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OZET

Mesane kanseri, dinya capinda kanser élumlerinin 6nemli bir kismindan sorumlu olan bir
malignitedir. Sisplatin (Sis) bazli kemoterapi, mesane kanseri hastalari i¢in standart tedavi
rejimidir, ancak etkinligi yiksek toksisite ve ilag direncinin gelismesi ile sinirlidir. Birgok
calismada Kukurbitasin B (KuB)'nin apoptoz ve otofajiyi uyararak anti-kanserojen etkiler
gOsterdigi bildirilmistir. Bu tez calismasinda KuB'nin MB49 mesane singeneik fare timor
modeli Uzerindeki potansiyel roli arastiriimistir. MB49 hicre hattina KuB ve sisplatinin
tekli ve kombine dozlari uygulanarak hicre canhihg WST-1 yontemi ile oOlgulmustar.
Tumor modeli olusturulduktan sonra, fareler dort gruba ayrilarak belirtilen doz ve
surelerde KuB ve sisplatin uygulanmistir. Apoptoz (Bcl-2, Bax, Kaspaz-3, boélinmis
Kaspaz-3) ve otofaji proteinlerinin (Beklin-1 ve LC3l, LC3lIl) ifade seviyeleri Western Blot
yontemi ile tespit edilmistir. PI3K-Akt sinyal yolu ile iligkili proteinlerin goreceli fosforilasyon
seviyelerini belirlemek icin fosfo-protein array analizi yapilmistir. Ajan uygulamalari
sonrasi tumoér dokulari ve organlar, hematoksilen-eozin boyanarak analiz edilmigtir.
Bulgularimiz, KuB'nin, Bcl-2 ifadesini inhibe ettigini; Bax ve boélinmis kaspaz 3’Un
ifadelerini arttirdigini goéstermigtir. LC3IlI miktari, KuB ile tedavi edilen hiicrelerde belirgin
sekilde artmistir. KuB; p27, PRAS40 ve Raf-1 proteinlerinin fosforilasyonunu azaltmigtir.
KuB ve Sis kombinasyonu sinerjik olarak AKT, ERK1/ERK2, mTOR, BAD proteinlerinin
fosforilasyonunu azaltirken, AMPKa fosforilasyonunu artirmistir.  PI3K/AKT/mTOR,
KuB'nin hedeflerinden olan bir sinyal yolagi olarak bulunmugtur. KuB ve Sis
kombinasyonu tumor gelisimini dnemli olgude azaltmis ve ayni zamanda akciger,
karaciger, bobrek, kalp ve mesane Uzerinde toksik etki gdstermemistir. Sonuclarimiz,
KuB'nin mesane kanserinde geleneksel tedaviyi destekleyebilen yeni bir ajan olabilecegini
gostermektedir. Calismamiz mesane kanseri tedavisinde yeni yollarin aydinlatiimasi ve
yeni tedavi yontemlerinin geligtiriimesi agisindan 6nemlidir.

Bilim Kodu : 1055.1
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ABSTRACT

Bladder cancer is a malignancy that is responsible for a significant proportion of cancer
deaths around the world. Cisplatin (Cis)-based chemotherapy is the standard regimen for
bladder cancer patients, but its effectiveness is limited by high toxicity and the
development of drug resistance. It has been reported in many studies that Cucurbitacin B
(CuB) has anti-carcinogenic effects by stimulating apoptosis and autophagy. Here we
explored the potential role of CuB on MB49 bladder syngeneic mouse tumor model.
Single and combined doses of CuB and Cis were applied to MB49 cell line and the cell
viability was determined by WST-1 method. After the tumor model was established, the
mice were divided into four groups and administered CuB and cis at the indicated doses
and times.The expression levels of apoptosis (Bcl-2, Bax, Caspase-3, cleaved Caspase-
3) and autophagy proteins (Beclin-1 and LC3Il, LC3Il) were detected by Western Blot.
Phospho-protein array analysis was performed to determine the relative levels of
phosphorylation of proteins which are associated with the PI3K-Akt signaling pathway.
After agent applications, tumor tissues and organs were analyzed by staining
hematoxylin-eosin. Our findings showed that CuB inhibits Bcl-2 expression and increases
the expression of Bax and cleaved caspase 3. LC3Il is markedly up-regulated in CuB-
treated cells. CuB reduced the phosphorylation of p27, PRAS40, and Raf-1 proteins. CuB
and Cis combination synergistically decreased phosphorylation of AKT, ERK1/ERK2,
mMTOR, BAD levels and increased the level of AMPKa. PISK/AKT/mTOR has been found
to be a signaling pathway that is one of the targets of CuB. The combination of CuB and
Cis significantly reduced tumor growth and also had no toxic effects on the lung, liver,
kidney, heart and bladder. Our results show that CuB may be a new agent that can
support traditional treatment for bladder cancer. Our study is important in enlightening new
ways in the treatment of bladder cancer and developing new treatment methods.

ScienceCode : 1055.1

Keywords . Bladder cancer, Cucurbitacin B, Cisplatin, Apoptosis,
Autophagy, MB49 Syngeneic Mouse Model
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1. GIRIS

Mesane kanseri, Urogenital sistemin prostat kanserinden sonra ikinci (Mani ve
digerleri, 2015), idrar yolunun ise en yaygin malignitesidir (Hsin ve digerleri, 2016).
2018 yilinda yarim milyondan fazla kisiye mesane kanseri teshisi konmustur ve
200.000 kisi bu hastaliktan élmustur (Bray ve digerleri, 2018; Batista ve digerleri,
2020). Mesane kanseri, tani aninda tumor hucrelerinin kas tabakasina invazyon
durumuna gore iki sinifa ayrilir. Mesane tumoarlerinin % 75'i, papiller hiperplaziden
kaynaklanan kasa invaziv olmayan mesane tumérleri (KIOMK) iken, kalan % 25'lik
tumorler, displazi veya karsinoma in situdan (KiS) gelisen kasa invaziv olan
mesane tumorlerdir (KIMK) (Sanli ve digerleri, 2017). Kasa invaziv olmayan alt
tipler iyi prognoz ve yluksek sag kalim oranlari ile iligkilidir. Bu timdorler cogunlukla
papiller tiptedir ve mesanenin i¢ yuzeyinden lUmene dogru buylyen parmak
benzeri gikintilar olusturur. Tani konulan mesane kanserlerinin cogunlugu KiOMK
oldugundan, 6lim oranlari olumlu prognozu nedeniyle diger kanserlere kiyasla
genellikle daha dusuktir. Ancak mevcut tedavi segenekleri, hastahigin
niksetmesini ve ilerlemesini 6nemli Olcide ©nleyemez (Ringuette-Goulet ve
digerleri, 2018). Yuksek niks orani, sik gozetim stratejileri ve intravezikal ilag
tedavileri nedeniyle mesane kanseri, tedavi edilmesi en pahali timorlerden biri
olarak kabul edilmektedir (Li ve digerleri, 2019). Bu nedenle, niks ve ilerleme
riskini azaltmak igin yeni tedavi stratejilerinin gelistiriimesine ihtiya¢ duyulmaktadir
(Lin ve digerleri, 2017). Mesane kanserinin kalan vakalari, timériin mesane
duvarinin daha derin katmanlarina dogru buyudugu, kotu prognozla iligkili
KiMK’lerden olusur (Kobayashi ve digerleri, 2015). Bu kanserlerin yayilma
olasiliyi daha yiksektir ve tedavisi daha zordur. KiMK’lerde sisplatin temelli
kemoterapi ile birlikte radikal sistektominin yapilmasi standart tedavi yontemidir.
Ancak tim mesane kanserleri bu anti-kanser ilaglarina esit derece yanit
vermemektedir. llag cevabindaki hasta heterojenligi tedavi segeneklerini sinirlar ve

hasta sag kalimindaki iyilesmeyi azaltmaktadir (Yoshida ve digerleri, 2019).

Sisplatin ile yapilan kombine tedaviler birgok kanserde oldugu gibi mesane
kanserinin de tedavisinin temelini olusturmaktadir. Sisplatine cevap baslarda
yuksek olsa da birgok kanser hastasi sisplatine diren¢ gelistirmektedir (Dasari ve

Tchounwou, 2014). Metastatik mesane kanserinin tedavisinde sisplatin bazli
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tedavilere yanit orani yaklasik % 50'dir ve bu tedaviyi alan bireylerin ¢ogunda
hastalik niiks eder (Massari ve digerleri, 2015). Birinci basamak kemoterapiden
sonra hastaligi nikseden hastalarin prognozu ¢ok kotudir (Gallagher ve digerleri,
2008). Son yirmi yilda, bu hastalar icin tedavi secenekleri buyuk ol¢ide
iyilesmemistir (Kim ve digerleri, 2020). Bununla birlikte, sisplatin kemoterapisi,
hepatotoksik, nefrotoksik, kardiyotoksik, norotoksik ve hematotoksik hasari iceren
onemli yan etkilerle de iligkilidir. Bu nedenle ila¢ direncinin Ustesinden gelmek ve
istenmeyen yan etkileri azaltmak igin sisplatinin diger ilaglarla kombine edildigi
terapiler, insan kanserlerinin tedavisinde yaygin bir uygulamadir (Dasari ve
Tchounwou, 2014).

Kukurbitasin B, yaygin olarak Cucurbitaceae (Kabakgiller) bitki ailesinden izole
edilen ve yuksek yapisal farklihgi olan tetrasiklik triterpenoidlerin bir grubudur.
Anti-inflamatuar, anti-mikrobiyal, anti-diyabetik ve kanser onleyici 6zelliklerinden
dolay! Cin ve Hindistan gibi Ulkelerde yuzyillardir geleneksel tedavi yontemi olarak
kullanilmaktadir (EI-Senduny ve digerleri, 2016). Molekller yapilarindaki
farkliliklardan dolaylr on iki gruba ayriimislardir (A’dan T’ye isimlendirilmistir).
Bunlar arasinda terpenoid KuB gdsterdigi anti-timoér ozelliklerden dolayi artan bir
ilgi gérmektedir (Kausar ve digerleri, 2013). Cesitli calismalarda, KuB'nin I6semi,
lenfoma, ¢oklu miyelom, melanom, meme, prostat, akciger, pankreas, serviks,
karaciger ve beyin dahil olmak Uzere ¢ok sayida insan kanser hicre hattinin
cogalmasini inhibe ettigi ve timor ksenograftlarinin blyimesini engelledigini
gosterilmistir (Chen ve digerleri, 2010). KuB'nin anti-timér mekanizmalari
arasinda, apoptoz ve otofaji aktivasyonu, hicre dongusunin durdurulmasi, hicre
iskeletinin bozulmasi, DNA hasari ve reaktif oksijen tiurlerinin olusumu ile
JAK/STAT, Raf/MEK/ERK, AKT gibi kanserle iligkili sinyal yolaklarinin inhibisyonu
yer almaktadir (Shang ve digerleri, 2014; Luo ve digerleri, 2018; Liu ve digerleri,
2019).

Apoptoz ve otofaji, programlanmig hiicre Sliminin (PHO) iki ana bigimidir ve
morfolojik farkliliklari ile kolayca ayirt edilir. Tip | PHO olarak tanimlanan apoptoz
sureci, esas olarak sistein proteazlari tarafindan baslatilan bir dizi proteolitik olayi
icerir (Ma ve digerleri, 2020). Kaspazlar, programlanmis hdcre 6lumunin dnemli

aracilaridir. Bunlarin arasinda kaspaz-3, birgcok anahtar hicresel proteinin spesifik



yikimini katalize eden, bir 6lim proteazidir (Porter ve Janicke, 1999). Kaspazlarin
aktivasyonu; B hicresi lenfoma geni 2 (Bcl-2) ve Bcl-2 ile iligkili X proteini (Bax)
proteinleri ile siki bir sekilde iligkilidir. Bcl-2 ve Bax, sirasiyla, mitokondriyal islevi
etkileyerek apoptoza aracilik eden temel anti-apoptotik ve pro-apoptotik
duzenleyicilerden ikisidir (Li ve digerleri, 2018). Apoptoz, kemoterapiye verilen
ana hudcre olumu tepkisidir ve tumor hucrelerinde siklikla dizensizdir ya da
islevsizdir. Dahasi, tumor hucrelerinin apoptozdan kurtulmalari, kemo-direncin
ayirt edici ozelliklerinden biridir. Dolayisiyla, apoptozu hedeflemek, bir kanser

terapotik stratejisi haline gelmistir (Liu ve digerleri, 2017).

Otofaji; hasarli, uzun omdarli sitoplazmik proteinlerin ve organellerin,
otofagozomlar olarak adlandirilan ¢ift membranli otofajik vezikuller tarafindan
yutularak lizozomal degradasyonunun gercgelestigi, evrimsel olarak korunmus
katabolik bir surectir (Li ve digerleri, 2019). Cesitli stres kosullarina karsi otofajinin
hiicre koruyucu 6zelligi bilinse de bazi ilaglarin otofajiyi asiri uyararak tip Il PHO
olarak bilinen otofajik hicre oOlumune sebep oldugu bilinmektedir (Wang ve
digerleri, 2010; Sun ve digerleri, 2019). Otofaji son zamanlarda kanser
arastirmalarinda kanser tedavisi igin hucre o6lumu yollarinin anahtar duzenleyicisi
olarak 6nem kazanmistir. Otofaji, kanser hucrelerinin anti-kanser ilaglarina
kemosensitivitesinin dizenlenmesinde Onemli bir rol oynar ve bazi kanser
hiicrelerinde hicre proliferasyonunu etkiler (Kalai Selvi ve digerleri, 2017). Bu
durum; otofajinin kanserin tedavisinde hedef alinacak alternatif bir hicre 6lim
yolagi yapmaktadir (Sun ve digerleri, 2019). Bu nedenle, yeni terapotik ajanlar
gelistirmek igin otofajinin kanser hucrelerindeki rolind anlagiimasi énemlidir (Li ve
digerleri, 2019).

Beklin-1, tanimlanan ilk memeli otofaji proteinlerinden biridir ve otofajide merkezi
bir oyuncudur (Hill ve digerleri, 2019). PI3K (Fosfatidilinositol 3-Kinaz)
kompleksinin duzenleyici alt birimi olarak Beklin-1, fosforilasyon ve ubikitinasyon
yoluyla otofajinin diizenlenmesinde énemli bir rol oynar (Li ve digerleri, 2019; Shin
ve digerleri, 2019).

MAP1LC3 (mikrotubdl ile iligkili protein 1 hafif zincir 3) genellikle LC3 olarak

adlandirilan maya Atg8'in bir otofagozomal ortologudur (Tanida ve digerleri, 2004;
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Johansen ve Lamark, 2020). LC3'Un memelilerde birka¢g homologu olmasina
ragmen, bunlar arasinda LC3B, otofajinin biyo-belirteci olarak en yaygin olarak
kullanilanidir (Mizushima ve Yoshimori, 2007). LC3'Un lipid eklenmis formu olan
olan LC3Il, otofajik membranlarda dogrudan lipid fosfatidiletanolamine (PE)
konjuge hale gelir ve tam bir otofaji akisi boyunca otofajik membranlara bagli kalir.
Bu nedenle LC3Il otofagozom biyogenezini ve takibini incelemek igin en yaygin

kullanilan belirteglerden biri olmustur (Jacquet ve digerleri, 2020).

Hem otofaji hem de apoptoz; hicre gelisimi, homeostaz ve ¢oklu hastaliklarda
onemli rol oynayan biyolojik streclerdir. Onkolojide otofaji ve apoptoz arasindaki
iligki karmagiktir (Ji ve digerleri, 2019). Kemoterapi direncine karsi, apoptoz ve
otofaji arasindaki dengeyi dizenleyen yeni tedavisel yaklasimlar, klinik oncesi

calismalarda olumlu sonugclar vermektedir (Li ve digerleri, 2014).

KuB’nin, kemoterapi ilaglarinin anti-proliferatif etkilerini guclendirdigini ve ilaglarin
olusturdugu toksisiteyi azalttigi gesitli ¢galismalarda gosterilmistir. KuB’nin, mide
(Liu ve digerleri, 2017; Xu ve digerleri, 2020), akciger (Marostica ve digerleri,
2015), glioblastoma (Qin ve digerleri, 2018), larinks skuam®z hicreli karsinom (Liu
ve digerleri, 2010), kiguk hucreli olmayan akciger kanseri (Liu ve digerleri, 2019),
yumurtalik (El-Senduny ve digerleri, 2016) ve kutandz skuamoz hucreli
kanserlerde (Chen ve digerleri, 2010) sisplatin ile; pankreas ve meme
kanserlerinde gemsitabin ile (Iwanski ve digerleri, 2010; Aribi ve digerleri, 2013);
larinks ve meme kanserlerinde dosetaksel ile (Liu ve digerleri, 2008; Aribi ve
digerleri, 2013); anaplastik tiroid karsinomunda doksorubisin ile (Kim ve digerleri,
2017), yumutahk kanserinde paklitaksel ile (Qu ve digerleri, 2017) sinerjik
aktiviteye sahip oldugu gosterilmigtir. Bu durum, KuB'yi yeni bir kombinasyon

terapisinin geligtirilebilecegdi ¢ekici bir aday yapmaktadir.

Buglne kadar, mesane kanseri hucrelerinde KuB ve sisplatin arasindaki iliski
henlz gosterilmemigtir. Yukarida 6zetledigimiz veriler isiginda ¢alismamizda, KuB
ve sisplatinin, mesane kanseri hicreleri Uzerindeki anti-timér aktivitesinin
arastinimasi amaclanmistir. Bu iki ajanin hicre gogalmasina etkisi WST-1 yontemi
ile in vitro olarak calisilmistir. in vivo diizeyde ise mesane kanseri fare hiicre hatti

olan MB49; C57BL/6 fare soyuna subkutan olarak verilerek mesane kanseri fare
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modeli olusturulmustur. Olusturdugumuz bu in vivo modelde, kullandigimiz
ajanlarin tumor geligsimine etkileri hem tedavi asamalarinda hem de hayvanlarin
sakrifiye edilmesi sonrasinda cikartilan timorlt dokularin analiz edilmesiyle
degerlendirilmistir. Kullanilan ajanlarin apoptotik ve otofajik yolaklarina etkilerini
bulmak icin; fare timor dokularinda; Bcl-2, Bax, kaspaz 3, bolinmus kaspaz 3 (Cl-
kaspaz 3) LC3Il, LC3Il, Beklin-1 proteinlerinin ifade seviyeleri, Western Blot

yontemi kullanilarak arastiriimistir.

KuB ve sisplatin aracili apoptoz ve otofaji aktivasyonundan sorumlu dizenleyici
proteinleri tanimlamak icin PIBK/AKT yolagi iligkili 18 proteindeki (p-Akt, p-AMPKa,
p-BAD, p-ERK 1lve p-ERK 2, p-GSK3a, p-GSK3-B, p-mTOR, p-p27, p-p53, p-
P70S6K, p-4E-BP1, p-PDK1, p-PRAS40, p-PTEN, p-Raf-1, p-RPS6, p-RSK1, p-

RSK2) fosforilasyon degisimleri incelenmistir.

Son olarak, uygulanan ilaglarin timoér dokularina ve organlara patolojik etkileri ile

metastatik alanlar, hematoksilen-eozin boyamalari ile degerlendirilmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Mesane Anatomisi ve Biyolojisi

Pelviks boslukta yer alan ve pariatel peritonun altinda bulunan mesane (idrar
kesesi), bobrekten gelen idrarin gegici olarak biriktirildigi kas ve membrentz
yapidan olugan i¢i bos bir organdir. Mesanenin temel iglevleri; buyuk miktarlarda
idrari dusuk basinglarda depolamak, kontrolll isemeyi (idrara gikma) saglamak ve
idrar ile kan arasinda uygun bir kimyasal gradiyent saglamaktir. Bobreklerde
olusturulan idrar, treter adi verilen iki kanal ile mesaneye iletilir. Mesanede biriken
idrar, Uretra (idrar yolu) denilen bir kanal ile vicut disina atilir. Mesanenin
bayukligu ve sekli icindeki idrar ve gevresindeki organlarin yaptigi basinca goére
farkhlik gosterebilmektedir (internet: Urinary Bladder, National Institutes of Health,
2020)

Mesane, agirlikli olarak duz kastan olugur ve urakusu karin 6n duvarina baglayan
bir tepe noktasina (apex), ureter agikliklarinin Gzerinde uzanan bir gévde, trigon ve
mesane boynunu iceren bir tabana sahiptir (Tanabalan ve Ballaro, 2019) (Sekil
2.1). Mesane bosaldiginda mukozanin rugae adi verilen ¢ok sayida kivrimi vardir.
Bu kivrimlar mesane doldukga genislemesine izin verir. idrar kesesi tabaninda tg¢
acikhgin olusturdugu trigon adi verilen tUg¢gen bir alan vardir. Acgikliklardan ikisi
Ureter kaynakladir ve trigonun tabanini olusturur. Kiglik mukozal flepler bu
acikhklari kapatir ve idrarin mesaneye girmesine izin veren ancak mesaneden
Ureterlere geri gelmesini 6nleyen valfler olarak islev gorur. Trigonun tepesindeki
ucuncu aciklik, Uretraya acilan deliktir. Detrusor kasinin bir bandi, i¢ Uretral
sfinkteri olusturmak icin acikhg cevreler (internet: Urinary Bladder, National
Institutes of Health, 2020).



Detrusor
DUz Kasi

Mesane limeni
bosken ¢ok sayida
kivrima sahiptir

Ureter Acikligi Trigon

Ie Sfinkter Mesane Boynu

Prostat Bezi

. Prostatik Uretra
Dis Uretral Sfinkter

Membranéz Uretra

Sekil 2.1. Erkek alt idrar yolunun anatomisi (Tanabalan ve Ballaro, 2019)

Mesanenin i¢ kismi driner sistemin diger elemanlarinda oldugu gibi drotelyum
denilen 6zellesmis bir epitelyumla kaplidir. Epitelyumun altinda lamina propria
denilen bir bag doku yer almaktadir. Bu bag doku, mesane duvarini olugturacak
diz kasin (detrusor kasi veya muskularis kasi) kalin bir tabakasi ile gevrelenmigtir.
Kas tabakasinin disinda, mesane duvarinin dig yuzeyini kaplayan bir yag tabakasi
olan serozal tabaka yer almaktadir. Urotelyum (¢ hicre hatti icerir. Urotelyum;
p63, CK5 (KRT5) ve CK14 (KRT14) gibi yiksek molekuler agirlikli sitokeratinleri
ifade eden, goéreceli kiguk kabik hicrelerden olusan bazal hucreler; basal
hicrelerden daha az miktarda yuksek molekuler agirlikli sitokeratinleri ifadeleyen
ve ayrica p63 ifade eden ara hucreler; uroplakin proteinlerini, CK18 (KRT18) ve
CK20 (KRT20) dugsuk molekuler agirhkli sitokeratinleri ifade eden, semsiye
hicreleri olarak da adlandirilan ylzeysel hicreleri icermektedir (Sekil 2.2). Bunlar
arasinda yuzeysel hucreler, yuksek derecede 6zellesmis, goreceli olarak buyik ve
cok cekirdekli huicrelerdir. Bu hiicreler apikal yuzeylerinde, ¢cdziinmeyen ve yuksek
derecede Ozellesmis yaplilar igeren polarize membranlara sahiptir. Bu membranlar
asimetrik birim membran olarak isimlendirilir (AUM). Bu membranlarin igerdigi
uroplakin proteinleri, idrarin tekrar emilimini engelleyen bir bariyer gorevi gorur. Bu

yuzden bu hicrelere semsiye hucreler denilmistir. Mesane Urotelyumu, diger



dokulara gore en yavas yenilenme hizina oranina sahiptir. Ancak bakteriyel
enfeksiyon veya toksinlere maruz kalma gibi durumlarda zarar gérdiglu zaman
mesane hizl bir gogalmaya gitmekte ve tUm mesane yenilenebilmektedir. Yetiskin
bir bireydeki mesanedeki bu degisimler kok hilcre veya progenitor hicrelerin
rejenerasyon kapasitesi ile gergeklesir. Bu hucrelerin bazal hucre hattinda yer

aldigi disunulmektedir (Kobayash ve digerleri, 2015).

