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OZET

Caglayan Selenge Bediik Esen, Serviks Skuaméz Hiicreli Kanser Hiicre
Serilerinde Sisplatin ile Es Zamanh Radyoterapiye Eklenen Metformin’in
Radyoduyarhlastiric1 Roliiniin  Arastirillmasi, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi, Radyasyon Onkolojisi Uzmanhk Tezi, Ankara, 2022. Serviks kanseri
tedavisi siirecinde ¢esitli mekanizmalarla radyoterapi (RT) ve sisplatine kars1 direng
gelismektedir. Metforminin kanser hiicreleri iizerinde antiproliferatif etkisi oldugunu
ve RT ile birlikte uygulandiginda radyoduyarlilig1 arttirdigini gosteren ¢alismalar olsa
da serviks kanserinde RT ile es zamanli sisplatin uygulamasina metformin
eklendiginde tiimor kontroliiniin artip artmadig ile ilgili veri bulunmamaktadir. Bu
amacla, insan serviks kanseri hiicre dizisi HeLa hiicrelerinde metforminin tek basina
radyoduyarllastirict etkisi, sisplatin ile es zamanli uygulamasindaki etkisi ve 5’
adenozin monofosfat (AMP) ile aktive edilen protein kinaz (AMPK)
aktivasyonu/inhibisyonu ile radyoduyarliligin degisip degismedigi bu c¢alismada
arastirilmistir. Metforminin iyonizan radyasyon varliginda sisplatin sitotoksisitesini
arttirmadig1 gdsterilmistir (sisplatin ile kiyaslandiginda, p>0.05). Ozellikle yiiksek
iyonizan radyasyon dozlarinda sisplatinin radyoduyarlilastirict etkinliginin azaldig:
gosterilmistir. Yiiksek iyonizan radyasyon dozunda hem sisplatin hem de metformin
tek baslarina radyoduyarlilastirici etkileri devam etmesine ragmen (hem sisplatin hem
de metformin kontrol ile kiyaslandiginda, p<0.01) sisplatine metformin eklenmesi
radyoduyarhilig1 arttirmamaktadir (sisplatin ile kiyaslandiginda, p>0.05). AMPK
inhibitorii olan dorsomorfinin tiim iyonizan radyasyon dozlarinda sisplatinin
etkinligini arttirarak AMPK aktivatorii olan A769662 ve metforminden daha potent
bir radyoduyarlilastirict ajan oldugu gosterilmistir. A769662 nin sisplatinden 24 saat
once uygulanmasi ile hiicre i¢cinde artan AMPK’nin sisplatine diren¢ olusturdugu,
ancak es zamanli uygulamada bu etkinin gozlenmedigi goriilmiistiir. Metformin,
sisplatin, A769662 ve dorsomorfinin iyonizan radyasyona duyarlilik iizerine etkileri
hiicre hasar ve hasar tamiri proteinleri ve hiicre siklus duraklamasi incelenerek
desteklenmistir.

Anahtar kelimeler: serviks kanseri, metformin, sisplatin, iyonizan radyasyon,
AMPK, radyoduyarlilik

Bu ¢alisma i¢in Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan 17.03.2020 tarihinde GO 20/274 numarasi ile onay alinmustir.
Destekleyen kurumlar: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje numarasi: 18754



ABSTRACT

Beduk Esen C.S., Role of the Radiosensitizing Effect of Metformin Added to
Concomitant Radiotherapy with Cisplatin in Cervical Squamous Cell Cancer
Cell Lines, Hacettepe University Faculty of Medicine, Thesis in Radiation
Oncology, Ankara, 2022. The radioresistance and chemoresistance may develop in
cervical cancer patients during treatment. Although there are several studies reporting
antiproliferative and radiosensitizing effects of metformin, the effect of metformin on
the radiosensitizing effect of cisplatin when combined with chemoradiotherapy is
uncertain. The aim of this study is to investigate the radiosensitizing effect of
metformin per se and combined with cisplatin in human cervical cancer cell line
(HeLa) and explore how radiosensitizing effect changes with activation/inhibition of
AMPK. Metformin, when combined with cisplatin, did not increase the
radiosensitivity of cisplatin (compared to cisplatin, p>0.05). Although the
radiosensitizing effects of metformin and cisplatin per se were present in high ionizing
radiation doses (both metformin and cisplatin compared to control, p<0.01), metformin
did not increase the radiosensitivity of cisplatin in combination (compared to cisplatin,
p>0.05). Dorsomorfin which is AMPK inhibitor potentiated cytotoxicity of cisplatin
with all ionizing radiation doses, thus, dorsomorfin was found to be a more
radiosensitizing agent than A769662 and metformin. Administration of A769662 24
hours prior to cisplatin treatment caused an increase in AMPK that produced resistance
to cisplatin, but this effect was not observed in HeLa cells concomitantly treated with
A769662 and cisplatin. The radiosensitizing effects of metformin, cisplatin, A769662,
and dorsomorfin has been confirmed with analysis of DNA damage proteins, damage

repair proteins and evaluation of cell cycle arrest.

Keywords: cervical cancer, metformin, cisplatin, ionizing radiation, AMPK,

radiosensitivity

This study was approved by Hacettepe University Non-Invasive Clinical Research
Ethics Committee with a number of GO 20/274 in 17.03.2020.
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1. GIRIiS

Serviks kanserleri, tiim diinyada en sik goriilen jinekolojik kanserlerdir. Erken
evre olgularda primer tedavi siklikla cerrahiyi igermesine karsin, lokal ileri evre
olgularda standart tedavi es zamanl1 sisplatin-bazli kemoradyoterapi (KRT) ve takiben
brakiterapiyi (BRT) igerir. Radyoterapi (RT) ile es zamanli uygulanan sisplatin
radyoduyarlhilastirict etkisi ile RT nin etkinligini arttirir. Ancak tedavi siiresince bazi
hastalarda RT ve sisplatine karsi cesitli mekanizmalarla direng gelismektedir. Bu
nedenle tiim diinyada hastalik kontroliiniin arttirilmasi amaciyla c¢esitli
radyoduyarlilastirict ajanlar araciligiyla tedavi sonuglarinin iyilestirilmesine yonelik
caligmalar yapilmaktadir.

Metformin, tip 2 diyabetes mellitus (DM) tedavisinde uzun yillardir kullanilan,
diisiik yan etki profiline sahip biguanid tiirevi oral antidiyabetik bir ilagtir .
Antidiyabetik etkisinin yani sira halihazirda metformin kullanan hastalarda kanser
insidansinin ve kanser iliskili mortalitenin azaldigini gosteren calismalar mevcuttur 2.
Bununla birlikte, metforminin kanser hiicreleri {izerinde antiproliferatif etkisi
oldugunu ve RT ile birlikte uygulandiginda radyoduyarlilig1 arttirdigini gosteren
preklinik ve klinik ¢alismalar mevcuttur 3.

Elimizdeki bu verilere karsilik, farkli tiimor tiplerinde radyoterapi ile es
zamanli uygulanan sisplatine metformin eklenmesinin tiimdr kontroliinii artip
artmadigina iliskin ¢alismalarda farkli sonuglar mevcuttur 4. Serviks kanserlerinde
radyoterapi ile es zamanli sisplatin standart tedavi olmasina karsin literatiirde
metforminin roliine iligkin yeterli veri olmamasi1 dikkat ¢cekmektedir.Bu amacla,
caligmamizda insan serviks kanseri skuamoz hiicreli kanser hiicre serisi olan HelLa
hiicrelerinde metforminin tek basina radyoduyarllastirici etkisi, sisplatin ile es
zamanl uygulamadaki etkisi ve bu etkiyi 5’-adenozin monofosfat (AMP) ile aktive

edilen protein kinaz (AMPK) yolag: araciligiyla yapip yapmadig: aragtirilmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Serviks Kanseri

2.1.1. Epidemiyoloji ve Etiyoloji

Serviks kanseri tarama programlarinin basarili bir sekilde uygulanmasi ile
serviks kanseri iligkili mortalite oranlar1 son 50 yilda belirgin olarak azalmistir °. Buna
karsilik GLOBOCAN 2020 yil1 verilerine gore, serviks kanseri halen tim diinyada
yilda 604.000 yeni hasta sayisi ile 4. en sik goriilen kanser ve yilda 342.000 6liim ile
4. en sik kanser iligkili 6liim nedenidir .

Tiim serviks kanseri vakalarinin %95’inden fazlasinda altta yatan neden kronik
human  papillomavirus (HPV) enfeksiyonudur 7. HPV ¢ift zincirli bir
deoksiriboniikleik asit (DNA) viriisiidiir ve serviks kanserine en sik sebep olan alt
tipleri HPV 16 ve 18°dir. Daha az siklikla ise HPV 31, 33, 35, 45, 52 ve 58 goriiliir °.
HPV iliskili kanser olusumu viral partikiillerin epitel bazal membrani igerisine
girdikten sonra (epizomal DNA) konak hiicre genomuna entegre olarak (entegre DNA)
viral genomun konak hiicreye ge¢isine izin vermesi ile baslar '°. HPV nin onkojenik
rolii ise iki erken viral protein olan E6 ve E7’nin protoonkogenler ve tiimor supresor
genlerin kodladig1 hiicre biiylimesinin diizenleyicisi olan genlerle iligskiye girmesiyle

"1 E6 proteini, hiicre igerisinde kanser gelisimine neden olabilecek

gerceklesir
mutasyonlarin birikimini dnleyerek hiicrenin apopitozise gitmesini saglayan timor
supresor gen iirlinii olan p53°lin yikimina neden olur. E7 proteini ise pRb’u inaktive

eder 11,12

. pRb’un fosforilasyon durumu hiicre siklusuna bagli olup, GO ve G1 fazinda
defosforile haldedir ve defosforile Rb, E2F gibi transkripsiyon faktorlerini inhibe
ederek DNA sentezi ve hiicre siklusunun devamliligimi saglayan genlerin
ekspresyonunu azaltir '3, E7 proteininin pRb’u inaktive etmesi ise hiicrelerin S fazina
erken girisine, DNA sentezine ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olur 4. HPV
enfeksiyonu disinda serviks kanseri i¢in bilinen risk faktorleri arasinda erken yasta
cinsel iligkiye baslama, c¢oklu seksiiel partner, immiinsupresyon (Human
Immunodeficiency Virus (HIV) enfeksiyonu vb.), cinsel yolla bulasan hastalik

gecirme Oykiisii, HPV iliskili vulvar-vajinal displazi varligi ve serviks kanseri tarama

programlarina ulagimin yetersiz olmasi sayilabilir '3,



2.1.2. Serviks Kanserinin Molekiiler Biyolojisi

Yapilan ¢alismalarda, HPV enfeksiyonunun siklin A1, 6lim iligkili kinaz-1
(DAPK1), RAS, O-6-metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT) gibi hiicre
siklusunu, apoptozisi, DNA tamirini regiile eden genleri kodlayan promotor bolgelerin
metilasyonuna yol acarak serviks kanseri olusumuna ve progresyonuna neden oldugu
gosterilmistir '3, Benzer sekilde, hiicre diferansiyasyonu ve proliferasyonu ile iliskili
timor supresor gen ailesine ait adenomatozis polipozis koli (APC) ve fosfataz ve
tensin homologu (PTEN) promotor hipermetilasyonunun serviks kanseri gelisiminde
rol oynadig1 ve kétii prognoz ile iliskili oldugu gosterilmistir 17,

HPV enfeksiyonu serviks kanserinin ana etkeni olsa da hastaligin
progresyonunda ¢esitli genetik ve epigenetik mekanizmalar da rol oynamaktadir '°.
Epigenetik degisiklikler, altta yatan DNA zinciri degismeden genomik yapisal
modifikasyonlar ile gen ekspresyonunun degistirilmesi olarak tanimlanmaktadir. Bu
degisiklikler DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve kodlanmayan riboniikleik
asit (RNA)’lar1 kapsamaktadir. DNA metilasyonu CpG diniikleotid dizilerinde
meydana gelerek genomik instabiliteye neden olur '8, Kovalent modifikasyonlar ise
histon metilasyonu, asetilasyonu, fosforilasyonu ve iibikitinasyonu ile gerceklesir ve

gen transkripsiyonunu diizenler '

. Son yillarda genomun protein kodlamayan
boliimlerinin de kanser gelisiminde major rol oynadigma dair c¢aligmalar
yaymlanmistir 2°, MikroRNA (miRNA) ve uzun kodlanmayan RNA (IncRNA),
protein kodlamayan RNA ailesinin major komponentleridir ve miRNA’lar gen
ekspresyonunun posttranskripsiyonel regiilatorii olarak gorev yaparak kanser
gelisiminde rol oynarlar 2!

Son yillarda miRNA’lar aracilig1 ile gerceklestirilen posttranskripsiyonel gen
regiilasyonunun arastirilmas1 giderek 6nem kazanmistir. Biiylik bir kismi timor
baskilayic1 etki gostermektedir ancak birkag miRNA’nin onkojenik etkisi

gosterilmistir 22,

Yapilan c¢alismalarda serviks kanserinde 29 miRNA’nin
ekspresyonunda degisiklik (13’1 artmis ve 16’s1 azalmis ekspresyon) tespit edilmistir
ve miRNA’larin yanlis ekspresyonu lenf nodu metastazi, uzak metastaz ve progresyon

ile iliskili bulunmustur 2324,



2.1.3. Evreleme ve Tan

Serviks kanserlerinde tani, servikal biyopsi ile elde edilen materyalin
histopatolojik incelenmesi ile konulur. Serviks kanserinin en sik goriilen alt tipi %80-
90 siklikla skuamoz hiicreli kanserlerdir, daha az siklikla ise adenokanserler goriiliir
25, Serviks yogun lenfatik akim agina sahip bir organ olup, serviks kanserlerinde artan
tiimor ¢ap1 ve timor evresi ile korele olarak lenf nodu metastaz1 siklig1 da artar 2,
Serviks kanserleri, 2018 yilinda yenilenen The International Federation of
Gynecology and Obstetrics (FIGO) evreleme sistemine gore tiimor g¢api, tiimoriin
invazyon derinligi, komsu organlara invazyon durumu ve pelvik/paraaortik lenf nodu
tutulum durumu dikkate alinarak evrelenir (Tablo 2.1) ?’. Evrelemede inspeksiyon,
palpasyon, kolposkopi, histeroskopi, sistoskopi, proktoskopi ve intravendz tirografinin
yaninda ulagilabilir olan iilkelerde lokal tiimor yayiliminin, uzak metastaz varliginin
ve lenf nodu tutulumunun degerlendirilmesi amaciyla bilgisayarli tomografi (BT),
manyetik rezonans goriintileme (MRG), lenfanjiografi ve pozitron emisyon

tomografisi (PET) kullanilmasi énerilmektedir 7.



Tablo 2.1. FIGO 2018 Serviks Kanseri Evreleme Sistemi

Evre Tanim

Evre 1 Servikse sinirl hastalik (korpusa uzanim ihmal edilmelidir)

IA Yalnizca mikroskop ile tani konulabilen, maksimum invazyon derinligi
<5 mm olan invaziv karsinom®

1A1 Stromal invazyon derinligi <3 mm

1A2 Stromal invazyon derinligi >3 mm and <5 mm

1B Stromal invazyon derinligi >5 mm

IB1 Stromal invazyon derinligi >5 mm ve tiimor ¢ap1 <2 cm

IB2 Tiimor ¢ap1 >2 ¢cm and <4 cm

IB3 Timor ¢ap1 >4 cm

Evre 2 Uterusun digina ¢ikan ancak alt 1/3 vajen veya pelvik yan duvara
uzanmayan invaziv karsinom

A Parametrium invazyonu olmadan {ist 2/3 vajen uzanimi

ITA1 Timor ¢ap1 <4 cm

ITA2 Timor ¢ap1 >4 cm

B Pelvik yan duvar tutulumu olmadan parametrium invazyonu

Evre 3 Vajen alt 1/3 tutulumu ve/veya pelvik yan duvar tutulumu ve/veya
hidronefroz veya fonksyonel olmayan bobrek varlig1 ve/veya pelvik ve/veya
paraaortik lenf nodu tutulumu

IIA Pelvik yan duvar tutulumu olmadan vajen alt 1/3 tutulumu

IIIB Pelvik yan duvar tutulumu ve/veya hidronefroz veya fonksyonel olmayan
bobrek varligi (baska bir sebebe bagli oldugu bilinmedigi siirece)

IC Pe1V1k ve/veya paraaortik lenf nodu tutulumu (m?krc')metasta'z'larc dahil)®,

- timor ¢ap1 ve uzanimindan bagimsiz olarak (r ve p ile ifade edilir)
Yalniz pelvik lenf nodu metastazi

IIIC2 .
Paraaortik lenf nodu metastazi

Evre 4 Gergek pelvis digsina uzanan hastalik veya mesane/rektum mukozasimin
tutulumu.

IVA Komsu organ tutulumu

IVB Uzak organ metastazi

2 Ttimdr ¢ap1 ve uzanimi gibi klinik bulgular desteklemek igin her evre i¢in goriintiileme ve patoloji
kullanilabilir. Patolojik bulgular goriintiileme ve klinik bulgularmn yerini alir.

®{zole tiimor hiicresi varlig1 evreyi degistirmez ancak izole tiimor hiicre varligi not edilmelidir.

¢ Evre IIIC olarak belirtilen hastalarda lenf nodu tutulumunun belirlenmesinde kullanilan yontem r
(goriintiileme) ve p (patoloji) isaretleri kullanilarak belirtilmelidir.

Lenf nodu metastaz1 varligi serviks kanseri prognozunu belirleyen en 6nemli

prognostik faktordiir 2. Ayrica literatiirde tiimor ¢apt >4 cm, pelvik yan duvar

tutulumu, diisiik hemoglobin diizeyi, adenokarsinom histolojik alt tipi, ileri FIGO

evresi, parametriyum invazyonu, lenfovaskiiler invazyon varlhigi, derin stromal

invazyon varligi, skuamdz hiicreli karsinom antijen (SCC-Ag) yiiksekligi ve artmis

viicut-kitle

indeksinin (VKI) serviks kanserli hastalarda genel sagkalim,



progresyonsuz sagkalim ve rekiirrens icin kotii prognostik faktorler oldugu

gosterilmistir 2%,

2.1.4. Tedavi

Tamida serviks kanserli olgularin yaklasik %44’linde lokalize hastalik,
%36’sinda bolgesel hastalik ve %16’sinda ise metastaz mevcuttur 3'. Erken evre
serviks kanserlerinin tedavisinde radikal histerektomi ya da definitif RT ile benzer
lokal kontrol ve sagkalim sonuclar1 elde edilmesine karsin 6zellikle geng yastaki
hastalarda RT’nin ge¢ yan etkileri géz oniine alindiginda dncelikle cerrahi secenegi
onerilir 32-34. Cerrahi sonrasi rekiirrens agisindan orta ya da yiiksek risk faktorleri olan
olgularda ise adjuvan RT ya da KRT uygulanmasi giindeme gelir *3. Adjuvan RT >4
cm tlimor ¢api, derin stromal invazyon, lenfovaskiiler invazyon veya adenokarsinom
histolojik alt tip gibi orta risk faktorlerinden ikisinin varliginda uygulanir 337,
Adjuvan KRT ise parametriyum invazyonu, cerrahi siir pozitifligi ya da lenf nodu
metastaz1 gibi yiiksek risk faktorlerinden en az birinin varliginda 6nerilir *%3°, Bu
tedavilere ek olarak tartismali olmakla birlikte, pozitif veya yakin cerrahi sinir, genis
veya derin invaziv timor, parametriyum veya vajen tutulumu veya yaygin
lenfovaskiiler invazyon varliginda eksternal RT ye vajinal kaf BRT eklenebilir 404!,

Evre IIB ve iizeri serviks kanserleri ise lokal ileri evre serviks kanserleri olarak
adlandirilir ve tedavide es zamanli KRT nin yalnizca RT’ye kiyasla genel sagkalim ve
progresyonsuz sagkalim acisindan istiin oldugunu gosteren faz 3 randomize
caligmalar1 takiben KRT standart tedavi haline gelmistir %4244, KRT nin yalnizca
RT’ye iistiin oldugunu gdsteren calismalarda es zamanli kemoterapi (KT) rejimi olarak
siklikla sisplatin i¢eren rejimler kullanilmistir. Gyrnecologic Oncology Group (GOGQG)
tarafindan lokal ileri evre serviks kanserli hastalarda yapilan GOG 85 ¢alismasinda
RT’ye eklenen sisplatin/5-florourasil, hidroksiiire ile karsilagtirildiginda genel

sagkalim agisindan anlamli olarak iistiin bulunmustur #

. Aym1 grup tarafindan
yayinlanan GOG 120 calismasinda ise RT ile es zamanli uygulanan sisplatin, sisplatin
+ 5-florourasil + hidroksiiire ya da yalnizca hidroksiiire karsilastirilmistir ¥°. Calisma
sonuglara gore genel sagkalim orani yalniz hidroksiiire uygulanan kolda sisplatin-
bazli KT uygulanan kollara goére daha diisilk olmasina karsin, yalniz sisplatin

uygulanan kol ile sisplatin + 5-florourasil + hidroksiiire uygulanan kolda benzer



bulunmustur. Bu c¢alismalar dogrultusunda lokal ileri evre serviks kanserlerinin
definitif tedavisinde, sisplatin alabilecek olgularda standart olarak eksternal RT’ye
sisplatin KT sinin eklenmesi onerilir.

Lokal ileri evre serviks kanserlerinde definitif tedavinin vazgecilmez bir
pargast ise eksternal RT’yi takiben BRT uygulanmasidir 647, Serviks kanserlerinde
siklikla intrakaviter BRT uygulanir. Intrakaviter BRT ile hem genel sagkalim hem de
kanser spesifik sagkalim oranlar1 artar. Intakt serviksi olan hastalarda eksternal RT ve
BRT toplam kiimiilatif dozunun EQD2 (2 Gy doz esdegeri) >85 Gy olmasi dnerilir 48,
Eksternal RT siklikla 1.8 Gy fraksiyon dozunda toplam doz 45-50 Gy olacak sekilde
uygulanir. BRT ise 5-7 Gy araliginda degisen fraksiyon dozlarinda, toplam 4-6
fraksiyonda uygulanir. BRT ile tiimoriin periferi EQD2 80-85 Gy alirken santrali >120
Gy alir ¥7. Giinliik pratikte es zamanl sisplatin KT eksternal RT ile es zamanli en az 5
kiir olacak sekilde uygulanirken, intrakaviter BRT uygulanan giinlerde fraksiyon

dozunun yiiksek olmas1 nedeniyle toksisiteyi arttirmamak amaciyla uygulamaz.

Radyoterapinin Hiicre Uzerindeki Etkileri

Hiicre Hasari

Iyonizan radyasyon pargacik ve elektromanyetik dalga tipi radyasyon olmak
iizere temel olarak ikiye ayrilir. X ve gama 1sinlar1 gibi fotonlar elektromanyetik dalga
tipi radyasyona ornek iken, alfa ve beta parcaciklari, elektron, nétron, proton ve karbon
iyonlari ise parcacik tipi radyasyona érnektir. Iyonizan radyasyonun hiicre igerisindeki
asil hedefi DNA’ dir. Yiklii parcaciklarin dogrudan DNA hasar1 ile DNA’da ¢ift ya
da tek zincir kiriklar1 olusur. Diisiik lineer enerji transferi (LET) degerine sahip X ve
gama 1511 gibi fotonlar ise hiicre i¢indeki su molekiilii ile etkileserek ortamda reaktif
oksijen radikalleri (ROS) olusumuna neden olur. Olusan bu ROS, eslenmemis
elektronlarindan dolay1 kolaylikla DNA ile etkilesime girerek dolayli yoldan DNA
hasarina yol acar 4. Hem dogrudan hem de dolayli yoldan IR’un olusturdugu DNA
hasari tek ve ¢ift zincir kiriklarina neden olabilir. Tek zincir kiriklart genellikle hiicre
tamir mekanizmalari ile tamir edilebilirken, ¢ift zincir kiriklar1 siklikla hiicre 6liimii

veya karsinogeneze yol agabilen mutasyonlar ile sonuglanir.



