmayı başardığı 

bilinmektedir. Bununla birlikte, monensin gibi otofaji inhibitörü ile eş zamanlı tedavi 

durumunda, bölünmüş kaspaz 3 gibi apoptoz yürütücülerinin yüksek 

konsantrasyonuna yol açmaktadır. Buna paralel olarak, LC3-II ve p62 otofaji 

belirteçlerinin her ikisi de kombinasyon tedavisinde artmıştır, bu da apoptotik 

aktivitenin otofajinin inhibisyonu ile tetiklendiğini düşündürmektedir (153). Bu 

çalışmada da literatür verileriyle uyumlu bir şekilde polieter molekül K41-A’nın 

nöroblastom hücrelerinde apoptozu arttırırken otofajiyi inhibe ettiği akım sitometrik 

analizlerle gösterilmiştir. K41-A tek başına uygulandığında kontrol grubuna göre 

apoptotik hücre ölümünü anlamlı derecede arttırmıştır. Sisplatin ile uygulandığında ise 

her iki ajanın tek başlarına uygulandığı gruplara göre apoptotik hücre popülasyonu 

artmıştır. Aynı şekilde K41-A kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 gibi apoptoz 

belirteçlerinin RNA seviyelerini yukarı düzenlenmesine neden olmuştur. Sisplatin ve 

K41-A’nın birlikte uygulanması ise bu belirteçleri yine ajanların tek başlarına neden 

olduğundan daha fazla arttırarak apoptozun indüklenmesine sebebiyet vermiştir.  

Antineoplastik ajan sisplatin en çok intra ve interstrand DNA adductları oluşturma 

kapasitesi ile bilinir ve bu da hücre ölümünü ateşleyen bir DNA hasar yanıtının 

aktivasyonuna yol açar. Kanser hücrelerinin sisplatinin neden olduğu DNA hasarına 

bağlı olarak PARP hiperaktivitesine aracılı in vitro sisplatin direnci geliştirdiğini ve 

dolayısıyla PARP inhibitörlerinin sitotoksik etkilerine duyarlı hale geldiği 

gösterilmiştir (199–201). Bu çalışmada da nöroblastom hücrelerinde sisplatin 

uygulamasına bağlı olarak PARP RNA seviyelerinin yüksek oranda arttığı 

gösterilirken K41-A bunu anlamlı derecede azaltmış ve sisplatin ile birlikte 

uygulandığından sisplatinin neden olduğu PARP hiperaktivasyonunu anlamlı 

derecede azaltmayı başarmıştır. Bu da K41-A’nın PARP inhibitörlerine benzer 

mekanizma ile etki edebileceğini düşündürmektedir. Ayrıca, sisplatin uygulamasına 
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bağlı olarak hücrelerde otofajinin arttığı akım sitometrik analiz ile gösterilmiştir. Buna 

ek olarak p62, Beclin-1 ve LC3 RNA seviyelerini anlamlı derecede düşürmüş ve 

sisplatin uygulamasına bağlı olarak artan bu belirteçlerin seviyesine birlikte 

uygulandığında azaltıcı etki etmiştir. Bunun da yukarıda bahsedilen kanser 

hücrelerinin kemoterapötik uygulamasına yanıt olarak otofajinin indüksiyonu yoluyla 

apoptoza karşı direnç oluşturma çabalarından kaynaklandığı öne sürülebilir. Siplatinle 

birlikte uygulanan K41-A sisplatinin neden olduğu artmış otofajiyi anlamlı derecede 

inhibe edebilmektedir. Böylece hücrelerin otofaji aracılı apoptozdan kaçış 

mekanizmalarını bozarak kombinasyon tedavisinde daha anlamlı sitotoksik etki 

sağlaması mümkün olabilmektedir. 

Salinomisin, monensin ve nigerisin iyonoforları in vitro çalışmaların yanında 

aynı zamanda in vivo preklinik kanser modellerinde tek ajan olarak ve diğer antikanser 

ilaçlarla kombinasyon halinde önemli antikanser aktiviteleri göstermiştir. Daha da 