Urotelyum  Lamina Propria Muskiilaris Propria

W W

Mesane Limeni _—
A

N

Ureter Semsiye  pijcreler Taban zari
Hicreleri

Uretra Bazal Hiicreler

Sekil 2.2. Mesane katmanlarinin semasi. Urotelyum, mesane lumenini kaplayan
ve idrar-vucut bariyerini olusturan tabakadir. Lamina propria, sinirleri ve
damarlar iceren bir bag dokusu tabakasidir (mavi ¢izgi = taban zari,
kirmizi gizgiler = kan damarlari, siyah gizgiler = sinirler). Muskularis
propria, mesaneye yapisal destek saglayan ve fizyolojik olarak
doldurma ve bosaltma islevlerini kolaylastiran kas tabakasidir. Seroza
en digtaki katmandir (Chan ve digerleri, 2017)

2.2. Mesane Kanseri
2.2.1. Epidemiyoloji
Mesane kanseri dunya c¢apinda, en sik teshis edilen 11. kanserdir (Babjuk ve

digerleri, 2019). Mesane kanserinin yasa gore standardize edilmis insidans (ASI),
her 100.000 kiside 9.5 iken; daha az gelismig ulkelerde bu oran her 100.000 kiside
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3.3'dur. En yuksek yasa go6re standardize edilmis insidans; Avrupa ulkeleri
(ispanya, italya, Danimarka ve isvicre), Kuzey Amerika, bazi kuzey Afrika Ulkeleri
(6rnegin Misir) ve Bati Asya'da (Tirkiye ve Israil) o6zellikle erkeklerde
goOrulmektedir. Buna karsilik, en dusuk oranlar Orta ve Guney Amerika, Sahra Alti
Afrika ve Glneydogu Asya'da kaydedilmistir. Ancak Misir'da gorulen mesane
kanserlerinin %10-40"I kan parazitleri kaynakli enfeksiyonlarla iligkili skuaméz
hdcreli kanserlerdir (sistozomiyaz; bilharzia olarak da bilinir). Bununla birlikte,
bolgesel oOlum oranlarindaki farkhliklar, en azindan kismen, modern saglik
hizmetleri sistemlerine, hassas teshis araclari ve en son tedavi protokollerine

erisimin farkli oldugunu yansitmaktadir (Sanli ve digerleri, 2017).

Dunya saglk orgutine gbre, mesane kanseri vakalarinin ve olumlerinin yakin
gelecekte neredeyse iki katina ¢gikmasi beklenmektedir. Bu durum; ¢ogu mesane
kanserinin 65 yasin Uzerinde teshis edilmesi, yasam beklentisinin zaman icinde

artmasiyla agiklanmaktadir (Sanli ve digerleri, 2017).

Mesane kanseri vakalarinin yaklasik % 80'i 65 yas ve Ustlu yetigkinlerde teshis
edilmektedir. Kalitsal genetik yatkinliklar da mesane kanseri vakalarinin yaklasik

%7'siyle iligkilendirilmistir (Saginala ve digerleri, 2020).

Mesane kanseri, erkeklerde kadinlara gore daha yaygindir; insidans ve Olum
oranlar erkeklerde her 100.000 erkekte sirasiyla 9,6 ve 3,2 olup, dinya genelinde
kadinlarin yaklasik 4 katidir. Bu nedenle, hastalik erkekler arasinda daha ust
siralarda yer almaktadir. Mesane kanseri, Diinya genelinde erkeklerde gorilen en

yaygin altinci kanserdir (Bray ve digerleri, 2018).

Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan GLOBOCAN
2018 verilerine gore Turkiye’de tum yas gruplarindaki erkeklerde en sik gorilen
dordincu kanser turtaduar (Bray ve digerleri, 2018) (Sekil 2.3). Yine ayni verilere
gore Turkiye’de en sik gorulen (her iki cinsiyette) 7.kanser turt ve Turkiye'deki

kanser turleri arasinda 10. 6lum sebebidir (Bray ve digerleri, 2018) (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. GLOBOCAN 2018 Turkiye kanser verileri

Yeni vakalar Olimler

Kanser Sayl Sira (%) Kumilatif isk Sayl Sra (%)  Kumlatifisk
Akcider 34703 1 165 4.48 33683 1 289 443
Meme 22 345 2 106 4.80 5452 5 47 1.14
Prostat 17332 3 82 5.16 5165 6 44 0.93
Tiroid 13033 4 62 142 742 21 064 0.09
Mide 11934 5 57 145 10 006 2 86 1.19
Kolon 11286 6 54 1.35 797 3 68 0.89
Mesane 11235 7 53 1.46 4222 0 36 0.46
Rektum 8403 8 40 1.06 2025 9 17 0.24
Pankreas 6473 9 31 0.79 6416 4 55 0.79
Losemi 6029 10 29 0.62 4 681 8 40 0.50

_Akciger
- 29405 (24,7%)

Diger Kanserler _
43 605 (36,7%)

Mide '3
7 414 (6,2%) /‘ '

Mesane '
Kolorektal
9 578 (8,1%) 11 548 (9,7%)

Prostat
17 332 (14,6%)

Toplam: 118 882

Sekil 2.3. GLOBOCAN 2018 Turkiye kanser verilerine gore tim yas
gruplarindaki erkeklerdeki yeni vaka sayilari

T.C. Saghk Bakanhgi Halk Saghgi Genel Mudurligu Kanser Dairesi Bagkanhgi
2016 Turkiye verilerine gore tim yas gruplarindaki erkekler arasinda en sik

gorulen 4.kanser turl iken 70 yas Ustl erkek hastalarda en sik gorulen 3. kanser
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turidir (internet: Tlrkiye Kanser istatistikleri, T.C. Saglik Bakanhgi, 2016)
(Cizelge 2.2 ve 2.3).

Cizelge 2.2. Tum yas gruplarindaki erkeklerde en sik gorulen bazi kanserlerin bu
grup icindeki yitzde dagilimlari (Turkiye Kanser Istatistikleri, T.C.
Saghk Bakanhgi, 2016)

Trakea,Brong, Akcifier I 221
Prostat l_ 13
Kolorektal ._ 9.9
Mesane .— 8.1
Mide .— 5.5
Bobrek NN 2.9
Non-Hodgkin lenfoma l— 2.8
Tiroid N 2.6
Larinks ._ 2.4
Pankreas .- 2.2

0 5 10 15 20 25

Cizelge 2.3. 70 ve uzeri yas gruplarindaki erkeklerde en sik gorilen bazi
kanserlerin bu grup icindeki yuzde dagilimlari (Turkiye Kanser
Istatistikleri, T.C. Saghk Bakanlgi, 2016)

Trakea,Brong, Akciger I 203
Prostat __ 18.1
Mesane l_ 9.7
Kolorektal '_ 9.6
Mide _ 5.6
Pankreas .- 2.5
Non-Hodgkin lenfoma “- 2.2
Bobrek .- 1.9
Larinks l- 1.8
Karaciger l- 1.5

0 5 10 15 20 25
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2.2.2. Etiyoloji ve Risk Faktorleri

Mesane kanseri gelisimine neden olan risk faktorleri genel olarak kalitsal (genetik
yatkinlik) ve sonradan edinilen (gevresel maruziyet nedeniyle) olmak Uzere ikiye
ayrilabilir. Tatin kullanimi mesane kanseri icin en énemli gevresel risk faktoruddr.
Mesane tumodrlerinin yaklasik %50'sinden sorumludur ve sigara i¢enlerin sigara
icmeyenlere gore 2,5 kat daha fazla mesane kanserine yakalanma riski
bulunmaktadir. Tatun dumani, B-naftilamin ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar
gibi bilinen Urotelyal kanserojenleri icerir. Bu bilesikler bébrekler yoluyla atilir ve bu
nedenle tim Uriner sistem lizerinde dogrudan kanserojen etki gosterir. idrar
akiminin yavaslamasiyla beraber idrarin mesanede kalma sureleri, mesane
drotelyumunun bu kimyasallara maruziyetini arttirir, bu da alt Uriner sistemde Ust
sisteme kiyasla artmis bir hastalik insidansi ile sonuglanir (Mushtaq ve digerleri,
2019). Mesane kanserinin en yaygin ikinci nedeni mesleki trotelyal kanserojenlere

maruz kalmaktir (Mushtaq ve digerleri, 2019).

Analizlere gore, mesane kanseri gelisimi icin en fazla risk boya, kauguk, petrol
artnleri ve boyalarin islendigi endustriyel alanlarda meydana gelirken, mesane
kanserine 6zgu o6lim orani icin en fazla risk, elektrik ve kimyasal proses
calisanlarinda meydana gelmektedir. Yaygin kentlesmeyle birlikte, birgok tretim
sureci daha gelismis Ulkelerden daha az gelismis Ulkelere aktariimis ve bu durum
da yerel isciler igin potansiyel olarak artan mesleki tehlikeler olusturmustur. Ek
olarak, issizlik, fiziksel olarak sagliksiz glin sayisi, ozon hava Kkirliligine maruz
kalinan gun sayisi, kuyulardan su elde eden evlerin orani, madencilik
endustrisindeki istihdam, kentsel yasam ve etnik kdken, mesane kanseri 6lim

orani ile baglantilidir (Sanli ve digerleri, 2017).

Meyve ve sebzelerce yetersiz beslenme, kentsel yasam her zaman olmasa da
artan mesane kanseri riskiyle baglantiidir. Erkeklerde metabolik sendromun
mesane kanseri riskini etkiledigi bildirilmigtir, ancak risk veya prognozla dogrudan
veya dolayli bir iligki gosterilememistir. Bazi bdlgelerde artmis mesane kanseri
verileri, arsenikle kirlenmis su veya gida tiiketimiyle iligkilidir. Ornegin, Arjantin, Sili
ve Banglades'te arsenik kirliligi mesane kanseri riskiyle iligkilendirilmigtir. Cevre

kirliliginin, daha az gelismis Ulkelerde mesane kanseri riskini etkiledigi de
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dusundlmektedir. Dogrudan yanan kimyasallar (cogunlukla dizel ve benzinli motor
egzozlarindan, sabit elektrik santrallerinden ve ic mekan hava kirliliginden) hava

kirliliginin baglica kaynaklaridir (Sanli ve digerleri, 2017).

Bazi tedavi stratejileri, bireyleri mesane kanserine yatkin hale getirebilmektedir.
Ornek olarak pelvik maligniteler icin uygulanan eksternal isin radyoterapisi,
mesane kanseri riskini artirabilmektedir. Buna ek olarak, hematolojik malignitenin
yonetiminde yaygin olarak kullanilan bir sitostatik ajan olan siklofosfamid,
mesanenin skuamoéz hucreli karsinomlarinin gelisimi ile iligkilendirilmistir. Kronik
inflamasyon, mesane kanserinin, tipik olarak skuamdz hucreli karsinomun bir

nedenidir (Mushtaq ve digerleri, 2019).

Bazi kanitlar, mesane kanserine genetik yatkinhdi desteklemektedir. N-
asetiltransferaz (NAT1, NAT2) ve GSTM1 gibi karsinojenlerin metabolizmasiyla
iliskili olan genlerin fonksiyonel olmayan genotipleri artan mesane kanserinin riski
ile iligkilidir. Ozellikle, sigara 6ykusu olan ve fonksiyonel olmayan GSTM1 genotipi
barindiran kadinlar, sigara igmeyen akranlarina gére mesane kanseri gelisimine
daha yatkindir. Genom boyu iliski calismalarinda (GWAS), mesane kanseri riskini
artirabilecek dizi varyantlari bulmustur. Ornedin SLC14A1 geni tarafindan
kodlanan ure tasiyicisindaki degisiklikler, bobrek idrar konsantrasyonu ile iligkilidir
ve kanserojenlerin Urotelyal ylzeylerle temasini etkileyebilmektedir (Sanli ve
digerleri, 2017). Ayrica, retinoblastoma 1 (RB1) tumor baskilayici genin kalitsal
mutasyonlarinin mesane kanseri gelisimi ile iligkili oldugu go6sterilmistir (Mushtaq
ve digerleri, 2019) (Sekil 2.4).
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Genetik faktorler Cinsiyet hormonu Sigara icmek
Yasam tarzi ‘ Fonksiyonel olmayan 4 reseptorleri ‘ 4000 farkli
Kahve, alkol igmek GSTM1,NAT1,NAT2 Androjenler kimyasal madde
genotipi
Risk faktorleri
Enfeksiyon

Schistosoma
Irk i | \ haematobium

Kimyasallara ¢evresel ve mesleki maruziyet
Aromatik aminler, kauguk, katran, fosil yakitlar, nitritler, kémur ve arsenik

Sekil 2.4. Mesane kanseri gelisimine sebep olan risk faktorleri (Arantes-Rodrigues
2013)

2.2.3. Evreleme ve Derecelendirme

Urotelyal karsinomun tedavisinde, timér siniflandirmasinin  amaci, tedavi
sonuglarinin degerlendiriimesine izin vermek ve hasta yonetimini optimize etmek
icin timorleri farkl prognostik gruplara ayirmayi amaclamaktadir (Compérat ve
digerleri, 2019).

Dunya Saglhk Orgiti (DSO) 1973 derecelendirme sistemi, non-invaziv papiller
tumorleri farklilasma derecelerine gore ug¢ sinifa ayirmistir (G1, G2 ve G3 siniflan).
Tamorler, hicresel ve mimari atipi derecesine gore derecelendirilmistir. En dusuk
derece (G1) neredeyse hic atipi gostermezken, en yuksek derece (G3) polarite
kaybi veya psddostratifikasyon gibi ana mimari bozukluklarla birlikte major atipi
gosterir. DSO/Uluslararasi Urolojik Patoloji Dernegi (ISUP) 1998 siniflandirmasi,
papillomayi, dusuk malign potansiyelli papiller Urotelyal neoplazm (PUNLMP),
dusuk dereceli (LG) ve yuksek dereceli (HG) karsinomlarina ayirmistir. Bu
siniflandirma sistemi, PUNLMP kategorisini tanitan ilk sistemdir. PUNLMP daha
sonra DSO 2004 siniflandirmasina dahil edilmis ve DSO 2016 siniflandirmasinda
yer almigtir. 2016 daki versiyonda non-invaziv terimini tanitarak, 1973

derecelendirme sistemini; PUNLMP, non-invaziv papiller trotelyal karsinom dusuk
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dereceli (NIHGC) ve non-invaziv papiller Grotelyal karsinom yuksek dereceli
(NIHGC) tamdrlere siniflandiriimistir. Mevcut sistemde bazi G2 timorleri yuksek
dereceli ve bazilari diguk dereceli olarak ayrilmigtir. Cogu T1 tumor yuksek
derecelidir ve daha once G3 olarak siniflandiriimigtir. Papilloma siniflandirmasi
degismeden kalirken, bazi G1 timorleri artik PUNLMP olarak siniflandiriimaktadir
(Jordan ve Meeks, 2019) (Sekil 2.5).

DSO 1973

Urotelyal Papillom Derece 1 Derece 2 Derece 3
N I I fl i
l | /\ | /\ | !
i I | | ]
. 1 | | |
Urotelyal Papillom PUNLMP NILGC NIHGC

DSO 2004 VE 2016

Sekil 2.5. Urotelyal karsinomun derece siniflandirmasi (Compérat ve digerleri,
2018)

DSO 2016 sistemine gore, pTa ve pT1 tumorleri hiicresel 6zelliklerine gore LG ve
HG olarak derecelendirilmistir ve tim detrlisér kasa invaziv Urotelyal karsinomlar
HG tumorleri olarak kabul edilir. pTa tumorleri lamina propiaya invaze olmazlar,
buna karsin pT1 timorleri bazal membranin altindaki lamina propriaya dogru
blytr ve bu vakalarda lenfovaskiler invazyon ve metastaz gorilebilir (Compérat
ve digerleri, 2019). Karsinoma in situ (KiS), siklikla fokal veya multifokal diiz
lezyon olarak goérulen, kasa invaziv olmayan yuksek dereceli bir tumoérdir (Batista
ve digerleri, 2020). Non-invaziv terimi, invaziv olmayan LG ve HG papiller
karsinomlari invaziv (rotelyal karsinomlardan ayirt etmek icin DSO 2016
siniflandiriimasinda kullanilmistir. Avrupa Uroloji Dernedi (EAU) Kasa invaziv

Olmayan Mesane Kilavuzlari Paneli ve Diinya Saglik Orgiti hem 1973 hem DSO
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2004/2016 siniflandirmalarinin kullanilmasini énermektedir (Babjuk ve digerleri,
2019; Compérat ve digerleri, 2019).

Evreleme, genel olarak iki ana kategoriye ayrilir (KIOMK ve KIMK). Bu ayrim, bir
baslangi¢c tedavisi segerken belki de en dnemli belirleyici faktordir (Matulay ve
Kamat, 2018). TNM (timoér, digum, metastaz) siniflandirmasi, timoér derinligine,
nod veya metastatik yayllmaya dayall olarak, mesane kanserini evrelemek ve
tedaviye rehberlik etmek i¢in yaygin olarak kullaniimaktadir (Mushtaq ve digerleri,
2019). Bu evreleme sistemi; Amerikan Kanser Ortak Komisyonu (AJCC) ve
Uluslararasi Kanser Kontrolii Orgiitii (UICC) igbirligiyle gelistirilmistir ve su anda
kullanilan siniflandirma Ocak 2018'de yururluge giren 8. dizenlemedir (Matulay ve
Kamat, 2018) (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. 2017 Mesane kanseri TNM siniflandirmasi (Babjuk ve digerleri, 2019)

T-Primer Tumor

X Primer tumor degerlendirilemiyor
T0 Primer timor kaniti yok
Ta Noninvaziv papiller karsinom
Tis Karsinoma In Situ: ‘diz timér’
T1 TUmor subepitelyal bag dokusuna invaze etmis
T2 TUmor kasa invaze etmis
T2a Tumor yuzeysel kasi isgal etmis (ic yarisi)
T2b Tdmor derin kasi isgal etmis (dis yarisi)
T3 TUmor perivezikal dokuya invaze etmis
T3a Mikroskopik olarak
T3b Makroskopik olarak ( ekstravezikal kitle )
T4 TUmdr asagidakilerden herhangi birini isgal etmis:
prostat stromasi, uterus, vajina,pelvik duvar,
karin duvari
T4a TUumor prostat stromasini, seminal vezikilleri, uterusu
veya vajinayi isgal etmis
T4b TUmor pelvik duvari veya karin duvarini isgal etmis
N- Bolgesel Lenf Diigumleri
NX Bdlgesel lenf digumleri tespit edilemiyor
NO Bdlgesel lenf digumleri metastazi yok
N1 Gergek pelviste tek bir lenf digimuinde metastaz
(hipogastrik, obturator, eksternal iliyak veya presakral)
N2 Gergek pelviste birden fazla bdlgesel lenf digiminde
metastaz
N3 Yaygin iliak lenf dugimlerinde metastaz
M - Uzak metastaz
MO Uzak metastaz yok
Mla Bolgesel olmayan lenf dugumleri

M1lb Diger uzak metastazlar
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Evre siniflandirmasinda, invazyon durumuna goére mesane tumorleri, kasa invaziv
olmayan (Tis, Ta ve T1) ve kasa invaziv timorler (T2, T3 ve T4) olarak ayrilir.
Mesane kanserinin yaklasik % 70-80'i kasa invaziv olmayan olarak teghis edilir ve
Ta (% 70), T1 (% 20) ve birincil Tis (% 10) evrelerinden olusur. Tedavi edilen
KIOMK’un klinik seyri, yiiksek intravezikal nilkks oranina sahip olmakla beraber
uygun sagkalim prognozu ile karakterizedir (Miyake ve digerleri, 2018). Ta
tumorleri Grotelyum ile sinirhdir; T1 timorleri lamina propriayi istila eder. T2, T3 ve
T4 timorleri ise sirasiyla yuzeysel kas, perivesikal yag ve cevresel organlara
yayilir. Mukoza ile sinirh diiz, yuksek dereceli timorler KiS (Tis) olarak
siniflandinlir (Sjédahl ve digerleri, 2012) (Sekil 2.6).

|
|
|
|
|
|
Mesane Liimeni :
l
Urotelyum |
— Lamina Propria

\\

| Muskiilaris
Propria

......

Uretra —— R e o o e e e e 5 i e 0 !

Sekil 2.6. Tumor, Dugum, Metastaz (TNM) sistemine gore mesane kanserinin
evrelendirilmesi (Sanli ve digerleri, 2017)

2.24.Teshis

Mesane kanseri, gesitli molekuler ve patolojik yolaklari olan, dolayisiyla tumaorun
klinik evrelemesine ve molekuler tipine bagh olarak farkli davraniglari yansitan
karmasik bir hastaliktir. Mesane kanserinin teghisi ve izlenmesi esas olarak
invaziv testlerle, yani periyodik sistoskopilerle gerceklestirilir; ancak bu prosedir
guvenilir bir yontem olmasina ragmen hasta i¢in oldukg¢a rahatsiz edicidir (Batista
ve digerleri, 2020). KIOMK’un tedavisininin basarili olmasi biyik oélglde, tipik

olarak hematuri varliginda hastaligi dogru bir sekilde tespit etme ve ayrica KIOMK
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gecmigi olan hastalarda erken nukseden tumorleri tespit etme yetenegine baglidir.
Sistoskopi altin standart yontem olmasina ragmen yine de tumoérlerin % 10'unu
gozden kacirabilmektedir. Bu nedenle, doktorlar siklikla idrar sitolojisi gibi mesane
kanseri teshisine yardimci olmak igin ek araglar kullanir. Sistoskopinin hassasiyet
araligi % 85-90°dir ve papiller timoérlerin % 10'unu gbzden kagirabilmektedir
(Faiena ve digerleri, 2019). Bu nedenle doktorlar, mesane kanserinin teshisine
yardimci olmasi i¢in siklikla yardimci testler kullanirlar. Bir drnek, yuksek dereceli
hastaliklar igin iyi bir segenek olan idrar sitolojisidir (Faiena ve digerleri, 2019).
idrar sitolojisinde, dokiilen hiicreler anormallik veya malignite icin incelenmektedir.
Bu test, ileri dereceli tumorler igin yuksek hassasiyete sahiptir, ancak dusuk
dereceli tumorler icin hassasiyeti dusuktir. Pozitif sitoloji, idrar yolunun herhangi
bir yerinde bir Urotelyal timor oldugunu gosterir. Bununla birlikte, negatif sitoloji,
bir timoérin yoklugunu gostermez (Oeyen ve digerleri, 2019). Ayrica, tumor
gbzetimi  yapilan hastalar tekrar edilen sistoskopiler tUmoru gbzden
kacirabilmektedir. Bu endiseler, idrar ve kan bazl biyo-belirteglerin gelistiriimesine
yol agmistir. Bu testler genis kapsamlidir ve idrarda ¢6zunur proteinlerin
Olcimunun gergeklestirildigi BTA, ImmunoCyt ve UroVysion testlerini veya DNA
veya RNA anormalliklerini tespit eden genetik tabanl idrar ve kan testlerini icerir

(Faiena ve digerleri, 2019).