DNA zincirlerinde olusan bu kiriklarin saptanmasi i¢in ¢esitli 6l¢tim metodlari
kullanilmaktadir. Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE) DNA cift zincir kiriklarini,
tek hiicre elektroforezi (comet assay) ise hem yiiksek sensitivite ve spesifite ile tek
zincir kiriklarini hem de daha az oranla ¢ift zincir kiriklarini saptamak amaciyla
kullanilir. DNA hasar1 ile indiiklenen niikleer odak testi ise DNA zincir kirigi
bolgesinde lokalize olan DNA hasar proteinlerinin goriintiilenmesi yontemi ile DNA
hasarinin saptanmasinda etkili bir 6l¢tim yontemidir. H2AX proteini bir histon proteini
olup DNA c¢ift zincir kinigina cevap olarak fosforile olarak YH2AX formuna doniisiir
ve hiicre i¢inde hizla YH2AX artisina yol acar. Ayni sekilde p53-baglayici protein 1
(53BP1) proteini de DNA ¢ift zincir kirigia yanit olarak hizla fosforile olarak hiicre
icerisinde pS3BP1  miktarin1  arttirir.  Bunlar disinda hiicre hasarina yaniti
degerlendirmek amaciyla ataksi-telenjiektazi mutasyon (ATM) proteini, replikasyon
protein A (RPA), RADS51 ve meme kanseri tip 1 yatkinlik proteini (BRCAT) gibi

proteinler de kullanilabilir #°.

Hiicre Hasar Tamiri

Hiicrenin hangi hiicre siklusu fazinda olduguna ve hasarin tipine bagl olarak
hiicre igerisindeki baskin olan DNA hasar tamir yolag1 degismektedir. Baz eksizyon
tamir yolagi ile DNA’da meydana gelen baz hasarlar1 basarili bir sekilde tamir
edilirken, tamir asamasindaki bozukluklar mutasyon oranmni arttirir ancak IR
duyarliliginda artmaya yol agmaz. Niikleotid eksizyon tamir (NET) yolaklar ise
sisplatin gibi ajanlarin DNA ile birleserek olusturdugu normal yapisi bozulmus DNA
adaciklarinin ortadan kaldirilmasini saglar. NET yolaginda hasar olmasi durumunda
ultraviyole 1s18a duyarlilik olmasina karsin IR’a kars1 duyarlilik gézlenmez. Ancak
son yillarda yapilan ¢alismalarda NET yolaginda yer alan excision repair cross
complement-1 (ERCCI1), x-ray repair cross complementing-1 (XRCC-1)
proteinlerinin baskilanmasimin bas boyun kanserli sisplatin ile es zamanli RT
uygulanan hastalarda kemoduyarlilastirici ve radyoduyarlilagtirict etkisi oldugu
gosterilmistir 4°°, Kiigiik hiicre dig1 akciger kanseri hiicre serilerinde yapilan bir baska
calismada da ERCCI1 inhibisyonunun radyoduyarliliga sebep oldugu gosterilmistir °!.

DNA ¢ift zincir kirik onarimi iki ayr1 yolak iizerinden gergeklesmektedir:

Homologous recombination repair (HRR) ve nonhomologous end-joining (NHEJ). Iki



yolaktan hangisinin aktif olacagi hiicre siklus fazi ve tekrarlayan DNA fazlaligina
bagli olarak belirlenir. HRR S/G2 fazinda ve hasarsiz kardes kromatid varliginda aktif
iken, NHEJ G1 fazinda ve kardes kromatid yoklugunda aktif rol oynar *°. HRR ile
NHEJ arasindaki yaris1 53BP1 diizenler. 53BP1’in fosforilasyonu ile hiicre igindeki
DNA hasar sensorii olan ATM uyarilir ve hasar tamiri, hiicre siklus duraklamasi ve
hiicre dliimiine neden olan birgok sinyal yolag1 aktive olur (Sekil 2.1) 2. ATM diger
hiicre i¢i hasar sensoOrii olarak IR’u algilayan MRN kompleks yardimi ile cesitli
histonlarin (H2AX) fosforile olarak hasar tamirinin baslamasini saglar. DNA c¢ift
zincir kiri@r olmasi durumunda HRR yolaginda RADS51, RADS52 ve BRCA1/2
proteinleri, NHEJ yolaginda ise 53BP1, Ku70/Ku80 ve ligaz kompleksi
(XRCC4/XLF-LIGIV/PNK) rol oynar °. Yaygin DNA hasar1 varliginda ise ATM, p53
regililasyonu yaparak hiicrenin siklusa devam etmesini engeller ve hiicreyi apoptozise

goturur.
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Sekil 2.1.  Iyonizan radyasyon ile DNA hasar olusumu ve DNA hasar tamir
mekanizmalar1 32 (Toran Sanli ve ark. (2014) AMP-activated protein
kinase (AMPK) beyond metabolism, Cancer Biology & Therapy, 15:2,
156-169° dan uyarlanmistir)
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Hiicre Sagkalimim Etkileyen Faktorler

Prolifere olan hiicrelerde o6liim, proliferasyon kapasitesinin kaybi olarak
tanimlanir. Bu durum, bir hiicrenin halen DNA veya protein sentezi yapabildigini
ancak cogalamadigini1 (koloni olusturamadigini) gdstermektedir. IR’a bagl olarak
hiicre 6liimii bystander etkisi, mitotik Oliim, apoptozis, otofajik hiicre Slimi ve
senesans gibi farkli hiicre 6liim mekanizmalar ile gelisebilir. Ancak IR’a bagli en
baskin hiicre 6liim mekanizmalar1 mitotik &liim ve apoptozistir 4°. Tki 6liim tipinde de
sonu¢ ayni olup hiicre proliferasyon kabiliyetini kaybeder. Radyoduyarli hiicrelerin
daha cok apoptozis ile, radyodirengli hiicrelerin ise mitotik olim ile oldigi
gosterilmistir 4°.

Hiicre dongiistiniin  farkli fazlarinda hiicrenin radyasyona duyarlilig1
degismekte olup ge¢ S fazinda hiicre IR’a en direncli iken G2 ve M fazlarinda en
duyarlidir 3. IR’a maruz kalan hiicreler G2 fazinda duraklamaya ugrarlar ve bu sirada
hasarli kromozomlar tespit edilerek tamir edilir. G2 fazindaki kontrol fonksiyonunu
kaybeden mutant hiicreler IR’a veya DNA hasar1 yapan diger ajanlara daha duyarh
hale gelir #°.

Bunun disinda hiicre sagkalimmi LET degeri, sublethal hasar onarimi,
potansiyel lethal hasar onarimi, doz hizi, dokunun oksijenizasyonu ve sicaklig1 da
etkiler. LET, IR un birim mesafe basina biraktig1 ortalama enerji miktaridir (keV/pum).
LET degeri arttik¢a IR un olusturdugu hasar da artar *°. Sublethal hasarlar genellikle
indirek radyasyonun etkisi ile ortaya ¢ikar ve bu hasar olustuktan sonra tamir igin
gerekli siireden once ek bir radyasyon dozu uygulanirsa hiicrede radyoduyarliliga yol
acar. Potansiyel lethal hasar ise IR’a maruz birakilan hiicrelerde ¢evresel kosullara
bagli olarak onarilabilen hasarlardir ve hiicreler suboptimal kosullarda tutuluyorsa
hasar tamir edilemez ve hiicreler IR’a duyarli hale gelir **. IR dozunun biyolojik
etkisini belirleyen en onemli faktorlerden biri de doz hizidir ve doz hiz1 arttikca
biyolojik etki artar. Ancak 0.37 Gy/saat’ten daha diisiik doz hizinda ters etki s6z
konusudur *°. Bu doz hizinda hiicreler G2 fazina ilerler ve bu fazda duraklarlar, ancak
daha yiiksek doz hizinda hiicreler ilerleyemez ve bulunduklari hiicre siklus fazinda
kalirlar.

Hiicre sagkalimini etkileyen diger bir faktor ise dokunun oksijenizasyon

diizeyidir. Doku oksijenizasyonunun artmasi, IR sirasinda olusan ROS’un yapisina



11

girerek hasarin kalicihi@mi arttirir 36, Oksijenize olan hiicreler hipoksik hiicrelere
kiyasla iyonizan radyasyona daha duyarlidir. Oksijenizasyonun iyonizan radyasyon
etkisini arttirma fonksiyonunu ifade etmek icin oksijen iyilestirme orami (Oxygen
enhancement ratio-OER) tanimlanmistir. OER, ayn1 biyolojik etkinin olusturulmasi
icin hipoksik ortamda gerekli radyasyon dozunun oksik ortamda gerekli radyasyon
dozuna orani olarak ifade edilir. OER, IR tipine gore degisir. Diisiik LET degerine
sahip ve biyolojik etkisini daha ¢ok indirek hasar ile gosteren radyasyon tiirlerinde
oksijen etkisi belirgindir. OER, IR dozu ile de iliskili olup yiiksek dozlarda diisiik
dozlara gore oksijen etkisi daha az goriiliir *°. Bunlarin disinda OER hiicre siklus faz1
ile de iligkilidir. G1 faz1 S fazindan daha radyosensitif olmasi nedeniyle diisiik OER

degerine sahiptir.

Sisplatinin Hiicre Uzerindeki Etkileri

Sisplatin, 1960’11 yillarda elektrik akiminin hiicre ¢gogalmasi iizerine etkisinin
arastirilmasi sirasinda hiicrelerin elektrik akimindan degil elektrotlardan salinan bir
platin bilesigi nedeniyle oldiiklerinin farkedilmesi ile kesfedilmistir °’. Daha sonra
bir¢ok kanser tiiriinde kullanilmaya baslanmis ve halen giiniimiizde pek cok kanserde
ilk tedavi segenekleri arasinda yer alir 43385, Sisplatinin sitotoksik etkilerinden
sorumlu olan 5 ana o6zelligi mevcuttur: Radyosensitizan etki, hipoksik hiicrenin
duyarlilastirilmasi, hiicre siklus diizenlenmesi, anjiogenez inhibisyonu ve normal
yapisi bozulmus DNA adaciklarinin olusturulmasi %°. Sisplatinin potansiyel lethal
hasar ve sublethal hasarin onarilmasinda inhibisyona ve hiicrelerin iyonizan
radyasyona en duyarli oldugu hiicre siklus fazi olan G2 fazinda duraklamaya yol
acarak radyosensitizan etki gosterdigi diisiinlilmektedir ve bu etki en fazla
radyoterapiden hemen once sisplatin verildiginde gozlenir %!, Bu etkileri disinda
sisplatin RT oncesi verildiginde hiicre ¢ekirdegi icerisinde DNA’ya baglanarak normal
yapist bozulmus DNA adaciklarinin olusumuna yol acar ve radyoduyarlilig arttirir.
Bu etki sisplatin maruziyetinden 1 saat sonra azalmaya baslar ve 24 saat igerisinde
radyoduyarlilastirici etkisi tamamen kaybolur %62,

Sisplatin hiicre igerisine ¢esitli membran tasiyicilar1 (CTR1, CTR2, ATP7A/B,
MTP2, OCT1/2 vb.) aracihigiyla alinmaktadir . Sisplatin hiicreye girdikten sonra

aktiflesir ve kanser hiicrelerinde DNA hasaria yol acacak olan piirin N7 reaktif
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bolgesine baglanmaktadir. Boylece hiicre boliinmesini engeller ve apoptotik hiicre
Oliimiine yol agar. Normal kosullarda hiicre icerisinde olusan ROS glutatyon-GSH,
stiperoksit dismutaz ve katalaz enzimleri yardimiyla elimine edilir. Ancak oksidatif
stres durumunda olusan ¢ok sayida ROS elimine edilemez ve hiicre igerisindeki DNA,
protein ve lipitlere zarar verir. Sisplatin de direk DNA hasar1 olusturmasinin yani sira
ROS olusumunu da indiikleyerek DNA hasar1 olusuturur ve tamir edilemeyen hasara
sahip hiicreler apoptozise gider (Sekil 2.2) .

Tedavi siirecinde gelisen sisplatin direnci tedavinin etkinligini azaltmaktadir.
Sisplatinin hiicre igerisine alimini veya hiicreden atilmasin1 saglayan membran
tagiyicilarini kodlayan genlerde polimorfizm olmasi durumunda sisplatine kars1 direng
gelisir . Bununla birlikte sisplatin direncinin ana mekanizmasi olarak sisplatin-DNA
kalintilarinin yok edilmesini saglayan ERCC1, XRCCI1, kseroderma pigmentosum
(XP) grup A, grup D ve grup G enzimlerinin fazla eksprese olmasi su¢lanmaktadir
4963 Sisplatin direncini kirip daha iyi tedavi yanit1 alinmasini saglamak igin valproik
asit, hepatosit biliylime faktorii gibi birgok ila¢ denenmistir ancak giiniimiizde halen

etkin bir sisplatin duyarlastiric1 ajan mevcut degildir -3,
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Sekil 2.2.  Sisplatin ile indiiklenen DNA hasar olusumu  (Dasari ve ark. (2014)
Cisplatin in cancer therapy: Molecular mechanisms of action, European
Journal of Pharmacology, 264-378” den uyarlanmaistir)

2.2. Metformin

Metforminin Antidiyabetik Etkisi

Biguanid tiirevi bir ilag olan metformin, 1950’li yillardan beri tip 2 DM
tedavisinde kullanilan, iyi tolere edilen oral antidiyabetik bir ilagtir . Metformin ¢esitli
mekanizmalarla kandaki glukoz diizeyini diisiiriir. Oncelikle metformin karacigerde
mitokondriyal kompleks-1’1 inhibe ederek sitoplazmik adenozin monofosfat
(AMP)/adenozin trifosfat (ATP) ve adenozin difosfat (ADP)/ATP oranlarim
arttirmakta ve bu degisiklikler AMPK fosforilasyonuna ve aktivasyonuna neden
olmaktadir '. AMPK hiicre igerisinde hiicresel enerji homeostazisini saglar ve diisiik
glukoz, hipoksi ve iskemi gibi hiicresel stres durumlarinda aktive olur . AMPK nin
aktivasyonu ise hepatik lipid sentezini, glukoneogenezi baskilamakta ve insiilin

duyarhiligimm arttirmaktadir. Bunun disinda metformin iskelet kasinda glikojenezi,
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insiilin ile indiiklenen hiicre igerisine glukoz alimini ve bagirsaklarda anaerobik glukoz
metabolizmasini arttirir. Boylece kandaki glukoz diizeyini azaltmaktadir . Glukoz
diizeyini diisiirme etkisinin diginda, metforminin ¢esitli dokularda antioksidan 6zelligi
oldugu gésterilmis olup lipit peroksidasyonunu azaltir °. Tip 2 DM tanili hastalarda
iskemik kalp hastaliklar1 goriilme riskinin arttigi bilinmektedir. Metformin,
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) oksidazi ve solunum zincir
kompleksini azaltarak aortik endotelyal hiicrelerde hiicreler arasi reaktif oksijen
radikallerinin {iretimini azaltir. Bu hastalarda iskemi riskini azaltmasinin yani sira
iskemi gelisse bile iskemi siiresince kardiyomiyosit dliimiinii azalttig1 gdsterilmistir 7',

Metforminin etki mekanizmalar1 Sekil 2.3°te 6zetlenmistir.
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Sekil 2.3.  Metforminin etki mekanizmalar1 7> (Pernicova ve ark. (2014) Metformin-
mode of action and clinical implications for diabetes and cancer, Nature
Reviews, 143-166’ dan uyarlanmistir).

Metforminin Antiproliferatif Etkisi

Tip 2 DM tanili hastalarda endometrium kanseri, kolorektal kanser ve meme

kanseri gibi birgok kanser riskinin arttig1 bilinmektedir 73. Buna karsilik metformin ile
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tedavi edilen tip 2 DM tanili hastalarda daha az kanser olusumu goézlendigi ve kanser
gelismesi durumunda mortalitenin daha az oldugu raporlanmistir 274, Takiben
metforminin kanser tedavisinde faydali bir ajan olma potansiyeli dikkate alinarak RT,
KT ve immiinoterapi ile birlikte kullanimi énemli bir arastirma konusu olmustur 7>76

Aerobik ortamda normal ya da saglikli hiicreler, gerekli enerjiyi temel olarak
mitokondriyal oksidatif fosforilasyon yolu ile elde ederken, kanser hiicreleri oksijen
varligindan bagimsiz olarak aerobik glikoliz yaparak yiiksek diizeyde laktat iiretirler
ve bu fenomen Warburg etkisi olarak tanimlanir ”7. Aerobik glikoliz sonucu oksidatif
fosforilasyona oranla daha az ATP iiretilmesine ragmen, kanser hiicrelerinin hizla
gerceklestirdigi hiicre biiylimesi ve proliferasyonu i¢in gerekli olan niikleotidler,
amino asitler ve lipidler gibi besinlerin alim1 ve kullanimin1 kolaylastirmak amaciyla
hiicrenin  aerobik glikolize gectigi disilinlilmektedir. Bu sebeple hiicre
proliferasyonunda yer alan sinyal yolaklar1 aktive olarak hiicre biiyiimesi ve sagkalimi
icin gerekli olan besinlerin alim1 ve metabolizmasi artar. Myc ve nuclear factor kappa
B (NF-kB) gibi onkogenlerin yani sira, insiilin-benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) ve
insan epidermal biiylime faktor reseptorii-2 (Her-2) gibi serin treonin kinaz ailesinden
biiylime faktorleri, fosfoinozitid 3 kinaz (PI3K) ve rapamisin memeli hedefi (mTOR)
hiicre proliferasyon yolaklari1 aktive ederek glikolizde yer alan genlerin
transkripsiyonunu arttirir ’®. Buna karsilik AMPK ise, hiicre proliferasyonunu inhibe
ederek timor baskilayict gorevi goriir. AMPK, tiiberoskleroz kompleks-2 (TSC2)’yi
aktive ederek TSC1 ile kompleks olusturur ve mTOR’un aktivitesini diizenleyerek
hiicre i¢in 6nemli olan protein translasyonunu diizenler. Literatiirde AMPK aktivite
kaybimm in vivo hayvan modellerinde lenfoma olusumuna yol actig1 gosterilmistir 7.
Hiicresel strese yanit olarak olusan karaciger kinaz B1 (LKB1)/AMPK aktivasyonu
glikoliz yoluyla metabolik akis1 azaltmakta ve hiicreyi diisiik enerji seviyesine adapte
etmektedir 8. AMPK, kanser hiicrelerinde anahtar bir enzim olmasina karsin AMPK
iizerinde mutasyonlar nadir olarak gozlenir. Buna karsilik, AMPK nin etkiledigi veya
AMPK’y1 etkileyen proteinlerde mutasyon goriilebilmektedir. Ornegin bir timor
baskilayic1 gen olan ve AMPK aktivasyonunda anahtar rol oynayan LKBI
mutasyonunda Peutz-Jeghers sendromu goriilmekte ve bir¢ok benign ya da malign
tiimore (hamartamat6z polipler, gastrointestinal kanserler, meme kanseri, over kanseri

vb.) yol agmaktadir.
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Warburg etkisinin kanser hiicresi i¢in diger bir avantaj1 ise, aerobik glikoliz
yapan hiicrelerde mitokondriden salinan ROS miktarmin azalmasi ve antioksidan
etkisi olan NADPH miktarinin artarak hiicreyt ROS’un zararli etkilerinden
korumasidir 8!, Yapilan ¢alismalarda AMPK’y1 sessizlestirmenin Warburg etkisini
arttirdig1 gdsterilmistir . AMPK aktivasyonu sonucunda, metformin Warburg etkisini
oksidatif fosforilasyon lehine g¢evirebilmekte ve tiimor baskilayict gorevi
gorebilmektedir. Bunun yani sira, yakin dénemde yapilan caligmalarda kanser
hiicrelerinin aslinda ATP iiretimi, redoks dengesi ve trikarboksilik asit (TCA) siklusu
ara lrilinlerinin (malat, sitrat) olusumu i¢in mitokondriye ihtiyaclarinin oldugu
gosterilmistir 32,

Metformin hiicre metabolizmasini ¢ok yonlii olarak etkilemektedir. AMPK
aktivasyonu tizerinden hiicre metabolizmasini 6nemli dlciide regiile ettigi ve sitostatik
etki ile antiproliferatif etkinin yaninda kemopreventif etkisinin de olabilecegi 6ne
stiriilmiistiir. Yapilan ¢aligmalarda metforminin hem endojen ROS iiretimini azaltarak
hem de DNA tamirinin majér komponenti olan ATM’yi aktive ederek DNA hasarini
azalttig1 gosterilmistir 8384,

Metforminin kanser metabolizmasi {izerindeki etkisi insiilin bagimli olan ve
olmayan yolak olmak iizere ikiye ayrilir. Insiilin bagimli yolakta, insiilin ve IGF-1
hiicre sagkalimin1 ve mitozu arttirict biiylime faktorii gérevi goriirken, metformin
tedavisi ile insiilin ve IGF-1 miktar1 azalmaktadir. Boylece hiicre biiylimesi i¢in gelen
uyar1 miktar1 da azalmakta ve protein sentezi baskilanmaktadir. Insiilin bagiml
olmayan yolakta ise, metformin hiicre siklus duraklamasina yol agmakta ve protein
sentezi, hiicre biiyiimesi, anjiogenez ve lipogenezi inhibe etmektedir (Sekil 2.4) ¥, Bu
yolaklarin biiyiik bir kismi AMPK tarafindan diizenlenir. AMPK aktivasyonu ile

hiicresel enerji metabolizmasi yeniden programlanir ve enerji tikketimi azaltilmaktadir.
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Sekil 2.4. Metforminin kanser hiicresi lizerindeki potansiyel mekanizmalar1 76
(Morales ve ark. (2015) Metformin in Cancer Treatment and Prevention,
Annual Reviews, 66:4.1-4.13’ten uyarlanmstir).

Metforminin antiproliferatif etkilerinden biri de p53 regiilasyonunu arttirip,
siklin D1’1 azaltarak GO fazindan G1 fazmna gecisi engellemesi ve p53 bagimli
otofajiye yol agmasindan kaynaklanir #-%7. Bunun disinda metforminin antianjiojenik
etkilerinin yaninda, proanjiojenik etkilerinin de olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
etkinin de yine AMPK araciligiyla gerceklestigini gosteren galismalar mevcuttur 38

Bir¢ok malignitede kanser hiicrelerinin alt tipi olarak kanser kok hiicreleri
gosterilir ve bu hiicre grubu kendi kendini yenileme, yavas proliferasyon hizi, yiiksek
DNA tamir kapasitesi ve antiapoptotik proteinlerin yiiksek diizeyde ekspresyonu gibi
ozelliklere sahiptir. Ayrica bu hiicreler KT/RT’ye kars1 direngli kabul edilirler ve
tedavi sonrasi relapslarda énemli rol oynarlar . Bu nedenle, tedavide kanser kok
hiicrelerinin hedef alinmasi rekiirrenslerin 6nlenmesinde potansiyel bir mekanizma
olarak goriilmektedir. Son yillarda metforminin meme, prostat ve akciger kanseri gibi
birgok kanser tiiriinde kanser kok hiicrelerini hedef aldig1 gosterilmistir #°°. Ancak
kanser kok hiicrelerinin yiiksek plastisite potansiyeli diisiiniildiiglinde metformin tek
basina kanser kok hiicrelerini yok etmede yeterli olamayabilir. Bu nedenle KT ve RT

ile kombine edilerek daha 1yi bir tiimor yanit1 saglanabilir.
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Metforminin meme, prostat, pankreas ve akciger kanseri gibi bir¢ok kanser
tirlinde KT ajanlariyla kombine edildiginde tiimor biiylimesini inhibe ettigi ve
remisyon siiresini uzattig1 gosterilmis olup KT etkisini aditif olarak degil sinerjistik
olarak arttirdig1 raporlanmistir °'. Buna karsin, metforminin sisplatin toksisitesini ve
antikanser etkisini azalttigna dair de ¢alismalar mevcuttur %2, Son yillarda yapilan
caligmalarda ise metforminin RT ile kombine edildiginde sinerjistik etki yarattigi 6ne
stiriilmiistiir. Bu etkinin kanser hiicrelerinin direk radyosensitizasyonu, kanser kok
hiicrelerinin 6liimii, proliferasyon hizinda azalma ve tiimor hipoksisinde azalma
yoluyla gergeklestigi one siiriilmektedir °. Ancak serviks kanserlerinde standart
sisplatin KT ile es zamanli RT’ye eklenen metformin radyoduyarlilastirici ve

kemoduyarlilastiric etkileri halen aydinlatilmamistir.