önemlisi, kanser kök hücresi benzeri hücrelere karşı da antikanser aktivite 

göstermişlerdir. İn vivo çalışmalar, gemsitabin ile kombine edilen salinomisinin insan 

pankreas kanserinin engraftmanını tek başına ajandan daha etkili bir şekilde ortadan 

kaldırabildiğini göstermiştir (172).  Bir çalışmada, salinomisin, meme kanseri 

hastalarının mammosferindeki kanser kök hücrelerini ve nude farelerde MCF-7 

mammosfer tümör ksenograftındaki tümör büyümesini hedgehog sinyalini modüle 

ederek inhibe etmiştir (202). Salinomisinin başka bir in vivo çalışmada ise HepG2 

nude fare ortotopik tümöründe hücre içi Ca2+ ve Wnt/β-katenin yolağını modüle 

ederek apoptozu indüklediği gösterilmiştir (203). Wu ve arkadaşları tarafından 

yürütülen başka bir çalışma ise salinomisinin in vivo olarak nude farelerde (BALB/c-

nu) CNE-2 tümör ksenograft büyümesini baskıladığı kanıtlanmıştır (204). Salinomisin 

ayrıca gastrik kanser modeli oluşturulan farelerde in vivo matrigel plug testinde 

neovaskülarizasyonu azalttığı ve STAT3 sinyalini inhibe ederek ve mide kanseri 

modelinde apoptozu indüklediği gösterilmiştir. Salinomisin, in vivo BALB/cA nude 

farelerde SGC-7901 tümör ksenograft büyümesinde CD-31-pozitif endotelyal 

hücreleri ve VEGF, p-VEGFR2 ve p-STAT3 ekspresyonunu azaltmıştır (205). Nude 

farelerde Wnt1-transfekte AGS mide kanseri hücrelerinde CD44+ Oct4+ gastrik CSC 

popülasyonunu inhibe etmiştir (206). Nigerisin ile yapılan bir çalışmada ise 

nazofarenks kanserinde, nigerisinin kanser kök hücrelerini hedef aldığı ve onları hem 



 82 

in vivo hem de in vitro olarak sisplatine karşı hassaslaştırdığı da bildirilmiştir (207). 

Monensinin dahil edildiği bir çalışmada ise veriler, iyonofor monensin ile tedavinin, 

normal dokuları etkilemeden HCC hücrelerinde Na+ homeostazını bozmak için 

güvenli bir alternatif olduğunu göstermiştir. Monensinin apoptozu indüklediği ve 

çoklu ilaç direnci gösterenler de dahil olmak üzere çok sayıda kanser hücresi türünün 

in vitro proliferasyonunu inhibe ettiği ve ksenograft ekstra hepatik tümörlerin in vivo 

büyümesini belirgin şekilde azalttığı gösterilmiştir (208). Literatürdeki bu in vivo 

verilerle uyumlu şekilde polieter bileşil K41-A KELLY nöroblastom ksenograft 

modelinde kontrole oranla anlamlı derecede tümör büyümesini azaltmıştır. Ayrıca 

sisplatin ile birlikte uygulanan K41-A tümör büyümesinde her iki ajanın tek başlarına 

neden olduğundan daha yüksek oranda bir düşüşe neden olmuştur. Tedavi gruplarına 

ayrılan farelerden alının tümör dokuları incelendiğinde bu çalışmaya ait in vitro 

verilerle uyumlu şekilde K41-A’nın apoptotik protein seviyelerinde artışa neden 

olurken otofaji belirteçlerinin seviyeleri K41-A’nın otofaji inhibisyonuna neden 

olduğunu doğrular niteliktedir. K41-A sisplatin uygulamasına bağlı olarak indüklenen 

koruyucu otofajiyi inhibe ederken hücrelerin apoptoza yönelmesini desteklemektedir. 

Streptomyces türlerinden elde edilen diğer bir kemoterapötik ajan sınıfı olan 

antrasiklinler, çeşitli kanser türlerini tedavi etmek için kullanılan ilaçlardır. Başlıcaları 

daunorubisin, doksorubisin, epirubisin, idarubisin olan bu antibiyotik/kemoterapötik 

sınıfı ajanlar ciddi kardiyotoksik yan etkilere neden olabilmektedir (209, 210). Bu 

nedenle K41-A polieter anitibiyotiğinin anti-kanser etkilerinin yanında ciddi sağlıklı 

doku toksisitelerine neden olup olmadığı önemli bir soru olarak öne çıkmaktadır. Bu 

çalışma kapsamında K41-A uygulanan ksenograft modelinde sağlıklı organ toksisitesi 

araştırılmış olup, K41-A uygulanan farelerin sağlıklı organ dokularında herhangi bir 

toksik etki görülmediği mikroskopik inceleme ile ortaya konmuştur. Bu da K41-A’yı 

nöroblastom hücrelerine karşı seçici sitotoksik bir ajan olarak belirleme yolunda 

büyük önem arz etmektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER  

Yapılan tez çalışmasında SH-SY5Y ve KELLY nöroblastom hücre hatlarında 

K41-A’nın tek başına ve sisplatin ile birlikte anti-kanser etkinliği incelenmiştir. Her 

iki hücre hattında da K41-A tek başına ve sisplatin ile birlikte anti-proliferatif etki 

göstermiş olup sisplatinle birlikte uygulandığında her iki ajanın tek başlarına 

uygulandığı gruplara kıyasla anlamlı derecede hücre canlılığını azaltmayı başarmıştır. 