2.2.5.Tedavi

Mesane kanseri icin uygulanacak tedavinin etkinligi klinik evre ve risk faktorlerine
gére degiskenlik gdstermektedir. invaziv olmayan mesane kanserinde birincil
tedavi mesane tumorlerinin transuretral rezeksiyonudur. Bu tedaviyi mitomisin C
veya Bacillus Calmette-Guerin (BCG) asisinin mesaneye intravezikal verildigi
tedaviler takip eder. Bu tedaviler dusuk evreli hastalarda hastaliksiz sagkalim
suresini arttirmaktadir ancak ileri evreli hastalarda kanserin nuksetmesi yaygindir
ve ileri duzeyde kasa invaziv mesane kanseri gelismekte ve metastatik forma
ilerleme gorulmektedir (John ve Said, 2017). ileri evre veya transiretral rezeksiyon
sonrasi tumorun nuksettigi hastalar kanser hucrelerine kargi immun yaniti

arttirmak icin birkag dongu BCG ile tedavi edilir.



20

KIOMK'lu hastalar endoskopik rezeksiyon ile tedavi edilebilirken en ¢cok 6lim; kasa
invaziv tumorleri, bolgesel veya uzak metastazi olan hastalarda gorulmektedir. Tek
basina rezeksiyonla tedavi edilen tumoérlerde ylksek nuks oranlari gorulmektedir.
Bu nedenle, kemoterapdtik ajanlarla adjuvan tedavinin kullanimina odaklaniimigtir.
(Yuan ve digerleri, 2014). Kasa inaziv mesane tumorleri icin birincil tedavi,
neoadjuvan veya adjuvan kemoterapiler ile radyasyon terapilerinin birlikte
uygulandigl sistektomidir (mesanenin ¢ikartiimasi). Metastatik mesane kanseri
tedavisinde genellikle; metotreksat, vinblastin, adriamisin ve sisplatini (MVAC)
iceren coklu ilac rejiimi veya alternatif olarak gemsitabin ilave sisplatin
uygulanmaktadir (John ve Said, 2017) (Sekil 2.7).

Papiller (Ta)

Tumor Hicrest

TNM Evresi :

Genel Tamm : Kasa Invaziv Olmayan Kasa Invaziv Olan
_ L ]

Standart Tedavi : TUR Sistektomi

[ S—

BCG

Sistemik Kemoterapt

Intravezikal Kemoterapi
L

J

Sistektomi

Sekil 2.7. Mesane kanserinin patolojik evrelerinin sematik gosterimi ve terapotik
mudahaleler (Kobayashi ve digerleri, 2015)

Sistektomi sonrasi genellikle kemoterapi ve radyoterapi gibi adjuvan tedaviler
uygulanir. Radyoterapi haricinde uygulanan kemoterapi tedaviler; sisplatinin tek
basina veya 5- florourasil ile uygulandigi, mitomisin C’ nin 5- florourasil ile birlikte
uygulanmasi gibi secenekleri icerir. Radyoterapinin beraber uygulandigi
kemoterapi  uygulamalari;  gemsitabin-sisplatin,  metotreksat,  vinblastin,
doksurubisin ve sispatini iceren MVAC protokolu, karboplatinin paklitaksel veya
dosetaksel ile  kombinasyonlarini  igermektedir.  Sisplatin-bazli MVAC

uygulamasinin nod positif mesane kanserli hastalarda mediyan sagd kalim suresini
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arttirdigi ancak bu hastalarin sisplatin temelli tedaviye duguk tolerans gosterdikleri
ve yan etki gorulen hastalarda uygulanan dozun dugurulmesi gerektigi rapor
edilmistir. Bazi hastalarca kemoterapi uygulamalarinin tolere edilememesinden
dolayl daha az yan etki olusturan tedavilerin gelistiriimesine ihtiya¢ vardir

(Smolensky ve digerleri, 2016).

2.2.6. Sisplatin

Elektrik alanlarinin Escherichia coli (E.coli) bliyumesi tzerindeki etkisini inceleyen
arastirmacilar tarafindan kesfinden bu yana sisplatin, cisplatinum veya cis-
diamminedichloroplatinum (1), birgok metastatik tumor tipine kargi kemoterapotik
bir ajan olarak kullaniimistir (Drayton ve Catto, 2012). Sisplatin ilk kez 1978'de
Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan testis kanserinin tedavisi igin onaylanmis ve
bu popilasyonda hayatta kalma sonuclarini 6nemli &lglide iyilestirmistir.
lyilestiriimis yanit oranlarina ve hayatta kalma sonuglarina ragmen, sisplatinin
toksisite profili klinik uygulamada sinirhdir ve birgogunda c¢ogunlukla renal,
gastrointestinal veya norolojik komplikasyonlar seklinde bildirilen ciddi yan etkiler
ile iligkilidir. Sisplatin, cis konumunda iki klorir atomu ve iki amin molekuli c¢evrili
bir platin iyonu tarafindan olusturulan bir molekuldir. Sisplatinin etki mekanizmasi
esas olarak DNA hasarina dayanmaktadir. Hlcrenin i¢ine girdikten sonra sisplatin,
akuasyon olarak adlandirilan bir sureg ile bir veya iki klor atomunun su araciligiyla
yer dedisimiyle aktive olur. Bu islem sayesinde ilag, pozitif ylklt hale gelir ve DNA
molekull ile etkilesime girerek DNA eklentilerinin olusumunu baslatir. Aktive edilen
sisplatin, tercihli olarak purin bazlarinaki nukleofilik N7 bdlgelerine baglanir,
burada eklentilerin cogu, ayni zincirdeki iki guanin arasinda meydana gelmektedir.
Buna karsin, sisplatin eklentilerinin yaklasik % 3-5'i zit zincirlerdeki purinlerle
reaksiyona girerek zincirler arasi gapraz baglar olusturur (Kishimoto ve digerleri,
2020) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Sisplatinin kimyasal yapisi. a) Sisplatin aktivasyon sureci, klortrandn bir
veya ikisinin su molekulleri ile degdistiriimesiyle meydana gelir. b) Temel
DNA lezyonlari, ayni ve farkli DNA zincirleri arasindaki sisplatin
eklentileri (Kishimoto ve digerleri, 2020)

DNA lezyonlar sirayla bir dizi sinyal iletim yolunu tetikleyerek apoptoza neden
olmaktadir (Rocha ve digerleri, 2014). Sisplatinin diger etki mekanizmalari
arasinda; reaktif oksijen turleri Uretimi ve lipid peroksidasyonu ile karakterize
edilen oksidatif stresin indiksiyonu, p53 sinyalinin indiksiyonu ve hiicre déngisu
durmasi, proto-onkogenlerin ifadelerinin azalmasi gibi ¢esitli molekuiler etki
mekanizmalari yer almaktadir (Dasari ve Tchounwou, 2014). Siplatinin hlcre igine
aliminda azalma, biyotransformasyon ve detoksifikasyonun artmasi, artan DNA
tamir mekanizmasi, anti-apoptotik mekanizmalarin artmasi, sisplatine direncinin
gelisiminde gorulen mekanizmalardan bazilaridir (Dasari ve Tchounwou, 2014).
Sisplatin, mesane kanseri de dahil olmak Uzere birgok genitolriner timor igin

tedavinin temel tagi olmaya devam etmektedir (Desilets ve digerleri, 2020).
2.2.7. Mesane Kanseri Patolojisi ve Farkh Tipleri
"Mesane kanseri" terimi, bir dizi patolojiye ve beklenen prognoza sahip heterojen

bir hastaliklar kimesini ifade eder. Bu kanserlerin gogu urotelyum adi verilen bir

hiicre tabakasinda gelistigi icin (yaklasik %90) Urotelyal karsinom olarak
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adlandirilir. Bu tip mesane kanseri igin bagka bir isim de degisici epitel hucreli
karsinomdur. Geri kalan tarleri (Urotelyal kdkenli olmayan, yaklasik %10), primer
skuamo6z hucreli karsinom, adenokarsinom, kuguk hucreli karsinom ve
sarkomatoid karsinomu icerir (Kobayashi ve digerleri, 2015). Codu mesane
kanseri, Urotelyum veya degisici epitel adi verilen mesanenin en ic¢ ylzeyinde
baslar. Kanser, mesane duvarindaki diger katmanlarin igine ilerledikge, derecesi
artar ve tedavisi daha zorlasir. Zamanla kanser, mesanenin disinda ve yakindaki
yapilara dogru buyuyerek, yakindaki lenf dugumlerine veya vicudun diger
bolgelerine yayilabilir. Mesane kanserleri, genellikle mesane duvarina yayilma
derecesine gore tanimlanir (internet: About Bladder Cancer, American Cancer
Society,2020).

Mesane kanseri, invaziv veya non-invaziv olabilir. invaziv degilse, tim kanser
hicreleri hala mesane duvarinin (Urotelyum) kaplamasindaki ince hicre
katmaninda bulunur ve mesanenin derinliklerine dogru biyimemistir. Invaziv ise,
kanser hiicreleri mesane duvarinin derinliklerine dogru blyumdstir. invaziv olan
mesane kanserinin mesane kasina ve vucudun diger bolgelerine yayillma olasiligi
daha yuksektir. Mesane tumoértnun sekli papiller veya diz olabilir. Hem papiller
hem de duz tumorler, kanser hucrelerinin nasil buyudugune bagh olarak invaziv
veya non-invaziv olabilir. Papiller timdrler, parmak seklindeki ince olusumlarla, i¢
astardan mesanenin bos merkezine dogru buyur. Bunlar genellikle non-invazivdir,
cunkud mesane duvarlarinin igine dogru daha derin degil, mesane astarindan digari
dogru buyurler. Yavas buylyen, invaziv olmayan papiller mesane kanserinin bir
turd, PUNLMP olarak adlandirilir. Diz karsinomlar, mesanenin i¢i bos kismina
dogru hi¢ buylimez. DUz bir timoér sadece mesane hicrelerinin i¢ tabakasindaysa,
invaziv olmayan diiz karsinom veya KiS olarak bilinir, ancak mesane duvarinin
derinliklerine dogru buyilyorsa, buna invaziv olan olan duz karsinom denir
(internet: Types of Bladder Cancer,BladderCancer.net, 2020) (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Mesane kanseri tipleri. @) Mesane duvarinin katmanlari. b) invazyon
durumuna gore farkli mesane timorleri. Her bir timor tipi, mesanenin
bir veya daha fazla bélgesinde mevcut olabilir ve ayni anda birden fazla
tip mevcut olabilir. (internet: Types of Bladder
Cancer,BladderCancer.net, 2020)

2.2.8. Mesane Kanserinin Gelisiminde Rol Oynayan Mekanizmalar

Fare modellerinden ve insan Orneklerinden alinan patolojik ve Kklinik bilgiler,
urotelyal karsinomun iki farkli yolla gelistigini ve papiller KIOMK ve papiller
olmayan KiMK'lere yol actigini gostermektedir (Sanli ve digerleri; Bertz ve
digerleri, 2017). Bu iki yollu gelisim modelinde kromozom 9 daki heterozigozite
kaybi hem KIOMK hem de KiMK'de (>% 50) ortak bir olaydir (Inamura, 2018).
Haritalama c¢alismalari ile 9. kromozomda birka¢g tumor baskilayici gen
tanimlanmistir: CDKN2A (9p21), hiicre dongusunidn negatif dizenlenmesinde rol
oynar; TSC1 (9q34), mTOR yolaginin negatif duzenleyicisidir ve PTCH1 (9922)
baslangigta bazal hiicre karsinomada tanimlanmistir (Audenet ve digerleri, 2018).
Ek olarak, bu kromozomal degisiklik, mesane kanserinin baglamasinda ¢ok erken
bir adimi gosteren pre-neoplastik oncullerin yani sira hastalarin "normal”
urotelyumlarinda da bulunmustur. Bu bulgular, histolojik olarak géze ¢arpmayan
ancak genetik olarak degistiriimis Urotelyumdan mesane kanserinin ¢ok odakl

gelisimi hipotezini desteklemektedir (Obermann ve digerleri, 2004) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Papiller KIOMK ve solid KiMK icin iki potansiyel patogenez yolunun
gosterimi (Sanli ve digerleri, 2017)

Mesane kanserleri, yiuksek bir mutasyon yikiine ve 6lgulmesi zor kalan genomik,
transkripsiyonel ve hicresel seviyelerde 6nemli intra-timoral ve inter-timoral
heterojenlige sahiptir. Mesane kanseri akciger kanseri ve melanom kanserlerinden
sonra dcuncl en yuksek mutasyon sikhgina sahip kanserdir (Ju ve digerleri,
2017). Bu mutasyon yukunun énemli bir kisminin APOBEC ("apolipoprotein B
MRNA duzenleme enzimi, katalitik polipeptit benzeri") sitidin deaminaz enzim
ailesi tarafindan kaynaklandigi bulunmustur. Kanser Genom Atlasi (TCGA) kasa
invaziv urotelyal karsinom hasta kohortundan alinan mutasyonel imzalarin analizi,
hem APOBEC3A hem de APOBEC3B imzalarinin tek nukleotid varyasyonlarinin
% 67'sinden sorumlu oldugunu gostermistir (Robertson, ve digerleri, 2018; Meeks
ve digerleri, 2020). Benzer mutasyon o6zelliklerine ragmen, iki gruptaki mutasyon
yuki ve genomik yapidaki tim degisiklikler birbirinden farklidir. Ekzom
sekanslama ile KIMK’de her bir 6rnekte ortalama 302 mutasyon belirlenmigken, bu
oran KIOMK'da o6rnek basina ortalama 169-195 mutasyondur. KiOMK’lar
cogunlukla diploid veya diploide yakin karyotipler ve az sayida kopya sayisi
degisiklikleri icermektedir. Buna karsilik KiMK’ler gogunlukla andploiddir ve gok

sayida sayisal kromzomal degisiklikler, kromozom yeniden duzenlemeleri ve
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kopya sayisi degisiklikleri icerirler. Bu mutasyonel profile, her iki gruptaki mutant
gen kaliplarindaki buydk farkhliklar da eslik eder (Sanli ve digerleri, 2017).
Telomeraz Ters Transkriptaz (TERT) promotdr mutasyonlari, tim agamalarda ve
derecelerde meydana gelen, mesane kanserinde buguiine kadar tanimlanan en
yaygin genomik degisikliktir (% 60-80). Bu mutasyonlar, hastalik tespiti ve gozetimi
icin potansiyel biyobelirtecleri temsil eder. Fibroblast blytime faktort reseptori 3
(FGFR3) genindeki aktive edici mutasyonlar ise mesane kanserinde en sik gorulen
ikinci gen degisikligi grubunu temsil eder. Bu degisiklikler esas olarak dugsuk
dereceli KiOMK’larda, gériilir. FGFR3 mutasyonlari mesane timér olusumunda
en erken meydana gelen degisimlerdendir ve prognostik énemi vardir (Bertz ve
digerleri, 2017). Hem KIOMK hem de KiMK; KDM6A, KMT2A, KMT2C, KMT2D,
ASH1L, CREBBP, EP300, ARID1A ve ARID4A dahil olmak Uzere kromatin
modifikasyonunda yer alan genlerin sik mutasyonlarini barindirir (Hurst ve
digerleri, 2018).

Kasa invaziv Olmayan Mesane Kanseri

Kasa invaziv olmayan duguk dereceli papiller tumorler sitogenetik olarak
kromozom 9 heterozigositesinin kaybi ve molekuler seviyede ise FGFR3, PIK3CA
ve STAG2 mutasyonlari ile karakterize edilmigtir (Audenet ve digerleri, 2018)
Ozellikle FGFR3 genindeki aktive edici mutasyonlarin, diisik derece KIOMK'un
gelisiminde anahtar mutasyonel itici gli¢ oldugu dusunilmektedir (Chandrasekar
ve digerleri, 2018). FGFR3'teki aktive edici mutasyonlar, diusik dereceli Ta
tumorlerin %70'ine kadarinda meydana gelir, ancak T1 ve kasa invaziv tumorlerde
daha az yaygindir (Hurst ve digerleri, 2018). FGFR3'in mutasyonel aktivasyonu,
kasa invaziv olmayan tiimorlerin olumlu seyri ile iligkilidir. lyi bilinen bir
proliferasyon belirteci olan Ki-67 ile FGFR3 mutasyonlari, Avrupa Kanser
Arastirma ve Tedavi Orgiti (EORTC) tarafinda molekiler derecelendirme
sistemini tanimlamak icin kullaniimistir (Bertz ve digerleri, 2017). Bu nokta
mutasyonlarindan baska tim timorlerin yaklasik %5’'inde FGFR3’Un TACC3 veya
BAIAP2L1 genleri ile yaptigi translokasyonlar mevcuttur. Bu translokasyonlar
sonrasi FGFR3-TACC3 ve daha az siklikla FGFR3-BAIAP2L1 fluzyonlari
olusmaktadir. Bu flizyon proteinleri potansiyel donustirict onkogenlerdir (Sanli ve

digerleri, 2017). FGFR3 aktivasyonu ile asagdi yondeki kinaz yolaklari aktive olur.
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Ozellikle hiicre donglsuni dizenleyicisi olan RTK/RAS/RAF yolagi mitotik
sinyaller tarafindan uyarilir ve epitel hdcrelerinin kendilerini yenilemesinde ve
¢ogalmasinda merkezi bir rol oynar. RAS gen ailesindeki aktive edici mutasyonlar,
bazi KIOMK'larda gorilmektedir. Genel olarak, RTK/RAS/RAF yolaginin
aktivasyonunun, dusik dereceli non-invaziv timérlerin % 80'inden fazlasinin
gelisimine neden oldugu dusundlmektedir. PI3K/AKT/mTOR yoladi hicre ici
sinyalizasyonda ¢ok 6nemli bir rol oynar ve PIK3CA'daki aktive edici mutasyonlar,
FGFR3 ile siklikla iligkilidir (Audenet ve digerleri, 2018). TSC1’i de igeren tumor
baskilayici  genlerdeki inaktive edici mutasyonlar vakalarin  %15’inde
gorilmektedir. Birka¢g mutasyon da TSC2 geninde goérulmuastir. TSC1-TSC2
kompleksi, mTOR yolagini dizenlemektedir. Dolayisiyla TSC1 genindeki bir kopya
kaybi veya mutasyon, KiIOMK'da yaygin bir durum olan mTOR sinyalinin
artmasina neden olmaktadir Ayrica kohesin kompleksi timér baskilayici geni olan
STAG2'deki inaktive edici mutasyonlar, KIOMK icin karakteristiktir ve yiiksek
sikhkta tanimlanmistir (Sanli ve digerleri, 2017). PIK3CA'daki aktive edici
mutasyonlar da Ta tumoérlerinde yaygindir. PIK3CA ve STAG2 genlerindeki
mutasyonlar dusik ilerleme riski ile iligkiliyken, CDKN2A timoér baskilayici
genindeki homozigot delesyonlari ylksek ilerleme riski ile iliskilidir (Audenet ve
digerleri, 2018). Tum ekzon sekanslama calismalarinda KDM6A, CREBBP, EP300
ve ARID1A gibi kromotin modifiye edici proteinleri kodlayan genlerdeki inaktive
edici mutasyonlar tanimlanmislardir. Bu inaktive edici mutasyonlar, KiMK'leri de
icinde bulunduran diger kanser tipleri arasinda KIOMK da 6nemli dlciilerde yiiksek
frekanslarda bulunmaktadir. Bu veriler, epigenetik degisikliklerin bu timorlerin
fenotiplerini sekillendirmede dnemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir (Sanli
ve digerleri, 2017).

Kasa invaziv Mesane Kanseri

KiMK’ler genetik kararsizlikla karakterize edilir. Birgok degisiklik ve kromotripsis ile
gbriilen andploidi ve ayrica 8p, 2q ve 59 kromozomlarinin delesyonlari, KiMK'in
Ozelliklerini temsil eder ve agresif hastaligin gelismesine yol agar (Audenet ve
digerleri, 2018). Hucre dongusunun G1 kontrol noktasindaki degisim, invaziv
mesane kanserinin baslamasinda kritik basamaklardir. Dolayisiyla neredeyse her
KiMK'de TP53, RB1 ve CDKN2A mutasyonlari veya MDM2 ve E2F3
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amplifikasyonlari gérilmektedir. RB1 yolagi da KiMK'lerde yaygin olarak
degismistir. RB1 hlcre ddéngusinin negatif dizenleyicisidir ve inaktivasyonu
genetik kararsizlik ve anti-apoptotik fenotip ile iligkilidir. Ayrica, hem p53 hem de
Rb1l genleri mutant olan drotelyal timdrler, tek bir genin de mutant oldugu
tumorlerden daha yiksek niks, progresyon ve daha koétu sagkalim oranina
sahiptir. Bu sonug, p53 ve RB1'in sinerjistik bir roli olabilecegini
dugundurmektedir. PTEN heterozigositesinin kaybina bagl olarak
PIBK/AKT/mTOR yolaginin  aktivasyonu, KIMK geligsiminde kritik bir rol
oynamaktadir. Ayni zamanda PTEN gen ifadesindeki azalmanin TP53

mutasyonlari ile iligkili oldugu goésterilmistir (Audenet ve digerleri, 2018).

TP53/RB1 yolagi, timérlerin KiS yoluyla displaziden invaziv tumdrlere ilerlemesine
neden olur. TP53 mutasyonu siklikla drotelyal displazinin geligsimi sirasinda ortaya
cikmaktadir. RB1 kaybi ise, (rotelyal hiperplaziden KiS'e dénisiimiinde rol
oynamaktadir. Hiperplazi ve displazili lezyon (sitolojik atipi ile hiperplastik lezyon)
her iki yol arasindaki etkilesimlerde rol oynayabilmektedir (Inamura, 2018).

2014 yilinda, TCGA grubu 131 yiiksek dereceli KIMK vakasinida énemli élciide
mutasyona ugramis 32 gen belirlemistir. Sonraki genigletilmis TCGA calismasinda
412 KIMK vakasini analiz edilmistir. TP53 (% 48), KMT2D (% 28), KDM6A (% 26),
ARID1A (% 25), PISK3CA (% 22), KMT2C (% 18), RB1 (% 17) EP300 (% 15),
FGFR3 (% 14), STAG2 (% 14) genleri dahil olmak Gizere 6nemli 6lciide mutasyona
ugramis 58 gen tespit edilmistir. TCGA verilerine gére, KiMK'lerin % 89'unda TP53
hldcre dongusu yolagi inaktiftir. Vakalarin % 48’'inde TP53 mutasyonlari, % 6’sinda
MDM2 amplifikasyonu ve %19unda MDM2 asiri ifadesi tespit edilmigtir
(Robertson ve digerleri, 2017; Inamura, 2018). RTK/RAS/PI3K yolaginin,
KiMK'lerde (%71) hiicre biiyiimesini ve proliferasyonunu etkiledigi siklikla
g6zlenmistir. ERBB2, ERBB3, FGFR1 ve FGFR3 gibi RTK’lar mesane kanserinde
genellikle aktive olmaktadir ve bu RTK'lar ayrica RAS sinyal yolagini aktive
ederler. RAS-RAF sinyal kaskadi ayrica proliferasyon ve hayatta kalma gibi ¢oklu
hicresel etkilerden sorumlu olan birka¢ asagi akis substratinin fosforilasyonuna
yol agar. AKT1, agirlikl olarak mesane karsinomunda eksprese edilir ve bunu
AKT2 ve AKT3 izler. AKT1, timoérienez ve mesane karsinom hicrelerinin

invazyonunda guglu bir sekilde rol oynar ve AKT1 inhibisyonunun mesane
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karsinomu olan hastalarda baskilayici etkilere yol acabilecedi bilinmektedir
(Sharma ve digerleri, 2018).