Iyonizan Radyasyon Cevabinda AMPK

AMPK, hiicresel bir enerji durum sensorii olup, bir serin treonin kinazdir. Yedi
alt tipi olup (2 alfa, 2 beta, 3 gama) alfa alt tipi katalitik aktiviteye sahiptir 2. Metabolik
stres durumunda LKB1, AMPK’nin fosforile olmasini saglayarak Thr172 {izerinde
alfa alt tipini aktive eder. Bunun disinda hipotalamus, ndéronlar, T lenfositlerde ve
ayrica LKB1 eksik hiicrelerde AMPK aktivasyonunun kalsiyum (Ca*?) sinyalleri ve
kalsiyum bagimli protein kinaz (CaMKK) araciligiyla gergeklestigi gosterilmistir 52,
Metabolik stres durumunda hiicre i¢indeki enerjinin korunabilmesi igin AMPK,
mTOR yolagini inhibe ederek hiicre biiylimesi ve protein sentezini inhibe eder.
Akciger, prostat ve meme kanserlerine iligkin ¢alismalarda IR ile olusan DNA
hasarmin tamirinde AMPK’nin hizlica Thr172 iizerinde fosforile olarak hasar
tamirinde rol oynadigi, p53 ve siklin bagimli kinaz inhibitorii olan p2lcipl ve
p27kip1°’1 aktive ederek hiicre siklusunda duraklamaya yol ac¢tig1 ve hizla sitoplazmaya
gecen AMPK’nin Akt-mTOR yolagini inhibe ederek sagkalimi inhibe ettigi, bu
nedenle radyosensitizasyon ic¢in hedef olabilecegi gosterilmistir (Sekil 2.5) 939,
Bununla birlikte IR ile indiiklenen ATM’nin AMPK aktivasyonu yolagi heniiz net
olarak anlasilamamistir. Yapilan baz1 ¢aligmalarda ATM nin direk olarak AMPK’y1
fosforillemedigi ve AMPK aktivasyonunu LKBI1 fosforilasyonu ile gerceklestirdigi
gosterilmistir °3. Aksine, LKB1’in AMPK aktivasyonu igin gerekli olmadigi ve LKB1
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eksik hiicrelerde de IR’un AMPK aktivasyonuna yol agtigin1 gdsteren caligmalar da
mevcuttur >2,

Iyonizan radyasyon akut AMPK fosforilasyonu disinda kronik donemde de
AMPK aktivasyonu ve ekspresyonunu diizenler. Literatiirde, tek doz 8 Gy RT
uygulanan akciger kanseri hiicrelerinde AMPK gen mesajct RNA (mRNA)
diizeylerinde artig saptanmustir °°. Bu etkinin ATM-p53 yolaginin ekspresyonundaki
artis ve Akt-mTOR yolaginin kronik inhibisyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir 7.
Genotoksik strese yanit olarak gelisen p53 ve AMPK arasindaki pozitif geri bildirim
sayesinde bu etki ger¢eklesmektedir. p53, AMPK diizeyini iki yolakla
diizenlemektedir. Bu yolaklardan ilki, AMPK’ya baglanan, p53’iin hedef geni gibi
hareket edip oksidatif stres altinda veya hipokside hiicrede biriken setrinlerin (SESN1
ve SESN2) ekspresyonunda artisa neden olmasi, ikincisi ise AMPKB1/2 genlerinin

p53 bagiml transkripsiyonel artis1 olarak gosterilmektedir %,

Bu bilgiler
dogrultusunda AMPK’y1 hedefleyerek akciger, prostat ve serviks kanseri hiicre
serilerinde radyosensitizasyonun arttirildigi  gdsterilmistir °>%°-191. Aynm1 sekilde
sisplatinin de ATM-AMPK yolagin1 bircok kanser tiiriinde aktive ettigi ve bu
aktivasyonun in vivo ve in vitro ¢alismalarda kanser hiicrelerini sisplatine

duyarhlastirdig1 gosterilmigtir 102104,
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AMPK’nin kanser hiicrelerinde KT ve RT’ye yanitindaki gorevleri 2
(Sanli ve ark. (2014) AMP-activated protein kinase (AMPK) beyond

metabolism, Cancer Biology & Therapy, 15:2,156-169’dan
uyarlanmistir).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma kapsaminda iki farkli veri tabanmi {izerinden meta-analiz
gergeklestirilerek AMPK aktivatorleri olan PRKAA1, CAMKK1 ve PRKACA gen
ifadeleri incelendi. PRKAAT1 ve 2 gen ifadelerinin serviks kanseri dokularinda normal
serviks dokusuna kiyasla daha yiiksek oldugu ve bu genlerin insan serviks kanseri
hiicreleri icerisinde en fazla HeLa’da ifade edildigi goriildii. Bu nedenle calismamizda,
insan serviks kanseri hiicre dizisinde metforminin RT’ye eklenen sisplatinin
radyoduyarlilastirict  etkinligini  arttirip arttirmadiginin  belirlenmesi amaciyla
oncelikle HeLa hiicre dizisi uygun besiyerinde cogaltildi. Cogaltilan hiicrelerin
icerisinde Mikoplazma kontaminasyonu olup olmadigi EZ-PCR Mikoplazma Kkiti
kullanilarak test edildi. Mikoplazma kontaminasyonu olmadig1 belirlenen hiicreler 96
kuyulu plaklara ekilerek sonraki deneylerde kullanilacak hiicre sayis1 MTT testi ile
belirlendi.

Metforminin AMPK disinda bir¢cok etki mekanizmasi olmasi nedeniyle,
caligmamizda  gozlemledigimiz  etkilerin AMPK aracihigiyla  gerceklesip
ger¢eklesmediginin belirlenmesi amaciyla ¢alismamizda metformin ve sisplatinin
yanisira direck AMPK aktivatorii (A769662) ve AMPK inhibit6rii (dorsomorfin) de
kullanildi. Takiben, ¢alismanin devaminda kullanilmasi1 planlanan ilaglarin
(metformin, sisplatin, A769662 ve dorsomorfin) toksik olmayan dozlar1 96 kuyulu
plakta MTT testi yapilarak belirlendi.

Literatiirde kullanilacak ilaglarin IR ile kombinasyonunda zamanlamanin nasil
olacag ile ilgili sinirli sayida bilgi mevcuttu. Bu nedenle ilag dozlar1 belirlenirken 2
zamanlama senaryosu lizerinden deney planlandi. Her iki zamanlama senaryosu
kullanilarak belirlenen ilag veya ilag kombinasyonlari ile belirlenen IR dozlar1 (0 Gy,
2 Gy, 4 Gy, 6 Gy ve 8 Gy) kombine edildikten sonra her IR dozu ve ilag¢/ilag
kombinasyonu i¢in hiicre sagkalimi MTT yontemi ile analiz edildi.

Ilaglarin  radyoduyarlilastirict  etkileri hiicre sagkalim analizleri ile
belirlendikten sonra IR ile kombine edilen ilaglar sonucunda hiicredeki hasar
yolaklarinda yer alan proteinlerin kinetiginin literatiirde degisiklik gosterdigi goriildii.
Bu nedenle her iki ilag zamanlama senaryosu i¢in de IR (0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy) sonrasi

iki zaman aralig1 (1. ve 8. saat) belirlenerek hiicre hasar proteinlerinin (AMPK, H2AX,
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53BP1, ERCC1) kinetiginin zamana bagli degisimini incelemek amaciyla 6n deney
yapildi. Burada kullanilan 0 Gy kontrol amagli, 2 Gy giinliik RT fraksiyon dozu olmasi
sebebiyle ve 6 Gy ise intrakaviter BRT dozu ile benzer yiiksek fraksiyon dozu olmasi
ve 0-2-6 Gy arasinda hiicre sagkalim farkinin belirgin olmasi nedeniyle deneyde bu
dozlar kullanildi. Daha sonra western blot deneyinde kullanilacak olan proteinler elde
edildi. Deneyde kullanilacak protein miktarinin belirlenmesi igin protein kantitasyonu
islemi yapildi. Daha sonra belli protein miktarlar1 yiiklenmis kuyular poliakilamid jel
elektroforezi ile yiiriitiilerek proteinlerin birbirinden ayrigmasi saglandi. Takiben,
proteinlerin aktarildigi jeller trans-Blot Turbo Transfer Sistemi ile membranlara
transfer edilerek primer ve sekonder antikor ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
kemiluminesans goriintiileme ile proteinler goriintiilendi. Ayn1 deney asamalar1 6n
deney sonucunda asil deneyde uygulanmak iizere belirlenen kosullarda (2. senaryoda
0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy, IR sonrasi 1. saat) tekrarlandi. Takiben, hiicre siklus fazlarmin
hiicrenin radyoduyarhiliginda degisiklige yol actifi bilindigi i¢in IR ile ilag
kombinasyonlarmin hiicre dongiisii tlizerindeki etkisi flow sitometri yontemi ile

belirlendi.

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Insan serviks kanseri hiicre dizisi olan HeLa, Bilkent Universitesi Dog. Dr.
Urartu Seker’den temin edildi. Hiicreler Bilkent Universitesi tarafindan belirtilen
kiiltiir sartlar1 ve metoduna uygun olarak ¢ogaltildi (Sekil 3.1). HeLa hiicre dizisi, 25
ve 75 cm? flasklar iginde, %10 FBS, 2 mmol/L L-glutamin, 100 IU penisilin ve 100
pug/ml streptomisin ve 1 g/ml glukoz igeren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) diisiik-glukoz tam besiyeri ortaminda 37 °C'de %S5 CO2 igeren etiivde
cogaltildi. Flask icerisinde ¢cogalan hiicrelerin doluluk oranlar1 %90 ile %100 arasina
ulastiklarinda hiicreler flasklardan kaldirilarak pasajlandi. Hiicrelerin ikinci pasaji
asamasinda, krayovial tiip basina 1 x 10° hiicre/ml olacak sekilde konuldu ve daha

sonraki deneylerde kullanilmak iizere sivi azot tankinda muhafaza edildi.
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Sekil 3.1. HeLa hiicre dizisinin DMEM diisiik-glukoz besiyerinde ¢ogaltilmasi (%70
doluluk orani)

Uygun pasaj sayisina ve deneylerde kullanilacak miktara ulasan hiicrelerin
pasajlanma asamasinda oOncelikle flasklarda bulunan besiyerleri hiicrelere zarar
verilmeden serolojik pipet ile ¢ekilerek uzaklastirildi. T-25 ¢cm? flask i¢in 1 ml, T-75
cm? flask i¢in 3 ml Phosphate Buffered Saline (PBS) eklendi. Flask PBS ile yikand: ve
daha sonra serolojik pipet ile g¢ekilerek uzaklastirildi. Bu sayede aderan hiicreler
yikanarak besiyeri artiklar1 ve tripsinin enzimatik reaksiyonunu inhibe eden FBS
ortamdan uzaklastirildi. T-25 ¢cm? flask i¢in 1 ml tripsin/EDTA, T-75 c¢cm? flask i¢in 3
ml tripsin/EDTA flask i¢ine konuldu. Tripsin/EDTA'min flask igerisindeki aderan
hiicrelerin hepsine homojen olarak yayilmasi i¢in flask hafifce calkalandi. 37 °C'de %5
CO2 igeren etiivde 5-7 dakika arasinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 hiicrelerin
flask tabanindan ayrilip ayrilmadigi faz/kontrast (inverted) mikroskopta kontrol edildi.
Tim hiicrelerin tabandan ayrildig1 gozlendikten sonra Tripsin/EDTA'nin etkinligini
durdurma i¢in 2-5 ml arasinda tam besiyeri eklendi. Besiyerinin etkin bir sekilde tiim
hiicrelere ulasabilmesi i¢in serolojik pipet ile pipetaj yapildi. Flask i¢erisinde siispanse
halde bulunan hiicreler 50 ml'lik falkon tiip i¢ine alinip +24 °C'de 1800 rpm'de 6 dakika
santriflij edildi. Santrifiij sonunda hiicre artiklarinin bulundugu siipernatant falkondan
uzaklastirildi. Falkonun alt kisminda olusan hiicre pelleti {izerine 6-10 ml arasinda tam

besiyeri eklendi. Pipetaj islemi yapilarak silispanse hale getirildikten sonra pipetaj
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islemi ile hiicrelerin sayim islemi oncesi birbirlerinden ayrilmasi ve lam {izerine tek
diismeleri saglandi. Siispansiyon igerisinden 15 pl alindi ve 15 pl tripan mavisi ile
karistirilarak siispansiyon icerisinde bulunan hiicre miktar1 1:1 oraninda seyreltilmis
oldu. Tripan mavisi ile karigtirilan siispansiyon Thoma laminin iki ucuna 15'er pl
yayild1 ve mikroskop altinda hiicre sayimi yapildi. Thoma lamai iizerindeki her iki ug
icin ayr1 5 alan secildi ve bu alanlarda sayilan hiicrelerin aritmetik ortalamasi alindi.
Olii hiicrelerin parcalanmaya baslayan hiicre zar1 icerisinden kolayca gegebilen tripan
mavisi sayesinde mavi olarak goriilen hiicreler ekarte edildi. Kullanilan Thoma
laminin 6l¢iileri 0.1 mm x 0.1 mm olup lam ile lamel arasindaki uzaklik 0.1 mm'dir.
Bu nedenle hiicrelerin sayildigi her alan 0.001 mm¥e (0.0001 ml'ye) karsilik
geldiginden sayilan hiicrelerin artimetik ortalamasi 10.000 ile carpildi. Hiicre
slispansiyonu tripan mavisi ile 1:1 oraninda seyreltigi i¢in elde edilen deger 2 ile
carpilarak ml bagina diisen hiicre sayis1 hesaplandi. Hiicre sayimindan sonra T-75 ¢cm?
flaska 500.000 hiicre ekmek i¢in gerekli besiyeri ve hiicre siispansiyonu miktari

hesaplanarak pasaj gerceklestirildi.

3.2. Mikoplazma Testi

Hiicreler ¢ogaldikea hiicre ici bakterilerin (mikoplazma) kontaminasyonu sz
konusu olabilmektedir. Hiicrelerin kontamine olup olmadiklarini test etmek i¢in, flask
icerisindeki yogunlugu %90-100 diizeylerine ulasmis HeLa hiicre dizisi besiyerinden
1 ml 6rnek alinarak, 1,5 ml’lik deney tiipii icerisine konuldu. Aldigimiz 6rnek +4 °C'de
2000 rpm'de 90 saniye santriflij edildi. Santrifiij sonras1 olusan slipernatant ayri bir
tiipe alind1 ve pellet atildi. Alinan siipernatant 14000 rpm'de 10 saniye santrifiij edildi.
Bu islemden sonra siipernatant pipet ile ¢ekilerek atildi. Tiipiin alt kisminda olusan
pelet 25 pl mikoplazma tampon soliisyonu igerisinde siispanse hale getirildi.
Siispansiyon 95 °C'ye getirilmis kuru blok iizerinde 3 dakika inkiibe edildi. Bu
asamadan sonra polimeraz zincir reaksiyonuna (PZR) gecildi. PZR, EZ-PCR
Mikoplazma kitinde 6nerilen miktarlarda 6rnek tiip, pozitif kontrol tiipii ve negatif
kontrol tiipii olarak hazirlandi. PZR sonunda tiiplerin igerisindeki iirtinler %2'lik
agaroz jele yiiklendi. Yiiklenen iirtinler agaroz jelde yiiriitiildi (Sekil 3.2). 357 bp’de
bant veren internal kontrol PZR’un diizgiin ¢alismis oldugunu gostermektedir.

Mikoplazma DNA fragmenti 280 bp'de bant vermektedir. Sekil 3.2'de goriildiigii tizere
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pozitif kontrol kolonunda bant vardir. Bu deneyimizin diizgiin calistigini
gostermektedir. Negatif kontrol kolonunda bant goriilmemektedir. Bu durum
kullandigimiz PZR ajanlarinin  kontamine olmadigim gostermektedir. Ornek
kolonunda bant goriilmemesi ise HelLa hiicrelerinde herhangi bir mikoplazma

kontaminasyonu olmadigini géstermektedir.

5‘/
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Sekil 3.2. Mikoplazma test sonucu

3.3. Hiicre Sagkalim Deneylerinde Kullanilacak Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

Uygun hiicre sayisi i¢in hiicreler ¢cogaltildiktan sonra ila¢ konsantrasyonlari
eklenmeden 6nce gerekli hiicre sayisinin belirlenmesi amaciyla 6n deney yapildi.
Hiicrelerin canliligin1 degerlendirmek amaciyla kullanilan yontemlerden biri de MTT
testidir. Bu yontemde kolorimetrik olarak hiicrenin metabolik aktivitesi
degerlendirilmektedir. MTT testinin amaci, ¢ogalan canli hiicreler tarafindan artan

dehidrogenaz aktivitesine bagli olarak mitokondriyal rediiktaz enzimi ile
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tatrazolyumdan olusan mor renkli formazan kristallerinin absorbansinin kolorimetrik
olarak spektrofotometrede Ol¢iilmesidir.

Bu deneyde 96 kuyulu plakta her bir hiicre sayisi i¢in 4 tekrar olacak sekilde
sirayla 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 4000, 5000 hiicre besiyeri i¢inde toplam
50 pl hacimde ekildi (Sekil 3.3) ve 37 °C’de %5 COs: igeren etiivde tutunmalar1 ve
cogalmalar1 saglandi. Plagin en distaki kuyularinda buharlagsma olabilecegi i¢in 150 ul
steril PBS konuldu. Yirmi dort saatlik inkiibasyon sonrasinda, hiicre ve besiyeri igeren
kuyulara ilag ekleme deneylerinde uygulanacak prosediire benzer sekilde 24 saat
arayla 2 kez 25 pl besiyeri eklendi. Toplam 120 saatlik inkiibasyon sonrasinda, bu
karisimdan hiicre ve besiyeri iceren kuyularin her birine 25 pl konuldu. MTT, PBS
icinde 5 mg/ml olacak sekilde hazirlandi. MTT'nin canli hiicrelerde formazan kristali
olusturmas1 amaciyla etiivde 4 saat inkiibasyonu saglandi. 4 saatlik inkiibasyondan sonra,
ekstraksiyon tamponu olarak %45 DMF i¢inde ¢oziilmiis %23 SDS ¢ozeltisi (pH= 4.7)
kullanildi. Her bir kuyuya 80 pL ekstraksiyon tamponu eklendi ve formazan kristallerinin
cozlinmesi icin 20 saat etiivde inkiibe edildi. Yirminci saatte renk degisimleri plak

okuyuculu spektrofotometre cihazinda 570 nm dalga boyunda okundu.

24 saat inkiibasyon
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Sekil 3.3. Hiicre sayisinin belirlenmesinin sematik goriiniimii.

Okuma isleminden sonra her hiicre sayisi igin hiicrelerin dl¢iilen degerlerinden
besiyeri eklenen kuyularin degerleri ¢ikartilarak ve 4 6l¢timiin ortalamasi alinarak optik
dansite degerleri hesaplandi. Optik dansite degeri 1’e yakin olan 2500 hiicre sayisi ilag

deneyleri i¢in optimal hiicre sayisi olarak belirlendi.



3.4. Deneylerde Kullanilacak ila¢c Dozlarimin Belirlenmesi

Hiicre sayisi
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belirlendikten sonra ¢alismanin devaminda kullanilmasi

planlanan dozlar 96 kuyulu plakta MTT testi yapilarak belirlendi. Denenecek ilag¢

dozlar literatiir arastirilarak, literatiirde belirtilen en diisiik ve en yliksek dozlar baz

alarak belirlendi. Kullanilan ila¢ dozlar1 Tablo 3.1°de belirtilmistir. Sisplatin PBS’te,

metformin, A769662 ve compound C (dorsomorfin) ise DMSO’da ilaglarin kullanim

kilavuzlarina uygun olarak ¢oziilmiistiir.

Tablo 3.1. Kullanilan ila¢ dozlar1

Sisplatin Metformin A769662 Dorsomorfin
0.25 uM 4.5 uM 1.562 uM 62.5 nM

0.5 uM 13 uM 3.125 uM 125 nM

1 uM 41 uM 6.25 uM 0.25 uM

2 uM 123 uM 12.5 uM 0.5 uM

4 uM 370 uM 25 uM 1 uM

8 uM .11 mM 50 uM 2 uM

16 uM 3.33 mM 100 uM 4 uM

32 uM 10 mM 200 uM 8 uM

64 uM 30 mM 400 uM 16 uM

Literatiirde sisplatinin radyoduyarlilagtirict etki i¢in IR’dan 4 saat Once

verilmesi Onerilirken, metformin, A769662 ve compound C (Dorsomorfin)’nin IR ile

kombinasyonunda zamanlamanin nasil olacagi ile ilgili sinirli sayida bilgi mevcuttu.

Bu nedenle ilag dozlar1 belirlenirken 2 senaryo lizerinden deney planlandi (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. Ila¢ dozlarinin ve IR un uygulanma zamanlari

1. Senaryo 2. Senaryo
1. Giin | Hiicre ekimi Hiicre ekimi
2. Giin | Hiicre ekiminden sonra 22. | Hiicre ekiminden sonra 22. saatte
saatte Dorsomorfin eklendi, | Dorsomorfin eklendi, 24. saatte
24. saatte metformin + | metformin + A769662 + sisplatin
A769662 eklendi eklendi. Sisplatin eklenmesinden
sonra 4. saatte IR uygulanmasi
planlandi
3. Giin | Son ilagtan sonra 24. saatte | -
sisplatin eklendi, sisplatinden
sonra 4.saatte IR uygulanmasi
planlandi
4. Giin |- -
5. Giin |- MTT
6. Giin | MTT -

Her iki senaryoda da 96 kuyulu plaklara hiicre sayisi1 belirleme deneyindeki

prosediir uygulandi. Her bir ila¢ ve senaryo i¢in ayri plaklar hazirlandi. Her bir plakta

4 kontrol kuyusu mevcut olup kontrol kuyularina 50 uL besiyeri igerisinde 2500 hiicre

ekildi, kontrol kuyularinin normalize edilebilmesi i¢in ise 2 kuyuya yalnizca 50 pL

besiyeri eklendi (Sekil 3.4). Hiicre ekiminin yapildig1 anda kenardaki kuyulara 150 pL

PBS konuldu. Hiicreler ekildikten sonra 22 saat hiicrelerin tutunmasi ve ¢ogalmasi

beklendi.
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Sekil 3.4. Birinci senaryoda sisplatin dozlarinin belirlendigi 96 kuyulu plak 6rnegi.

Orn. B-C 4-5 kuyularinda hiicre ekildikten sonra 0.25 uM sisplatin eklenmis olup, D 4-5 kuyularinda
hiicre olmaksizin yalnizca 0.25 puM sisplatin mevcuttur. Mor renkli formazan kristallerinin canliligin
azaldig yiiksek sisplatin dozu eklenen kuyulara dogru azaldig: goriilmektedir.

Her bir ila¢ konsantrasyonu i¢in 4 tekrar olacak sekilde 50 pL besiyeri
icerisinde 2500 hiicre ekildikten sonra ilaglar Tablo 3.2°de belirtilen zamanlarda
istenilen konsantrasyonu saglanacak sekilde eklendi. Asil deney kosulunu saglamak
amaciyla her iki senaryoda da ila¢ ekleme zamanlarinda, ila¢ eklenmeyen kuyulara da
ila¢ ile ayn1 hacimde besiyeri eklendi. Her iki senaryo icin Tablo 3.2°de belirtilen
zamanlarda 25 uLL MTT eklendi, MTT sonrasi 4. saatte tiim kuyulara 80 pL. DMF-
SDS ¢ozeltisi eklendi. Onceden kenardaki kuyulara eklenmis olan PBS’lerden bir
tanesinden mikropipet ile ¢ekilip yerine 200 uL. DMF-SDS soliisyonu konuldu. Bu
islem sonrast bu kuyu dikkate alinarak spektrofotometre cihazinin tiim degerleri
normalize etmesi saglandi.