K41-A’nın anti-proliferatif etkisinden sorumlu mekanizmasını aydınlatmak amacıyla 

hücre ölüm yolakları araştırılmıştır. K41-A’nın nöroblastom hücre hatlarında otofaji 

inhibisyonu ile birlikte aynı zamanda apoptoz indüksiyonuna neden olduğu 

gözlenmiştir. Sisplatin ve K41-A birlikte uygulandığında ise hücrelerde daha yüksek 

oranda apoptoz gerçekleştiği gösterilmiştir. Bununla birlikte, K41-A sisplatin 

uygulamasına bağlı olarak artan otofajiyi nöroblastom hücrelerinde inhibe etmektedir. 

Böylece sisplatinin indüklediği koruyucu otofajiyi ortadan kaldırarak hücrelerin 

apoptoza yönelmesine yardımcı olur. Bu tez çalışması kapsamında gerçekleştirilen in 

vivo nöroblastom ksenograft modeli sayesinde ise K41-A’nın nöroblastom tümör 

büyümesini anlamlı derecede yavaşlattığı ve bu anti-karsinojenik etkinin sisplatin ile 

kombinasyon halinde bu etkinin daha da belirgin olduğu gösterilmiştir. In vitro 

sonuçlar ile uyumlu olarak in vivo sonuçlar da K41-A’nın apoptoz indüksiyonu 

yaparken hücresel otofajiyi inhibe ettiği görülmüştür. 

Bu sonuçlar ve literatürdeki veriler doğrultusunda, doğal bir polieter iyonofor 

molekül olan K41-A nöroblastomda ümit vadeden bir anti-karsinojenik ajan olarak 

tanımlanabilir. K41-A da diğer polieter iyonofor bileşikler gibi hücresel otofajik 

proseslerin inhibisyonu açısından değerlendirilmiş ve benzer sonuçlar ortaya 

konmuştur. Bu da K41-A’yı bir otofaji inhibitörü olarak tanımlamak adına önem arz 

etmektedir. 

K41-A’nın nöroblastom karsinogenezinde rol oynayan diğer yolaklar 

üzerindeki etkisinin de moleküler temellerinin tartışılacağı çalışmalar planlamak 

faydalı olabilecektir. Ayrıca, bu molekülün otofaji üzerindeki etkilerini daha detaylı 

incelemek adına otofaji adımlarının daha detaylı inceleneceği bir çalışma da ayrıca 

faydalı olacaktır. 
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8. EKLER 

8.1. Ek 1. Etik Kurul Raporu 
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8.2. Ek.2 Özgeçmiş  
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8.3. Ek.3. Tezle İlişkili Araştırma Makaleleri 

1) İlk isim yayın (SCI-expanded): Sanlav G, Baran B, Kum Özşengezer S, 

Kızmazoğlu, D, Altun Z, Aktaş S, Olgun N. S-100 and MATH-1 Protein 

Expressions Can Be Useful for the Prediction of Clinical Outcome in 

Neuroblastoma Patients. Journal of Pediatric Hematology/Oncology. 46(1):21-

28. 
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2) Baran B, Sanlav G, Kızmazoğlu D, Kum Özşengezer S, Aktaş S, Altun Z, 

Olgun N. Comparing Tribbles Homolog 3 (TRIB3) Protein Expression Levels 

with Clinicopathological Characteristics and Survival Among Neuroblastoma 

Patients. Clinical Medicine Insights: Oncology.  
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3) Kum Özşengezer S, Altun Z, Sanlav G, Baran B, Kızmazoğlu D, Aktaş S, 

Keskinoğlu P, Olgun N. Investigation of YAP-1, OTX-2, and nestin protein 

expressions in neuroblastoma: a preliminary study (2024). Annals of Clinical 

and Translational Neurology.  
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8.4. Ek 4. Tezle İlişkili Bildiriler 
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8.5. Ek.5 Katkı  

“Yapılan tez çalışması Dokuz Eylül Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri 

Koordinasyon Birimi (BAP) tarafından TDK-2022-2650 no’lu projeyle ve Türkiye 

Sağlık Enstitüleri Başkanlığı (TUSEB) tarafından A GRUBU ACİL AR-GE PROJE 

DESTEK programı 2022-ACİL-08 12100 proje numarası ile desteklenmiştir. Her iki 

kuruma da destekleri için teşekkür ederiz.” 
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