2.2.9. Mesane Kanseri Alt Tipleri

Urotelyal karsinomun en 6nemli 6zelliklerinden biri, son derece heterojen genetik
bir profile sahip olmasidir (Compérat ve digerleri, 2018). Urotelyal karsinomun
histolojik ve molekuler analizleri genellikle genomik, transkripsiyonel ve hicresel
duzeylerde tUmor ici ve tumorler arasi heterojenligi ortaya ¢ikarir. TUmorun klonal
baslangicina ragmen, progresyon ve metastaz genellikle dogal olarak veya tedavi
sirasinda gelisebilen alt klonlardan kaynaklanir ve bu da heterojen bir dagilimla
molekuler degisikliklerle sonuglanir. Heterojenligin kapsaminin belirlenmesi, farkli
genetik olaylari hedef alan monoterapi veya ek kombinasyon tedavilerinin segimini
sekillendirebilir.  Olimcll timér hicre klonlarinin  tanimlanmasi, Urotelyal
karsinomall hastalarin hayatta kalmasini iyilestirmek icin gereklidir. Urotelyal
karsinomdan farkh farkh morfolojik 6zellikler gelistirmis olan tUmor dokularindaki
varyant histolojiler, timor heterojenliginin en u¢ drnekleridir. Sonugta, heterojenlik
ilag direncine ve tedaviden sonra hastaligin nuks etmesine neden olmaktadir
(Meeks ve digerleri, 2020). Cesitli arastirmacilar buyuk Olcekli ifade ve dizileme
veri setlerini kullanarak mesane kanserlerini, paylasilan RNA ifade dagilimlan
veya spesifik genomik degisimler temelinde alt tiplere ayirmigtir. Hasta-kohort
Ozelliklerinin  yogun analizi, analiz edilen tUmor ornegi sayisindaki artis,
biyoinformatik kiimeleme yaklasimlari gibi analizlerle transkripsiyonel profilleme
metodlarinin daha ileri derecede degerlendiriimesi sonucu olarak Urotelyal
tumorlerin yaygin temel ozelliklerini igeren bazal ve luminal alt tipleri ortaya
koymustur. Bu siniflandirma, ilk olarak meme kanserinde tarif edilen molekdiler alt
tiplemeye oldukga benzerdir. Bu bulgular, mesane kanseri alt tiplerinin degisen
derecelerdeki farklisma derecelerini yansitmaktadir. Bazal tumdrler, bazal meme
tumorlerindekine benzer genleri ifade etmektedir (KRT5, KRT14). Luminal
timorlerdeki gen ifadeleri ise, luminal tipe farkhlasmis meme kanseri
hicrelerindeki gen ifade profiline (FOXAL1l, GATA3, PPAR) uygundur. Histolojik
olarak da bazal timdrler skuamo6z benzeri 6zellikler gosterirken, luminal timorler
papiller benzeri morfoloji gosterir. Bazal tumdrler ¢ogunlukla daha agresiftir ve

invaziv olma egilimindedir buna karsin bircok luminal tumdrler sUperfisyal
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(ylzeysel) blyime egilimindedir. Bununla birlikte bazi luminal ifade 6runtisit kasa
invaziv tumorlerde gortlebilir. Bu karakterizasyon yontemi, meme kanserli
hastalarda ilag duyarlihdini tahmin etmede ve tedavi segimine rehberlik etmede
yararli olmustur ve mesane kanseri olan hastalarda esit derecede degerli

olabillecegi disunulmektedir (Felsenstein ve Theodorescu, 2018).

Kasa invaze Olmayan Mesane Kanseri Alt Tiplerinin Siniflandiriimasi

Bugiine kadarki en buyiik KiIOMK transkriptomik calismasi olan UROMOL
calismasi, KiS dahil tim asamalardan ve derecelerden 460 KIOMK'u analiz etmis
ve farkh Kklinik sonuglar ve farkli molekuler profillere sahip tg¢ alt tip (sinif 1, sinif 2
ve sinif 3) tanimlamistir (Hedegaard ve digerleri, 2016). Hurst ve arkadaslari
(2017), 140 hasta 6rnegdini analiz ederek, Ta evresinde invaziv olmayan mesane
kanserinin iki genomik alt tipini (GS1 ve GS2) tanimlamiglardir. Genomik olarak
daha kararsiz alt tip (GS2), kromozom 9q sekanslarinin kaybi, artan mTORCA1
sinyali ve degismis metabolik profil ile ayirt edilmistir. Ayrica kadinlarin erkeklere
gore daha yliksek KDM6A mutasyon sikligina sahip oldugunu bulmuslardir (Hurst
ve digerleri, 2017) (Sekil 2.11).

UROMOL @ sinif | | iiint,u I | Siniflil |
Leeds @ Genomik alt tip 1 ‘ Genomik altti[l: 2 l Genomik alt tip 1

Karakteristik Luminal-benzeri Bazal-benzeri )
Prognoz Iyi l ﬁ ilf I i Orta derece '
Sekil 2.11. Gen ifade profiline dayali KIOMK'un molekuler

siniflandirmasiningematik gosterimi (Kang ve digerleri, 2020)
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Kasa Iinvaze Olan Mesane Kanseri Alt Tiplerinin Siniflandiriimasi

Tarihsel olarak birbirlerinden bagimsiz dort temel siniflama sistemi gelistirilmistir.
Bunlar; LUND universitesi (Lund), TCGA, Kuzey Karolayna Universitesi (UNC) ve
MD Anderson Kanser Merkezi (MDACC) siniflandirmalaridir. En dustkten en
yuksek karmasikliga dogru, UNC sistemi ikili siniflama yapmistir (bazal benzeri ve
luminal benzeri) (Damrauer ve digerleri, 2014). Daha sonra bu siniflandirma,
klaudin-diguk alt tipinin tanimlanmasiyla U¢ sinifa genisletiimistir (Kardos ve
digerleri, 2016). MDACC o6nce Ggla siniflama yapmistir (bazal, luminal ve p53-
benzeri) (Choi ve digerleri, 2014) daha sonra bu siniflandirmayr 5 sinifa
yukseltmistir (luminal, luminal-p53, bazal, bazal-p53 ve ikili negatif) (Dadhania ve
digerleri, 2016). 131 TCGA tumorunin gegici kohortundan elde edilen verilere
dayanan bir TCGA calismasinda, dort grup (I ve II: luminal; 1l ve IV: bazal)
belirlenmistir (TCGA, 2014). 2017 yilindaki TCGA ¢alismasi; 412 TCGA kohortu
kullanilarak mesane tumorlerini bes sinifa ((Luminal-papiller alt tip (% 35), Luminal
infiltre alt tip (% 19), Luminal (% 6), Bazal-skuamoz alt tip (% 35), ndronal alt tip
(% 5)) ayirmistir (Robertson ve digerleri, 2017). Lund siniflandirmasi ise KiMK'i
bes alt sinifa ayirmistir (UroA, genomik olarak kararsiz, infiltre, skuaméz hiicre
karsinoma, ve UroB) (Sjodahl ve digerleri, 2012) ve daha sonra 6 alt tipe
genisletmistir (Urotelyal benzeri, genomik olarak stabil olmayan, epitelyal infiltre,
SCC benzeri/Mes benzeri, SCC benzeri /UroB ve Sc/NE benzeri) (Sjodahl ve
digerleri, 2017) (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Gen ifade profiine dayall KIMK'in molekiler siniflandirmasinin
sematik gosterimi, Mes-like: Mezensimal-benzeri, ScNe-like: Kiguk
hdcreli/néroendokrin-benzeri (Kang ve digerleri, 2020)

Mesane kanseri Molekiiler Taksonomi Grubu, 1750 KiMK transkriptomu ve ag
tabanh analizler kullanarak alti bagimsiz gruptan olusan bir siniflama sistemi
kullanmigtir.  Bunlar; LumP alt tipi (% 24), LumNS (eski adiyla "luminal
infiltrasyonlu” olarak bilinen) alt tipi (% 8), LumuU alt tipi (% 15), stroma bakimindan
zengin alt tip (% 15), kadinlarda daha sik goérilen Baz/Sq alt tipi (% 35), NE
benzeri alt tipleridir (% 3). Her alt tipin kendine 6zgu molekiler 6zellikleri, ilerleme
riski ve spesifik sistemik ilaglara yanit verme 6zelligi vardir (Kamoun ve digerleri,
2020). Taksonomi gruplarinin  farkh isimlendirmelerine ragmen, hepsi
transkripsiyon faktorlerinin  ve hedeflenebilir genlerin benzer kiamelelerini
tanimlamaktadir. Hem KiIOMK hem de KIMK dahil olmak lzere 2,411 mesane
kanseri vakasindan yayinlanmis verilerin yakin tarihli bir meta-analizi, ile alti alt tip
belirlenmistir. Bunlar; luminal-benzeri, HERZ2-benzeri, papiller benzeri, néral
benzeri, mezenkimal benzeri ve yassi hicreli karsinom benzeri tumérlerdir. Her bir
grup genel sagkalim ve molekuler 6zellikler agisindan farkliliklar géstermektedir.
(Tan ve digerleri, 2019).
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2.2.10. Mesane Kanseri Fare Modelleri

Tum mesane kanseri modelleri arasinda kanserin anlagiimasinda ve vyeni
tedavilerin gelistiriimesinde hayvan modelleri 6nemli bir yer tutmaktadir. Hayvan
modelleri, geleneksel ki boyutlu hucre kualtird veya Klinik kosullarda
incelenemeyen kanserin biyolojik ve patolojik oOzelliklerinin canli organizmada
arastirlmasina olanak saglayarak, hicre bazli deneyler ile klinik arastirmalar
arasinda temel bir baglanti olusturur. Hucre kualturt genellikle tek tip hucre
icermektedir ancak gergek tUumor olusumunda, stromal, immun hucreler ve diger
hicre tipleri tumor gelisimini desteklemektedir. Hulcre kultirindeki; kimyasal
bilesenler, biyolojik 6zellikler ve hicre-hicre etkilesimlerine iliskin mikrogevre, in
vivo kosullardan oldukga uzaktir (Ding ve digerleri, 2014). Hayvan modelleri
mesane kanseri caligmalarinda onemlidir ve karsinogenez, progresyon ve
metastaz gibi asamalarin incelenmesi igin gereklidir. Bu modeller Kklinikte
karsilagsilmamis kanser oncesi evrelerin arastiriimasina olanak saglar. Hastalik
progresyonu igin tanisal ve prognostik biyolojik belirteclerin tanimlanmasi ve klinik
oncesi terapotik hedeflerin belirlenmesi ve dogrulanmasi, molekuler arastirmalarin

klinige uyarlanmasi agisindan fayda saglamaktadir (John ve Said, 2017).

GUnunmuzde mesane kanseri i¢in en ¢ok kullanilan hayvanlar sigan ve fareleri
iceren kemirgenlerdir. Kemirgenlerdeki mesane buyuklugu insana kiyasla kuguk
olmasina ragmen mesanelerindeki neoplazmalar morfolojik olarak insana
benzedir. Fare genlerinin %80’i insan genleriyle eslesmektedir. Bu oran siganlarda
%90°dir. Ayrica bu hayvanlarin gelisimleri hizli, Gretilmeleri kolay ve ucuzdur (Ding
ve digerleri, 2014).

C57BL/6, BALB/c ve ICR gibi fare suslari ve Wistar, Sprague-Dawley ve Fisher
gibi sigan suslari, mesane kanseri arastirmalari icin en yaygin kullanilan
modellerdir. Mesane kanserinin hayvan modelleri otokton (spontan, kendiliginden
olusan) ve otokton olmayan (transplante edilebilir,aktarilabilir) olarak kategorize
edilebilir. ilk grup kimyasal olarak indilklenmis modeller ya da genetik olarak
tasarlanmis modelleri icermektedir. Transplante edilebilir modeller ayrica
singeneik (immunokompetan veya transgenik farelere implante edilmis fare

mesane kanseri hucreleri) ve ksenograftlar (immin yetmezligi olan farelere
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implante edilen insan mesane kanseri hicreleri) olarak siniflandirilabilir (John ve
Said, 2017).

Bu modeller, ortotopik (mesane icinde timor buyumesinin meydana geldigi) ve
heterotopik (mesane disinda timoér biylimesinin meydana geldigi) olmak Uzere
enjeksiyon bolgesine gore de ayrilabilir. Kopekler, tavsanlar, kobaylar ve
hamsterlar gibi daha buyuk hayvanlarin timu gegmiste mesane kanseri modelleri
olarak kullaniimistir. Ancak, mali ve etik kisitlamalar nedeniyle kullanimlar
sinirhdir (John ve Said, 2017).

Otokton (Kendiliginden Olan) Modeller

Kanserojenle indiiklenen Modeller

Mesane kanserine; tutiin, aromatik aminler ve klorlu hidrokarbonlar gibi kimyasal
kanserojenlere surekli maruz kalma neden olmaktadir. Bu nedenle, kimyasal
karsinojenez ile mesanenin Urotelyal karsinomunun gelisimi arasindaki iligkiyi
incelemek 6nemlidir. Urotelyal karsinom, c¢esitli kimyasal kanserojenlerin
kullanimiyla agirlikli olarak kemirgenlerde indiiklenebilir. Urotelyal karsinom, cesitli
kimyasal  kanserojenlerin  kullanimiyla  agirhkh  olarak  kemirgenlerde
olusturulmustur. Baslica kimyasal Urotelyal kanserojen maddeleri; N-Butil-N- (4-
hidroksibutil) nitrozamin (BBN), N- [4- (5-nitro-2-furil) -2-tiazolil] formamid (FANFT)
ve N-metil -N-nitrosourea (MNU)'dir. Bu kanserojen ajanlarin ¢gogu aromatik amin
bilesenlerine sahiptir. Kanserojen modeller, uzun sureli insan maruziyetini

Ozetleyen uzun bir stire boyunca gelisir (John ve Said, 2017).

Genetik Olarak Tasarlanmig Modeller

Transgenik fare ve/veya genetigi degistiriimis fare (GEM) modelleri, klonlanmis
onkojenleri tagiyan ve/veya tumor baskilayici genlerden yoksun olan insan
hastaliklari ile iligkili genetik anormalliklerin in vivo arastirilmasinda kullanilirlar
(John ve Said, 2017). Hem morfolojik hem de gen ifade profili agisindan insan
mesane kanserini taklit edebilen modifiye edilmis fareler mevcuttur. Spesifik

kanserlerin incelenmesi igin transgenik farelerin gelistiriimesindeki en zorlu
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problemlerden biri, hedef dokuda transgen ifadesinin gergeklestiriimesi igin
hicreleri kosullu olarak dizenleyen dokuya ©6zgu promotorlere ihtiyac
duyulmasidir. ifadeleri Urotelyal hiicreler ile sinirli olan troplakinlerin (UP) ve
Cre/loxP sistemlerinin kullanimi, dokuya 0zgu mesane kanseri olusturmak icin
kullanilan stratejiler arasindadir (Ringuette-Goulet ve digerleri, 2018). Bununla
birlikte, GEM modellerinin belirli sinirlamalari vardir. Mekanizmadan kaynakh
kusurlarin bir sonucu olarak, hayvanlarin sadece bir kismi istenen genotipik
Ozellikleri sergiler ve bazen o0zelligin gerektigi gibi olup olmadigi kesin olarak

bilinemez (Ding ve digerleri, 2014).

Otokton olmayan (Transplante Edilebilir, Aktarilabilir) Modeller

Ksenogreft modelleri, insan Urotelyal kanser hicre hatlarinin veya birincil kanser
doku parcalarinin immun yetmezligi olan farelere nakledilmesiyle olusturulur.
Timusu olmayan nude fareler olgun T lenfositleri Uretemez ve bagisiklik yaniti
olusturamaz, aksi takdirde, immunokompetan farelerde olugsan guclu ret yaniti,
farelerin 6limine veya aktarilan kanser hicrelerinin élimine yol acgar. Hicre
hatlarinin, 0Ozellikle ksenogreft modellerde olusturulan modellerin, kaynak
timérlerin dzelliklerini korudugu gdsterilmistir. implantasyondan sonraki bir ila iki
hafta icinde, Urotelyal neoplazm, tedavi degerlendirmesi icin yeterli bir boyuta
ulasmaktadir. Bu modeller; kanserojenle indiuklenen veya transgenik fare
modellerine kiyasla zaman ve maliyet acgisindan avantaj saglamaktadir (Ding ve
digerleri, 2014). immun yetmezligi nedeniyle nude fareler, konakgi bagisikhk
sistemi ile tumor arasindaki etkilesimleri arastirmak icin uygun dedgildir, bu nedenle
Bacillus Calmette Guerin (BCG) ile iligkili deneyler i¢in bu tir modeller kullaniimaz.
Aksine, implantasyona uygun singeneik hayvan modelleri BCG iligkili calismalar

icin daha uygundur (Ding ve digerleri, 2014).

Ksenogenik modellere goére singeneik modeller, mesane kanseri olusturulmus
kemirgenden alinan kanser hucrelerinin, genetik olarak 6zdes immun yeterli
kemirgenlere enjeksiyonuyla olusturulur. Singeneik modellerde en ¢ok kullanilan
mesane kanseri hdcre hatlari; AY-27, MBT-2 ve MB49’dur. MB49, C57BL/6 fare
soyuna, 7,12 dimetilbenzantrasen uygulanmasi ile elde edilir (John ve Said, 2017).
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Ortotopik Modeller

Ortotopik modeller, organa 6zgu bir mikro-ortamda tiumoér davraniginin
degerlendiriimesine izin verir. Bu modeller, Urotelyal kanser hucrelerinin alici
konakgilarin mesane |Umenine enjekte edilmesiyle olusturulabilir. Tuamor
hucresinin yapigsmasini kolaylastirmak icin mesane yuzeyini kaplayan dogal
koruyucu epitel hasar gormelidir. Bu hasar; mekanik olarak, elektriksel
koterizasyon ve epitel asinmasinin yani sira HCI, N-metil-N-nitrosire, gimus nitrat
ile kimyasal soyma gibi yontemlerle olusturulur (John ve Said, 2017). Asilanan
hicreler, timoérlerin kolay in vivo goruntilenmesine ve metastaz takibine imkan
veren floresan veya liminesan raportor genleri icerecek sekilde manipule edilebilir
(Ringuette-Goulet ve digerleri, 2018). Subkutan modellerle karsilastirildiginda
ortotopik timorler, timor mikrogevresi dogal duruma daha yakin oldugu igin insan
mesane kanseri davranigini daha yakindan taklit eder. Bu nedenle, ortotopik
model tarafindan Uretilen deneysel sonuglarin daha ylksek bir alaka dizeyine

sahip olmasi beklenmektedir (Ding ve digerleri, 2014).

Heterotofik Modeller

Heterotopik, greftin orijinal bdlgeye nakledilmedigini, ancak genellikle hayvanin
yan veya arka ayaginda deri altindan nakledildigini gosterir. Bu modelde timor,
kolayca ve invaziv olmayan bir sekilde tespit edilebilir (Ding ve digerleri, 2014).
Deri alti heterotopik modeller, kullanim kolayligi ve tumore kolay erigilebilirlik
nedeniyle arastirma gruplari tarafindan yaygin olarak benimsenmistir. Gergekte,
tumor buyumesi, derinin palpasyonu yoluyla invaziv olmayan bir sekilde izlenebilir
ve bir kumpas yardimiyla timoér boyutlar oOlgllebilmektedir. Subkutan timor
modelleri, deneysel anti-kanser ilaglarina in vivo cevabi belirlemek igin siklikla
kullaniimaktadir (Ringuette-Goulet ve digerleri, 2018) (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. Kemirgenlerde mesane kanseri gelisimini tetiklemek igin kullanilan
hayvan modelleri (Arantes-Rodrigues ve digerleri, 2013)

2.2.11. MB49 Syngeneik Mesane Kanseri Fare Modeli

MB49 mesane karsinomu hulcre hatti, orijinal olarak kanserojenle indiklenmis
C57BL/6 faresindeki mesane timaorunden izole edilmistir. MB49 timdrleri, lamina
propria'nin otesine vyayilan, infiltratif Grotelyal karsinomun buytumesini taklit
etmektedir (Mossberg ve digerleri, 2010). Fare urotelyal karsinom hiicre hatti olan
MB49, mesane kanseri biyolojisini ve terapotik stratejileri incelemek igin en yaygin
olarak kullanilan in vitro ve in vivo modellerden biridir (Fabris ve digerleri, 2012)
(Sekil 2.14). MB49 hucre hattindan turetilen fare mesane timor modelinin
histopatolojisi ve imminohistokimyasal analizine gére, bu mesane kanser modeli
infiltratif Grotelyal karsinomaya benzerlik gostermektedir ve mesane kanserini
davranisi ve tedavi rejimlerinin cevabini arastirmaya izin vermektedir (Chade ve
digerleri, 2008). MB49 hiicreleri, PD-L1 ifade etmekte ve klinik vakalarin yaklasik
% 4'Unde bulunan Kras mutasyonu tasimaktadir. Transgenik veya BBN-verilerek
olusturulan hayvan modelleri ile kiyaslandiginda, MB49'un daha mezensimal

karakterde oldugu gosterilmistir (Ruan ve digerleri, 2019).
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Sekil 2.14.  Singenik timor modelinin  olusturulmasinin  sematik gosterimi
(Chulpanova ve digerleri, 2020)

2.3. Hiicre Oliim Yolaklari

2.3.1. Apoptoz

Programlanmis hdcre 6lumu olan apoptoz, hucrenin dogal bir mekanizmasidir.
Ozellikle uzun yasayan memelilerde homeostazin yani sira gelisimde de kritik bir
role sahiptir. Gereksiz veya istenmeyen hucrelerin ortadan kaldirimasini saglayan,

yiuksek derecede diuzenlenmis bir surectir (Pfeffer ve Singh, 2018).

DNA hasari veya kontrolsuz hicre gogalmasi gibi apoptotik yolagi aktive edecek
cok cesitli kosullar vardir. Apoptotik sinyal kaskadi, sirasiyla plazma-membran
reseptorlerine baglanan ¢ozunur molekullerin veya gesitli mitokondriyal uyaracilar
tarafindan tetiklenen iki ana yolaga boélinmustir. Bu yolaklar sirasiyla icsel
(mitokondriyal) yolak ve digsal (6lim reseptdrii) yolaklar olarak adlandiriimaktadir.
Hucre icgi sinyaller; DNA hasari, buyume faktoru eksikligi ve sitokin yoklugu gibi
faktorleri icerirken, en yaygin hicre digi sinyali hasarli veya enfekte olmus
hicrelere cevaben immun sistem sitotoksik T hucreleri tarafindan Uretilen hicre
O0lumuni uyaran sinyallerdir. Bu yolaklar efektor kaspazlarda birlegirler. Apoptoz
aktive edildikten sonra, hlcrede degisimler baslamaktadir. Bu degisimler; hicre
iskeleti ve cekirdek proteinleri gibi hiicre bilegenlerini parcalayacak olan

kaspazlarin aktivasyonunu igermektedir. Kaspaz aktivasyonu sonucu apoptotik
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hlcreler kiigllmeye baslar ve makrofaj cevabini uyaracak membran degisiklikleri
meydana gelir. Hicredeki yuzlerce farkli proteinin kaspaz aktivitesi ile yikimi,
apoptozun basarili bir sekilde gergeklesmesi i¢in zorunludur. Son olarak efektor
kaspazlarin hedef proteinleri kesmesiyle hicre o6lumu gergeklesir (Pfeffer ve
Singh, 2018).