Plak DMF-SDS soliisyonu eklendikten 20 saat sonra spektrofotometre cihazina
yerlestirilerek, kuyulardaki renk degisimleri plak okuyuculu spektrofotmetre
cthazinda 570 nm dalga boyunda okundu. Elde edilen hiicre tizerine ila¢ eklenen
degerlerin ortalamasi alinarak bu degerden yalnizca ilag/besiyeri eklenen kuyularin

ortalamast ¢ikartildi. Kontrol kuyusunda el edilen deger %100 sagkalim olarak
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belirlenerek, ila¢ eklenen kuyulardaki degerler buna gore normalize edilerek sagkalim
analizi yapild.

Calismamizda ilaglarin radyoduyarlilastirici etkisi arastirildigi icin ilaglarin tek
baslarina uygulandiklarinda toksik olmayan ve literatiir ile uyumlu oldugu goriilen
dozlar sonraki deneylerde kullanilacak dozlar olarak belirlendi. Sisplatin igin
sonuglarimizin literatiir ile uyumlu olmasi nedeniyle bir doz, metformin, A769662 ve
dorsomorfin igin ise iki doz belirlendi 3'. Sisplatin igin hiicre i¢in toksik olmayan 1
uM ilag konsantrasyonu ile deneylere devam edildi. Metformin i¢in 150 uM ve 1mM,
A769662 i¢cin 100 uM ve 200 uM, dorsomorfin i¢in ise 0.5 uM ve 1.5 uM ilag dozlar1

belirlenerek deneylere devam edildi.

3.5. lIyonizan Radyasyon ile ilac Kombinasyonlarmin Hiicre Sagkalimi

Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Kullanilacak ila¢ dozlar1 belirlendikten sonra Tablo 3.2°de belirtilen
zamanlamaya uygun olarak deney uygulandi. Uygulanacak RT dozlar1 literatiirde
hiicre kiiltiirii radyoduyarlilik ¢alismalarinda uygulanan dozlar olan ve giinliik
fraksiyon dozu ile brakiterapide uygulanan yiiksek fraksiyon dozuna uygun olarak 0
Gy, 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy ve 8 Gy olarak belirlendi. Toplamda 2 senaryo ve 5 IR dozu i¢in
10 adet 96 kuyulu plak olusturuldu. Her RT dozu ve deney senaryosu i¢in olusturulan
96 kuyulu plaga Tablo 3.3 ve Sekil 3.5’te belirtilen ilag veya ilag kombinasyonlar1 3
tekrar olacak sekilde eklendikten sonra plak iizerinde belirtilmis olan RT dozunda IR
uygulanda.

Iyonizan radyasyon uygulama islemi Elekta Versa HD lineer hizlandirict
cthazinda gantri 180°°de iken SAD (source-axis distance) =100 cm olacak sekilde 10
cm derinlikte 40x40 alan boyutunda 6 MV foton demetleriyle RW3 kat1 fantomlar
iizerinde yapildi. Geri sagilan radyasyon etkisinden dolay1 plaklarin altina 5 cm,
iizerine ise 2 cm kati1 fantom yerlestirildi. Her 1sinlama giinii 6ncesi cihazin ¢ikis
kalibrasyonu 1 MU, 1,5 cm derinlikte 1 cGy olacak sekilde yapildi. Isinlama diizenegi
Sekil 3.6°da gosterilmistir.

Iyonizan radyasyon sonrasi kuyulara 72. saatte her kuyuya 50 pL MTT,
MTT’den 4 saat sonra her kuyuya 80 uLL. DMF-SDS ¢ozeltisi eklendi. Baglangigta PBS
eklenen kosedeki kuyudan PBS mikropipet ile ¢ekilip, 200 pL DMF-SDS ¢o6zeltisi
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konuldu. Son ¢ozelti eklendikten 20 saat sonra spektrofotometre ile formazan

kristallerinin olusturdugu renk degisimleri 570 nm dalga boyunda okundu (Sekil 3.7).

l:
i
i.
%

Sekil 3.5. Birinci senaryoda 2 Gy IR uygulanan 96 kuyulu plak 6rnegi
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Sekil 3.6. Isinlama islemi gantri 180°°de iken SAD = 100 cm olacak sekilde 10 cm
derinlikte 40x40 alan boyutunda 6 MV foton demetleriyle RW3 kat1
fantomlar {izerinde yapildi. Geri sagilan radyasyon etkisinden dolay1
plaklarin iizerine 5 cm kat1 fantom yerlestirildi.

Plate#1
5 6 ¥ 8 g t0od 12

0436 0,558 |0,232 | 0,505 | 0,252 | 0,468 {0,133
0439 |0,602 |0,232 | 0,617 | 0,248 | 0,536 | 0,140
0,145 | 0,560 {0,231 |0,584 | 0,228 | 0,562 | 0,135
0,519 0,269 {0,420 | 0,208 | 0,124 | 0,130 | 0,566
) (0,240 | 0,535 | 0,254 | 0,401 |0.204 10,127 | 0435 | 0,537

0,200 | 0,327 |0.254 | 0,348 | 0,201 |0,142 | 0,133 | 0,498

=D nom D o m»

0,000

Plate Last Read:
02.06.2021
2310

Sekil 3.7. Spektrofotometre ile formazan kristallerinin olusturdugu renk degisimleri
570 nm dalga boyunda okunarak kuyularin optik dansiteleri elde edildi.



Tablo 3.3. Doksan alt1 kuyulu plakta her ilag/ila¢g kombinasyonunun 3 tekrar
seklinde siralanisi
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Kuyu numaralari flac/flac Kombinasyonu

B-C-D 2 Kontrol

B-C-D3 1 uM Sisplatin

B-C-D 4 150 uM Metformin

B-C-D 5 1 mM Metformin

B-C-D 6 100 uM A769662

B-C-D7 200 uM A769662

B-C-D 8 0,5 uM Dorsomorfin

B-C-D 9 1,5 uM Dorsomorfin

B-C-D 10 1 uM Sisplatin + 150 uM Metformin

B-C-D 11 1 uM Sisplatin + 1 mM Metformin

E-F-G 2 0,5 uM Sisplatin + 1 mM Metformin

E-F-G 3 1 uM Sisplatin + 100 uM A769662

E-F-G 4 1 uM Sisplatin + 200 uM A769662

E-F-G 5 1 uM Sisplatin + 0,5 uM Dorsomorfin

E-F-G 6 1 uM Sisplatin + 1,5 uM Dorsomorfin

E-F-G 7 1 uM Sisplatin + 150 uM Metformin + 0,5 uM
Dorsomorfin

E-F-G 8 1 uM Sisplatin + 150 uM Metformin + 1,5 uM
Dorsomorfin

E-F-G 9 1 uM Sisplatin + 1 mM Metformin + 0,5 uM Dorsomorfin

E-F-G 10 1 uM Sisplatin + 1 mM Metformin + 1,5 uM Dorsomorfin

E-F-G 11 0,5 uM Sisplatin

3.6. Iyonizan Radyasyon ile ilac Kombinasyonlarimin Hiicre Hasar

Belirtecleri Uzerindeki Etkisinin Western Blot Yontemi ile Belirlenmesi

IR ile kombine edilen ilaglar sonucunda hiicredeki hasar yolaklarinda yer alan

proteinlerin  kinetiginin literatiirde yapilan aragtirmalar sonucunda degisiklik
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gosterdigi goriilmiistiir. Bu nedenle literatiir 6n arastirmasi sonucunda iki zaman
aralig1 belirlenerek 6n deney yapildi. On deneyde IR sonrasi 1. ve 8. saatte AMPK,
H2AX, 53BP1, ERCCI proteinlerinin diizeyleri western blot teknigi ile incelendi. On
deneyde 0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy IR dozlar1 kullanildi. Burada kullanilan 0 Gy kontrol
amacli, 2 Gy giinliik RT fraksiyon dozu olmasi sebebiyle ve 6 Gy ise intrakaviter BRT
dozu ile benzer yliksek fraksiyon dozu olmasi nedeniyle se¢ildi. Ayrica 0 Gy, 2 Gy ve
6 Gy dozlar1 arasinda hiicre sagkaliminda belirgin farklilik mevcut olmasi nedeniyle

bu dozlarin kullanilmasina karar verildi.

3.6.1. Iyonizan Radyasyon ve Ilac Kombinasyonlarimin Hiicre Hasar

Belirtecleri Uzerindeki Zamana Bagh Degisiminin incelenmesi

Lizat Hazirlama

Western blot deneyinde kullanilacak olan proteinlerin elde edilebilmesi i¢in
lizis tamponu ile hiicrelerin lizis edilmesi ve lizat hazirlanmasi gerekmektedir. Bunun
icin Oncelikli olarak hiicrelerin lizis olmasini saglayacak olan lizis tamponu 50 pl 1X
Halt Proteaz ve Fosfataz Inhibitor Kokteyli, 4.9 ml RIPA ¢ozeltisi ve 50 ul bir
metalloproteaz inhibitérii olan EDTA soliisyonu karistirilarak elde edildi. Lizat
hazirlama islemine baslamadan once lizis edilecek kuyu sayisinin 2 kati1 kadar 1,5
ml’lik deney tiipii -20 °C dolapta sogutuldu. Lizat hazirlama asamasinda kullanilacak
pipet uclar1 ve PBS soguk odada bekletildi. Halt Proteaz ve Fosfataz Inhibitér Kokteyli
proteaz inhibitorii olarak kullanilir ve proteinlerin degredasyonunu engellemektedir.
EDTA (etilen diamin tetraasetik asit), Ca++ ve Fe+++ iyonlarmin soliisyonda
kalmasini saglayarak reaksiyona girmesini onler.

Alt1 kuyulu plaklar i¢ine 350.000 HeLa hiicresi/1 ml ekildikten sonra belirlenen
saatlerde (1 ve 8. saat) Tablo 3.3’te belirtilen ilag kombinasyonlar1 1. ve 2. senaryoda
3 tekrar olacak sekilde 0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy IR uygulanarak inkiibasyon siireleri
bittikten sonra lizat hazirlanacak hiicre plagi etiivden alinarak +4 °C odada buz iistiinde
5 dakika bekletildi. Bu asamadan itibaren tiim islemler sicaklik faktoriinden dolay1
protein degredasyonunu Onlemek amaciyla +4 °C odada yapildi. Plagin 5 dakika
stiresince buz iistiinde bekletilmesinden sonra kuyularda bulunan ilaglar ve besiyeri

uzaklastirildi. Kuyularin besiyeri ve ilaglardan temizlenmesi amaciyla 1 defa soguk



35

PBS ile kuyular yikandi. Kuyu ve yikama bagia 1 ml PBS kullanildi. Devaminda her
bir kuyuya 250 pl taze olarak hazirlanmis lizis tampon eklendi. Lizis tampon ile
kazinarak elde edilen lizat 250 ul’lik mikropipetlerle cekilip epandorflara konuldu.
Lizatin konuldugu epandorflar +4 °C soguk odada bulunan vortekste 10 dk
karistirildiktan sonra ¢alkalayicida 200 rpm hizda 10 dakika ¢alkalandi. Toplamda 3
defa 10 dakika vorteks ve 10 dakika ¢alkama islemi gergeklestirildi. Ornekler 1,5
ml’lik deney tiiplerine konularak +4 °C’ye sogutulmus santrifiijde 12400 rpm hizinda
20 dakika santrifiij edildi. Bu islem ile ¢6zeltide bulunan atik maddelerin tiipiin dibine
cokmesi saglandi. Santrifiij sonrasi peleti kaldirmadan siipernatan sivi yeni bir deney
tiiptine konuldu. Bu islemden sonra protein kantitasyonu asamasina gecildi veya

protein lizatlar1 daha sonra kantite edilmek tizere -86 °C buzdolabina kaldirildi.

Protein Kantitasyonu

Western blot deneyinde kullanilacak olan protein lizatlarinin, protein
miktarlariin tayini amaciyla BCA Plus Protein Assay Reagent Kit ile protein
kantitasyonu yapildi. Diiz tabanli 96 kuyulu plakta bulunan kuyulara protein miktar
tayini yapilacak protein lizat 6rneklerinden 10’ar pl eklendi. Ayrica kantitasyonu
yapilacak orneklerin protein miktarlarinin belirlenebilmesi amaciyla, igerigindeki
protein miktar1 oranlar1 bilinen BSA protein standartlart 96 kuyulu plagin bos olan
kuyularia eklendi. Toplamda 7 farkli (2 mg/ml, 1,5 mg/ml, 1 mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,5
mg/ml, 0,25 mg/ml ve 0,125 mg/ml) BSA protein standartindan 10’ar pl kuyulara
eklendi. Son olarak lizat hazirlama asamasinda hiicreleri lizis etmek i¢in kullanilan
lizis bufferin yapacagi olasi isimanin, proteinlerin yogunluklari ile olusan farkli renk
yogunluklarindan ¢ikarilabilmesi amaciyla bir kuyuya 10 pl lizis tamponu eklendi.
Negatif kontrol kuyusu (blank) olarak kullanilacak bu kuyunun renk yogunlugunun
protein kuyularindaki renk yogunluklarindan ¢ikarildigi zaman elde edilen renk
yogunlugu salt olarak proteinlerin olusturmus oldugu yogunluk olarak elde edildi. Her
bir protein standarti, protein lizat1 ve blank olarak kullanilacak lizis tamponu {izerine
200 pl kit icerisinde bulunan 50:1 oraninda A ve B soliisyonlarindan olusan BCA
karigim soliisyonu eklendi. Tiim kuyulara ayni islem uygulandiktan sonra 96 kuyulu
plak 37 °C’de %5 COzigeren etiivde 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon asamasindan

sonra kantite edilecek plak, plak okuyucu spektrofotometre cihazina yerlestirildi.
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Takiben 562 nm dalga boyunda kuyularin renk yogunluklari kantite edildi.
Kantitasyonda kullanilan protein standartlar mg/ml cinsinden oldugu i¢in elde edilen
bu deger, 1 ml lizat igerisinde bulunan proteinin mg cinsinden degerini vermektedir.
Bu nedenle 6rneklerden elde edilen degerler 1 pl lizat igerisinde bulunan protein
miktarini ug cinsinden karsiligini vermektedir. Western blot deneylerinde ne kadar (ul)
protein lizat1 kullanilacagi, her bir 6rnekten 20 pg/ul protein kullanilacagi i¢in dogru

orant1 yapilarak hesaplandi.

Western Blot ve Protein Analizi

Protein kantitasyonu agamasindan sonra 1,5 ml’lik deney tiiplerinde bulunan
lizatlar 4x laemmli soliisyonu ile tiiplere eklenerek karistirildi. Laemmli soliisyonu
10:1 laemmli/B-merkaptoetanol oraninda hazirlandi. Tiip igerisine eklenen ve pipetaj
yapilarak homojen sekilde karigmasi saglanan tampon, proteinlerin denatiirasyonu i¢in
onceden 1s1s1 95 °C’ye getirilmis olan kuru 1sitma blogu igerisinde 3 dakika bekletildi.
Bu sayede proteinler denatiire edildi. Proteinlerin denatiirasyonu kullanilacak olan
antikorlarin proteinlere tutunabilmesi agisindan énemlidir. Aksi takdirde antikorlarin
proteinlere tutunmasi imkansizlasir. Proteinlerin denatiirasyonu sonrasinda deney
tiplert 13400 rpm hizda 1 dakika santrifiij edildi. Tampon igerisinde bulunan [-
merkaptoetanol proteinlerin disiilfit baglarinin indirgenmesini saglar. Laemmli
sollisyonu igerisinde bulunan SDS maddesi denatiire edilen proteinlerin eksi (-) yik
ile yiklenmesini saglar. Tampon igerisinde bulunan diger maddelerden biri olan
gliserol proteinlerin jel kuyular: icerisine ¢dkmesini saglamakta ve bir diger madde

olan bromfenol mavisi ise jelde 6rneklerin goriilmelerini saglamaktadir.

Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Her bir jel elektroforez isleminde proteinlerin hem total hem de fosforile
seklinin goriintiilenmesi i¢in gerekli olan 2 adet mini-PROTEAN TGX Precast jel
kullanildi. Jeller elektroforez tankina yerlestirilerek her bir kuyuya en soldaki kuyuya
5 ul molekiiler agirlik bantlariin gosterildigi “/adder” ve diger kuyulara 35-50 pl
arasinda degisecek sekilde ayni miktarda protein yiiklenerek hazirlanan Ornekler
konuldu. Tankin igerisine ve iki jel arasini da dolduracak sekilde 100 ml 10x TGS ve

900 ml deiyonize su ile hazirlanmig yiiriitme soliisyonu kullanma kilavuzunda
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belirlenen diizeye kadar eklendi. Yiikleme islemi bittikten sonra tank kapatilarak 5
dakika 50 voltajda tiim kuyulardaki 6rneklerin yiiriitme jelinin baslangi¢ noktasina
gelmesi ve daha sonra 90 dakika 100 voltajda ornekleri yiiriitiilerek proteinlerin

ayrigsmasi saglandi (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Proteinlerin jel elektroforezi tankinda yiiriitiilmesi islemi

Trans-Blot Turbo Transfer Sistemi ile Transfer ve Blotlama

Proteinlerin yiiriime islemi tamamlanip proteinler birbirinden ayrildiktan sonra
her iki jelin bulundugu kasetler agilarak jeller, filtre kagidi ve PVDF membranlar daha
onceden hazirlanmis olan transfer soliisyonu (60 ml distile su + 20 ml etanol + 20 ml
transfer soliisyonu) ile 1slatildi. iBlot™ Semi-Dry Blotting transfer sistemi icerisine
Anot Stack 1slatilarak hava kabarcig1r birakilmadan {izerine filtre kagidi - PVDF
membran — Jel — Filtre Kagidi — Islatilmis Katot Stack yerlestirilerek cihaz
kapatildi. Negatif yiiklii katot stack sayesinde proteinlerin PVDF membrana dogru
transferi saglanmistir. Gortintiilenmesi istenen proteinlerin molekiiler agirliklart genis
bir spektruma sahip oldugundan (53BP1: 450 kDa, AMPK: 62 kDa, -aktin: 45 kDa,
ERCC1: 39 kDa ve H2AX: 15 kDa) 7 dakikada “mixed” volt akim ayarlandi ve secilen
bu program ile tiim proteinlerin membrana transferinin gerceklestigi goriildi.

Transfer igslemi bittikten sonra membranlar goriintiilenmesi istenen proteinlerin

molekiiler agirlik araliklarmma gore kesilerek daha onceden hazirlanmis olan blok
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soliisyonuna (1:10 blue block ve distile su) konuldu ve 1 saat oda sicakliginda 100 rpm
hiza ayarlanmis ¢alkalayicida birakildi. Blokasyon islemi daha sonra uygulanacak olan
antikor inkiibasyonunun spesifitesini arttirmayr hedefler. Bu sayede goriintiileme
esnasinda membran, arka planda daha temiz bir goriintii elde etmemizi saglar.
Blokasyon islemi sonrasinda blok soliisyonu dokiilerek daha 6nceden hazirlanmis olan
primer antikorlar ile membranlar 18 saat +4 °C sicaklikta inkiibe edildi. Primer
antikorlar B-aktin i¢in 1/6000 ve diger antikorlar i¢in 1/1500 diliisyon ile hazirlandi.
Primer antikor ile inkiibasyon sonrasinda primer antikorlardan membranlar
uzaklastirilarak, 3 defa 10 dakikalik TBS-T (50 ml 10x TBS + 5 ml %10 Twin 20 +
445 ml distile su ile hazirlanmais soliisyon) ile inkiibasyonlar uygulanarak membranlar
yikandi. Yikama isleminden sonra sekonder antikorlar (B-aktin i¢in 1/18000 ve diger
antikorlar i¢in 1/3000 diliisyon ile hazirlandi) ile membranlar oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edildi (Sekil 3.9). Bir saat sonra sekonder antikorlar uzaklastirilarak
membranlar tekrar 3 defa 10 dakikalik TBS-T ile inkiibe edilerek yikandi. Son

yikamadan sonra kemoliiminesans goriintiilemeye gecildi.

Sekil 3.9. Membranlarin oda sicakliginda 100 rpm hizda c¢alkalayicida sekonder
antikor ile inkiibasyonu

Kemiliiminesans Goriintiileme
Sekonder antikor ile inkiibasyonun ardindan yapilan TBS-T ile yikama sonrasi

membran iizerinde goriintiilemek istenilen hedef proteinlerin goriintiilenmesi
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asamasina ge¢ildi. “Enhanced chemiluminescence” (ECL) igerisinde bulunan
luminesans madde olan luminol, sekonder antikora konjuge HRP’de bulunan
peroksidaz enziminin substratidir. Bu sayede luminol, peroksidaz enzimi ile
reaksiyona girerek peroksidazi okside eder ve 3-aminoftalat agiga ¢ikar. A¢giga ¢ikan
iirlin foton sacarak (425 nm) diisiik enerji seviyesine iner ve 151ma olusur. Meydana
gelen bu reaksiyon sonucu inkiibe edilen antikorun baglandigi proteinler bant vererek
gorliniir hale gelir. ECL kiti olarak Super Signal Westfemto Maximum Sensitivity
Substrate kullanild1 ve reaksiyonun gergeklesmesi saglandi. Kit protokiiliine uygun
olarak hazirlanan soliisyon membranin tiim ylizeyini kaplayacak sekilde eklendi ve -
aktin disindaki diger proteinler i¢in 3 dakika karanlikta inkiibe edildi. B-aktin i¢in ilk
goriintiillemede 3 dakika bekleyince yiiksek diizeyde 1s1ma olmasi nedeniyle
membrandan goriintiileme alinamadigi i¢in sonraki deneylerde bekleme siiresi
olmadan ECL eklendigi gibi goriintii alindi. Inkiibasyon sonrasi soliisyon uzaklastirild:
ve membran iizerinde bulunan protein bantlar1 BioSpectrum Imaging System
goriintiileme cihaz ile goriintiilendi.

Ayn1 membrana karsilik gelen molekiil agirligina sahip proteinler icin bir
sonraki giin membran 3 kez 10 dakika TBS-T ile yikanip, 1 saat blokasyon yapildiktan

sonra primer ve sekonder antikorlar ile tekrar inkiibe edilip goriintiilemeler alindi.

3.7  lIyonizan Radyasyon ve Ila¢c Kombinasyonlarimin Hiicre Hasar

Belirtecleri Uzerindeki Degisiminin Incelenmesi

Yapilan 6n deney sonucunda 2. senaryodaki MTT hiicre sagkalim analizi
sonuglartyla western blot protein analizi sonuglarinin birbiriyle uyumlu olmasi
nedeniyle daha sonra yapilan deneylerde 6n deneyde kullanilan 2. senaryodaki ilag ve
IR dozlar1 (0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy) ve inkiibasyon siireleri kullanildi. Ayrica literatiir ile
uyumlu olarak 1. saatte protein ekspresyonlarinda daha hizli artis oldugu, 8. saatte artik
bu artisin azalmaya basladig1 goriilmesi lizerine sonraki deneylerde 1. saatteki protein
analizleri yapildi. On deneyde AMPK ve p-AMPK protein goriintiilerinin diisiik
olmasi sebebiyle sonraki deneylerde ECL eklendikten sonra AMPK ve p-AMPK i¢in
5 dakika inkiibasyon siiresi uygulanarak goriintii alindi.

Asil deney gruplarinda her bir gruptan 3 tekrar olacak sekilde 2. senaryodaki

ilag ve IR uygulama siireleri kullanilarak gruplar su sekilde belirlendi: Kontrol,
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sisplatin, metformin, dorsomorfin, A769662, sisplatin + metformin, sisplatin +
dorsomorfin, sisplatin + A769662. Her grubun 3 tekrar ornegine de 0 Gy (IR
uygulanmayan), 2 Gy ve 6 Gy IR uygulandi. Bir 6nceki boliimde anlatilan yontem ile

western blot deneyi bu gruplar i¢in yapildi.