Bcl-2 ailesi, apoptozun dizenlenmesinde rol oynayan genlerden en énemlisidir (Li
ve digerleri, 2018). Tum Bcl-2 familyasi proteinleri, Bcl-2 homoloji (BH) alanlari
(BH1-BH4) olarak bilinen dért korunmus a-sarmal motifinden en az birini icerir. Aile
uyeleri ayrica u¢ gruba ayrilir. Bir grup, apoptozu inhibe eder ve dort BH alaninin
tamamina (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, Bcl-B ve Al) sahiptir. Pro-apoptotik
proteinler apoptozu tesvik etmek igcin anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerine
baglanabilen korunmus bir BH3 alanina sahiptir. Sahip olduklari BH3 sayisina
gore pro-apoptotik proteinler; G¢ BH alani (Bax, Bak ve Bok) iceren ¢ok alanli
proteinler ve sadece BHS3 proteinleri (Bad, Bid, Bim, Bmf, Bik, Hrk, Noxa ve Puma)

olmak uzere iki gruba ayrilirlar (Jain ve digerleri, 2013).

Icsel Yolak

Apoptozun i¢sel yolagi, mitokondri ve mitokondrial proteinleri kullanir. igsel yolak
tumuyle Bcl-2 ailesi Uyeleri tarafindan duzenlenir. Cesitli apoptotik uyarilar sadece
BH-3 iceren pro-apoptotik proteinleri aktive etmektedir. Bu proteinler daha sonra
BAX ve BAK'I aktive eder. BAX ve BAK aktive olunca mitokondri dis membraninda
gecirgenligini arttiracak sekilde oligomerize olurlar. Bu gecirgenlik, sitokrom c,
Smac/Diablo, Omi/HtrA2 proteinlerinin sitoplazmaya salinimina yol agar. Sitokrom
c’nin sitoplazmaya salinmasiyla; sitokrom c; Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden
faktor), dATP ve pro-kaspaz 9'dan olusan apoptozom kompleksi olusur.
Apoptozom icinde pro-kaspaz 9, efektor kaspaz 3 ve 7’yi aktive edecek aktif
kaspaz 9a donusturullr. Efektor kaspazlar hizlica hucresel proteinleri yikarak
hiicre 6limine sebep olurlar. igsel yolakta hiicre élimine neden ilave bazi
basamaklar mevcuttur. Omi, kaspaz inhibitéri olan X-bagli apoptoz proteini
inhibitérint (XIAP) inhibe eder. Apoptoz sirasinda mitokondriden salinan SMAC,
apoptoz protein inhibitéorantd (IAP) inhibe ederek apoptoz basladiktan sonra

surecin ilerlemesini saglar (Pfeffer ve Singh, 2018).
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Dissal Yolak

Dissal yolak, apoptozu uyarmak igin hiucre disi sinyalleri kullanir. Hlcre olum
sinyalleri ayrica 0lum ligandlar olarak da bilinir. Bu ligandlar tumor nekroz faktor
(TNF) ailesi 6lim reseptorlerine baglanir. Fas ligandi (Fas-L), TNF-iligkili apoptoz
uyarici ligand (TRAIL) ve tumdér nekroz faktoérd (TNF) gibi 6lim ligandlar
mevcuttur. Fas-iligkili 6lum bdlgesi (FADD) ve TNF iligkili 6lim bdlgesi (TRADD)
gibi adaptor proteinler 6lum reseptorine toplanirlar. Baslatici pro-kaspaz 8 ve 10
adaptor proteine baglanir 6lim uyarici sinyal kompleksini (DISC) olusturur. Pro-
kaspazlar olum efektor bolgesine (DED) sahiptir ve bu bolgeleriyle adaptor
proteine baglanirlar. Pro-kaspaz 8 ve 10, DISC kompleksi tarafindan aktive olur.
Efektor kaspazlar 3,6 ve 7 daha sonra aktive olarak hticresel proteinleri ve hiicre
iskeletini yikarlar. DISC kompleksi, c-FLIP inhibitérii tarafindan diizenlenir. Ayrica
aktif kaspaz 8, sadece BH-3 bdélgesi iceren pro-apoptotik BID proteinini keserek
aktiflagmesini (tBID) saglar. tBID, BAX ve BAK'I aktive ederek hicre i¢i apoptotik
yolagi aktif etmis olur (Pfeffer ve Singh, 2018) (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15. Apoptoz Yolaklari (Mishra ve digerleri, 2019)
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Bax Proteini

BAX, 21 kDa agirhiginda, BAX geni tarafindan kodlanan ve Bcl-2'ye blyuk 6l¢ide
homolog olan bir pro-apoptotik proteindir. BAX, Bcl-2 protein ailesinin ilk
tanimlanan pro-apoptotik Gyesidir. Bu protein Bcl-2 ile bir heterodimer olusturur ve
bir apoptotik aktivator olarak islev gértr. BAX ile Bcl-2 arasindaki iligki ve oran,
apoptotik bir uyariyr takiben bir hicrenin hayatta kalmasini veya olumunu
belirlemektedir. Saglikh memeli hicrelerinde, BAX'in ¢ogu sitozolde bulunur,
ancak apoptotik sinyalin baglamasi Uzerine Bax, konformasyonel bir degisim
gegcirir. Apoptozun induksiyonu Uzerine BAX, 6zellikle mitokondriyal membran ile
iliskili hale gelir. Bax; mitokondriyal voltaja bagimh anyon kanali (VDAC) ile
etkilesime girerek, membran potansiyelinin kaybina ve sitokrom c salinimina yol
acar. Mitokondriyal apoptoz sinyal iletim yolundaki en 6dnemli olay, sitokrom c’nin
mitokondriden sitoplazmaya salinmasidir. Sitokrom c’nin sitoplazmaya salinimi
sonrasinda kaspazlarin aktivasyonuna neden olur (Bax, National Center for

Biotechnology Information,2020).

Bcl-2 Proteini

insanlarda Bcl-2 geni tarafindan kodlanan Bcl-2, hicre oliminin o6nemli
duzenleyicilerindendir. Bcl-2, B hucreli lenfomada, kromozomal kirilma noktasinda
(14; 18) (q32; g21) tanimlanmistir ve anti-apoptotik islevler tasidigi kesfedilen ilk
proto-onkojendir. Simdiye kadar, 20'den fazla Bcl-2 ailesi proteini tespit edilmistir
ve Bcl-2, bu ailenin en ¢ok incelenen Uyesi olmustur (Jain ve digerleri, 2013).
Onceki yillarda, Bcl-2 ifadesinin insan malign tumor tiplerinde en dikkat cekici
Ozellik oldugu ve yaygin olarak anti-apoptotik faktdr olarak kabul edildigi ortaya
cikmigtir.  Bcl-2'nin  drind, mitokondriyal ve cekirdek membranlarda ve
endoplazmik retikulumda lokalize olan 26 kDa'lik bir proteindir (Li ve digerleri,
2018). Beklin-1'in belki de en 6nemli negatif diizenleyicisi Bcl-2'dir. Baglangigta bir
anti-apoptotik gen olarak klonlanan Bcl-2'nin otofajideki roli Beklin-1'in, Bcl-2
etkilesim gosteren bir protein olarak tanimlanmasina kadar gergeklesmemigtir. Bcl-
2, Beklin-1’e baglanarak Beklin-1 aracili otofajiyi inhibe eder. Bu nedenle, Bcl-2
ailesi, hem otofaji hem de apoptoz yollarinin merkezi bir dizenleyicisidir (Kung ve
digerleri, 2011).
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Kaspaz 3 Proteini

Kaspazlar, sisteinil aspartat proteinazlardir (Kumar, 2007). Kaspazlar, kaspaz aktif
bolgesindeki katalitik sistein rezidulerine bagl bir reaksiyonla peptit baglarini
hidrolize eder ve substratlarinda yalnizca belirli aspartik asit rezidilerinden sonra
kesim yapan endo-proteazlardir. Ayni zamanda programlanmis hicre 6lumunde
onemli roller oynayan bir proteaz enzim ailesidir. Kaspazlar, pro-kaspazlar olarak
adlandirilan zimojenler olarak inaktif bir formda sentezlenirler. Hucre olumu
surecinin kontrollii yirutiilmesine izin veren form, bu aktif olmayan formdur. inaktif
formdaki kaspazlar aktif enzimi olusturmak icin korunmus aspartik kalintilarindan
proteolitik igslemden gecerler. Kaspazlarin sirali aktivasyonu, apoptozunun
uygulama asamasinda merkezi bir rol oynar. Kaspazlar etki mekanizmalarina
gore, baslatici kaspazlar (kaspaz-8 ve kaspaz-9) ve yurutiuclu (uygulayici, efektor)
kaspazlar (kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7) olarak siniflandiriir (Huang ve
digerleri, 2017). Kaspaz-3 proteini, sistein aspartik asit proteaz ailesinin bir
uyesidir. Apoptotik yolagin temel efektor kaspazi olan kaspaz-3, hicrelerde aktif
olmayan (pro-kaspaz-3) bir 32 kDa'llk pro-enzim olarak bulunur (Huang ve
digerleri, 2017). Apoptoz sirasinda pro-kaspaz-3, kendi kendine protealiz ile veya
kaspaz-6, kaspaz-8 ve granzim B gibi kaspazlar tarafindan kesim yoluyla iglenir.
Kaspaz-3, apoptotik hlicrede hem digsal hem de i¢sel yolaklarla aktive edilir.
Cekirdek enzimi, poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) gibi birgok anahtar proteinin
proteolitik kesiminden kismen veya tamamen sorumlu oldugu igin Kritik bir apoptoz
uygulayicisidir ve apoptotik indeks uygulamalarinda yararlidir (Huang ve digerleri,
2017).

2.3.2. Otofaji

Otofaji, sitoplazmik makromolekullerin lizozomal enzimlerle yikimini iceren,
oldukga korunmus c¢ok asamali katabolik bir sireci ifade emektedir. Otofaji,
hicrelerin strese adaptasyonu igin kritik bir mekanizmadir ve besin yoklugu,
hipoksi, hormon uyarimi ve DNA hasari dahil olmak Uzere ¢ok sayida uyarici
tarafindan tetiklenmektedir (Kung ve digerleri, 2011). Bu slregte, yanhs katlanmis
proteinler ve zarar gérmus organeller, otofagozom adi verilen kapali ¢ift membranh

vezikuller ile sitoplazmadan ayrilir ve sindirim igin lizozomlara aktarilir (Li ve
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digerleri, 2020). Otofaji terimi ilk kez 1974'te lizozomlarin kesfi ile Nobel Tip
Oduli'ni kazanan Prof. Christian De Duve tarafindan kullaniimistir. 2016 yilinda
ise, otofaji surecindeki tum genleri tanimlayan Prof. Yoshinori Ohsumi, fizyoloji
veya tip alaninda Nobel Odili'ne layik gérilmustir (Frentzel ve digerleri, 2017).
Otofaiji, coklu sinyal yolaklar tarafindan kontrol edilen; indiksiyon, ¢ekirdeklenme,
uzama, olgunlasma, fizyon, yikim ve geri-donisum sirali basamaklarindan olusur.
Otofaiji iligkili proteinler (ATG), bu adimlarin dizenlenmesinde 6nemli rol oynar (Li
ve digerleri, 2020). Otofaji aktivasyonu, gesitli hicre igi ve digi degisim sinyallarini
algilayan dort kinaz tarafindan duzenlenir. Bunlar; Rapamisin kompleksi 1'in
mekanik hedefi (nTORC1), Unc-51 benzeri otofajiyi aktive eden kinaz 1 (ULK1),
AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK) ve P rotein kinaz B (AKT) (Hill ve
digerleri, 2019). mTORC1, amino asitler ve buyume faktorleri mevcut oldugunda
otofaji inhibe edici bir etkiye sahipti. mTORC1, ULK1'i fosforile ederek otofajiyi
baskilar (Singh ve digerleri, 2018). AMPK, hlcresel enerjiye aracilik eden ve onu
koruyan onemli bir protein kinazdir. AMPK, enerjideki dususleri tespit eder ve
ardindan otofajiyi etkinlestirir. Buyume faktorleri varliginda, AKT kinaz asagi yonde
hedefi olan mTORC1'i etkinlestirerek otofajiyi baskilar. AKT, PI3K kompleks
proteinlerinin dogrudan fosforilasyonuyla otofajiyi de uyarabilir (Hill ve digerleri,
2019). AMPK, raptor proteininin dogrudan fosforilasyonu veya tlberoz skleroz
kompleksi 2'nin (TSC2) dolayli fosforilasyonuyla mTOR aktivitesini baskilar. AMPK
ayrica ULK1 fosforilasyonuyla otofajiyi dogrudan etkinlestirebilir (Sui ve digerleri,
2013) (Sekil 2.16).
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Sekil 2.16. Otofajinin ¢oklu sinyal yolaklari tarafindan dizenlenmesi ve son iletimin
Beklin-1 iceren PI3K kompleksinde birlesmesi (Hill ve digerleri, 2019)

Otofaji baslangici, doért alt birimden olusan ULK1 baslatma kompleksi tarafindan
duzenlenir (ULK1, FIP200, ATG13 ve ATG101) (Zhang ve digerleri, 2018). Besin
varliginda mTORC1, ULK1 kompleksini fosforile ederek otofajiyi baskilar. Besin
yoklugunda mTORC1 inaktive olur ve mTORC1?’in inhibe edici fosforilasyon etkisi
fosfatazlar tarafindan bozulur. Fosfatazlar, ULK1'i defosforile ederek ULK1?’in
mMmTORC1 kompleksinden ayrilmasini saglar (Dossou ve Basu, 2019). mTORC1
kompleksinden ayrilan ULK1 aktive olur ve sinif Ill fosfatidilinositol 3-kinaz
(PISBKC3) kompleks | araciliyiyla omegozom membranina yonlendiriimesini saglar.
PI3KC3 kompleksi; Vps34, Beklin-1 (Atg6), p150 (Vpsl5) ve ATG14L cekirdek alt
birimlerini icerir (Kung ve digerleri, 2011; Deng ve digerleri, 2019). Bu bdlgede,
PIBKC3 kompleksinin katalitik alt birimi Vps34, fosfatidilinositolin (PI)
fosforilasyonuyla fosfatidilinositol 3-fosfat (PI3P) uretir. PI3P ve PI3P baglayici
¢inko parmak FYVE alani igeren protein 1 (DFCP1 veya ZFYVE1) ile
zenginlestirilmis bu bdlgeler omegasomlar olarak adlandirilir ve otofagozomun
baslangi¢ bodlgesi olarak kabul edilir. WD tekrar alanli fosfoinositit etkilesimli

proteinler (WIPI'ler) ayrica omegasomda bulunan PIP3'e baglanir ve omegasom
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membranlarindan ¢ift membranli fagor olusumunu dizenler. Omegasom
membraninda PIP3 olusumu, fagofor olusumu icin bu bdlgeye diger ATG
proteinlerinin  toplanmasi igin 6nemlidir (Deng ve digerleri, 2019). Zar
cekirdeklenmesi sonrasi izolasyon membrani; organelleri ve proteinleri secici veya
secici olmayan bir sekilde yutarak genisler ve biyir. izolasyon membran
genislemesinin ayirt edici o6zelliklerinden biri, LC3 proteinlerinin membrana
baglanmasidir (Frentzel ve digerleri, 2017). LC3 proteinleri, C-terminal glisin
rezidusu yoluyla PE'nin fosfolipid iceren bas grubuna kovalent olarak baglanan
ubikitin benzeri proteinlerdir (Martens ve digerleri, 2016). izolasyon membraninin
uzamasl ve otofagozom vezikillerinin olusumu, iki ubikitinasyon benzeri sistem
LC3 ve ATG12-ATG5 konjugasyon sistemleri tarafindan duzenlenir. Her iki
konjugasyon sisteminin amaci, fagofor membranin uzamasini saglamak i¢in lipid
edilmis LC3 Il'yi olusturmaktir (Mizushima, 2020) (Sekil 2.17).

»
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Sekil 2.17. Otofajik surecin baslangi¢c asamalari (Vural ve Kehrl, 2014)

Otofagozom olgunlagsmasindan sonra otofagozom, lizozom ile birlesecegi ¢ekirdek
cevresine tasinir. Mikrotibilller ve motor proteinler, otofagozomlarin bu
tasiniminda rol alir. Otofagozom ve lizozomlerin birlesmesi sonrasi lizozomal
hidrolazlar, hiicresel bilesenlerini yikar ve yikim UrlUnleri serbest amino asitler ve
makromolekuller olarak yeniden kullanim igin sitozole geri tasinir (Kung ve
digerleri, 2011)(Sekil 2.18).
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Sekil 2.18. Otofajik slrecin genel semasi (Vural ve Kehrl, 2014)

Beklin-1 Proteini

BECN1 geni, otofajik yolun iyi bilinen bir duzenleyicisi olan Beklin-1 proteinini
kodlar. Bu gen, mayadaki ATG6 geninin bir memeli ortologudur ve ilk tanimlanan
memeli otofaji genlerinden biridir. Beklin-1, hicredeki bir dizi proteinle etkilesime
girer ve bu da otofajik yolagin ya aktivasyona veya inhibisyona yol acabilmektedir.
Otofajiyi, duzenleyici rolinin yani sira Beklin-1'in hicre icinde apoptoz ve
embriyogenez gibi 6nemli biyolojik surecleri de etkiledigi gosterilmistir. Beklin-1'in
ayrica kanser, norolojik bozukluklar (6rn., Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi)
ve viral enfeksiyonlar dahil gesitli hastalik durumlarinin patolojisinde kritik bir rol
oynadigl belirtiimistir (Sahni ve digerleri, 2014). Beklin-1, otofaji ve apoptoz
arasindaki iletisimde 6nemli bir rol oynar. Beklin-1'in anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-XL
ile baglandigi bilinmektedir, bu da Beklin-1 aracili otofajik aktivasyonunu

inhibisyonuna yol agmaktadir (Sahni ve digerleri, 2014).

LC3B Proteini

Mikrotabal ile iligkili protein 1A/1B hafif zincir 3 (LC3), islendikten sonra
otofagozom membranlari ile iligkili olan maya Atg8'in bir memeli ortologudur
(Huang ve digerleri, 2020). Mayada yalnizca bir Atg8 proteini varken, insan ATG8
proteinleri LC3 (LC3A, LC3B, LC3B2 ve LC3C) ve GABARAP (GABARAP,
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GABARAPL1, GABARAPL2 (ayni zamanda GATE-16 olarak da adlandirilir)) alt
ailelerinde gruplanmis yedi gen tarafindan kodlanir (Lystad ve Simonsen, 2019).
LC3 lipidasyonu, bu proteinlerin otofagozom olusumunda, otofagozomlarin
lizozomlarla flizyonunda ve kargo segiminde yer aldigi otofajinin ayirt edici bir
Ozelligidir. ATG8 proteinleri, membran lipidlerinin amino ana grubuna baglanir.

Lipidasyon olarak da adlandirilan bu konjugasyonun ana hedefi PE’dir.

ATGS proteinleri otofajik yolagin izlenmesi ve incelenmesi igin bir belirte¢ olarak
yaygin olarak kullaniimaktadir (Martens ve Fracchiolla, 2020). LC3; LC3I ve LC3II
olmak Uzere iki izoformdan olusur, LC3I sitoplazmada dagiimis halde bulunurken,
lipid eklenmig LC3 (LC3Il) yeni olusan otofagozom membranlarinda birikmeye
baslar ve otofajiyi izlemek igin bir belirte¢ olarak kullanilir (Avalos ve digerleri,
2014; Huang ve digerleri, 2020). Halihazirda, otofajik aktivitenin dlguldugu cesitli
yontemler mevcuttur. Bunlar arasinda LC3 immin-blotlama en yaygin
kullanilanidir. LC3'Un memelilerde birka¢g homologu olmasina ragmen, LC3B
yaygin olarak otofaji deneyleri igin kullanilir. Endojen LC3, SDS - PAGE ve immun-
blotlamay takip eden iki bant olarak tespit edilir: biri sitosolik olan LC3I ve digeri
PE ile konjuge olan ve izolasyon membranlarinda ile otofagozomlarda yer alan
LC3Il'yi temsil eder. Oncii LC3I sentezden hemen sonra Atg4 tarafindan LC3l'e
islendigi icin normal kosullar altinda saptanmaz. LC3II'nin molekuler agirhgi PE'nin
eklenmesinden dolayr LC3l'den daha buylk olmasina ragmen, LC3ll,
SDS - PAGE'de muhtemelen asiri hidrofobikliginden dolayr LC3-I'den daha hizh
go¢ eder. Bu nedenle, LC3l'den LC3Il'ye doniusim, LC3'Un islenmesini degil,
PE-konjugasyonunu temsil eder. LC3I, jelde genellikle 16 kD civarinda tespit
edilirken; LCII yaklasik 14 kD olarak tespit edilir. LC3Il miktari, otofagozom
olusumunun iyi bir géstergesi olan otofagozomlarin sayisi ile yakindan iligkilidir
(Mizushima, 2007).

2.4. Kukurbitasin B

Kukurbitasinler, kabakgiller ailesine ait geleneksel Cin tibbi bitkilerinde bulunan
tetrasiklik triterpenoidlerdir. Tum kukurbitasinler yuksek oranda oksijenli, temel bir
19-(10—9B)—abeo--100—lanost—5--ene halka iskeleti igermektedir. Baslica bilinen
40 kabakgiller tirG vardir ve bunlarin turevleri; A, B, C, D, E, |, H, Q, R,
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dihidrokurbitasin B olmak Uzere 12 gruba ayriimistir. Bu tlrler arasinda, KuB
kansere karsi en aktif bilesendir ve cesitli kanser modellerinde umut vaat
etmektedir (Garg ve digerleri, 2018). KuB (Cs2H460s, molekuler agirhg: 558.712
g/mol), kabakgiller bitkilerinde ve Brassicaceae gibi diger bitki familyalarinda
bulunan, kendine 6zgu aci tadi ve sitotoksik Ozellikleri olan bir steroid olarak
siniflandinlir. Daha o6nce cesitli hastaliklara, 6zellikle iltihaplanma ve aljeziye,
karbon klortr kaynakli hepatotoksisite, kolestaza, I6semik bozukluklara, immun
aracili ve anjiyojenik bozukluklara karsi etkili oldugu bildirilmigtir (Garg ve digerleri,
2018). KuB’nin, tumor blyumesine karsi cgesitli biyolojik aktiviteler gosterdigi ¢ok
sayida galismada gosterilmistir. KuB'nin; meme, prostat, akciger, uterin serviks,
karaciger, deri ve beyin kanserleri dahil olmak Uzere ¢ok sayida insan kanser
hiicre hatti ve tumor ksenograftlarinin buyimesini engelledigi rapor edilmistir (Liu
ve digerleri, 2010). Ayni zamanda, KuB'nin ¢esitli insan kanser hlicre hatlarinda
kemoterapi ilaglarinin anti-proliferatif etkilerini gti¢lendirdigini gosterilmistir (lwanski
ve digerleri 2010; T. Liu ve digerleri 2010; X. Liu ve digerleri 2017; P. Liu ve
digerleri, 2019) (sekil 2.19).