3.8. lyonizan Radyasyon ile ila¢c Kombinasyonlarmin Hiicre Dongiisii

Uzerindeki Etkisinin Flow Sitometri Yontemi ile Belirlenmesi

Hiicre dongiisii analizi i¢in bir 6nceki protein analizi deneyinde kullanilan
kontrol, sisplatin, metformin, dorsomorfin, A769662, sisplatin + metformin, sisplatin
+ dorsomorfin, sisplatin + A769662 gruplarinda 0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy uygulanan her bir
ornekte 3 tekrar olacak sekilde toplam 72 6rnek elde edildi. Hiicre ¢ogaltma ve pasaj
isleminden sonra 1.150.000 hiicre / 5 ml olacak sekilde 72 adet T25 flaska hiicreler
ekildi ve 22 saatlik inkiibasyon siiresi hiicrelerin tutunmasi ve ¢gogalmasi i¢in beklendi.
Ekim sonras1 22. saatte dorsomorfin iceren gruplara dorsomorfin, icermeyenlere
besiyeri eklendi. Bu islemden 2 saat sonra diger ilaglar (sisplatin, metformin ve
A769662) eklendikten 4 saat sonra IR uygulandi. Iyonizan radyasyon sonrasi 1. saatte
hiicreler Onceki boliimlerde anlatilan pasaj islemindeki gibi PBS ile besiyeri
uzaklastirildiktan sonra tripsin ile hiicrelerin kalkmas1 saglandi. Hiicreler tripsinize
edildikten sonra santrifiij edildi daha sonra hiicrelerin {izerine 1 ml PBS ve takiben
vorteks iizerinde karistirilarak damla halinde 2.5 ml soguk %96’lik etanol ilave edildi.
Fikse edilen hiicreler iizerine tekrar 2ml PBS eklenerek +4°C’de 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 hiicreler santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatan atildi1 ve
hiicrelerin iizerine 70ul RNase (Sigma, P7003) ve 50 ul Propidium lodide (Sigma,
P4170) eklenerek karistirildiktan sonra 20 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 hiicreler 37 um’lik naylon mesh’den siiziildii ve akim
sitometri cihazinda (Cytoflex, BeckmanCoulter, USA) 20.000 hiicre sayilarak GO/G1-
S ve G2/M fazindaki hiicrelerin orani floresan yogunlugu ve hiicre sayisini gosteren

iki degiskenli histogramlardan analiz edildi.

3.9. Biyoenformatik Analiz

Calisma kapsaminda iki farkli veri tabanmi {izerinden meta-analiz

gerceklestirildi. 1lki, Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) ' veri tabaninda
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bulunan DepMap Public21Q4 (https://doi.org/10.6084/m9.figshare.16924132.v1) veri
tabaninda bulunan 1389 kanser hiicre hatt1 igerisinden serviks kanseri hiicre hatlari
olan BOKU, C33A, C41, C411, CASKI, DOTC24510, HCA1, HCS2, HCSC1, HELA,
HOKUG, HT3, MS751, SIHA, SISO, SW756 ve SW954 hiicrelerinde AMPK iligkili
6 genin (CAMKKI1, CAMKK2, PRKAA1, PRKAA2, PRKACA ve STK11) bazal
ekspresyonlart  incelendi. Gen seti analizi  Broad Institute  Morpheus
(https://software.broadinstitute.org/morpheus) yazilimi araciligiyla olusturuldu.

Ikinci olarak, Gene Expression Omnibus (GEO)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) veri tabaninda bulunan GSE9750 ' ve
GSE63514 97 veri setleri kullanildi. Bu veri setlerinde gruplar arast AMPK geni olan
PRKAA1&2’nin ekspresyonlar: karsilagtirildi.

3.10. Iistatistiksel Analiz

Elde edilen veriler icin IBM SPSS Statistics Version 23 programi
kullanilmistir. Gruplar arasindaki farkliligin belirlenmesi amaciyla istatistiksel yontem
olarak Student-t test kullanilmustir. Iyonizan radyasyon dozuna gére degiskenlerin
incelenmesi amaciyla two-way ANOVA testi kullanilmustir. ikiden fazla grupta
parametrik olmayan verilerin karsilagtirilmasi  Kruskal Wallis testi ile
gergeklestirilmistir. Yapilan testler sonucunda p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak

anlaml kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Serviks Kanseri Tedavisinde AMPK’nin Hedeflenmesi

CCLE veri setinde 17 adet serviks kanserinde AMPK (PRKAA) aktivatorleri
olan CAMKK, PKA, LKB1 (STK11) genlerinin bazal ekspresyonlar1 karsilastirildi.
Calisma kapsaminda AMPK regiilasyonu incelecegi icin PRKAA1, CAMKKI1 ve
PRKACA gen ifadelerinin yiiksekligine gore siralama yapildiginda HelLa hiicresi
birinci sirada yer almaktadir. AMPK regiilasyonu en kuvvetli olan hiicre hatt1 olmas1

sebebiyle ¢alismanin HeLa hiicresi ile yapilmasi planlamistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. CAMKK, PKA, LKB1 (STK11) genlerinin bazal ekspresyonlarinin
HeLa hiicre dizisinde en yiiksek diizeyde oldugunun gosterilmesi.

Toplamda 24 normal, 14 servikal intraepitelyal neoplazi (CIN)1, 22 CIN2, 40
CIN3 ve 28 kanser verisi olmak {izere toplamda 128 hasta verisi kullanilarak serviks
kanser gelisim basamaklarinin incelendigi bir ¢alismanin verileri kullanilarak yapilan
ileri analizler sonucunda serviks kanserli hastalarda PRKAA1 gen ekspresyonunun
normal serviks dokusu olan ve CIN1 hastaliga sahip hastalara kiyasla, PRKAA?2 gen
ekspresyonun ise normal serviks dokusuna sahip hastalara kiyasla daha yiiksek oldugu

gosterilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Serviks kanserli hastalarda PRKAA1 ve PRKAA?2 gen ekspresyon
diizeyinin artmis oldugunun gosterilmesi.

Serviks kanseri dokusu ile normal serviks dokusunu artmis gen ekspresyonu
acisindan karsilastiran bir baska ¢alismada, 21 normal serviks dokusu ve 33 serviks
kanseri verisi olmak iizere toplamda 54 hasta verisi kullanilarak yapilan ileri
analizlerde PRKAA1 ve PRKAA2 gen ekspresyonlarinin normal serviks dokusuna
kiyasla serviks kanseri dokusunda daha yiiksek oldugu saptanmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. PRKAAI ve PRKAA2 gen ekspresyonlarinin normal serviks dokusuna
kiyasla serviks kanseri dokusunda daha yiiksek oldugunun gosterilmesi.

Ayni ¢alismada ayrica 9 serviks kanseri gen ekspresyonlari incelenmistir.
PRKAATI diizeyi en yiiksek ikinci hiicre, PRKAA2 diizeyi en yliksek hiicre dizisi
olarak HeLa hiicresi karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 4.4). Bu bulgular sekil 4.1°de
gosterilen bulgular1 desteklemektedir. Bu bulgular 1s18inda ¢alisma Hela hiicre

dizisinde yapilmistir.
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Sekil 4.4. HelLa hiicre dizisinde PRKAA1 ve PRKAA?2 gen ekspresyon diizeyinin
yuksek oldugunun gosterilmesi.

4.2. Hiicre Sagkalim Deneylerinde Kullanilacak Hiicre Sayisinin Belirlenmesi
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Hiicre sayisi

Sekil 4.5. HeLa hiicre sayisi titrasyonu.

Sekil 4.5’te MTT deneyi ile 5 giinliik inkiibasyon sonras1 hiicre sayilari ile

korele olarak ol¢iilen optik dansite oranlar1 goriilmektedir. Bes giliniin sonunda 3000

hiicre ve tizerinde hiicrelerin viabilitesinin azaldig1 goriilmektedir. Bu grafikte 2500

hiicre sayisi1 kullanildiginda optik dansitenin 1’e yakin oldugu gozlenmis olup, bu

nedenle sonraki deneylerde kuyulara 2500 hiicre ekilmesine karar verilmistir.

4.3. Deneyde Kullamlacak ila¢ Dozlarimin MTT ile Belirlenmesi

Gereg ve yontem boliimiinde belirtilen ila¢ dozlar1 yine ayn1 boliimde belirtilen

zamanlarda uygulanarak MTT ile hiicrelerin canlilik oranlari incelendi. Elde edilen

degerler kontrol grubunun sagkalimi kabul edilen %100’e normalize edilerek analiz

edildi (Sekil 4.6-4.9). Calismamizda ilaglarin radyoduyarlilastiric1 etkisi aragtirildigi



45

icin ilaglarin tek baglarina uygulandiklarinda toksik olmayan ve literatiir ile uyumlu
oldugu goriilen dozlar sonraki deneylerde kullanilacak dozlar olarak belirlendi. Her iki
senaryo icin de toksik olmayan ilag dozlar1 IR ile kombinasyonda kullanilacak olan
dozlar olarak belirlendi. Her iki senaryo arasindaki fark metformin, A769662 ve
dorsomorfinin IR &ncesi uygulanma zamaniydi. Ilaglarmn uygulanma zamanlar ile

verilen ila¢ dozlar1 ayn1 olsa bile ilaglarin uygulanma zamanlarina goére sagkalimin

degistigi gézlendi.

1 vs 2. Senaryo Sisplatin
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Sekil. 4.6. Birinci ve ikinci senaryoda sisplatin konsantrasyonlariin hiicre
sagkalimi acisindan karsilastirilmasi.

Sisplatin i¢in belirlenen 1 uM ilag dozunda sagkalim 1. senaryo i¢in %63,5, 2.

senaryo i¢in ise %94,1 olarak saptandi ve 1 uM sisplatin dozu sonraki deneylerde

kullanilacak sisplatin dozu olarak belirlendi.

1 vs 2. Senaryo Metformin
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Sekil 4.7. Birinci ve ikinci senaryoda metformin konsantrasyonlarinin hiicre
sagkalimi acisindan karsilastirilmasi.
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Metformin i¢in kullanilan 123 pM dozda hiicre sagkalimi 1. senaryoda %93,7
iken 2. senaryoda %94,9 olarak saptandi. Bir iist konsantrasyon olan 370 uM dozda 1.
senaryoda sagkalimda belirgin diisme gozlenirken (%70,8), 2. senaryoda 123 uM doza
kiyasla 370 uM dozda belirgin degisiklik olmamasi (%94,9) nedeniyle iki dozun
arasinda uygulanabilir bir doz olan 150 uM sonraki deneylerde kullanilacak doz olarak
belirlendi. Ayrica 2. doz se¢enegi olarak literatiirde °' 150 uM’den daha yiiksek dozlar
kullanilmast sebebiyle 1 mM metformin dozu calismamizda toksik doz olarak
gbzlenmesine karsin literatiir ile uyumlu olmasi agisindan kullanilacak 2. ila¢ dozu
olarak belirlendi. Metforminin 1,1 mM dozu i¢in hiicre sagkalim orani 1. senaryo i¢in

%25,5, 2. senaryo i¢in ise %56,5 idi.

1 vs 2. Senaryo A769662
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Sekil 4.8. Birinci ve ikinci senaryoda A769662 konsantrasyonlarinin hiicre
sagkalimi acisindan karsilastirilmasi.

A769662 i¢cin 100 uM olarak belirlenen dozda hiicre sagkalimi 1. senaryoda
%109,5 iken 2. senaryoda %86,7 olarak saptandu. Ikinci doz olarak belirlenen 200 uM
ilag dozunda hiicre sagkalimi 1. senaryoda %79,7, 2. senaryoda ise %86,7 idi.
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1 vs 2. Senaryo Dorsomorfin
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Sekil 4.9. Birinci ve ikinci senaryoda dorsomorfin konsantrasyonlarinin hiicre
sagkalimi acisindan karsilastirilmasi.

Dorsomorfin i¢in toksik olmayan 0,5 uM olarak belirlenen dozda hiicre
sagkalimi 1. senaryoda %101,4 iken, 2. senaryoda %106,2 idi. Ayrica deney
sonuglarimizda toksik oldugu goriilmesine karsin literatiirde siklikla kullanilan 1,5 uM

ilag dozu 2. ila¢ dozu olarak belirlendi.

4.4. lIyonizan Radyasyon ile ilac Kombinasyonlarmin Hiicre Sagkalimi

Uzerine Etkisinin MTT ile incelenmesi

Bu deneyde ila¢g dozu belirlemek icin yapilan deney sonucunda bir 6nceki
boliimde belirlenen dozlar ve bunlara ek olarak 0,5 uM sisplatin ve 0,5 uM sisplatinin
1 mM metformin ile kombinasyonu kullanildi. Bu ilag kombinasyonlarinin da deneye
eklenmesindeki hipotez, metformin dozunun arttirilarak sisplatin dozunun azaltilmasi
ve dolayisiyla olas1 sisplatin toksisitesinin 6nlenmesiydi. Belirlenen her ilag dozu i¢in
0 Gy, 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy ve 8 Gy IR dozlarinda ilaglarin hiicre sagkalimi {lizerindeki
etkileri arastirildi ve sonuglar sekil 4.10-4.24’te sunuldu. Ila¢ gruplarindan 1 mM
metformin, 0,5 uM sisplatin + 1 mM metformin, 1 uM sisplatin + 1 mM metformin,
200 uM A769662, 1 uM sisplatin + 200 pM A769662, 1,5 uM dorsomorfin, 1 uM
sisplatin + 1,5 uM dorsomorfin ve ii¢lii ilag kombinasyonlarinin IR dozlar1 ile kombine

edildiklerinde hiicre sagkalimi iizerindeki etkileri Ek-4-10°da gosterilmistir.
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Ila¢ Kombinasyonlar1 Varhginda Iyonizan Radyasyonun Hiicre

Sagkalimi Uzerindeki Etkisinin Incelenmesi

Analizler yapilirken IR veya ila¢ uygulanmayan kontrol grubunun optik dansite
oran1 %100 sagkalim olarak kabul edildi. ilag/IR uygulanan gruplarin sagkalimi
kontrol grubu ile karsilastirilarak belirlendi (Sekil 4.10-4.29). Bu sayede artan IR dozu
ile birlikte ila¢ kombinasyonlarinin hiicre sagkalimi {izerindeki kombine etkisi
incelendi.

Her iki grupta da artan IR dozu ile sagkalim diismektedir. Her iki ilag
zamanlamasinda da 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy ve 8 Gy IR uygulanan hiicre dizisinin sagkalimi
anlaml olarak IR uygulanmayan gruba gore daha diistiktiir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Birinci ve ikinci senaryoda kontrol (ilag eklenmeyen) hiicre dizisinin IR
dozlarina gore sagkalimdaki degisimi.

Ikinci senaryoda daha belirgin olmak iizere her iki senaryoda da 0,5 pM
sisplatin eklenmesi ile birlikte IR uygulandiginda hiicrelerin sagkalimindaki azalma
belirginlesti. Birinci senaryoda ise kontrol grubundaki 2 Gy-6 Gy ve 2 Gy-8 Gy
arasindaki sagkalim farki 0,5 uM sisplatin eklendiginde kayboldu (Sekil 4.11).



Sekil 4.11.

Hiicre Sagkalimi (%)
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Birinci ve ikinci senaryoda 0,5 uM sisplatin eklenen hiicre dizisinin

iyonizan radyasyon dozlaria gore sagkalimdaki degisimi.

Her iki grupta da 1 uM sisplatin eklendiginde 0 Gy’e kiyasla tiim iyonizan

radyasyon dozlarinda hiicre dizisinin sagkalimi belirgin olarak daha diisiik

bulunmustur ancak 0,5 uM sisplatin eklendiginde elde edilen sonuca benzer olarak 1.

senaryoda kontrol grubundaki anlamli sagkalim farki bulunan 2 Gy-6 Gy ve 2 Gy-8

Gy arasinda sagkalimdaki farklilik kaybolmus, 2. senaryoda ise 2 Gy ile 6 Gy ve 8 Gy

arasinda

anlamli sagkalim farki ortaya ¢ikmistir. Bu bulgular ile sisplatinin her iki

senaryoda da IR’un hiicre iizerindeki etkinligini arttirdigi ve 2. senaryoda 1.

senaryodan daha belirgin olmak {izere sisplatinin yiiksek IR dozlarinda da

radyoduyarlilastirict etkisi gdstermektedir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Birinci ve ikinci senaryoda 1 uM sisplatin eklenen hiicre dizisinin IR
dozlarina gore sagkalimdaki degisimi.

Birinci senaryoda 150 uM metformin eklendiginde kontrole kiyasla
sagkalim ac¢isindan IR dozlar arasindaki anlamlilik kaybolmus olup, 2.
senaryoda ise IR dozu arttik¢a sagkalimdaki diisiis belirginlesmistir. Bu da bize
metforminin IR ile ayni giin uygulandiginda radyosensitizan etkisinin daha

belirgin oldugunu gostermistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Birinci ve ikinci senaryoda 150 pM metformin eklenen hiicre dizisinin
IR dozlarina gore sagkalimdaki degisimi.
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Ikinci senaryoda daha belirgin olmak iizere her iki senaryoda da 1 pM
sisplatine 150 uM metformin eklendiginde hiicrelerdeki canliligin artan IR dozlari ile

birlikte belirgin olarak azaldig1 gosterilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Birinci ve ikinci senaryoda 1 uM sisplatin + 150 uM metformin eklenen
hiicre dizisinin IR dozlarina gére sagkalimdaki degisimi.

Her iki senaryoda da A769662 eklenmesi ile hiicre sagkaliminda anlaml
derecede azalma mevcuttur. Ayni ila¢ ekleme senaryolar1 kontrol gruplariyla
kiyaslandiginda bu fark 6zellikle 2. senaryoda daha belirgindir. Ikinci senaryoda artan
iyonizan radyasyon dozlari ile kontrol grubunda sagkalimda belirgin azalma
saptanmazken 100 pM A769662 eklendiginde sagkalimda belirgin diisiis gozlenmistir.
Bu bilgiler bize AMPK yolagini aktive etmenin radyoduyarlilastirict rolii oldugunu
gostermektedir. (Sekil 4.15).
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2. senaryo 100 uM A769662
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Sekil 4.15. Birinci ve ikinci senaryoda 100 pM A769662 eklenen hiicre dizisinin IR
dozlara gore sagkalimdaki degisimi.

Her iki senaryoda da 1 pM sisplatine 100 uM A769662 eklenmesi ile kontrol

grubuna kiyasla artan IR dozlariyla sagkalimdaki azalma belirginlesmistir. (Sekil

4.16).

Sekil 4.16.
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2. senaryo 1 uM Sisplatin + 100 uM A769662
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Birinci ve ikinci senaryoda 1 uM sisplatin + 100 uM A769662 eklenen
hiicre dizisinin IR dozlarina gore sagkalimdaki degisimi.

Birinci senaryoda 0,5 uM dorsomorfin eklendiginde 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy ve 8 Gy

gruplarinda IR uygulanmayan gruba gore sagkalimda diisiis goriilmektedir. Ikinci

senaryoda ise artan IR dozlariyla birlikte hiicre sagkalimi azalmaktadir. Bu bulgular

dorsomorfinin de tek basina radyoduyarlilastiric1 bir ajan oldugunu gostermektedir

(Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Birinci ve ikinci senaryoda 0,5 pM dorsomorfin eklenen hiicre dizisinin
IR dozlarina gore sagkalimdaki degisimi.

Her iki senaryoda da 1 uM Sisplatin’e 0,5 uM eklenmesinin sagkalimda diisiise
neden oldugu goriilmektedir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Birinci ve ikinci senaryoda 1 uM Sisplatin + 0,5 uM dorsomorfin eklenen
hiicre dizisinin IR dozlarina gore sagkalimdaki degisimi.

Ila¢ Kombinasyonlarimin Hiicre Sagkahm Uzerindeki Etkisinin

Karsilastirilmasi

[lag kombinasyonlarinin farkli IR dozlarinda hiicre sagkalimi iizerindeki etkisi
incelenmistir. Analizlere yalnizca hiicre icin toksik olmayan ilag dozlar1 ve
kombinasyonlar1 dahil edilmistir. Burada 6zellikle sisplatin ve sisplatin ile birlikte

uygulanan AMPK modiilasyonunun etkisi karsilastirilmistir.
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Calismamizda 1. senaryoda IR uygulanmayan hiicre dizisinde sisplatin ve
metforminin tek baglarina ve kombine edildiklerinde kontrole kiyasla sagkalimi
anlamli olarak azalttiklar1 ve sisplatine metformin eklenmesinin yalnizca sisplatin
uygulanmasina kiyasla sagkalimi anlamli olarak azalttig1 gosterilmistir. Diisiik doz (2
Gy) IR uygulandiginda da sisplatin ve metforminin ayr1 ayr1 veya kombine
edildiklerindeki radyoduyarlilastiric1 etkileri devam etmesine karsin IR dozu arttikca
tek basina sisplatin ya da metformin eklenmesinin radyoduyarlilastirici etkisi ortadan
kalkmaktadir. Yiiksek doz (4 Gy ve 6 Gy) IR’da kontrol grubuna kiyasla yalnizca
sisplatin ve metformin kombinasyonunun radyoduyarliligi anlamli olarak arttirdigi

goriilmektedir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Birinci senaryo i¢in IR dozlarina gore kontrol, 1 uM sisplatin, 150 uM
metformin ve 1 uM sisplatin  + 150 puM meformin ilag
kombinasyonlarinin hiicre sagkalimi tizerindeki etkisinin
karsilastirilmasi.

Birinci senaryoda IR uygulanmayan hiicre dizisinde sisplatinin tek basina
sagkalimi azaltici etkisi olmakla birlikte, A769662’nin tek basina hiicre sagkalimini
azaltici/arttirict  etkisi  gozlenmemistir. Yalmz sisplatin  eklendiginde hiicre
sagkaliminin azaldigi, yalniz A769662 ya da sisplatin ve A769662 eklendiginde ise
yalniz sisplatine kiyasla hiicre sagkaliminin daha fazla oldugu saptanmustir. Diisiik doz

(2 Gy) IR uygulandiginda bulgular benzer olmakla birlikte sisplatinin
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radyoduyarlilastirict etkisi belirginlesmektedir. A769662’nin 8§ Gy IR dozuna kadar
sisplatinin etkisini notralize ettigi ancak 8 Gy’de kontrole kiyasla sisplatine A769662

eklenmesinin hiicre sagkalimii en ¢ok azaltan kombinasyon oldugu gdzlenmistir

(Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Birinci senaryo i¢in IR dozlarina gore kontrol, 1 uM sisplatin, 100 uM
A769662 ve 1 uM sisplatin + 100 uM A769662 ila¢ kombinasyonlarinin
hiicre sagkalimi {izerindeki etkisinin karsilastirilmasi.

Birinci senaryoda IR uygulanmayan hiicre dizisinde, sisplatin ve dorsomorfinin
tek baslarmma sagkalimi inhibe edici etkisinin yani sira kombine uygulandiginda
dorsomorfinin sisplatinin etkisini arttirdigi gézlenmistir. Diisik doz (2 Gy) IR
uygulandiginda da bu etki devam eder. Artan IR dozu ile birlikte sisplatinin
radyoduyarlhilastirict etkinligi azalsa da dorsomorfin sisplatinin radyoduyarlilastirici
etkisini bu dozlarda da arttirmaya devam etmektedir. Yalnizca 8 Gy IR uygulanan
hiicre dizisinde higbir ilag kombinasyonunun sagkalimi degistirmedigi gézlenmis olup
bu bulgular 8 Gy gibi ¢ok yiiksek doz IR varliginda AMPK modiilasyonunun hiicre

sagkalimi i¢in 6nemini yitirmeye basladigini gostermektedir (Sekil 4.21).
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1. Senaryo
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Sekil 4.21. Birinci senaryo icin IR dozlarina gore kontrol, 1 uM Sisplatin, 0.5 uM
Dorsomorfin ve 1 uM Sisplatin + 0.5 puM Dorsomorfin ilag
kombinasyonlarinin hiicre sagkalimi tizerindeki etkisinin
karsilastirilmasi

Calismamizda 2. senaryo i¢in IR uygulanmayan hiicre dizisinde sisplatin ve
metforminin tek baglarina hiicre sagkalimini azaltma etkisi saptanmazken es zamanl
kombine uygulandiklarinda hiicre sagkaliminin belirgin olarak azaldig1 gosterilmistir.
Diisik doz (2 Gy) IR wuygulanan hiicre dizisinde metformin tek basina
radyoduyarlilastirict etki gosterirken sisplatinin tek basina radyoduyarlilastirict etkisi
gosterilememistir. Kontrole kiyasla sisplatine metformin eklenmesi sagkalim1 anlamli
olarak azaltsa bile sisplatin ile kombine tedavi kiyaslandiginda bu anlamlilik ortadan
kalkmaktadir. Iyonizan radyasyon dozu arttik¢a sisplatinin radyoduyarlilastiric1 etkisi
ortaya ¢ikmakta, metforminin tek basina radyoduyarlilastirici etkisi devam etmektedir.
Yiiksek doz iyonizan radyasyon uygulandiginda sisplatin ve metforminin tek baslarina
radyoduyarllastirict  etkileri belirgin olmakla birlikte sisplatine metformin

eklenmesinin sisplatinin radyoduyarlilastiric1 etkisini arttirmadigr gozlenmektedir
(Sekil 4.22).
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Sekil 4.22.

Ikinci senaryo igin IR dozlarina gore kontrol, 1 uM sisplatin, 150 uM
metformin ve 1 uM sisplatin  + 150 puM meformin ilag
kombinasyonlarinin hiicre sagkalimi tizerindeki etkisinin
karsilastirilmasi.

Ikinci senaryoda IR uygulanmayan hiicre dizisinde sisplatin ve A769662 nin

tek baslarina eklendiklerinde hiicre sagkalimini inhibe edici etkisi gézlenmemistir.

Ancak sisplatine A769662 eklendiginde sinerjistik etki gozlenmis ve yalniz sisplatin

ya da A769662 uygulanan hiicre dizisine kiyasla hiicre sagkalimi anlamli olarak

azalmistir. Bu bulgu birinci senaryodakinin tersine A769662’nin hiicreye eklenme

zamani ile hiicre sagkalimi iizerindeki etkisinin degisebilecegini gostermektedir. IR

uygulanmast ve dozun arttirilmasi ile A769662°nin hiicre sagkalimini inhibe edici

etkisi belirginlesirken sisplatin ile kombine kullaniminda 0 Gy’de yarattig1 sinerjistik

etki ortadan kalkmaktadir. Yalnizca 8 Gy uygulanan hiicre dizisinde A769662 nin

sisplatinin radyoduyarlilastirici etkisini sinerjistik olarak arttirdig1 gozlenmistir (Sekil

4.23).
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Sekil.4.23. Ikinci senaryo icin IR dozlarina gére kontrol, 1 uM sisplatin, 100 uM
A769662 ve 1 uM sisplatin + 100 puM A769662 ila¢ kombinasyonlarinin
hiicre sagkalimi tizerindeki etkisinin karsilastirilmasi.

Ikinci senaryoda IR uygulanmayan hiicre dizisinde tek basina sisplatin veya
dorsomorfin eklenmesinin hiicre sagkalimini degistirmedigi ancak sisplatine eklenen
dorsomorfinin sinerjistik etki ile anlamli olarak hiicre sagkalimini ila¢ uygulanmayan
veya yalnizca sisplatin uygulanan hiicre dizisine kiyasla inhibe ettigi gézlenmistir.
Diisiik doz IR uygulandiginda da sinerjistik etkinin devam ettigi, IR dozu arttikca
sisplatin ve dorsomorfinin ayr1 ayr1 radyoduyarlilagtirict etkisinin arttigi,
dorsomorfinin sisplatinin radyoduyarlilastirici etkinliini arttirmaya devam ettigi
ancak sinerjistik olan bu etkinin artan IR dozu ile birlikte azalmaya basladig

goriilmektedir (Sekil 4.24).
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Sekil.4.24. Ikinci senaryo igin IR dozlarma gére kontrol, 1 uM sisplatin, 0,5 pM
dorsomorfin ve 1 pM sisplatin + 0,5 pM dorsomorfin ilag
kombinasyonlarinin hiicre sagkalimi tizerindeki etkisinin
karsilastirilmasi.

4.5. Iyonizan Radyasyon ve Ila¢c Kombinasyonlarimin Hiicre Hasar

Belirtecleri Uzerindeki Zamana Bagh Degisiminin Incelenmesi

Literatiirde hiicre hasar belirteclerinin degerlendirilme zamanlar ile ilgili kesin
ve net bir sonu¢ bulunmamaktadir. Bu nedenle 6n deney olarak her iki senaryoda da
IR sonrasi 1. ve 8. saatlerdeki protein analizleri yapilmistir. On deney ile molekiiler
agirliklar1 birbirinden farkli olan proteinlerin her birinin 7 dakikada “mixed”
programinda membrana gegmesi hedeflenmis ve hedefe ulasilmistir. On deneyde ilag
kombinasyonlarina gore protein ekspresyonlarinin incelenmesi amaglanmadigi igin
onceki deneylerde uygulanan birinci ve ikinci senaryodaki ilag ekleme zamanlarinda
deneyi bire bir uygulayabilmek adina besiyeri eklenmis ve dnceki deneylerde 1. ve 2.
senaryo icin belirlenen IR uygulama zamanlarinda hiicrelere IR uygulanmistir.
Proteinlerin 1. ve 2. senaryo i¢in IR dozu ve radyasyon sonrasi protein degerlendirme
saatlerine gore ekspresyonlar1 agagida gosterilmistir. Her protein 3 kez tekrar edilecek

sekilde degerlendirilmistir.
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Sekil 4.25. Birinci senaryo i¢in 0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy IR uygulanan hiicre dizilerinin
iyonizan radyasyon sonrasi 1. ve 8. saatteki hiicre hasar protein

ekspresyon goriintiileri.
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Ikinci senaryo i¢in 0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy IR uygulanan hiicre dizilerinin IR

sonrasi 1. ve 8. saatteki protein ekspresyon goriintiileri.

Tiim proteinlerin hem aktif hem de total formlar1 incelendi ve sonraki deneyde

aktif proteinler total formlarma oranlanarak normalize edildi. On deney sonucunda

53BP1 proteininin aktif formu olan p-53BP1’in her iki senaryoda da 1. saatte daha

hizli artis gosterdigi, 8. saatte ise bu farkliligin azaldigi gozlendi. Ozellikle 2.
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senaryoda 6 Gy grubunda 0 Gy grubuna kiyasla p-53BP1 protein diizeyinin belirgin
olarak arttig1 gézlendi.

H2AX proteininin aktif formu olan p-H2AX (yH2AX) protein diizeyinde her
iki senaryoda da 1. ve 8. saat arasinda belirgin farklilik gbzlenmezken AMPK ve p-
AMPK protein diizeyleri 8. saatte daha yiiksek olarak gozlendi. AMPK ve p-AMPK
protein diizeyini belirleyecek bant goriintiilerinin net olarak elde edilememesi
nedeniyle 3 dakika olan ECL maruziyet siiresi sonraki deneyde 5 dakikaya ¢ikarildi.
Daha once yapilan MTT sonuglart ve klinik uygulamalar g6z 6niine alindiginda

sonraki deneye 2. ilag uygulama senaryosu ile devam edildi.

4.6. Iyonizan Radyasyon ve Ila¢c Kombinasyonlarimin Hiicre Hasar

Belirtecleri Uzerindeki Degisiminin Incelenmesi

AMPK, H2AX, 53BP1 ve ERCCI1 proteinlerinin total ve aktif formlar1 olan
sirastyla p-AMPK, p-H2AX (yYH2AX), p-53BP1 ve ERCCI1 protein diizeylerinin ilag
kombinasyonlar1 ve 0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy iyonizan radyasyon dozlar1 ile degisimi Sekil
4.27-4.38’de sunulmustur.

Kontrol grubunda IR uygulanmas: ile grafikte p-AMPK/AMPK diizeyinin
anlamli olarak azaldig1 gozlenmektedir ancak bant goriintiileri p-AMPK ve total
AMPK i¢in ayr1 ayn analiz edildiginde p-AMPK diizeyinde anlamli degisme
izlenmezken (p>0.05) total AMPK ekspresyonunun kontrole kiyasla 2 Gy ve 6 Gy’de
anlamli olarak arttif1 (p<0.05) goézlenmektedir. Bu bulgu IR’un hiicre igerisinde
AMPK protein transkripsiyonunu arttirdigini géstermektedir. Ayrica 1 uM sisplatin
varliginda artan IR dozu ile birlikte p-AMPK/AMPK diizeyinde diisme egilimi
gbzlenmekle birlikte istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir. Kontrol grubunun yan
sira ayrica 1 uM sisplatin + 100 uM A769662 ve 0,5 uM dorsomorfin varliginda da
yliksek doz IR ile birlikte p-AMPK diizeyinin azaldig1 gozlenmistir. 100 uM A769662,
1 uM sisplatin + 150 uM metformin ve 1 puM sisplatin + 0,5 uM dorsomorfin
varliginda ise artan IR dozlan ile p-AMPK diizeyinin anlamli 6l¢iide degismedigi
goriilmistiir. Yalnizca 150 uM metformin varliginda yiiksek doz IR uygulanmasi ile
birlikte hem p-AMPK hem de total AMPK diizeyinin belirgin olarak arttig1

gbzlenmistir. Benzer sekilde sisplatine metformin eklenen grupta da metforminden
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kaynakli iyonizan radyasyon ile birlikte AMPK protein transkripsiyonunun arttigi
gosterilmistir (Sekil 4.27-4.29).
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Sekil. 4.27. Kontrol, 150 uM metformin ve 1 uM sisplatin eklenen hiicre dizilerinde
0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy IR dozlarinin p-AMPK/AMPK protein diizeyi iizerine

etkisi.

Dorsomorfin

0Gy 2Gy 6Gy

A769662
0Gy 2Gy 6Gy

P-AMPK !E:!:I 62KkDa P-AMPK m 62kDa
AMPK - 62kDa AMPK m 62kDa
pactn [ sacin [
Dorsomorphin A769662
»
v s
S 0.08 g ~
2 2
€L 006 | E—— 30
83 £3
> < E 2
€ E 0.04 E E 0s
as H
£ 8002 g
S 0.0
© & & &
0.00 *9(‘ A
3 S N
‘_‘,o“o I I o
n=3
*p<0.05
*p<0.001

Sekil.4.28.

0,5 uM dorsomortfin ve 100 uM A769662 eklenen hiicre dizilerinde 0 Gy,
2 Gy ve 6 Gy IR dozlarinin p-AMPK/AMPK protein diizeyi iizerine
etkisi.
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Sekil 4.29. 1 uM sisplatin + 150 uM metformin, 1 uM sisplatin + 0,5 uM
dorsomorfin ve 1 pM sisplatin + 100 uM A769662 eklenen hiicre
dizilerinde 0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy IR dozlarimin p-AMPK/AMPK protein
diizeyi lizerine etkisi.

Aktif formu p-H2AX (yH2AX) olan hiicre hasar belirte¢ proteininde kontrol
grubunda diisiik doz (2 Gy) IR ile anlamli artis gézlenmezken yiiksek doz (6 Gy) IR
ile artis gozlenmistir. 150 uM metformin, 1 pM sisplatin, 1 uM sisplatin + 150 uM
metformin, 0,5 uM dorsomorfin ve 1 uM sisplatin + 0,5 uM dorsomorfin varliginda
hicbir IR dozu ile hiicre hasar protein diizeyi anlamli farklilik géstermemistir. 100 uM
A769662 varliginda yiiksek doz IR’da diisiik doza kiyasla, 1 uM sisplatin + 100 puM
A769662 varliginda ise kontrole kiyasla 2 Gy uygulanan hiicre dizisinde p-H2AX
diizeyinde anlaml1 diizeyde azalma goriilmektedir (Sekil 4.30-32).
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Sekil 4.30. Kontrol, 150 uM metformin ve 1 uM sisplatin eklenen hiicre dizilerinde
0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy IR dozlarinin p-H2AX/H2AX protein diizeyi iizerine

etkisi.
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Sekil 4.31. 0,5 uM dorsomorfin ve 100 uM A769662 eklenen hiicre dizilerinde 0 Gy,
2 Gy ve 6 Gy IR dozlarinin p-H2AX/H2AX protein diizeyi lizerine etkisi.



Sisplatin+Metformin Sisplatin+Dorsomorfin Sisplatin+A769662

0Gy 2Gy 6Gy 0Gy 2Gy 6Gy 0Gy 26y 66
| — | 15kDa 15 kDa
B-actin EI 45 kDa B-actin EI 45 kDa Boactin EI 45 kDa

Cisplatin+A769866

Cisplatin + Metformin Cisplatin + Dorsomorphin
L 8 L 03 L 8 —_
g';‘ ig"“ %';5
gd ke 23
= ns 23
5e: §= %2
2 2 2
o 0.0 o
o (o o [ & o & &
o ' o
n=3 n=3 n=3
**p<0.01
Sekil 4.32. 1 uM sisplatin + 150 uM metformin, 1 uM sisplatin + 0,5 uM

dorsomorfin ve 1 pM sisplatin + 100 uM A769662 eklenen hiicre
dizilerinde 0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy IR dozlarinin p-H2AX/H2AX protein
diizeyi lizerine etkisi.

Kontrol grubunda yiiksek doz IR’da (6 Gy) hiicre hasar tamirini indiikleyen p-

53BP1 protein diizeyi anlamli olarak artmigtir. 1 uM sisplatin ve 1 uM sisplatin + 150

uM metformin eklenen grupta p-53BP1 protein diizeyinde anlamli fark saptanmazken,

150 uM metformin, 0,5 uM dorsomorfin, 1 uM sisplatin + 0,5 uM dorsomorfin, 100

uM A769662 ve 1 uM sisplatin + 100 uM A769662 varliginda IR’ un 53BP1

aktivasyonu belirginlesmektedir. Ozellikle dorsomorfin varliginda diisiik doz (2 Gy)

IR uygulandiginda da hiicrelerde hasar tamirinin uyarildigi dikkat cekmektedir (Sekil

4.33-35).
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Sekil 4.33. Kontrol, 150 uM metformin ve 1 uM sisplatin eklenen hiicre dizilerinde
0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy IR dozlarinin p-53BP1/53BP1 protein diizeyi iizerine

etkisi.
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Sekil 4.34. 0,5 uM dorsomorfin ve 100 uM A769662 eklenen hiicre dizilerinde 0 Gy,
2 Gy ve 6 Gy IR dozlarmin p-53BP1/53BP1 protein diizeyi lizerine etkisi.
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Sekil 4.35. 1 pM sisplatin + 150 pM metformin, 1 uM sisplatin + 0,5 uM
dorsomorfin ve 1 pM sisplatin + 100 uM A769662 eklenen hiicre
dizilerinde 0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy IR dozlarinin p-53BP1/53BP1 protein
diizeyi lizerine etkisi.

NET yolaginda gorev alan ERCC1 protein diizeyinde kontrol grubunda,
yalnizca 150 uM Metformin ve yalnizca 100 uM A769662 eklenen grupta IR
uygulanmastyla birlikte anlamli farklilik saptanmamaktadir. 1 uM Sisplatin ve 0,5 uM
Dorsomorfin varliginda yiiksek doz (6 Gy) IR ile ERCCI protein diizeyinin anlamli
olarak arttig1 goriilmektedir. Tek baslarina ERCC1 protein diizeyinde anlamli artisa
neden olmasa da 1 uM sisplatine 150 uM metformin veya 100 uM A769662 eklenmesi
ile birlikte diisiik doz (2 Gy) IR ile de ERCCI1 protein diizeyinde artis gézlenmektedir.
Bu bulgular metformin ve A769662 nin sisplatinin niikleotid eksizyon tamir yolagini
indiikleyici etkisini arttirdigimi gostermektedir. Yalnizca 0,5 uM dorsomorfin
varliginda ise 6 Gy IR dozunda ERCCI protein diizeyinin arttig1 gézlenmekle birlikte
1 uM sisplatin’e 0,5 uM dorsomorfin eklendiginde hem diisiik hem de yiiksek doz
IR’da ERCCI1 protein diizeyi artmaktadir (Sekil 4.36-38).
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Sekil 4.36. Kontrol, 150 uM metformin ve 1 uM sisplatin eklenen hiicre dizilerinde
0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy IR dozlarinin ERCCI protein diizeyi iizerine etkisi.
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Sekil 4.37. 0,5 uM dorsomorfin ve 100 uM A769662 eklenen hiicre dizilerinde 0 Gy,
2 Gy ve 6 Gy IR dozlarinin ERCCI1 protein diizeyi lizerine etkisi.



69

Sisplatin+Metformin Sisplatin+Dorsomorfin Sisplatin+A769662
0Gy 2Gy 6Gy 0Gy 2Gy 6Gy 0Gy 2Gy 6Gy

45 kDa B-actin EI 45 kDa B-actin E 45 kDa

ERCC1 39 kDa

B-actin

I

Cisplatin + Metformin Cisplatin + Dorsomorphin Cisplatin + A769662
20 — » —t— o —
Pl ) 3
g T ie Zgoe
3 HCRE ]
SE1s 5% 3 —_
2% k] E%os
23 >4 >
=10 €= 10 v
Q o
a3 a0 T £Q 04
& o0s 58 s £&
Fuwo Y BYo2
2 g 2
0.0 1] 0.0
& [ & > N N N »
& « ° @ o 2° °

n=3 =3 =
iy *p<0.05 *p<0.05
+p<0.01 +p<0.01

Sekil 4.38. 1 uM sisplatin + 150 uM metformin, 1 uM Sisplatin + 0,5 uM
dorsomorfin ve 1 uM sisplatin + 100 uM A769662 eklenen hiicre
dizilerinde 0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy IR dozlarinin ERCCI protein diizeyi
iizerine etkisi.

4.7. lyonizan Radyasyon ile ilac Kombinasyonlarinin Hiicre Dongiisii

Uzerindeki Etkisinin Flow Sitometri Yontemi ile Degerlendirilmesi

Hiicre dizisine bir dnceki protein analizi deneyinde kullanilan 2. senaryodaki
ilag kombinasyonlar1 ve IR dozu olarak 0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy uygulandiktan sonra IR
ile ilag kombinasyonlarinin hiicre dongiisii lizerindeki etkisi incelenmistir. Sekil 4.39
-4.41°de ilac varliginda/yoklugunda artan IR dozu ile birlikte G1/S ve G2/M fazindaki
degisikliklerin analiz sonuglar1 sunulmustur.

Kontrol grubunda, A769662 ve sisplatine dorsomorfin eklenen hiicre dizisinde
artan IR dozu ile birlikte G2/M fazinda hiicre akiimiilasyonunda azalma meydana
gelmistir. Yalnizca metformin, sisplatin eklenen ve sisplatine A769662 eklenen hiicre
dizisinde IR dozlar1 arasindaki G2/M fazindaki hiicre oraninda anlamli farklilik
saptanmamustir. Buna karsilik, sisplatin + metformin kombinasyonu veya yalnizca

dorsomorfin varliginda artan IR dozu ile birlikte G2/M fazinda duraklayan hiicre orani

da artmaktadir.
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Sekil 4.39. Kontrol, 150 uM metformin ve 1 uM Sisplatin eklenen hiicre dizilerinde
0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy IR dozlarinda G2/M fazinda hiicre siklus

duraklamasinin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.40. 0,5 uM dorsomorfin ve 100 uM A769662 eklenen hiicre dizilerinde 0 Gy,
2 Gy ve 6 Gy IR dozlarinda G2/M fazinda hiicre siklus duraklamasinin

karsilastirilmasi.
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Sekil 4.41. 1 uM sisplatin + 150 uM metformin, 1 uM sisplatin + 0,5 uM
dorsomorfin ve 1 puM sisplatin + 100 uM A769662 eklenen hiicre
dizilerinde 0 Gy, 2 Gy ve 6 Gy IR dozlarinda G2/M fazinda hiicre siklus
duraklamasinin karsilastirilmasi.

IR dozlarina gore ila¢ kombinasyonlariin hiicre siklusu duraklamasina olan
etkisi sekil 4.42-4.44’te incelenmistir. IR uygulanmayan grupta tek basina sisplatin ve
sisplatine metformin eklenmesinin G2/M fazinda hiicre duraklamasini azalttigi

goriilmektedir. Buna karsilik 2 Gy IR dozunda yalnizca sisplatin eklenmesi ile G2/M
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fazindaki hiicre popiilasyonu artmakta ancak anlamliliga ulasmamaktadir ve yalnizca
metformin veya sisplatin + metformin kombinasyonunda G2/M fazinda duraklayan

hiicre oran1 anlaml1 olarak artmaktadir. Bu etki 6 Gy IR dozunda goriilmemektedir.
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Sekil 4.42. 1R dozlarina gore kontrol, 1 uM sisplatin, 150 uM metformin ve 1 uM
sisplatin + 150 pM meformin ila¢ kombinasyonlarinin hiicre siklus
duraklamasi tizerindeki etkisinin karsilastirilmasi.

IR uygulanmayan hiicre dizisinde yalnizca sisplatin eklenmesi ilag
uygulanmayan gruba kiyasla G2/M fazindaki hiicre duraklamasini azaltirken, yalnizca
A769662 eklenmesi ise yalnizca sisplatin eklenen gruba kiyasla G2/M fazindaki hiicre
duraklamasini arttirmaktadir. Diisiik doz IR uygulandiginda da sisplatine A769772
eklenmesinin G2/M fazinda duraklayan hiicre oranini arttirdig1 goriilmekte ancak 6

Gy’de bu etki ortadan kalkmaktadir.
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Sekil 4.43. 1R dozlarina gore kontrol, 1 uM sisplatin, 100 uM A769662 ve 1 uM
sisplatin + 100 uM A769662 ila¢ kombinasyonlarinin hiicre siklus
duraklamasi tizerindeki etkisinin karsilastirilmasi.