OH
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Sekil 2.19. KuB’nin kimyasal yapisi ve iligkili oldugu sinyal yolaklarinin grafiksel
Ozeti (Wakimoto ve digerleri, 2008)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecgler

3.1.1. Kullanilan cihazlar

e Biyoguvenlik kabini (DanLaf, Danimarka)

e Buzdolabi (Argelik, Turkiye)

e Derin dondurucu, -30°C (Sanyo, Japonya)

e Derin dondurucu, -86°C (Sanyo, Japonya)

e Hassas terazi (AND-ER-182A)

e Mikroplaka ELISA okuyucu (SpectraMax M3 (Molecular Devices, ABD))
¢ Invert mikroskop (Zeiss,Almanya)

e Cedex hicre sayim cihazi (Innovatis, Almanya)

e Kuru isiticili blok (Biosan,Letonya)

e Ph metre (WTW 422, Almanya)

e Elektroforez glic kaynagi (Thermo Scientific, ABD)
e Sogutmali santrifij (Hettich Mikro 22 R, Almanya)
e Manyetik karistirici (TMA 2071, Almanya)

e Spin vorteks (Biosan, Letonya)

e Western Blot aparatlar (Biorad,ABD)

e Vorteks (Biosan)

e Mikrodalga firin (Arcelik)

e Mikropipetler; 10ul, 200ul, 1000ul (Axygen,ABD)

e Karbondioksitli etliv (Sanyo, Japonya)

3.1.2. Kullanilan sarf malzemeleri

Hicre kaltura flasklari, 25cm? ve 75 cm? (SPL)
15ml santrifdj tapa (SPL)
50ml santriftij ttpa (SPL)

Hucre kultdrd icin 96 kuyucuklu plaka (SPL)
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e Hiucre dondurma tupleri (SPL)
o Steril pipet uglari (AXYGEN)

3.1.3. Kullanilan kimyasallar

e RPMI 1640 besiyeri (Biological Industries, ABD)

e Fetal Sigir Serumu (FCS) (Biological Industries, ABD)

e Penisilin/Streptomisin (Biological Industries, ABD)

e Tripsin-EDTA (Biological Industries, ABD)

e Dimetil Sulfoksid (DMSO) (Thermo, ABD)

e Fenilmetilsulfonilflorid (PMSF) (Sigma, Almanya)

e RIPA Lizis Buffer (Sigma, Almanya)

e Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS) (Biological Industries, ABD)
e Amonyum Persilfat (Amresco, ABD)

e Sodyum dodesil silfat (SDS) (Thermo Fisher Scientific, Almanya)
e Tetrametilendiamin (TEMED) (Amresco, ABD)

e Tris base(Sigma, Almanya)

e Yagsiz sut tozu (CST)

e ColorPlus Protein Standardi (NEB)

e BSA Blocking Buffer (Thermo, ABD)

e ECL Western Blotting Substrate (Thermo, ABD)

e NUPAGE® LDS Sample Buffer (4X) (Thermo, ABD)

e PhosSTOP™10 tablet (Roche, Almanya)

e PVDF Transfer membrani (SCBT)

e Tween 20 (Thermo Fisher Scientific, Alimanya)

e Akrilamid/bis-Akrilamid (29:1 solusyonu) 500 ml (NZYTECH)
e Kukurbitasin B (Cayman, ABD)

¢ Sisplatin (Cayman, ABD)

e Glisin (Merck, Almanya)

¢ Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (Ambresco, ABD)

e Metanol (Thermo Fisher Scientific, Almanya)

¢ Protein Marker (New England Biolabs, Almanya)
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3.1.4. Kullanilan kitler
e Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche, Almanya)

e Pierce™ BCA Protein Assay Kit
¢ Human/Mouse AKT Pathway Phosphorylation Array C1 (Raybiotech, ABD)

3.1.5. Kullanilan Antikorlar

e Bax (Bioassay Technology Laboratory,Cin)

e Bcl-2 (Bioassay Technology Laboratory,Cin)

e Cleaved Caspase 3 (Asp 175) ((Bioassay Technology Laboratory,Cin)
e Beclin-1 (Bioassay Technology Laboratory,Cin)

e LC3B (LC3I, LC3Il) (Cell Signaling Technology, ABD)

3.1.6. Kullanilan Besiyeri, Tampon ve Cozeltilerin Hazirlanigi

33 mM Stok Sisplatin Cozeltisinin Hazirlanmasi

50 mg sisplatin 5 ml DMSO’da ¢6zuldu. Elde edilen stok ¢ozelti, 1 ml'lik tlplere
dagitilarak -20 °C’de saklandi.

18 mM Stok Kukurbitasin B Cozeltisinin Hazirlanmasi

10 mg KuB, 1 ml dimetilstlfoksit (DMSO) icerisinde ¢o6zuldl. Elde edilen stok
cozelti 1 ml'lik tiplere dagitilarak -20 °C’de saklandi.

%10’luk RPMI 1640 Besiyerinin Hazirlanisi

2 mM L-glutamin iceren 450 ml’lik besiyerine sirasiyla dnceden isi ile inaktive
edilmis 50 ml fetal sigir serumu (FBS) ve 5 ml 100 pug/ml’lik antibiyotik karigimi

eklendi.
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%1’lik RPMI 1640 Besiyerinin Hazirlanisi

2 mM L-glutamin igeren 495 ml’lik besiyerine sirasiyla 6nceden isi ile inaktive
edilmig 5 ml fetal sigir serumu (FBS) ve 5 ml 100 pg/ml’lik antibiyotik karigimi

eklendi.

RIPA Lizis Tamponunun Hazirlanisi

Distile su kullanarak 10X RIPA lizis tamponu seyreltilerek 1X’lik galisma sollisyonu

hazirlandi.

PMSF Sollisyonu

0,03484 g PMSF tartildi ve 10 ml izopropanol icerisinde ¢ozduruldi.

1,5 M Tris Buffer (pH:8,8) (150 ml)

27,23 g Tris base 80 ml suda ¢dzduruldi. Sodyum hidroksit (NaOH) ve hidroklorik
asit (HCI) kullanilarak ile ¢ozelti pH'1 8,8’e ayarlandi. Daha sonra distile su ile son

hacim 150 ml'e tamamlanarak +4°C’de saklandi.

0,5 M Tris Buffer (pH:6,8) (100 ml)

6 g Tris base 60 ml suda ¢6zduruldi. Sodyum hidroksit (NaOH) ve hidroklorik asit
(HCI) kullanilarak pH degeri 6,8’e ayarlansdi. Daha sonra distile su ile son hacim

100 ml’e tamamlanarak +4°C’de saklandi.

10X Yiuritme Tamponu (Running buffer) (pH:8,3) (1000 ml)

30,3 g Tris base, 144 g glisin ve 10 ml %10’luk SDS 500 ml distile su icerisinde
¢Ozduruldu. Daha sonra distile su ile son hacim 1000 ml'e tamamlanarak +4°C’de

muhafaza edildi.



53

10x Tris Glisin Stok Solilsyonu

30,3 g tris base ve 144 g glisin 1000 ml distile suda ¢6zduraldi. pH, HCI ile 8,5e

ayarlandi.

Transfer Tamponu

100 ml 10X Tris glisin stoguna 200 ml metanol eklendi ve son hacim distile su ile
1000 ml'ye tamamlandi. Sodyum hidroksit (NaOH) ve hidroklorik asit (HCI)

kullanilarak ile ¢ozelti pH'I 8,3’e ayarlandi.

Amonyum persiilfat (APS) soliisyonu (100 ml, %10)

100 mg APS, 1 ml distile suda ¢ozduruldi. Her galisma 6ncesi APS taze olarak

hazirlandi.

10X TBS soliisyonu

12,1 g Tris base ve 40 g NaCl 500 ml suda ¢c6zdurildi. Sodyum hidroksit (NaOH)
ve hidroklorik asit (HCI) kullanilarak ile ¢ozelti pH’1 7,4’e ayarlandi.

Primer antikorlarin hazirlanisi

10X konsantrasyondaki TBS 1X’e dilue edildi. Ardindan 10 ml alindi. Daha sonra
%5 lik 0,5 g BSA ve %0,05lik 5 pyl sodyum azid ¢ozeltisi ile karnistirildi. Bu

solusyon ile primer antikor 1:1000 oraninda dilie edildi.

Sekonder antikorlarin hazirlanisi

1X TBS, %0,1 tween20 ve yadsiz sut tozu ile en az 1:5000 oraninda hazirlandi.

Membran bloklama soliisyonu

10 ml 1X TBS igerisinde %1 Tween20, ve %5 lik 0,5 g BSA ile taze hazirlandi.
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3.2. YOntemler

3.2.1. Hicre Hatti

Deneylerimizde 7,12 dimetilbenzantrasen ile indiklenen C57BL/6 fare
mesanesinin transisyonel (degisici) hicre karsinomundan tiretilen MB49 hicre
hatti kullaniimistir. En ¢ok kullanilan murin mesane karsinoma hicre hatlarindan
biri olan MB49, C57BL/6 birincil mesane epitel hicre eksplantlarinin 24 saat
boyunca 7,12-dimetilbenz [a] antrasene (DMBA) maruz birakilmasi ve ardindan
uzun sureli kiltir ile Gretilmistir. insan mesane kanseri ile hiicre yiizey belirtecleri,
apoptoza duyarliik ve immunolojik profil gibi birgok 6nemli tumor o6zelligini
paylasir. Karyotip analizi yapilan MB49 hacrelerinin agirlikli  olarak diploid
hicrelerden olustugu gdsterilmistir. Kromozom 6’nin trizomosi ve kromozom 19
kazanimi tum MB49 hucrelerinde gorulmustur. Kromozom 5 ve 9 arasindaki
dengeli translokasyonlar, kromozom 19’un bir izokromozomu, kromozom 6 ve
19’un trizomileri diploid MB49 hucrelerinde en sik gorulmus anomalilerdir. MB49
hicre hatti bir erkek fareden gelmesine ragmen, tim MB49 hicrelerin Y

kromozomunun kaybi gézlenmistir (Fabris ve digerleri, 2012).

MB49 fare mesane kanseri hiicre hatti Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Temel
Onkoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr.Giines Esendagli’dan temin

edilmigtir.

3.2.2. Hucre Kultara

MB49 hcreleri; %10 inaktive edilmis FBS, 200 mM L-glutamin, 100 U/ml penisilin,
100 pg/ml streptomisin ile desteklenmis RPMI1640 besiyeri ile %5 CO: iceren
nemli inkiibatérde 37°C de kulttre edildi.

3.2.3. Hiicrelerin Coézilmesi, Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

-80 °C’de saklanan MB49 hiicreleri, uygulamalar éncesi oda sicakliginda hizli bir

sekilde ¢ozduruldi. Cozinme sonrasi hicreleri iceren dondurma medyumu (90%
FBS, 10% DMSO) 15 ml'lik konik tipe aktarildi. DMSO’nun hicreler Gzerindekine
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toksik etkisini ortadan kaldirmak i¢in dnce 9 ml besiyeri dondurma medyumunun
Ustiine damlatarak ilave edildi. Sonra tip 1800 rpm de 5 dakika santriflij edilerek
hdcrelerin pellet seklinde dibe ¢okmesi saglandi. Stipernatant dokuldikten sonra
hacre pelleti 10 ml ik besiyeri ile tekrar gozdurulurek 75’lik flaska transfer edildi ve
flasklar inkUbatore yerlestirildi. Hicrelerin flask zeminine tutunlamasi takip edilerek
2-3 gun de bir, hicrelerin besiyerleri degistirildi. Tripsin-EDTA hucrelerin flask
zemininden ayrilmasi ve pasajlanmasi ig¢in kullaniimistir. EtGvden c¢ikartilan
flasklar 1X PBS ile yikandiktan sonra flasklara 3-5 ml trypsin-EDTA ilave edilip 5
dakika inkubatérde bekletildi. Bekleme suresi sonrasi hicrelerin  zeminden
ayrildigi  mikroskop altinda teyit edildikten sonra tripsin aktivetisinin sona
erdiriimesi igin flasklara 5-6 ml besiyeri eklendi. Ayrilmis hacreler 15 mL’lik konik
tupe aktarildi. Sonra tip 1800 rpm de 5 dakika santriftij edilerek hicrelerin dibe
cokmesi sadlanir. Dibe ¢oken hicreler besiyeri ilavesi ile slispanse hale getirilerek
ve hicre yodunluguna gore dedisik olaranlarda flasklara ekildi. MB49 hicreleri,
flaskin yaklasik % 70’ini kaplandiginda ortamda yluzen kuguk kimeler halinde
ayriima egilimindedir. Bu ylzden pasajlama oncesi bu oraninin asilmamasina
dikkat edilmistir. Dondurulacak hiicreler cryo tupe aktarilarak dondurma medyumu

icerisinde homojen bir sekilde karismasi saglandi ve - 80°C’ye kaldirildi.

3.2.4. Ajan Uygulamalari ve Hiicre Canliliginin Belirlenmesi

WST-1 Kkiti, sitotoksik ajanlarin uygulanmasi sonucu htcre canlihigi ve ilag
duyarlihdinin 96 kuyucuklu hticre kaplari kullanilarak spektrofotometrik élgimuanin
yapildigi kolorimetrik bir kittir. Bu yontem, bir tetrazolyum tuzu olan WST'nin canli
hiicrelerde formazan olusturmak icin mitokondriyal dehidrojenazlar tarafindan
bélinmesine dayanan bir analizdir. Canli, metabolik olarak aktif hicrelerin sayisi,
WST-1'in eklenmesinin ardindan Uretilen formazan Grininin miktar ile iligkilidir.
Hucrelerdeki formazan seviyesinin tespiti ile hicre sayisi belirlenebilir. Metabolik
olarak aktif hucreler tarafindan udretilen formazan boyasinin absorbansi uygun
dalga boylarinda spektrofotometre ile dlgiltr. Hicreler; 96’k kuyucuk igceren petri
kabindaki her bir kuyucuga yaklasik 5000 hicre olacak sekilde 100 yL %1 FBS
iceren besiyeri ile ekildi. 37°C %5’lik COz inkiibatérde 24 saatlik inkiibasyon suresi
sonras! besiyerleri uzaklastirilarak hucrelere sirasiyla sisplatin (0,1-50uM) ve

kukurbitasin B’nin (0,01-50uM) degisik konsantrasyonlari ile bu ajanlarin kombine
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dozlari uygulandi. Bu dozlar, ara stok Kukurbitasin B ve sisplatin ¢ozeltilerinden
%10 FBS iceren RPMI-1640 ile seyreltilerek hazirlandi. ilag uygulamalari sonrasi
hiicreler 24 ve 48 saat suresince karbondioksitli etivde inkibasyona birakildi.
inkiibasyon streleri sonrasi ilagli besiyerleri gekildi ve herbir kuyucuga 100 pl fenol
red icermeyen RPMI 1640 besiyeri ve 10 yl WST-1 reaktifi eklendi. 2 saatlik
inkibasyon sonrasinda her bir kuyucuktaki absorbans degeri 440 nm dalga
boyunda mikroplaka ELISA okuyucusunda olculdi ve elde edilen ortalama
absorbans degerleri, madde uygulamasi yapilmayan kontrole oranlanarak ilaglarin
hucre canliigina etkileri excel programi ile belirlendi. Her bir doz igin 4 tekrar
yapilarak ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. Kontrol grubu olarak

ilaglarin ¢ézucusu olan DMSO kullaniimigtir.

3.2.5. Dokulardan Protein izolasyonu

Kukurbitasin B ve sisplatinin tekli ve kombine dozlari uygulanmis hayvanlardan
derin anestezi altinda intrakardiyak kan alinarak oOtenazi uygulandi ve bu
hayvanlarin tumor dokulart  kesilip cikartildiktan sonra asagida belirtilen

basamaklar sirasi ile izlenerek protein izolasyonu gergeklestiriimistir.

1. Dokular birka¢ kez PBS ile yikandi ve buz Ustinde kiguk pargalara ayrilarak
agirliklar dlguldu.

2. Yaklasik 5 mg timor dokusu icin herbir mikrosantrifij tipine 1 mM PMSF
iceren 500 pl soguk 1X RIPA lizis tamponu eklendi.

3. Dokular, parcalar kalmayincaya kadar buz uUstiunde homojenizator yardimiyla
yuksek hizda homojenize edildi.

4. Homojenizasyon sonrasi mikrosantriflij tupleri 30 dakika buz Ustlinde
bekletildi.

5. Inklbasyon sonrasi tiipler vortekslendi ve +4°C‘de 15000 rpm de 20 dakika
santrifuj edildi.

6. Santrifij sonrasi supernatant alindi ve alikotlandiktan sonra proteinler -80°C’ye
kaldirildr.
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3.2.6. Protein Miktar Tayini

llag uygulamalari sonrasi; MB49 hiicre hatti ile olusturulmus singeneik mesane
tumorlt farelerden elde edilen proteinlerin miktar tayini, BCA protein 6lgum Kiti

kullanilarak asagida belirtilen basamaklara gore gerceklestirildi.

1. Kit icerisinde gelen 2mg/mL derisiminde stok sigir serum albimin (BSA)
standardi ile; 2; 1,5; 1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,125; 0,025 ve 0 pg/ml
konsantasyonlarda saf su kullanilarak standart tipler hazirlandi.

2. Standartlar ve protein drnekleri; 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 25
pl olacak sekilde konuldu.

3. Reaktif A: B orani 50:1 olacak sekilde hazirlanmis galisma soltisyonu, her bir
kuyucuga 200 ul olacak sekilde eklendi.

4. Plakanin Gzeri ortulerek 37°C’lik inkubatorde 30 dakika bekletildi.
inkiibasyon sonrasi, mikrolaka ELISA okuyucuda 562 nm dalga boyunda
plaka okutuldu ve ¢ikan sonuca gore excel programinda standart egri gizilerek

hesaplamalar yapildi.

3.2.7. Western Blot Yontemi

Kukurbitasin B ve sisplatinin tekli ve kombine doz uygulamalari sonucu; Bcl-2,
Bax, kaspaz 3, bdélinmus kaspase 3, Beckin-1, LC3Il, LC3Il proteinlerinin
ifadelerindeki degisim, Western Blot yontemiyle belirlenmistir. Kontrol grubu olarak
beta-aktin (ACTB) proteini kullaniimigtir.

Jel doklilmesinde kullanilacak camlar alkol ile iyice temizlendikten sonra art arda
konularak jel kasetine yerlestirildi. Akrilamid/bisakrilamid, Tris bazi, SDS, dH:0,
TEMED ve APS belirli oranlarda karistirllarak alt jel (ayirici jel) karigsimi (%10’luk)
(Cizelge 2.9) camlar arasindan dokuldd. Alt jelin dokuldukten sonra dizgun bir
sekilde polimerlesmesi ve hava kabarciklari olusmamasi i¢in hava ile temasini
kesecek sekilde butanol eklendi. Alt jelin polimerlesmesinden sonra butanol
dokulerek alt jelin Ustine Ust jel (yiginlama jeli) karigsimi (%5 lik) (Cizelge 2.10)
dokualdd. Jel karigimi dokultr dokulmez taraklar jele yerlestirildi ve polimerlesmesi

beklendi. Polimerlesme sonrasi taraklar c¢ikartildi. Protein miktarlar belirlenmis
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olan odrneklerden her bir kuyucukta 40 ug olacak sekilde protein karigimlari
belirlendi. Daha sonra protein karisimlari; 4x konsantrasyonunda numune
tamponu ve distile su ile karigtirilarak toplam hacim 10 yl olacak sekilde yukleme
cozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltiler, protein denaturasyonu igin 95°C’de isitici blokta
bekletildi ve inkUbasyon sonrasi ornekler kuyucuklara yuklendi. Yukleme sonrasi
proteinler 1x yuritme tamponunda 150 V, 250 mA de 90 dk boyunca yurutulerek
proteinlerin molekuler agirliklarina goére ayrimi saglandi. Yukleme boyasi jelin
tabanina gelince gu¢ kaynagi kapatilarak yuritme durduruldu. Jel kaseti
elektroforez tankindan c¢ikartildi ve iki camin birbirinden ayrimi saglanarak jel
alindi. Protein bantlarinin bulunmadigi jelin tUst kismi bistari yardimiyla kesildi.
PVDF membran jel ile ayni boyutta kesilerek yaklagik 30 saniye metanolde
bekletildikten sonra transfer tamponuna kondu. Transfer igin; kurutma kagidi
stinger pedleri 1x transfer tamponu icinde islatildi. Transfer kasedinin igine sirayla
sunger pedi, 2 adet kurutma kagidi, jel, PVDF membran, 2 adet kurutma kagidi ve
sunger pedi Ust Uste gelecek sekilde yerlestirildi. Transfer kaseti tank igerisine
yerlestirildi ve transfer tamponu da eklendikten sonra 100 V ve 250 mA’de 2 saat
boyunca transfer gercgeklestirildi. Transfer sonrasi spesifik olmayan antikorlarin
baglanmasini engellemek icin membranlar 1 saat calkaliyici Uzerinde bekletilerek
bloklama islemi gergeklestirilir. Bloklama sonrasi, membranlar TBST ile 3 defa
yikandiktan sonra hedef proteinlere 6zgu primer antikorlarla (1:1000 oraninda
seyreltiimis) gece boyu +4°C de cgalkaliyici Uzerinde inkibe edildi. Gece boyu
inkibasyon sonrasi membranlar TBST ile 3 defa yikandiktan sonra sekonder
antikorlarla (1:5000 oraninda seyreltilmis) 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
proteinler tekrar TBST ile 3 defa yikandi ve ECL substrat varliginda Gel Logic
2200 Pro gorUntlileme sistemi ile membranlarin goruntilemesi yapildi. Sinyal

yodunlugunun sayisal degerleri image J programi kullanilarak élculda.

Cizelge 3.1. %10’luk SDS-PAGE i¢in ayirma jelinin bilesenleri

%10’luk Ayirma Jeli Hacim (mL)
dH20 4 mL
%30’luk Akrilamid / Bisakrilamid karisimi 3,3 mL
1,5 M Tris Bazi1 (pH 8.8) 25 mL
%10 SDS 0,1 mL
%10 APS 0,1 mL

TEMED 0,015 mL
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Cizelge 3.2. %5’lik SDS-PAGE icin yiginlama jelinin bilesenleri

%35’lik Ayirma Jeli Hacim (mL)
dH.0 3,4 mL
%30’luk Akrilamid / Bisakrilamid karisimi 0,83 mL
1,5 M Tris Bazi (pH 6.8) 0,63 mL
%10 SDS 0,05 mL
%10 APS 0,05 mL
TEMED 0,005 mL

3.2.8. AKT Yolagi Proteinlerinlerin, Fosforilasyon Degisim Miktarlarinin
Belirlenmesi

Apoptoz ve otofaji yolaklariyla iligkili proteinlerinlerin fosforile formlari fare AKT
yolagi fosforilasyon dizileri (Mouse AKT Pathway Phosphorylation Array C1) kiti ile
belirlendi. Bu kitte, yakalayici antikorlar membrana yerlestiriimistir ve her bir
antikor cifti membran Uzerinde nokta ile analiz edilmektedir. Membran Gzerindeki
ornekler Western Blot yonteminde oldugu gibi kemiliminesan Isima ile

belirlenmektedir. Deney asagidaki protokole gore gergeklestirilmistir.