IR uygulanmayan hiicre dizisinde yalnizca sisplatin ve yalnizca dorsomorfin

uygulandiginda G2/M fazinda duraklayan hiicre oran1 azalmakta ancak sisplatine
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dorsomorfin eklendiginde yalnizca sisplatin ve dorsomorfine kiyasla G2/M fazindaki
hiicre popiilasyonu artmaktadir. Ila¢ uygulanmayan hiicreler ile karsilastirildiginda ise
fark saptanmamustir. Diisiik doz IR’da higbir ilag kombinasyonu arasinda fark
saptanmazken, 6 Gy IR dozunda sisplatine dorsomorfin eklenmesi ile G2/M fazindaki

hiicre oran1 azalmistir.
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Sekil 4.44. 1R dozlarina gore kontrol, 1 uM sisplatin, 0,5 uM dorsomorfin ve 1 uM
sisplatin + 0,5 uM dorsomorfin ilag¢ kombinasyonlarinin hiicre siklus
duraklamasi tizerindeki etkisinin karsilastirilmasi.
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5. TARTISMA

Calismamizda, literatiirde serviks kanserlerinde goriilen gen ekspresyonlarinin
analiz edildigi veri tabanlar1 kullanilarak biyoenformatik ileri analizler yapilmis ve
AMPK proteinini kodlayan PRKAA1 ve PRKAA2 genlerinde ekspresyon artisi
saptanmistir. Boylece AMPK’nin serviks kanseri tedavisinde hedeflenebilir bir
molekiil oldugu noktasindan yola ¢ikilarak, bu gen ekspresyonlarinin en fazla oldugu
HeLa hiicresinde ¢alisma dizayn edilmistir. HeLa hiicre dizisi serviks skuamdz hiicreli
kanser hiicre dizisi olup, literatiirde yapilan ¢alismalarda HeLa hiicre dizisinde bir
tiimor baskilayict gen olan LKBI1 delesyonu oldugu ve LKB1’den yoksun hiicrelerde
AMPK  aktivasyonunun  Ca*?kalmodiilin ~ bagimli  kinaz  aracihigiyla
gerceklesebildigini gdsteren ¢alismalar mevcuttur 15199,

Yapilan ¢aligmalarda serviks kanserli hastalarin en az %20 sinde LKB1’in
klinik anlaml1 olarak mutant oldugu ve bu hastalarin progresyonsuz sagkaliminin daha

kotii oldugu gdsterilmistir 18

. LKB1 delesyonu tiimor progresyonunu 6ngoérmede iyi
bir belirte¢ olarak goriilse de LKB1 yolaginin inaktive edilmesi metforminin kanser
hiicre proliferasyonunu azaltmasinda yardimci olabilmektedir. LKB1 gibi timor
baskilayic1 gen delesyonu olan hiicrelerde kanser olusumu ve progresyonu
engellenemeyecegi i¢in prognozun daha kotii olmasi beklenirken, yapilan bir
caligmada tiimor hiicreleri metformin uygulanarak strese sokuldugunda mutant olan
LKBI1 nedeniyle AMPK’y1 aktive edemedikleri i¢in hiicre i¢in gerekli olan ATP’yi
koruyamadiklar1 ve bunun kanser hiicre 6liimii ile sonuglandig1 gosterilmistir ''°. Chen
ve ark. ‘lan tarafindan yapilan bir ¢alismada, LKB1 mutant HeLa hiicrelerinin diger
serviks kanseri hiicre dizilerine kiyasla metformine daha duyarli oldugu gosterilmistir
1 Serviks kanser hiicre dizisi olan HeLa hiicreleri ile endometriyum kanseri hiicre
dizisi olan HEC-1-A ve KLE hiicrelerinde yapilan bir baska ¢alismada ise, HelLa
hiicrelerinde LKB1 ekspresyonu olmadigi ve metforminin HelLa hiicrelerinde
apoptozisi belirgin olarak arttirarak hiicre sagkalimini diisiirdiigii, ancak HEC-1-A ve

KLE hiicrelerinde metforminin apoptozisi arttirmadigi ve hiicre sagkalimim

azaltmadig1 gosterilmistir ''2,
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5.1. Iyonizan Radyasyon, Sisplatin ve Metforminin Hiicre Uzerindeki Etkileri

Calismamizda, IR uygulanmadan hem tek bagslarina metformin ve sisplatinin
hem de kombine uygulandiklarinda hiicre sagkalimini anlamli olarak azalttiklar
gosterilmistir. Literatiirde de benzer sekilde metforminin HeLa hiicre serilerinde IR
uygulanmaksizin tek basina antiproliferatif etkisi gosterilmistir '''. Bununla birlikte
artan IR dozlar ile birlikte HelLa hiicre dizisi sagkaliminin her iki zamanlama
senaryosunda da azaldig1 ve birinci senaryoda tek basina sisplatin ya da metformin ve
sisplatine  metformin  eklenmesinin  radyoduyarlilagtirict  etkisinin  oldugu
gosterilmistir. Ancak bu etki diisiik doz IR varliginda belirgin olmakla birlikte artan
IR dozlarn ile etki ortadan kalkar. Literatiirde de benzer sekilde sisplatinin
radyoduyarlhilastirici etkisini gosteren calismalar mevcut olup, klinikte serviks kanserli
hastalarda giinliik diisiik fraksiyon dozlar1 (1.8-2 Gy) ile es zamanl sisplatin KT
standart uygulamadir ''3. Lokal ileri evre serviks kanserli hastalarda konkomitan KRT
sonrasi uygulanan BRT siiresince toksisiteyi arttirmamak adina hastalara es zamanl
sisplatin KT uygulanmaz. Calismamizda da yiiksek IR dozlar ile birlikte sisplatinin
radyoduyarhlastirict etkisinin azaldigi gosterilmis olup, yliksek IR dozlar1 (6-7 Gy)
uygulanan BRT siiresince es zamanli sisplatin uygulanmasinin radyoduyarliligi
arttirict avantaji gézlenmeden yalnizca toksisiteye neden olabilecegi diisiintilmektedir.

Ikinci senaryoda ise IR uygulanmadan tek basina sisplatin ya da metformin
uygulanmast sagkalimi azaltmazken, sisplatine metformin eklenmesi birbirlerinin
etkisini potansiyalize ederek sagkalimi azaltmaktadir. Literatiirde de benzer sekilde,
ticlii negatif meme kanserinde sisplatin ve metforminin kombine etkisinin incelendigi
bir ¢alismada yalnizca sisplatine kiyasla sisplatine metformin eklenmesinin sisplatinin
hiicre sagkalimini azaltici etkisini giiclendirdigi gdsterilmistir ''*. Diisiik doz IR
uygulanmasi ile birlikte tek basina metformin radyoduyarlilastirict etki gostermesine
karsin tek basina sisplatin ya da sisplatine metformin eklenmesi ile
radyoduyarlhlastirict etki gézlenmemistir. Riaz ve ark.” larmin LKB1’den yoksun
A549 hiicre dizisinde metforminin sisplatinin radyoduyarlilastirici etkisini arttirdigini
gosterdikleri calismadakine benzer olarak bu ¢alismada HeLa hiicre dizisinde hiicreler
metformine kiyasla sisplatine kars1 daha direnglidir ''5. LKB1’den yoksun HeLa
hiicrelerinin LKB1 mutant olmayan hiicrelere kiyasla metformine daha duyarl

oldugunu gosteren ¢alismalar dikkate alindiginda, bu durum hiicrelerin LKB1’den
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yoksun olmasi ve diisiik iyonizan radyasyon dozunda hiicreyi koruyacak kadar yeterli
diizeyde AMPK’y1 aktive edememesine bagl olabilir 2. Ozefagus kanseri hiicre
dizisinde yapilan diger bir ¢calismada, LKB1’in AMPK yolag1 iizerinden apoptozis
inhibisyonu ve otofaji aktivasyonu ile IR direncine neden oldugu gosterilmistir '°,
Yiikksek IR dozunda ise hem sisplatin hem de metformin tek basina
radyoduyarhlastirict etki goOstermesine karsin sisplatine metformin eklenmesi
radyoduyarlilig1 arttirmamaktadir. Bu bulgular yiiksek doz IR uygulanan brakiterapi
stirecinde toksisiteyi arttirmamak adina sisplatin yerine metformin ile radyoduyarliligi
arttirmanin faydali olabilecegini 6n gérmektedir.

Calismamizda, metforminin IR’dan 4 saat Once verilmesinin metforminin
radyoduyarlhilastirict etkisini arttirdigini1 gostermektedir. Brown ve ark.’lar1 tarafindan
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre dizisi olan A549 hiicre dizisinde yapilan
calismada, IR oOncesi 1. saat, 4. saat ve sonrasi 24. saatte metformin uygulanmasi ile
tiimor biiyiimesi arasinda iliski saptanmamigtir ''7

hiicre dizisi olan LKB1’den yoksun A549 ile LKB1 mevcut H1299 hiicre dizilerinin

. Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri

karsilastirildigi diger bir ¢alismada ise IR’dan 24 saat 6nce 1-72 saat metformin ile
inkiibe edilen hiicre dizilerinde metforminin ATM/AMPK yolagmi aktifleyerek
radyoduyarllastirici etki gosterdigi bildirilmistir '8, Literatiirde metformin siklikla IR
oncesi uygulansa da literatiirde zamanlamaya iliskin net veri mevcut degildir.
Calismamizda, metforminin iyonizan radyasyondan 28 saat once uygulandiginda da
radyoduyarlilastirict etkisi gosterilmesine karsin, bu etki 4 saat 6nce uygulandiginda
daha belirgindir.

Literatiirde metformin dozlarina iliskin veriler de tartismalidir. Riaz ve
ark.’lariin calismasinda, kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri hiicre dizisi olan A549 ve
H460’ta tek basina metforminin 0.5 mM ve iizeri dozlarda radyoduyarlilastirici
etkinligi gdsterilmistir ''°. Song ve ark.’lar tarafindan MCF-7 insan meme kanseri
hiicre dizisi ve FSall fare fibrosarkom hiicre dizisi tizerinde yapilan diger bir ¢alismada
ise 1 mM ve 5 mM metforminin radyoduyarlilastirici etkinligi gosterilmistir 3°. Bizim
calismamizda ise serviks kanseri hiicre serisinde 0.37 mM ve iizeri metformin dozunun
toksik oldugu gosterilmistir. Calisma sonuglarimiza gore yiiksek metformin dozlarinin
radyoduyarliligi arttirmak yerine direk hiicre i¢in toksik olabilecegi akilda

bulundurulmalidir.
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Literatiirde, metforminin sisplatinle kombine edildiginde sisplatinin
radyoduyarlilastiric etkinligi tizerindeki roliine iliskin farkli sonuglar mevcuttur. IR
uygulanmadan sisplatin ile metforminin kombine edildigi ¢alismalarda metformin,
sisplatinin anti-kanser etkinligini arttirmaktadir ve bu bulgular calismamizda elde
edilen sonuglar desteklemektedir !'%-122. Qi ve ark.’lar1 tarafindan metforminin hem in
vivo hem de in vitro ortamda sisplatinin sitotoksik etkisini sinerjistik olarak arttirdigi
gosterilmistir '23. Buna karsilik Janjetovic ve ark.’lar1, metforminin sisplatin iliskili
apoptotik kanser hiicre oliimiinii azalttigini gostermistir 124, IR varliginda metforminin
sisplatin ile kombinasyonundaki etkileri daha farkli olmaktadir. IR uygulanan A549
(LKB1 mutant ve sisplatine direngli) ve H460 (LKB1 normal ve sisplatine duyarl)
kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre dizilerinde, sisplatine eklenen metforminin
AS549 hiicre dizilerinde sisplatinin radyoduyarlilastirici etkisini sinerjistik olarak
arttirdigi ancak H260 hiicre dizilerinde bu etkinin aditif etki olarak kaldig
gosterilmistir 3!. Takiuchi ve ark. ‘lar1 tarafindan yapilan retrospektif bir analizde
serviks kanserli hastalarda metformin kullaniminin hastaliksiz sagkalim ve
progresyonsuz sagkalim ile iliskisi gosterilememistir '2°. Kiiciik hiicreli dis1 akciger
kanserli hastalarda yapilan OCOG-ALMERA randomize c¢alismasinda KRT ile
metformin kombinasyon kolunda, yalnizca KRT alan hastalara kiyasla toksisite daha
fazla ve progresyonsuz sagkalim, genel sagkalim ise daha diisiik bulunmustur ancak
bu ¢alismada toksisite degerlendirilirken metformin kolunda daha az hastanin KRT yi
tamamladigi ve adjuvan durvalumab immiinoterapisi aldigi goz Oniinde
bulundurulmalidir 26, Metforminin konkomitan KRT ile kombinasyonundaki etkisini
arastiran diger bir faz 2 ¢alismada ise tedavi iyi tolere edilmis olsa da lokal-bolgesel
kontrol, genel sagkalim ve progresyonsuz sagkalimda gruplar arasinda anlamh fark
saptanmamistir '2’. Bu bulgular ¢alisma sonuglarimizi destekler niteliktedir ve serviks
kanserlerinde bu konuya iligkin arastirma olmamasi ¢alismamizi essiz kilmaktadir.
Buna karsilik, Han ve ark. ‘lar1 tarafindan serviks kanserli 13 hastada KRT ile KRT ye
metformin eklenmesini karsilastirin faz 2 bir ¢calismada, metformin kullanan hastalarin
hastaliksiz sagkaliminin daha iyi ve FAZA PET/BT ile 6lgiilen hipokside daha az

artigin gorildiigiinii bildirmislerdir '8,
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Calismamizda, LKB1’den yoksun HeLa hiicre dizisinde artan IR dozlar ile
birlikte AMPK total protein ifadesinin arttigi ancak aktif formu olan p-AMPK
diizeyinin degismedigi gosterilmis olup, hiicre dizisine metformin eklendiginde artan
IR dozlar ile birlikte hem AMPK total protein ifadesinin, hem de p-AMPK nin arttig1
gosterilmistir. Bu bulgular hem IR un hem de metforminin AMPK {izerindeki etkisinin
LKBI yolagi disinda da literatiirde belirtilen Ca**/kalmodiilin bagimli kinaz yolag
gibi farkli yolaklar {izerinden gergeklesebilecegini gostermektedir. Sanli ve
ark.’larinin ¢alismasinda, LKB1’den yoksun hiicrelerde artan IR dozlari ile p-AMPK
diizeyinin IR sonrasi 1. saatte en yiiksek seviyeye ulastigi, takiben azalarak 24. saate
kadar yiiksek diizeyde kaldigi ve IR’un AMPK aktivasyonunu LKB1’den bagimsiz
olarak gergeklestirdigi gosterilmistir 32, Aymi grup tarafindan yapilan diger bir
caligmada ise LKB1’den yoksun hiicrelerde IR uygulamasi sonrasi 48. saatte AMPK
gen ekspresyonunun en yiiksek diizeyde oldugu gosterilmistir °°. Xiao ve ark. ‘lan
tarafindan HeLa hiicre dizisinde metforminin LKB-1 ekspresyon diizeyini arttirmadan
LKB-1 mutant olmayan hiicrelerden daha silik sekilde AMPK aktivasyonu ve baskin
olarak mTOR inhibisyonu yaparak proliferasyonu inhibe ettigi gosterilmistir '2°,
Calismamizda ise IR sonrasi 1. saatte AMPK total protein ifadesinin arttig1 ancak p-
AMPK  diizeyinin  degismedigi  gozlenmistir. Tek basina metforminin
radyoduyarhlastirict etkisi gozlenmemesine karsin, diisik ve yilksek doz IR
uygulanmasi ile birlikte uygulandiginda radyoduyarlilastirict etki gostermesi, AMPK
total protein ifadesi ve p-AMPK diizeyini kontrole kiyasla arttirmasi nedeniyle
radyoduyarhiligin AMPK ile iligkili olabilecegini gostermektedir. Yine IR olmaksizin
sisplatine metformin eklendiginde etkinin potansiyalize olmasi, IR varliginda bu
etkinin ortadan kaybolmast ve AMPK diizeylerinin IR ile birlikte kontrole kiyasla
azalmasi radyoduyarliligin AMPK ile iliskili olabilecegini gostermektedir. Literatiirde
de metforminin hem sisplatine duyarli (H460) hem de sisplatine direngli (A549) kii¢iik
hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre dizilerinde radyoduyarlilastiric1 etkisini AMPK
yolag iizerinden gerceklestirdigi gdsterilmistir 318, Literatiirdeki diger bir calismada
MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde metforminin radyoduyarlilastiric1 etkisini
AMPK aktivasyonu ve mTOR inhibisyonu ile gerceklestirdigi gosterilmistir *.
Harhaji-Trajkovic ve ark.’larimin ¢alismasinda ise siRNA araciligiyla AMPK’nin

susturulmas1 veya AMPK inhibitérii uygulanmasi sonucunda sisplatin iliskili timor
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hiicresi Oliimiiniin artarak sisplatin sitotoksisitesinin AMPK inhibisyonu ile
arttirtlabilecegi raporlanmistir'**. Bu bulgular 1s181inda ¢alismamizda IR ile birlikte
artan AMPK diizeyinin de etkisiyle metforminin sisplatinin radyoduyarlilagtirici
etkisini potansiyalize etme etkisi ortadan kalkmistir.

Calismamizda hiicre hasar ve hasar tamiri belirtegleri incelendiginde, yiiksek
doz IR’a bagh sagkalimda azalma ile uyumlu olarak artan IR dozlarin ¢ift zincir
DNA kirik belirteci olan H2A X1 aktive ederek (YH2AX) hiicrede hasara yol agtig1 ve
hasar tamirinin gostergesi olan 53BP1’1 aktive ederek (p-53BP1) hasar tamirini
baslattig1 gosterilmistir. Literatiirde yapilan ¢calismalarda da artan IR dozlarinda hiicre
sagkalimimin belirgin olarak azaldigi artan YH2AX ve p-53BP1 seviyeleri ile
gosterilmektedir 313, Calismamizda, yalnizca metformin varliginda artan IR dozlari
ile birlikte sagkalimda azalma meydana gelirken metforminin radyoduyarlilastirici
etkisi ile uyumlu olarak YH2AX’te hafif artis, p-53BP1’de ise belirgin artis
gozlenmistir. Tek basina sisplatin yiiksek doz IR varliginda radyoduyarlilastirict etki
gosterirken, YH2AX ve p-53BP1’de anlamli fark saptanmamistir. Bu bulgular
LKB1’den yoksun olan HelLa hiicre dizisinin, sisplatine karst metforminden daha
direngli olmasindan kaynaklaniyor olabilecegini dislindiirmektedir. Sisplatine
metformin eklendiginde sinerjistik etki ile sagkalimda diisme goriilse de IR
uygulandiginda bu etki ortadan kalkmakta ve bu bulgular ile uyumlu olarak artan IR
dozlar1 ile yYH2AX ve p-53BP1°de anlamli fark gézlenmemektedir.

Metformin eklenen ve eklenmeyen hiicre dizilerinde artan IR dozlar ile
niikleotid eksizyon tamir proteini olan ERCC1’de anlamli fark saptanmamasina karsin
sisplatin varliginda artan IR dozlar1 ile ERCC1 protein diizeyinde artis gozlenmistir.
Yapilan ¢aligmalarda sisplatinin normal yapisi bozulmus DNA adaciklar1 olusturdugu
ve ERCCI1 proteininin bu adaciklarin ortadan kaldirilmasini sagladigi gosterilmistir
131 Literatiirde yiiksek ERCC1 diizeyinin over ve mide kanserli hastalarda sisplatin
direnci ile, diisiik ERCCI1 diizeyinin ise kii¢lik hiicreli dis1 akciger kanseri, meme
kanseri ve over kanseri gibi bir¢ok kanser tiiriinde sisplatine karst artmis yanit ile

iliskili oldugu saptanmustir 132134

. Niikleotid eksizyon tamir yolaginda hasar olmasinin
IR’a duyarliliga yol agmadig: bilinse de son yillarda yapilan ¢aligmalarda ERCC1’in
baskilanmasinin radyoduyarlilia yol agtig1 gosterilmistir 4°-°. Bir baska ¢alismada ise

metforminin ERCCI1 protein ekspresyon diizeyini azaltarak radyoduyarliliga sebep



79

oldugu gosterilmis ancak sisplatine metformin eklenmesi sinerjistik olarak sisplatinin
radyoduyarlilastirict etkisini arttirmasina ragmen ERCC1 diizeyini daha fazla
azaltmamustir 3'. Calismamizda da sisplatin varliginda diisiik IR dozuna kiyasla hiicre
sagkaliminin yiiksek IR dozunda daha fazla azalmasi ve bu dozda ERCCI1 diizeyinin
artmasi, sisplatine bagli daha fazla hasar olustugu seklinde agiklanabilir. Literatiirdeki
calismalar ile uyumlu olarak sisplatin varliginda artan IR dozlar ile yiikselen ERCC1
diizeyleri sisplatinin etkisini arttirmak amaciyla ERCC1’in inhibisyonunu giindeme
getirebilir. Calismamizda tek bagina metformin varliginda artan IR dozlari ile ERCCI1
diizeyinde belirgin farklilik olmamasina karsin sisplatine metformin eklendiginde hem
diisiik hem de yiiksek doz IR dozu ile ERCCI1 diizeyi artmistir. Bu dozlarda sisplatine
metformin eklenmesi sagkalimi azaltmasina karsin sisplatinin  yarattig
radyoduyarlilastirict etkiyi arttirmamaktadir. Bu bulgular 1s18inda ERCC1’in artmis
olmasi sisplatine metformin eklendiginde de sisplatin sitotoksisitesinin var oldugunu
ancak direncin kirtlmadigini gostermektedir.

Hiicre dongiisiiniin farkli fazlarinda hiicrenin radyoduyarliligi degismekte olup
G2 ve M fazlarinin IR’a en duyarh fazlar oldugu bilinmektedir 3. Hiicre dongiisii
kontrol yolaklar1 IR uygulamasi ile birlikte aktive olarak DNA hasar tamirine ve hiicre

sagkaliminin diizenlenmesine olanak saglar '3°.

Lovastatinin radyoduyarlilig
arttirdigin1 gdsteren bir ¢alismada, lovastatin ile hiicre siklus fazlarindaki akiimiile
olan hiicrelerin oraninin zamana bagl degisime ugradigi, ilk 24 saatte degisiklik
olmazken 24 saatten sonra G0/1 fazina geg¢isin arttig1, yalniz IR uygulanan hiicrelerde
ise 48. saatte radyoduyarliligin en fazla oldugu G2/M fazina gegisin arttii, IR’a
lovastatin eklendiginde ise G2/M fazindaki akiimiilasyonun azaldigi ve apoptozise
ugrayan hiicrelerin arttig1 gosterilmistir *. Benzer olarak Sanli ve ark.’lar1 tarafindan
yayinlanan ¢alismada yiiksek doz (8 Gy) IR uygulanan hiicrelerde G2/M fazindaki
hiicre akiimiilasyonunun arttig1 saptanmistir 2. Yiiksek dereceli menenjiomali
hastalarda ise metforminin sisplatin toksisitesini AMPK-mTOR yolagi ile arttirdigi ve
bu etkiyi GO0/G1 fazinda hiicre siklus duraklamasi yaparak gerceklestirdigi
gosterilmistir '3°. Sariaydin ve ark.’lar tarafindan yapilan bir baska calismada ise
HelLa hiicre dizisine yalmizca 0.5 mM metformin eklendiginde G2/M fazinda

duraklama oldugu, daha diisik ve yiliksek konsantrasyonlarda GO/1 fazinda

duraklamaya yol agtig1 ve HeLa hiicre dizisinde metformin sitotoksisitesinden temel
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olarak apoptozisin sorumlu oldugu gosterilmistir '*7. LKB1’den yoksun kiiciik hiicreli
dis1 akciger kanseri hiicrelerinde yapilan bir arastirmada tek basina IR uygulandiginda
G2-M fazinda duraklama oldugu, metformin eklendiginde ise G1 fazinda duraklamaya
yol acarak radyoduyarhlastirici etkinlik sagladigi  gosterilmistir "%, Bizim
caligmamizda ise IR wuygulanmadan sisplatin uygulandiginda GO/G1-S fazinda
duraklama s6z konusu iken tek basina metformin uygulandiginda degisiklik
olmamakta, sisplatine metformin eklendiginde ise GO/G1-S fazinda duraklayan hiicre
oraninda artma gorilmektedir. Bu da literatiirde gosterilen HeLa hiicrelerinde ana
hasar mekanizmasinin GO0/G1-S fazinda gerceklesen apoptozis oldugunu
diisiindiirmektedir *°. Bu bulgular hiicre sagkalim analiz sonug¢larimiz ile de uyumlu
bulunmustur. Diisiik doz (2 Gy) IR uygulandiginda ise metformin eklenen hiicrelerde
eklenmeyenlere kiyasla artmis G2/M faz duraklamasi olmasi radyoduyarliligin
arttigini, kombine ila¢ kullaniminda da ayni etkinin goriildiigiinii ve kombine ilag
kullaniminda sagkalimin da azaldig1 g6z 6niinde bulunduruldugunda radyoduyarliligin
G2/M faz duraklamasi ile iligkili oldugu diisiinilmektedir. Calismamizda tiim
deneylerde IR sonrasi 1. saatte degerlendirme yapilmistir. Literatiirde IR sonras1 HeLa
hiicrelerinde 24 saate kadar G2/M fazinda akiimiilasyonun farklilik gdstermedigi
ancak zaman gectikce farkliliklarin ortaya ¢iktigir gdosterilmis olup, bulgularimiz

degerlendirilirken literatiirdeki farkli uygulamalar da dikkate alinmalidir 138,

AMPK Aktivatérii Olan A769662 ve AMPK Inhibitérii Olan
Dorsomorfinin Sisplatin ve Iyonizan Radyasyona Eklenmesinin Hiicre

Uzerindeki Etkileri

Calismamizda birinci senaryoda IR uygulanmaksizin A769662 tek basina
sagkalimi azaltmazken, sisplatin ile kombine uygulandiginda proliferasyonu arttirdigi
gozlenmistir. Diisiik doz IR (2 Gy) varliginda sisplatinin radyoduyarlilastirict etkisi
belirginlesmekle birlikte, doz arttikca sisplatinin etkisi azalmakta, A769662 nin tek
basina ya da sisplatin ile kombine uygulandiginda hiicre proliferasyonunu arttirici
etkisi belirginlesmektedir. Bu etki literatiirde de gosterilen uzun siireli AMPK
aktivasyonunun hiicreleri stresten korumak i¢in senesense sokmasi ile de agiklanabilir
139 Buna karsilik, dorsomorfin IR uygulanmadan hem tek basina hem de sisplatine

eklendiginde sisplatin sitotoksisitesini arttirir. Diisiik ve yliksek doz IR varliginda ise
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sisplatinin tek basina etkinligi azalsa da dorsomorfin sisplatinin etkisini arttirmaya
devam etmektedir. Bu bulgular A769662 ile AMPK’nin aktive edilmesinin hiicrede
sisplatinin radyoduyarlilastirict  etkisine direng, dorsomorfin ile AMPK’nin
inhibisyonunun ise belirgin olarak radyoduyarlilastirict etki  gosterdigini
sOyleyebiliriz.

Ikinci senaryoda ise, metformin eklendigindeki duruma benzer sekilde IR
olmaksizin tek basina uygulanan sisplatin ya da A769662 hiicre sagkalimin
azaltmazken, sisplatine A769662 eklenmesi sisplatinin etkisini potansiyalize ederek
sisplatin sitotoksisitesini arttirir. Bu bulgu birinci senaryodakinin tersine A769662’nin
IR’dan hemen 0Once ve sisplatin ile es zamanli uygulanmasinin AMPK’y1 yeteri kadar
arttiramadigini ve hiicreye diren¢ kazandiramadigini diisiindiirmektedir. Artan IR
dozlar1 ile A769662’nin tek basina radyoduyarlilastirici etkisi belirginlesmekte ancak
sisplatin sitotoksisitesini arttirma etkisi ortadan kalkmaktadir. Bu bulgular artan IR
dozlari ile hiicre icinde strese yanit olarak AMPK ’nin (total protein ifadesinin) yeteri
kadar arttigin1 ve artan AMPK’nin IR’un etkisini arttirdigin1 ancak A769662’nin
IR’un AMPK total protein ifadesini arttirma etkisini geri ¢evirdigi ve bu nedenle
A769662 nin sisplatinin sinerjistik olarak sitotoksisitesini arttirma etkisinin ortadan
kalktigin1 gostermektedir. Artan IR dozlari ile sisplatine eklenen A769662 varliginda
hiicre hasar belirteci olan YH2AX’in azalmas1 DNA ¢ift zincir kiriklarinin azaldigimi
ve p-53BP1’in artmasi ise hiicre hasar tamirinin fazla olarak sisplatine dirence yol
actigim1 gostermektedir. Literatiirde de akciger adenokarsinom tanili hastalarda p-
53BP1 diizeyinin yiiksek olmasinin sisplatin direnci ile iliskili oldugu gosterilmistir
140 Bu bulgular c¢alisma sonuglarimiz ile de desteklenmistir. ERCC1 diizeyinin
yalnizca A769662 varliginda artmamasi ancak sisplatin ile kombine uygulandiginda
artan IR dozlar1 ile anlamli olarak artmasi literatiir ile benzer sekilde sisplatin direnci
ile iligkili olabilir 314!, Hiicre siklus duraklamasi incelendiginde IR uygulanmadan
sisplatine  A769662 eklendiginde hiicre siklus fazlarinda anlamh degisiklik
saptanmamustir. Diisiik doz IR varliginda ise kontrole kiyasla sagkalimda azalma ile
uyumlu olarak G2/M fazinda hiicre duraklamasinda artis meydana gelmistir.

Buna karsin, IR uygulanmadan tek basina sisplatin ve dorsomorfin hiicre
sagkalimim1 azaltmazken, sisplatine dorsomorfin eklendiginde dorsomorfinin

sinerjistik olarak sisplatin sitotoksisitesini arttirdigi, metformin ve A769662’den farkli
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olarak diisiik doz (2 Gy) IR varliginda da sinerjistik etkinin devam ettigi, artan
dozlarda ise sisplatin sitotoksisitesini aditif olarak arttirmaya devam ettigi
gosterilmistir.  Bu  bulgular dorsomorfinin metforminden daha potent bir
radyoduyarlilastirict oldugunu gostermektedir. Artan IR dozlar1 ile birlikte artan
AMPK diizeylerinin hiicrelerde sisplatine karsi direng yarattigini diisiindiirmekte ve
literatiirde yapilan bir ¢aligma ile birlikte calismamizda da hem A769662 eklendiginde
radyoduyarliligin azalmasi hem de dorsomorfin eklendiginde radyoduyarliligin
arttiginin gosterilmesi ile dogrulanmustir %%, Sisplatine dorsomorfin eklendiginde p-
AMPK/AMPK diizeylerinde anlamli farklilik saptanmamis ve hiicre hasar protein
diizeyi de artan IR dozlari ile farklilik géstermemistir ancak bu durum dorsomorfin ve
sisplatine dorsomorfin eklenen hiicrelerdeki tekrar deneylerine bagli varyasyondan
kaynaklanabilecegi diisiinlilmiistiir. Dorsomorfin eklenen hiicrelerde hiicre hasar tamir
proteinlerinin artmis olmasi hiicre hasarinin da artmis olabilecegini gostermektedir.
Sisplatine dorsomorfin eklendiginde ise hasar tamiri daha da belirginlesmis ve ERCC1
protein diizeyi de yiikselmistir, bu bulgular bize dorsomorfinin hiicre hasarini ve hasar
tamirini arttirarak radyoduyarliliga sebep olabilece§ini gostermektedir. Sisplatine
dorsomorfin eklenmesinin artan IR dozlar1 ile GO-G1/S fazinda duraklayan hiicre
oranini arttirmasi ise dorsomorfinin apoptozise giden hiicre sayisini arttirarak
radyoduyarliliga neden olmus olabilecegini gostermektedir.

Calismamizin en onemli kisitliliklarindan biri, western blot testleri ile protein
analizi yapilirken ayni jel izerinde farkli ilag dozlarinin karsilagtirilamamais olmasidir.
Her deney grubundan 3 6rnek yiiriitiilecek sekilde deney plani yapilmistir. Tek jelde 8
ornek yiiriitiilebildigi icin ve deneyime bagli varyasyonlar1 en aza indirgemek
acisindan ayni deney gruplar1 ayni jelde ylriitiilmiis ve bu nedenle farkli ilag gruplar
yerine IR dozlarinin farkli secilip ayni ila¢ gruplarinin bulundugu 6rnekler birlikte
yuriitiilmistiir. Bu sebeple ilag gruplarini birbirleriyle birebir kiyaslamak miimkiin
olmamistir, ila¢ gruplarinin icerisinde artan IR dozlari ile protein ekspresyonlarinin
degisimi incelenmistir. Calismamizin diger kisithiligr ise hiicre dongiisii fazlariin
farkli zamanlarda incelenememis olmasidir. Yapilan ¢aligmalarda zamana bagli hiicre
siklus degisikliklerinin gdzlenebilecegi bildirildigi i¢in sonuglarimiz yorumlanirken

bu bilgi de dikkate alinmalidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, ¢alismamizda insan serviks kanseri hiicre dizisinde (HeLa)

metforminin sisplatinin radyoduyarhlastirict etkinligi iizerindeki etkisi ilk kez

incelenmistir. Bu kapsamda;

1.

Serviks kanserinde AMPK modiilasyonunun tedavide 6nemli olabilecegi
biyoenformatik analizler yapilarak tespit edilmistir.

Metformin, sisplatin, A769662 ve dorsomorfinin hiicre i¢in toksik olmayan
dozlar1 belirlenmistir.

Metformin ve sisplatinin ayr1 ayri ve kombine olarak IR’a duyarlilig
arttirtp arttirmadigr  hiicre sagkalim analizleri ile tespit edilmistir.
Metforminin IR varliginda sisplatin sitotoksisitesini  arttirmadigi
gosterilmistir. Ozellikle  yilkksek IR dozlarnda  sisplatinin
radyoduyarlilastirict  etkinliginin  azaldigi  gosterilmistir.  Klinik
uygulamada yiiksek IR dozlar1 (6-7 Gy) uygulanan brakiterapi siliresince es
zamanlt sisplatin uygulanmasinin radyoduyarlilig1 arttirict avantaji
gozlenmeden yalnizca toksisiteye neden olabilecegi diisiiniilmektedir.
Yiiksek IR dozunda hem sisplatin hem de metformin tek baslarina
radyoduyarlilastirict etkileri devam etmesine ragmen sisplatine metformin
eklenmesi radyoduyarhilig1 arttirmamaktadir. Bu bulgular yiiksek doz IR
uygulanan brakiterapi siirecinde toksisiteyi arttirmamak adina sisplatin
yerine metformin ile radyoduyarliligi arttirmanin faydali olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu konuda kesin kaniya varabilmek icin klinik
calismalarla bu bulgularin konfirme edilmesi gerekmektedir.

AT769662 ve dorsomorfinin ayr1 ayri ve sisplatin ile kombine olarak IR’a
duyarliligr arttirip arttirmadigr hiicre sagkalim analizleri ile ilk kez
incelenmistir. Dorsomorfinin, A769662 ve metforminden daha potent bir
radyoduyarlilagtirict  ajan  oldugu belirlenmistir.  Klinik  pratikte
kullanilabilecek bir ajan olmasi i¢in dorsomorfinin radyoduyarlilastirict ve
sisplatin  sitotoksisitesini arttiric1  etkileriyle ilgili ileri c¢alismalarin

yapilmas: literatiire katki saglayacaktir.
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5. Metforminin, A769662 ve dorsomorfinin IR 6ncesi uygulanma zamaninin
radyoduyarlilagtirict etkinligi nasil degistirdigi ilk kez incelenmistir.
Metforminin IR uygulamasindan 4 saat Once verildiginde tek basina
radyoduyarlilastirici etkisinin daha fazla oldugu ancak hem bu kosulda hem
de sisplatin ile es zamanl verildiginde IR varliginda sisplatinin etkisini
potansiyalize etmedigi gosterilmistir. A769662’nin sisplatinden 24 saat
once uygulanmasi ile hiicre i¢inde artan AMPK’nin sisplatine direng
olusturdugu, ancak es zamanli uygulamada bu etkinin gézlenmedigi tespit
edilmistir. Dorsomorfinin ise her iki zamanlama kosulunda da benzer
etkiler ile sisplatinin etkinligini arttirmistir. Metforminin klinik pratikte tek
basina kullanilmasi durumunda IR’dan 4 saat Once verilmesinin
radyoduyarlilastirict etkinin belirginlesmesi agisindan faydali olabilecegi
distintilmektedir.

6. Metformin ve sisplatinin tek basina ya da kombine olarak IR’a duyarlilig
arttirip arttirmadigi hiicre hasar proteini, hiicre hasar tamir proteinleri ve
hiicre siklus duraklamas: incelenerek hiicre sagkalim sonuglar
desteklenmistir.

7. AT769662 ve dorsomorfinin tek basina ya da sisplatin ile kombine olarak
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EKLER

Ek-1. Kimyasal Maddeler ve Kitler
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Calismamizda kullanilan kimyasal maddelerin ve kitlerin adlar1 ve iiretildikleri

firmalarin adlar1 asagida siralanmastir.

Uriin Ad1

Firma Adi ve Uretildigi Ulke

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium)

Biological Industries-israil

FBS (F6tal Dana Serumu)

Biological Industries-israil

L-glutamin

Biological Industries-israil

Penisilin/Streptomisin

Biological Industries-israil

PBS (Phosphate Buffered Saline)

Biological Industries-israil

Tripan Mavisi

Lozan-Isvicre

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)

Thermo Scientific-ABD

Tripsin %0.05 (1X)

Biological Industries-israil

N,N-Dimethylformamid (DMF)

Isolab-Almanya

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT)

Sigma Aldrich-Almanya

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Sigma Aldrich-Almanya

Metformin Sigma-ABD
Sisplatin Sigma-ABD
A769662 Abcam-Ingiltere
Compound C Abcam-Ingiltere

Dimetil stilfoksit (DMSO)

Serva-Almanya

RIPA Buffer

Thermo Scientific-ABD

Proteaz & Fosfataz Inhibitér Kokteyli

Thermo Scientific-ABD

Bovine Serum Albumin (BSA) Standart
Seti

Thermo Scientific-ABD

BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific-ABD
B-merkaptoetanol Bio-Rad-ABD
Tris-Glisin-SDS (TGS) Bio-Rad-ABD
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Trans-Blot Turbo RTA Transfer Kit Bio-Rad-ABD
10% Tween Bio-Rad-ABD
10x Tris Buffered Saline (TBS), Bio-Rad-ABD
Mini-PROTEAN TGX Gels Bio-Rad-ABD

Etanol

Merck-Almanya

Blue Block

Serva-Almanya

Super Signal West-femto Maximum
Sensitivity Substrate

Thermo Scientific-ABD

PageRuler Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific-ABD

B-actin Rabbit Anti-human primer
antikor

Cell Signaling Technology- ABD

53BP1 Rabbit Anti-human primer
antikor

Cell Signaling Technology- ABD

p-53BP1 Rabbit Anti-human primer
antikor

Cell Signaling Technology- ABD

Histon H2A.X Rabbit Anti-human
primer antikor

Cell Signaling Technology- ABD

p-Histon H2A.X Rabbit Anti-human
primer antikor

Cell Signaling Technology- ABD

ERCCI1 Rabbit Anti-human primer
antikor

Cell Signaling Technology- ABD

HRP-linked Anti-Rabbit I[gG sekonder
antikor

Cell Signaling Technology- ABD

Rnase, P7003

Sigma-ABD

Propidium Iodide, P4170

Sigma-ABD

Mikoplazma deteksiyon kiti

Biological Industries-israil

Agar Lozan-Isvigre
6x loading dye SNP Biyoteknoloji-Tiirkiye
100 bp DNA ladder GeneOn-Almanya




Ek-2. Cihazlar
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Bu tez calismasinda kullanilan cihazlarin adlari ve tiretildikleri firmalarin adlari

asagida siralanmistir.

Cihaz Ad1

Firma Adi ve Uretildigi Ulke

BioSpectrum Imaging System

Ultra-Violet Products-Ingiltere

Faz/Kontrast Mikroskop

Olympus-ingiltere

Etiv Heraeus-Almanya
Otomatik Calkalayict Heidolphy-Almanya
Sogutmal1 Mikrosantrifiij Eppendorf-Almanya
Trans-Blot Turbo Transfer System Bio-Rad-ABD
Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis | Bio-Rad-ABD

Spektrofotometre Spectramax-ABD
-80 °C Derin Dondurucu Thermo Electron-ABD
Santrifij Heraeus-Almanya

-196 S1vi Azot Tanki

Thermo Scientific- ABD

Buz makinasi

Scotsman AF200-Ingiltere

Jel Yiritme Tanki

Thermo Scientific-ABD

Hassas Terazi

Denver Instrument-ABD

Vorteks Clofton Cycline-Ingiltere
Distile Su Cihazi Millipore-Almanya
Calkalayici GFL-Almanya

Isitma Blogu

Techne Dri Bloc-Ingiltere

Manyetik Karistiric Ika RH Basic-Almanya
Ceker Ocak Unitest-Tiirkiye

Dikey Akimli Hava Kabini Thermo-Electron-ABD
Su Banyosu GFL-Almanya

+4 °C Soguk Oda Alarko Carrier-Tiirkiye
+4 °C Buzdolab1 Bosch-Almanya

-20 °C Derin Dondurucu

Bosch-Almanya

Thoma Lami

Neubauer-ABD

Akim Sitometri

Cytoflex, BeckmanCoulter-
ABD

Lineer Hizlandiric1t RT Cihazi

Elekta Versa HD-Isve¢

Arktik Thermal Cycler

Thermo Scientific-ABD
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Ek-3. Birinci ve ikinci senaryoda 1 mM metformin eklenen hiicre dizisinin IR

dozlarina gore sagkalimdaki degisimi

Birinci senaryo deney grubunda 1 mM metformin uygulanmasi ile sagkalim
orant %17-18 bandinda olsa da ilag/IR uygulanmayan gruptaki optik dansite ile
karsilastirildiginda canli hiicre kalmadigi, 2. senaryoda ise canliligin belirgin olarak
IR ile birlikte azaldig1 gozlenmistir. Bu nedenle protein analizi yapilacak olan sonraki

deneylerde 1 mM metformin dozu tercih edilmemistir (Sekil Ek-3).

1. senaryo 1 mM Metformin 2. senaryo 1 mM Metformin
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Sekil Ek-3. Birinci ve ikinci senaryoda 1 mM metformin eklenen hiicre dizisinin IR
dozlarina gore sagkalimdaki degisimi.
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Ek-4. Birinci ve ikinci senaryoda 1 uM sisplatin + 1 mM metformin ve 0,5 uM
sisplatin + 1 mM metformin eklenen hiicre dizisinin IR dozlarina gore

sagkalimdaki degisimi

Her iki senaryoda da hem 0,5 uM sisplatin hem de 1 pM sisplatine, 1 mM
metformin eklenmesi hiicrelerde toksik etki yaratmistir. Bu etki 1 mM metforminin

tek basina toksik etkisinden kaynaklanmaktadir (Sekil Ek-4.1-2).

1. senaryo 1 uM Sisplatin + 1 mM Metformin 2, senaryo 1 uM Sisplatin + 1 mM Metformin
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Sekil Ek-4.1. Birinci ve ikinci senaryoda 1 uM sisplatin + 1 mM metformin eklenen
hiicre dizisinin IR dozlarina gore sagkalimdaki degisimi.

1. senaryo 0.5 uM Sisplatin + 1 mM Metformin 2. senaryo 0.5 uM Sisplatin + 1 mM Metformin

: as = * - :
N —
|—' i —as 3 ..
— I—il — i
P —— R
I Ins
25 ns e =y 80 s ——{0s
= R — S
E 20 - E 60
E . s
S 15 o _'_
40
s ] -
10
»n
“ g 20
S s S
3 ==
T o
S N A A N
& & &P & & £ §° AT eF &
N q.R . : ] ; ® Radyoterapi Dozu
adyoterapi Dozu
ly P n=3
p_— *p<0.05
*p<0.05 +:p=<0.01
s ***p<0.001

Sekil Ek-4.2. Birinci ve ikinci senaryoda 0,5 uM sisplatin + 1 mM metformin eklenen
hiicre dizisinin IR dozlarina gore sagkalimdaki degisimi.
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Ek-5. Birinci ve ikinci senaryoda 200 pM A769662 eklenen hiicre dizisinin IR

dozlarina gore sagkalimdaki degisimi

Birinci senaryoda daha belirgin olmak iizere 200 uM A769662’nin hiicre

iizerine toksik etki gosterdigi goriilmektedir. Bu nedenle protein analizi yapilacak olan

sonraki deneylerde 200 uM A769662 dozu tercih edilmemistir (Sekil Ek-5).

Sekil EK-5.

1. senaryo 200 uM A769662 2. senaryo 200 uM A769662
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Birinci ve ikinci senaryoda 200 uM A769662 eklenen hiicre dizisinin IR
dozlarina gore sagkalimdaki degisimi.
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Ek-6. Birinci ve ikinci senaryoda 1 uM sisplatin + 200 uM A769662 eklenen hiicre

dizisinin IR dozlarina gore sagkalimdaki degisimi

Birinci senaryoda daha belirgin olmak iizere 1 uM sisplatine 200 uM A769662

eklendiginde A769662 nin toksik etkisinden dolay1 hiicrelerde toksik etki goriilmiistiir
(Sekil Ek-6).

1. senaryo 1 uM Sisplatin + 200 uM A769662 2. senaryo 1 uM Sisplatin + 200 uM A769662
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Sekil Ek-6. Birinci ve ikinci senaryoda 1 uM sisplatin + 200 uM A769662 eklenen
hiicre dizisinin IR dozlarina gore sagkalimdaki degisimi.
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Ek-7. Birinci ve ikinci senaryoda 1,5 uM dorsomorfin eklenen hiicre dizisinin IR

dozlarina gore sagkalimdaki degisimi

Birinci senaryoda 1,5 uM dorsomorfin eklendiginde 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy ve 8 Gy

gruplarinda

IR uygulanmayan gruba gére sagkalimda diisiis goriilmektedir. Ikinci

senaryoda ise artan IR dozlariyla birlikte hiicre sagkalimi azalmaktadir. Bu bulgular

dorsomorfinin de tek basina radyoduyarlilastiric1 bir ajan oldugunu gdstermektedir

(Sekil Ek-7).

Sekil Ek-7.

1. senaryo 1.5 uM Dorsomorfin 2. senaryo 1.5 uM Dorsomorfin
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Birinci ve ikinci senaryoda 1,5 uM dorsomorfin eklenen hiicre dizisinin
IR dozlarina gore sagkalimdaki degisimi.
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Ek-8. Birinci ve ikinci senaryoda 1 uM sisplatin + 1,5 uM dorsomorfin eklenen

hiicre dizisinin IR dozlarina gore sagkalimdaki degisimi

Her iki senaryoda da 1 uM Sisplatin’e 1,5 uM eklenmesinin sagkalimda diisiise
neden oldugu goriilmektedir (Sekil Ek-8).

1. senaryo 1 uM Sisplatin + 1.5 uM Dorsomorfin 2. senaryo 1 uM Sisplatin + 1.5 uM Dorsomorfin
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Sekil Ek-8. Birinci ve ikinci senaryoda 1 uM sisplatin + 1,5 uM dorsomorfin eklenen
hiicre dizisinin IR dozlarina gore sagkalimdaki degisimi.
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Ek-9. Birinci ve ikinci senaryoda ii¢ ilag kombinasyonu uygulanan hiicre dizisinin

IR dozlarina gore sagkalimdaki degisimi

Ug ilag kombinasyonu uygulanan hiicrelerde sagkalim ¢ok diisiik olup, toksik

etkiye neden olmustur (Sekil Ek-9.1-4).

1. senaryo 1 uM Sisplatin + 150 uM Metformin + 0.5 uM Dorsomorfin
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2. senaryo 1 uM Sisplatin + 150 uM Metformin + 0.5 uM Dorsomorfin
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Sekil Ek-9.1. Birinci ve ikinci senaryoda 1 uM sisplatin + 150 uM metformin + 0,5
puM dorsomorfin eklenen hiicre dizisinin IR dozlarma gore

sagkalimdaki degisimi.

1. senaryo 1 uM Sisplatin + 150 uM Metformin + 1.5 uM Dorsomorfin
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2. senaryo 1 uM Sisplatin + 150 uM Metformin + 1.5 uM Dorsomorfin

@
S

N
S

3

Hiicre Sagkalimi (%)

o

S & & &
QO ,"(a ‘(9 60 Q(’

Radyoterapi Dozu
n=3
*p<0.05
***p<0.001

Sekil Ek-9.2. Birinci ve ikinci senaryoda 1 uM Sisplatin + 150 uM Metformin + 1,5
puM dorsomorfin eklenen hiicre dizisinin IR dozlarma gore

sagkalimdaki degisimi.
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1. senaryo 1 uM Sisplatin + 1 mM Metformin + 0.5 uM Dorsomorfin 5 senaryo 1 uM Sisplatin + 1 mM Metformin + 0.5 uM Dorsomorfin
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Sekil Ek-9.3.  Birinci ve ikinci senaryoda 1 uM sisplatin + 1 mM metformin + 0,5
puM  dorsomorfin eklenen hiicre dizisinin IR dozlarina gore
sagkalimdaki degisimi.

1. senaryo 1 uM Sisplatin + 1 mM Metformin + 1.5 uM Dorsomorfin 2. senaryo 1 uM Sisplatin + 1 mM Metformin + 1.5 uM Dorsomorfin
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Sekil Ek-9.4. Birinci ve ikinci senaryoda 1 uM sisplatin + 1 mM metformin + 1,5
puM dorsomorfin eklenen hiicre dizisinin IR dozlarma gore
sagkalimdaki degisimi.