1. Kit igerisinden cikan antikor dizilerini iceren 4 membran, yine kit igerisinden
cikan 4 kuyucuklu tepsiye yerlestiriimistir. Membranlar tedavi gruplarina gore
isimlendirilmistir.

2. Her bir kuyucuktaki membran Uzerine, kit igerisinden c¢ikan bloklama
tamponundan 2’ser ml ilave edildi ve 30 dakika oda sicakliginda beklendi.
inkiibasyon stiresi sonrasi bloklama tamponu pipet yardimiyla gekildi.

Protein ornekleri 5 kez seyreltildikten sonra her bir membran icin 3000 pg
olacak sekilde protein karisimi hazirlandi.

5. 1 ml protein karisimi her bir membrana ilave edildi ve gece boyu +4°C de
inkibasyona birakild1.

6. inkiibasyon sonrasi protein karisimi membranlardan cekildi ve membranlar
yikama tamponu ile 5 er dakika 3 kez yikandi.

7. Membranlarin Uzerine kit igcerisinden c¢ikan Detection Antibody Cocktail
Incubation solusyonundan 1’er ml dokuldi ve oda sicakliginda 2 saat
inkibasyona birakild1.

8. Inkibasyon sonrasi her bir membrandan soliisyonlar cekildi ve membranlar

yikama tamponuyla yikandi.
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9. Yikama sonrasi, membranlar 2 ml HRP-konjuge-anti-rabbit karisiminda 2 saat
oda sicakliginda inkibe edildi.

10. Inkiibasyon sonrasi membranlar yikandi ve membranlarin isaretli taraflari
yukari bakacak sekilde kit icerisinden ¢ikan plastik bir tabakaya aktarildi.

11. Kit icerisinden c¢ikan goruntileme sollsyonlari; Detection Buffer C ve
Detection Buffer D’den 250’ser pl hacimlerde alinarak esit hacimlerde
karigtirilarak her bir membran tizerine 500 pl olacak sekilde dokulda.

12. Yaklasik 2 dakika oda sicakhginda bekletildikten sonra Gel Logic 2200 Pro
goruntileme sisteminde proteinlerdeki ifade degisimleri gézlemlendi.

13. Membran Uzerindeki Ornekler Western Blot yonteminde oldugu gibi
goéruntileme solusyonu varliginda kemiliminesan isima ile belirlenmistir.

Miktar 6lgcuimu i¢in Image J programi kullanildi.

3.2.9. Mesane Kanseri Fare Modelinin Olusturulmasi

Calismamizda 6-8 haftallk C57BL/6 erkek fareler kullaniimistir. Fare MB49
mesane kanseri hicre hatti, C57BL/6 fare soyuna verilerek singeneik tiumor
modeli olusturulmustur. Hayvan deneyleri icin Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulundan onay alinmistir (G.U.ET-18.028).

MB49 hacreleri kultur kabinda %70’lik yogunluga ulastiginda canli hicre sayimi
yapilarak 1x10%® hiicre, 100 yL PBS icinde subkutan olarak C57BL/6 erkek
farelerinin yan tarafina (flank kismina) verilmistir. Logaritmik blyime fazindaki
MB49 hucreleri enjeksiyon i¢in kullaniimigtir. Hucreler buz tzerinde tutulararak her

enjeksiyondan dnce iyice karistiriimigtir.

Tumor hacimleri yaklagik 5 mm capina ulastiginda hayvanlar rasgele olarak 4
gruba ayrilmistir (n=40): Bir sham grubu ve 3 tedavi grubu olacak sekilde gruplar

duzenlenmigtir. Her grup icin 10 hayvan kullaniimistir (sekil 3.1).
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Gruplar
Sham 1 Kontrol Grubu === PBS ile seyreltiimis DMSO verildi (n=10)

Tedavi Grubu 1: ===  Kukurbitasin B (1 mg/kg) haftada 3 kez
PBS icinde intraperitoneal olarak verildi (n=10)

Tedavi Grubu 2: =—= Sisplatin (3 mg/kg) haftada iki kez PBS icinde
intraperitoneal olarak verildi (n=10)

Tedavi Grubu 3: =—= Kukurbitasin B (0,5 mg/kg) haftada 3 kez ve
Sisplatin (2mg/kg) haftada iki kez ayri ayri
PBS iginde intraperitoneal olarak verildi (n=10)

7. Gin Tam Gruplarda ilk enjeksiyon (Ortalama Timér Hacmi 50-60 mm?)  Tedavinin Tim gruplardaki farelere
MB48 Hicrelerinin Enek Sonlandirimasi § intrakardiyak kan alinarak
icrelerinin Enjeksiyonu Stenazi uyguiandi v tamor

dokular kesilerek gikartidi

Sham 1 Kontrol Grubu

Giinler 0 7 9 11 13 15 17 19

MB48 Hiicrelerinin Enjeksiyonu

Sis Tedavi Grubu

Giinler 0 7 9 11 13 15 17 19

MB49 Hiuicrelerinin Enjeksiyonu

KuB Tedavi Grubu

Ginler 0 7 9 1" 13 15 17 19

MB49 Hiicrelerinin Enjeksiyonu

Kombine Tedavi Grubu

Giinler 0 7 9 " 13 15 17 19

Sekil 3.1. Tumor tasiyan farelere, Sis, KuB ve Sis+KuB kombinasyonlarinin sabit
zaman cizelgesine gore uygulanmasi

Uygulanacak ajanlarin dozlari ve uygulama sikhdi, literatir taramalarina goére

belirlenmistir. Sham ve tedavi gruplarina ayni zaman ve dozaj programinda

enjeksiyon yapilmistir. ilag uygulamalari 100 uL’lik hacimlerde gergeklestiriimistir.
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Tumor hacimleri yaklagtk 5 mm c¢apina ulastiginda ilag uygulamalarina
baslanmistir. Kukurbitasin B haftalik 3 kez, sisplatin ise haftalik iki doz olarak
intraperitoneal enjeksiyonla tedavi gruplarina verilmisti. Kombine doz
uygulamalarinda, ilaca bagli toksisiteyi Onleyebilmek her iki ilacin dozu
azaltiimistir. ilag uygulamalarindan itibaren tiimor hacimleri giin asiri kumpas ile
Olcllerek takip edilmistir. TUmor hacmi, (uzunluk x genislik x derinlik) x 0,5236
formUline gore hesaplanmistir (lwanski ve digerleri, 2010). Son ilag
uygulamasindan iki gun sonra, tedavi 19. ginde sonlandiriimigtir. Tedavi bitiminde
hayvanlardan derin anestezi altinda intrakardiyak kan alinarak étenazi uygulanmis
ve hayvanlarin tumor dokulari kesilip ¢ikartilarak agirliklart dlgulmustir. Tamor
baylmesinin  inhibisyon oranit (1-MT/MC) x 100 formulu kullanilarak
hesaplanmistir. MT ve MC, sirasiyla tedavi ve kontrol gruplarinin ortalama tumor
hacimleridir (Iwanski ve digerleri, 2010). Kesilen timor dokulan tly iceren deri
tabakasindan arindirildiktan sonra serum fizyolojik ile yikanarak bir kismi buz
icerisindeki mikrosantrifij tlplerine aktarilarak daha sonraki molekuler analizler
icin —80°C de saklanmigtir. Kalan tumor dokulari ve organlar (akciger, karaciger,
kalp, bobrek ve mesane) histolojik analizler i¢in %10’luk formaldehite konularak

muhafaza edilmistir (Sekil 3.2).
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(d) (e) (f)

Sekil 3.2. Mesane kanseri fare modeli deney asamalari
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3.2.10. Histopatolojik inceleme

Tumor ve olasi metastaz dokulari; akciger, karaciger, bobrek, kalp ve mesane,
hayvanlardan kesilerek % 10 formaldehit iginde sabitlendi. Sabitlenmis numuneler
parafin bloklara gdmuldi. Bu parafin bloklardan, déner mikrotom kullanilarak 4
mm'lik kesitler alindi ve rutin hematoksilen-eozin (H&E) boyalar ile boyandi.
Kesitler 1s1k mikroskobu altinda histopatolojik olarak incelendi. Histopatolojik
incelemede esas olarak hem primer tUmor bdlgelerinin metastazina hem de
uygulanan ajanlarin yukarida bahsedilen bes doku Uzerindeki toksik etkilerine
odaklaniimigtir. Histolojik bolumlerin goruntuleri bir dijital kamera kullanilarak
cekildi.

3.2.11. istatiksel Analiz

Deneysel sonuglardan elde edilen veriler SPSS 21.0 istatistik programi
kullanilarak analiz edilmigtir. Her deneyden elde edilen sonuglar, G¢ badimsiz
deneyin ortalama standart sapmasi (SD) olarak sunulmustur. Grup ortalamalari
arasindaki farki degerlendirmek icin Kruskal-Wallis testi kullaniimigtir. Ciftlerin
karsilastirimasinda Bonferroni duzeltmeli (P <0.016) Mann-Whitney U testi
kullanildi.Hacre canhligini  degerlendirmek acisindan tum gruplar arasi

karsilastirmalarda p <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1. In Vitro Deney Bulgulari

4.1.1. MB49 Fare Mesane Kanseri Hicre Hattinda Kukurbitasin B ve
Sisplatinin Hiicre Canhgi Uzerine Olan Etkilerinin Degerlendirilmesi
KuB ve sisplatin'in hiucre canhligina etkilerini degerlendirmek igin MB49 hucreleri,
Sis (0,1-50uM) ve KuB’nin (0,01-50uM) tekli olarak degisik konsantrasyonlari ve
bu ajanlarin kombine konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat inkube edilmigtir.
inklibasyon sonrasi hiicre canliigi WST-1 kiti ile analiz edilmistir. MB49
hdcrelerinin canliigi, artan ila¢ dozlari ve uygulama suresi ile azalmistir. KuB,
siplatine kiyasla daha dusuk dozlarda hicre oliumine neden olmustur. Sisplatin
icin 1Cso (yari-maksimum inhibisyon konsantrasyonlari) degeri, 24 saatlik
inkibasyondan sonra yaklasik 30 uM ve 48 saatlik inkibasyondan sonra 20 uM
olarak bulunmustur (Sekil 4.1). ICso degeri, KuB icin 24 saatlik inkibasyondan
sonra 0,5 yM olarak bulunurken bu deger, 48 saatlik inkiibasyondan sonra 0,25
MM olarak belirlenmigtir (Sekil 4.2). Sisplatinin en yiuksek konsantrasyonu olan 50
pM’da hlcre canlihdr 24 saat igin %28, 48 saat igin % 19 olarak bulunmustur. KuB
icin en yiksek konsantrasyon 50 uM’da, hem 24 hem de 48 de hlcre canlihgi
%10’un altina digmustir. KuB ve sisplatin kombinasyon halinde kullanildiginda,
hicre proliferasyonu ve canliliyini zamana bagl olarak énemli dl¢iide inhibe ettigi
gorulmastur. KuB sisplatin ile birlikte sinerjik etki yaratarak MB49 hucrelerinin
canlihgini azaltmistir. Bu iki ajanin birlikte inkibe edildigi 24 saatlik zaman
diliminde elde edilen ICso degerleri, KuB ve sisplatin i¢in sirasiyla 0.05 pM ve 20
pM’dir. 48 saatlik inkibasyon sonunda ise 1Cso degeri KuB igin 0.1uM; sisplatin igin
ise 10 pM olarak hesaplanmistir (sekil 4.3). Sisplatin igin 1Cso degerleri,

duyarlilasma nedeniyle 6nemli dlgude azalmigtir.
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Sekil 4.1. MB49 hcrelerinin (5000 hucre/kuyu) sisplatin ile belirtilen dozlarda, 24
ve 48 saat inkUbasyonu sonucu belirlenen hucre canlilik oranlari
*: p<0.05, ICso deg@erleri gizgili hat ile gosterilmistir
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Sekil 4.2. MB49 hicrelerinin (5000 hicre/kuyu) KuB ile belirtilen dozlarda, 24 ve
48 saat inkibasyonu sonucu belirlenen hicre canlilik oranlari *; p<0.05,
ICs0 degerleri gizgili hat ile gosterilmigtir.
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Sekil 4.3. MB49 hucrelerinin (5000 hicre/kuyu) KuB ve Sisplatin kombinasyonu
ile belirtilen dozlarda, 24 ve 48 saatlik inkllbasyonu sonucu belirlenen
hdcre canlilik oranlari *;p<0.05, ICso degerleri ¢izgili hat ile gosterilmistir

4.2. In Vivo Deney Bulgulari

4.2.1. Mesane Kanseri MB49 Fare Modelinde Ajan Uygulamasi Sonrasi
Tumor Geligsiminin Degerlendirilmesi

MB49 hiicrelerinin in vivo ortamdaki davranigi, fare singeneik timor modelinde
arastinimistir. Kullandigimiz ajanlarin anti-tumor etkileri, MB49 hucreleri tarafindan

indUklenebilen mesane kanseri singeneik fare modelinde degerlendirilmistir.

Kaltirlenmis MB49 hicreleri, subkutan olarak singeneik farelere implante
edildikten sonra timoér gaplarinin yaklagsik 50-60 mm?2 e ulasmasi beklenmistir.
Tumor hacimleri istenilen diizeye geldikten sonra fareler sabit zaman ¢izelgesine
gore Sis, KuB ve Sis+KuB ile tedavi edilmigtir. Tedavi sureci 6ncesinde tim
gruplarda timoér olusumu goézlenmistir. Deney sirasinda, kontrol farelerinin timor
hacmi zaman icinde dramatik bir sekilde artarken tekli ve kombine tedavi
gruplarindaki timor hacimleri ve agirliklari, kontrol grubuna kiyasla énemli élctide
daha kicuk kalmigtir (Sekil 4.4).
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Kontrol

Sis

Sis+KuB

Sekil4.4. KuB ve Sis ile tedavi edilen, MB49 tiumor hicrelerini tagiyan fare
dokularindan kesilen tumorlerin temsili goérantaleri

Sisplatin ve KuB’nin tekli uygulamalari, timér buyumesini énemli dlgide inhibe
etmistir. TUmor inhibisyon oranlari Sis ve KuB tedavi gruplarinda sirasiyla % 52
ve% 62 iken, bu oran kombine tedavi grubunda % 77'ye kadar ¢ikmigtir (Sekil
4.5(a)). Bu sonuglar, sisplatin ve KuB’nin mesane tiumoér buylmesini ve
ilerlemesini  6nemli Olgcide azaltan sinerjik etkilerini gugli  bir sekilde
desteklemektedir. Tumor agirliklari da tumor hacimleri ile orantiidir ve tUmor
agirliklarindaki ortalama artis en az kombine tedavi grubunda gérulmusur (Sekil
4.5(b)). KuB'nin uygulandigi tedavi gruplarinda vicut agirhdinda onemli bir
degisiklik olmazken, ayni zamanda bu ajan ile tedavi edilen hayvanlarda KuB'nin
toksik etkisi gozlenmemisgtir.
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Sekil. 4.5. Tedaviden sonra her gruptaki farelerden alinan tumoér dokularinin
ortalama hacimleri (a) ve agirliklar (b), *** P <0.001, ** P <0.01
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4.2.2. Kukurbitasin B ve Sisplatin Uygulamalarina Bagh Olarak Tumor
Dokularinda Apoptoz ve Otofaji Yolaklarina Ait Proteinlerin Ifade
Degisimlerinin Incelenmesi

KuB ve Sis'in apoptotik yol Uzerindeki etkilerini arastirmak icin, Western Blot
yontemi ile Bcl-2, Bax, Kaspaz-3 ve Cl Kaspaz-3 ifade seviyeleri tespit edilmistir.
Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, anti-apoptotik Bcl-2 protein seviyeleri tedavi
gruplarinda énemli dlgide azalmistir (p<0.05). Bcl-2 ifadesindeki azalma sisplatin
grubunda KuB grubuna gore daha yuksek iken en fazla azalma kombine grupta
gorulmustidr. Sis ve KuB ile tedavi edilen gruplarda pro-apoptotik Bax proteinin
ifade seviyeleri benzer sekilde kontrol grubuna gore yaklasik 3 kat artarken,
kombine tedavi grubunda bu artis yaklasik 6 kat olmustur. Cl Kaspaz-3, apoptoz
belirteci olarak kullanilan birgok proteinin kesilmesinden sorumlu olan hucre
Olimuandn ana uygulayicisidir. Tedavi edilen tum gruplarda, Cl kaspase-3'ln ifade
seviyeleri dnemli dlgude daha yuksek bulunmustur (P<0.05). Tedavi gruplari
birbirleri ile karsilastirildiginda, Cl kaspaz 3 ifade seviyesinde artis en fazla KuB
grubunda olmustur (p <0.05). Ote yandan, tedavi edilen gruplarda Kaspaz 3
seviyelerinde o6nemli bir farkhlik yoktur. Bu sonuclar KuB'nin mitokondriyal
apoptotik yollar1 tetikleyerek apoptozun baglamasina yardimci olabilecegini

dusundurmektedir.

Tumor dokularinda otofaji yolagindaki degisiklikleri belirlemek icin Beklin-1, LC3I
ve LC3Il ifade seviyeleri Western Blot yontemi ile incelenmigtir. Sadece Sis ve
sadece KuB ile tedavi edilen gruplarda Beklin-1 ifade seviyelerinde istatistiksel
olarak anlaml bir artis bulunurken, Beklin-1 seviyesinde en fazla artis kombine
grupta gozlenmistir (P<0.0001). Kombine tedavi grubunda Beklin-1 ifade seviyeleri
yaklasik 13 kat artmistir (P<0.0001). LC3I protein ifade seviyesi, tek ajanla tedavi
edilen gruplarla karsilastirildiginda kombine tedavi grubunda 6énemli 6lciide daha
yuksek bulunmustur (P<0.0001). KuB, kontrol grubuna kiyasla LC3Il seviyelerini
onemli Olgude yukseltmistir. Bununla birlikte, kombine tedavi grubundaki LC3II
seviyelerinde, tek ajanla tedavi edilen gruplara kiyasla onemli bir dusis
gorulmustar. Sisplatin, KuB'nin otofajik aktivitesini azaltmigs olabilir ve belki de bu

iki ajanin birlikte kullaniminin otofajik yolagin aktivasyonunda sinerjistik bir etkisi
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bulunmamaktadir. Sonuglarimiza gére artan LC3Il ve Beklin-1 protein seviyeleri

Ozellikle KuB'nin otofaji yolagini uyardigini géstermektedir (Sekil 4.6 ve 4.7).
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Sekil.4.6. Belirtilen antikorlar kullanilarak; KuB, Sis ve KuB + Sis ile muamele
edilmis tUmor dokularinda meydana gelen protein ifade degisimlerinin

gosterilmesi
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Sekil.4.7. KuB, Sis ve KuB + Sis tedavisinden sonra apoptotik (Bcl-2, Bax,
Kaspaz-3 ve Cl Kaspaz-3) ve otofaji proteinlerinin (Beklin-1, LC3lI,
LC3Il) goreceli ifade seviyeleri
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4.2.3. Ajan Uygulamalarina Baglh Olarak PI3K/AKT Yolag: ile Baglantili
Proteinlerdeki Fosforilasyon Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Sis ve KuB aracili 6lum yolaklarinin aktivasyonunda rol oynayan mekanizmalarin
daha iyi tanimlanmasi igin bu yolaklarla ilgili proteinlerin fosforolasyon duiizeyleri
AKT Phosphorylation Array C1 dizi kiti ile arastinimigtir. PI3SK-Akt yolagi; hucre
sagkalimi, buyamesi, migrasyonu, apoptoz ve otofaji gibi hicresel sureglerle iligkili
en onemli sinyal yolaklarindan biridir. Bu yontemle bu sinyal yolagiyla iligkili 18
proteinin fosforilasyon miktarlarindaki degisimlere bakilmistir. Bunun igin her bir

gruptaki proteinler belirli hacimlerde karistirilip membranlarla inkiibe edilmistir.

Thr198'deki fosforilasyon, bu proteinin stabilizasyonunu ve aktivasyonunu etkiler.
PI3K kinazlar tarafindan p27°nin T198 rezidlsunden fosforilasyonu; siklin bagimh
kinaz inhibitor etkisini ortadan kaldirmakta ve siklin D-siklin bagimli kinaz
aktivasyonunu arttirmaktadir (Sun ve digerleri, 2016). KuB tedavi grubunda
fosforile p27 miktari, kontrol grubuna kiyasla énemli olgide azalmistir. 40 kDa'lik
prolin bakimindan zengin Akt substrati (PRAS40), AKT'nin hedef proteinidir. Bu
protein, PI3K/Akt ve mTOR yollari ile iligkilidir. PRAS40'In fosforilasyonu bu
yollarin  aktivasyonunu arttirmaktadir (Lu ve digerleri 2014). PRAS40
fosforilasyonu, KuB tedavi grubunda kontrol gruplarina goére 6nemli Olgide
azalmistir (p<0.05), ancak diger tedavi gruplarinda o6nemli bir degisiklik
g6zlenmemigtir. c-Raf, hiicre proliferasyonunu ve o6liumdna etkileyen bir serin-
treonin kinazdir. Ser301 fosforilasyonu, bu proteinin aktif formu ile iligkilidir
(Hekman, 2005). KuB tedavi grubunda Raf-1 fosforilasyonunda istatistiksel olarak

anlamli bir azalma gézlenmistir (P<0.05).

KuB ve sis kombinasyonu, AKT, ERK1/ERK2, mTOR, BAD fosforilasyon
seviyelerini sinerjik olarak azaltmig ve fosfo-AMPKa seviyesini ise artirmistir. AKT
fosforilasyonu KuB ve kombine gruplarinda azalmigtir. Kombine grupta fosfo-AKT
protein seviyeleri kontrol grubundaki miktarin yaklagik yarisina dusmustur
(P<0.05).

Hucre digi sinyalle dizenlenen kinaz 1 (ERK1)(pT202/pY204) ve ERK2'nin
(pT185/pY187) fosfo formlari tim tedavi gruplarinda azalirken; ozellikle ERK1

fosforilasyonu kombine grupta énemli l¢glide azalmistir (P<0.05).
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AMPKa'nin fosforilasyon seviyeleri tekli tedavi gruplarinda artarken en ylksek

artis kombine grupta gozlendi (P<0.05).

mTOR proteininin fosforilasyon seviyeleri Sis ve KuB gruplarinda kademeli olarak

azalirken, kombine grupta énemli disus gorulmustir (P<0.05).

Ser-112 rezidusunin fosforilasyonu, BAD proteininin pro-apoptotik aktivitesini
azaltmaktadir. KuB ve kombine grupta BAD fosforilasyonu 6nemli bir azalma
gOstermistir (P<0.05). Fosfo-BAD miktarindaki azalma en fazla kombine grupta

olmustur.

Arastirilan diger proteinlerin (4E-BP1, GSK3a, GSK3 3, P53, P70S6K, PDK1,
PTEN, RPS6, RSK1, RSK2 ) fosforilasyon miktarlarlarinda tedavi sonrasi anlaml
bir degisim gorilmemistir (Sekil 4.8 ve 4.9).
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Sekil.4.8. Dort membrandaki fosfo-proteinlerin ifade degisimleri,
numaralandiriimis  kare  c¢ergeveler ile  gosterimigtir.  Nokta

yogunluklarinin sayisal degeri image J programi kullanilarak
Olculmustur, *P<0.05
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Sekil 4.9. Dort membrandaki fosfo-proteinlerin goreceli ifade degisimlerinin
cubuklu grafik ile gosterimi, *P<0.05

4.2.4. Histopatolojik Degerlendirmeler

Tamor dokularinin ve uygulanan ilaglarin dokulara patolojisi hematoksilen-eozin
boyamasi ile degerlendirilmistir. En blyuk tumor ¢api ve en blyuk nekroz alani
kontrol grubunda bulunmustur. En az tumor gelisimi kombine tedavi grubunda
g6zlenmistir. TUmor hicreleri, buyldk vezikuler hiperkromatik cekirdeklere, belirgin
nukleollere ve orta geniglikte sitoplazmaya sahipti. Gruplar arasinda mitoz
oranlarinda farkliik bulunmamistir. Tum gruplarda 7-12 mitoz/1 yuksek gug¢ alani
(hpf) gozlendi (Sekil 4.10). Toksisite; karacigerde portal inflamasyon, globuler
inflamasyon, steatoz, kupffer hiicre hiperplazisi; akcigerde iltihap, tikanikhk ve
kanama olarak degerlendirilmistir. Bébrek dokusunda, tibuler nekroz, inflamasyon
ve glomeruler patoloji olarak dederlendirildi. Ayrica kalp nekrozu da
degerlendirilmigtir. Tam gruplarda akciger metastazi saptanmistir. Kontrol
grubunda birden fazla lobda metastaz goértulmustir. Kontrol ve tedavi gruplarinda
karaciger, bobrek, kalp ve mesane bdlumlerinde histopatolojik degisiklik veya
metastaz bulunmamistir. KuB’ nin tekli ve sisplatin ile birlikte uygulamalari toksisite
acisindan guvenli bir profil gizmigtir (Sekil 4.11). Bu sonuglar KuB ’nin toksisite

gOstermeyen potansiyel bir anti-tumor ajani olabilecegini desteklemektedir.
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Sekil 4.10. Tedaviden sonra gikarilan timor dokularinin hematoksilen ve eozin ile
boyanmig gorselleri, T:Tumor, N:Nekroz
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Sekil.4.11. Tedaviden sonra ¢ikarilan organlarin (akciger, karaciger, bobrek, kalp
ve mesane), hematoksilen ve eozin ile boyanmis gorselleri,
M:Metastaz
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5. TARTISMA

Mesane kanseri, yuksek morbidite ve mortalitenin eglik ettigi, surekli artan
insidansi ve prevalansi ile dinyada en yaygin gorulen kanserlerden biridir (Batista
ve digerleri, 2020).

Mesane kanseri tedavisinde; radikal sistektomi (RS), radyoterapi ve postoperatif
kemoterapi veya immunoterapi gibi gelismekte olan tedavi uygulamalarina
ragmen, yuksek nuks ve metastaz sikligi nedeniyle hastalarin prognozu hala
tatmin edici seviyede degildir. Bu nedenle, yeni anti-timor ajanlarin kesfedilmesi

ve tanimlanmasi acilen gerekmektedir (Ma ve digerleri, 2020).

Kasa invaziv mesane kanseri tedavisi, son 30 yilda sisplatin bazli kombinasyon
kemoterapi ve cerrahinin Otesine gecememigtir. Nukseden veya metastatik
mesane kanseri olan hastalar igin medyan sagkalim, sisplatin bazli kemoterapi ile
14-15 aydir ve yaygin olarak taninan ikinci basamak tedavisi yoktur (TCGA, 2014).
Bununla birlikte, yanitin kalicihgi degiskendir ve ilerlemis hastaligi olan hastalarin

prognozu zayif kalir (Alifrangis ve digerleri, 2019).

Sisplatinin baglangictaki terapétik basarisi, temel olarak kismi yanit veya hastalik
stabilizasyonuna bagldir. Bir anti-kanser ilag olarak sisplatinin klinik faydasi,
edinilen kemo-direng ve sisplatin ile iligkili toksisite nedeniyle sinirhdir. Bu nedenle,
hedef disi doku toksisitesini azaltan dogal bilesiklerle kombinasyon terapileri
yoluyla anti-kanser ilaglarin anti-kanser potansiyelini iyilestirmeye odaklanan

alternatif tedavi stratejilerine odaklaniimistir (Kalai Selvi ve digerleri, 2017).

Anti-neoplastik ilaglarin doz artirimi, kanser hucresi direncindeki kuguk bir artigin
bile Ustesinden gelmek icin gereklidir (Kalai Selvi ve digerleri, 2017). Dolayisiyla,
ilagc kombinasyonlari ile ayni terapotik etkiye daha dustik dozda ulagsma ve yuksek
doz kaynakli yan etkilerin en aza indiriimesi amaclanmaktadir (Lee ve digerleri,
2010).
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Geleneksel Cin tibbindan veya diger tibbi bitkilerden dogal olarak tiretilen
benzersiz aktif kompozisyonlarin arastiriimasi, secici molekller hedeflerine dayal
olarak ¢ok sayida insan kanserinin tedavisi i¢in yeni ve guvenilir terapotik materyal
bulmaya yardimci olmaktadir. Geleneksel Cin tibbindan tdretilen biyoaktif
bilesenler, yUksek biyoyararlanimlari ve olduk¢a guvenli olmalari, minimum yan
etkilere sahip olmalari ve en onemlisi uygun maliyetli olmalari nedeniyle dinya
capinda yaygin olarak kullaniimaktadir (Luan ve digerleri, 2020). Dogu Asya
ulkelerinde binlerce yildir geleneksel tipda kullanilan kukurbitasinler, kanser
kemoprevansiyonu ve kemoterapi icin kullanilma potansiyeline sahiptir (Gao ve
digerleri, 2014). Kukurbitasinler, aslen Cucurbitaceae tirlerinde bulunan yapisal
olarak cesitli triterpenoidlerdir ve muazzam farmakolojik potansiyele sahiptir (Kim
ve digerleri, 2020). Kukurbitasin B, kukurbitasinlerin en bol bulunan formlarindan
ve ayni zamanda kukurbitasin ailesinin en iyi ¢alisilmis tyelerinden biridir (Gao ve
digerleri, 2014). KuB, cesitli timorler Uzerinde antikanser etkilerinin oldugu
bildirilen en umut verici ajanlardan biridir (Gao ve digerleri, 2014). Cesitli
calismalarda; KuB’nin; prostat, meme, serviks, karaciger, pankreas ve beyin
kanserlerini iceren c¢esitli kanser hiucre hatlarinda, hucre dongulerini belirli
evrelerde durdurarak hlicre gogalmasini inhibe ettigi, apoptoz ve otofaji yolaklarini
aktive ederek timor ksenograft modellerinde timoér gelisimini  engelledigi
gosterilmigtir (Chan ve digerleri, 2010b; Chen ve digerleri, 2010; Liu ve digerleri,
2010; Zhu ve digerleri, 2012; Zhang ve digerleri, 2017; Qin ve digerleri, 2018).

Calismamizda, KuB ve sisplatin arasindaki sinerjistik etki, in vitro ve in vivo
mesane kanseri modellerinde arastiriimistir. KuB’nin daha énce arastirildigi in vivo
kanser modellerinde normal dokulara toksik etki gdstermemesi, bircok kanser turi
ile yapilan pre-klinik modelde kuvvetli anti-kansirojen etki gostermesi ve
kemoterapotik ajanlarla sinerjik etki gostermesinden dolayi sisplatin ile birlikte

kullanacagiz kombinasyon ajani olarak secilmistir.

KuB ve sisplatinin kombine uygulamalarinin, sinerjistik bir etki yaratarak sisplatin
etkinligini arttirdigi gesitli in vitro modellerde goésterilmistir (Chen ve digerleri, 2010;
Liu ve digerleri, 2010; EI-Senduny ve digerleri, 2016; Zhang ve digerleri, 2017; Qin
ve digerleri, 2018; Liu ve digerleri, 2019; Xu ve digerleri, 2020).
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Calismamizda, KuB tek basina MB49 hicrelerine karsi gugla bir anti-proliferatif
etki gostermistir. KuB, sisplatin ile kiyaslandiginda ¢ok dusuk dozlarda hucre
cogalmasini azaltmistir. Kullandigimiz doz aralgi, literatirde KuB’nin anti-kanser
aktivitesini gosterdigi mikromolar konsantrasyon araligi ve ICso degerleri (Zheng ve
digerleri, 2014; Khan ve digerleri, 2017; Liu ve digerleri, 2017; Yang ve digerleri,
2017; Zhou ve digerleri, 2017; Qin ve digerleri, 2018) ile uyumlu iken KuB nin daha
dusuk doz arahginda (0,0156-0,353 puM) (Chan ve digerleri, 2010a; Gupta ve
Srivastava, 2014) ve daha yuksek dozlarda (>10 pM) kullanildigi ¢alismalar
(Zheng ve digerleri 2014; Zhang ve digerleri 2017) mevcuttur. KuB'nin etki
gosterdigi 1Cso degerlerindeki farkliliklarin, kullanilan KuB'nin safligina ve kanser
modellerinin  farkli olmasindan kaynaklandigi dusundlmektedir (Gupta ve
Srivastava, 2014). Klinik deneylerde kanserin dnlenmesi ve tedavisi igin dogal
ajanlarin kullanimi igin en sinirlayici faktérlerden biri, bu ajanlarin etkilerini
genellikle fizyolojik olarak elde edilemeyen vyiksek konsantrasyonlarda
gostermeleridir (Khan ve digerleri, 2017). Bu nedenle, KuB'nin dusuk dozlarda
etkin olmasi klinik kullanim ve biyolojik etkinligi agisindan 6nemlidir. Ayrica KuB,
sisplatin ile sinerjistik etkilesim olusturarak sisplatinin kanser hucreleri Uzerindeki
anti-proliferatif etkilerini arttirmistir. Son birkagc on vyilda sisplatin direncinin
Ustesinden gelmek ve bdbrek fonksiyonunu korumak sisplatinin daha dusuk
dozlarda etkili oldugu ¢ok sayida calisma yapilmaktadir (Kim ve digerleri, 2020).
KuB ile sisplatin arasindaki buldugumuz bu sinerjistik etkilesim, sisplatinin daha
dusuk dozlarda ayni etkiye sahip olmasina izin vererek, sisplatinin klinik

kullanimda yuksek doza bagli toksik etkilerinin azaltilmasi agisindan énemlidir.

Takeyama ve arkadaslari (2020), MB49 hiicrelerini 6 ay boyunca sisplatine maruz
birakarak sisplatin direncli hiicre soylari olusturmuslardir (MB49R). Bu ekip, MB49
hicrelerinin 1Cso0 degerini 1,2 yM olarak bulurken; bu hdcre hattinin sisplatine
direngli soyunda bu degerinin 20uM’a kadar c¢iktigini rapor etmislerdir.
Calismamizda MB49 hucrelerinin sisplatin igin ICso degerinin, 24-48 saatlik zaman
dilimlerinde yaklasik 20-30 uyM olmasi, bu hucrelerin de sisplatine direngli bir hicre
hatti olabilecegini gostermektedir. Dolayisiyla KuB'nin sisplatine direngli MB49
hdcrelerinin sisplatine karsi yanitini arttirmasi ayrica 6nemlidir (Takeyama ve
digerleri, 2020).
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Tip | programlanmis hicre 6liumu olarak da bilinen apoptoz, birgok molekiler ve
biyokimyasal olayi igeren oldukga kontrolli ve siki bir sekilde diuzenlenmig bir
surectir. Organizmalardaki temel islevleri, gelisim sirasinda anormal hucreleri
fizyolojik olarak uzaklagtirmak ve doku homeostazini surdirmektir (Liu ve digerleri,
2020). Kanser hiucrelerinde apoptoz induksiyonu, birgok bilesigin anti-kanser
etkilerini sergiledigi anahtar bir mekanizmadir (Klungsaeng ve digerleri, 2019). Bcl-
2 ve Bax, ¢cok dnemli apoptotik duzenleyiciler ve biyobelirteclerdir. Bu proteinler
arasindaki denge, artan mitokondriyal membran gecirgenliginin ve pro-apoptotik
molekullerin sitoplazmaya salinmasini aktive eden ig¢sel apoptoz yolaginda
merkezi bir rol oynar (Mani ve digerleri, 2015). Bcl-2 nin asiri ifadesi mesane
kanserinde kotu prognoz ile iligkilendirilmistir. Bcl-2 gibi anti-apoptotik tyelerin,
mesane kanseri dahil olmak tzere birgok malignitede oldukca fazla ifade edildidi,
kemosensitiviteyi ve radyosensitiviteyi olumsuz etkiledigi bilinmektedir (Mani ve
digerleri, 2015).

Onceki bir calismada, mesane kanseri olan tim hastalarin % 69'unda Bcl-2'nin
pozitif olarak ifade edildigi ve ifade seviyesinin kanserle iligkili oldugunu

gOsterilmistir (Li ve digerleri, 2018).

Sistein-aspartik asit proteaz (kaspaz) ailesinin merkezi bir Gyesi olan Kaspaz-3;
apoptotik sinyal yolunda ve hlcresel apoptozu dizenlemede baskin bir role
sahiptir. Buna bagli olarak, kaspaz-3 birgok kanser tirunun gelisiminde onemli bir
rol oynamaktadir (Liu ve digerleri, 2018). Kaspaz-3 baslangic¢ta aktif olmayan bir
pro-enzim formuna cevrilir. Hlcreler apoptoz gegirdiginde kaspaz-3 aktive olur.
Bolunmus kaspaz-3, kaspaz-3'Un aktif formudur ve apoptozu dizenlemek icin
hicrelerde diger kaspazlari ve diger ilgili hedefleri proteolitik olarak parcalayabilir
ve aktive edebilir. YUksek kaspaz-3 ifade seviyeleri birgok malignitede karakterize

edilmigtir (Liu ve digerleri, 2018).

Normal hucreler ile kargilasgtirildiginda, bazi tumor hacrelerinde kaspaz-3
ifadesinin arttigi ancak bazi tumorlerde ise azaldigi bulunmustur. Ayrica artan
bolinmus kaspaz-3 ifadesi, birka¢ kanser tipinde azalan genel sagkalim ile
iligkilidir (Hu ve digerleri, 2014).
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KuB'nin, CIP2A/PP2A/Akt, JAK2/STAT3 ve MAPK gibi kanser ile iligkili sinyal
yolaklarini inhibe ederek Bcl-2 ailesi proteinleri (anti-apoptotik Bcl-2 ifadelerini
azaltarak pro-apoptotik Bax ifadelerini arttirarak) yoluyla apoptozu indukledigi
gosterilmigtir (Ding ve digerleri, 2017; Zhang ve digerleri, 2017; Qin ve digerleri,
2018; Liu ve digerleri, 2019).

Sonuglarimiza goére pro-apoptotik Bax ve efektor protein bolunmus kaspaz 3
miktarindaki artiglar ve anti-apoptotik Bcl-2 miktarindaki azalma, KuB ve sisplatinin
apoptotik yolagi uyardigini gostermektedir. Bu sonucglarimiz onceki galismalari
desteklemektedir (Kausar ve digerleri, 2013; Gupta ve Srivastava, 2014; El-
Senduny ve digerleri, 2016; Zhang ve digerleri, 2017; Klungsaeng ve digerleri,
2019). Ancak bolunmus kaspaz 3 miktari KuB grubunda en fazla artigi gosterirken
kombine gruptaki artis daha az gercgeklesmistir. Bu durum sisplatinin, kombine
grupta apoptozu azaltiyormus gibi bir etki gosterdigini dusundurse de kombine
grupta timor kugulmesi daha fazla olmustur. Dolayisiyla bu sonug bize, KuB'nin
hicre OoOlimund kaspaz badimsiz bir yolak UGzerinden gergeklestigini
dusundurmektedir. Gegtigimiz birkag yilda, literatlirde biriken kanitlar, kaspazdan
bagimsiz programlanmig hucre olumu yolaklarinin varligini desteklemektedir. Bu
yolaklar, muhtemelen kusurlu hicrelerin organizmadan etkili bir sekilde
uzaklastirilmasini saglayan "6lum yedek sistemleri" gibi davranmaktadir. Kaspaz-
bagimli programlanmis hicre 6limu olarak bilinen klasik apoptoza benzer sekilde,
mitokondri, kaspaz bagimsiz hlcre 6limundn induksiyonu icin gerekli asamalari
dizenleyen ana organeldir. Ayrica Bax gibi, pro-apoptotik proteinler, kaspaz
bagimsiz hicre 6lum yolagina katiimaktadir. Kaspaz bagdimli hdcre olumdnin
aksine, kaspaz bagimsiz hucre o6lum yolagi; katepsinleri, kalpainleri ve serin
proteazlari iceren kaspazlar disindaki uygulayicilar igerir. Apoptoz indikleyici
faktor (AIF) proteini kaspaz bagimsiz hucre o6lumunun indiksiyonunda dnemli bir
rol oynamaktadir (Constantinou ve digerleri, 2009). Bcl-2/Bax arasindaki iligki
kaspaz bagimh hicre 6limunde oldugu gibi kaspaz bagimsiz hicre élumiunde de
mitokondrial yolak Uzerinden etki gdstermektedir. Bax, kaspaz bagimh hucre
olumunde oldugu gibi kaspaz bagimli hucre oluminde de mitokondri membran
batanligund ve potansiyelini bozarak; AIF ve Endonukleaz (Endo G) gibi pro-
apoptotik proteinlerin mitokondri membranlar arasi bosluktan once sitoplazmaya

daha sonra ¢ekirdege gecisine neden olmaktadir.
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Bu pro-apoptotik proteinler kaspazdan bagimsiz olarak DNA kondensasyonu ve
fragmentasyonuna neden olarak kaspaz bagimsiz 6lime neden olabilmektedirler
(Sun ve digerleri, 2014). Baska bir calismada, KuB uygulamasina bagh olarak
kolanjiyokarsinom hucrelerinin  sitozolunde AIF saliniminin  gergeklestigi
gosterilmistir (Klungsaeng ve digerleri, 2019). Zhang ve arkadaslar (2012)
yaptiklari ¢alismada, kanser hicresindeki STAT3 ifadesine bagli olarak KuB’nin
kaspaz aktivasyonunu gerceklestirmeden otofajik hicre olumunua uyardigini
gOstermiglerdir. Bu ¢alismada, otofajinin inhibisyonuyla otofajik hicre éliminden
apoptotik hiicre élumuine gegisin gergeklestigini bildirmislerdir (Zhang ve digerleri,
2012). KuB’nin, otofaji ve apoptoz arasindaki dengeyi dizenleyen bir anti-kanser
ilaci olabilecegini ileri surtlmustir (Zhang ve digerleri, 2012). Bulgularimizda bu

sonucu desteklemektedir.

Otofaji, makromolekiller ve organeller de dahil olmak Uzere hasarh sitoplazmik
bilesenlerin yikildigi ve daha sonrasinda geri donusturerek hiicresel homeostazin
korunmasinda 6nemli bir rol oynar (Li ve digerleri, 2019). Otofaji, hem benzersiz
bir hicre o6lumu yolagi hem de tumor hicrelerinin hayatta kalmasini destekleyen
strese karsi bir adaptasyon mekanizmasi olarak karakterize edilmigtir
(Mukhopadhyay ve digerleri, 2014). Bu nedenle, otofaji, kanser gelisimi ve tedavi
tasariminda "iki ucu keskin kili¢" olarak tanimlanmistir (Huang ve digerleri, 2020).
Kanser gelisiminin ilk asamalarinda, otofaji, genom butinligunu koruyarak, tumor
baskilamasinda &énemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte, kanserin
olusumundan sonra, kanser hicreleri, olumsuz kosullardaki streslerden kurtulmak
icin otofajiyi kullanabilmektedirler. Anti-kanser tedavisinin neden oldugu hucresel
koruyucu otofaji, kanser hucreleri arasindaki tedavi direncinde énemli bir rol
oynamaktadir. Hlcre koruyucu o6zelliginin yanisira otofajinin tek basina veya
apoptoz ile baglantili olarak hucre dlumunu kolaylastirabilen, sitotoksik ozelligi de
bulunmaktadir (Li ve digerleri, 2019). Otofaji, kanser tedavisi de dahil olmak lzere
cesitli cevresel streslere yanit olarak hayatta kalma mekanizmasi olarak hizmet
ettigi ve otofaji inhibisyonun terapétik yaniti giclendirmek igin kullanilabilecegi
bilinmektedir. Bununla birlikte, otofajinin farkli bir hicre 6lim yolag! olarak da
hareket edebilecedini, ancak yalnizca kanser hucrelerinin apoptoza giremedigi
belirli kosullarda gergeklestigini gosteren énemli kanitlar da vadir (Sun ve digerleri,

2019). Otofaji, bircok hicre ici sinyal yoladi, o6zellikle de besin algilama
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mekanizmalari ve hlcre 6lumu sinyal olaylari ile karmasik bir sekilde baglantilidir
(Sun ve digerleri, 2019). Dolayisiyla otofajinin yalnizca hicre 6lumunu aktive
etmek ve engellemekle kalmaz, ayni zamanda hucre olim mekanizmalar
arasindaki gegisi de kolaylastirmaktadir. Bununla birlikte, bircok soru
arastinimaktadir: hangi timdrler ve genetik arka plan otofaji inhibisyonuna en
duyarhdir ve hangi tedaviler otofaji inhibitorleriyle birlestiriimelidir. Ayrica, kanser
hicreleri segici baski altinda olduklarindan ve Ozellikle tedaviden sonra
adaptasyona edgilimli olduklarindan, hucrelerin otofaji inhibisyonuna adapte olup
olmadiklari ve oldular ise nasil adapte olduklari agik degildir (Towers ve digerleri,
2020). Bu nedenle, kanser tedavisi ile otofaji arasindaki etkilesimin daha iyi
anlasiimasi ve kanser hucrelerini dldirmek icin otofajik sureci maniplle etmeye

yonelik spesifik girisimler vazgecgilmezdir (Sun ve digerleri, 2019).

Diger kanserlere benzer sekilde, otofajinin mesane kanserindeki etkisi tartismalidir
(Huang ve digerleri, 2020). Otofaji, kemoterapi direncinde énemli bir faktor iken,
otofajinin agiri uyariimasi otofajik hicre élumine neden olabilmektedir. Bazi anti-
kanser ajanlari, otofaji aktivasyonu aracihigr ile kanser hucrelerinin
proliferasyonunu azaltmaktadir. Kanser tedavilerinde apoptotik yol, timor
hicrelerinin ortadan kaldiriimasinda birincil hedeftir, ancak bu yol genellikle tGmor
hicrelerinde bozulur, bu da ila¢g direnci gelisimi ve tumor agresifligi ile
sonucglanmaktadir (Kalai Selvi ve digerleri, 2017). Otofaji, apoptoz direncine kargi
alternatif bir hedeftir. Cesitli calismalar, otofajinin mesane kanserinde hcre
olimdnden sorumlu oldugunu gostermistir (Peng ve digerleri, 2017; Jin ve
digerleri, 2020; Zhang ve digerleri, 2020).

Otofajinin sisplatinin direncindeki rolu tatismahldir. Otofaji artisi bazi kanser
turlerinde sisplatin direnci ile iligkiliyken (Wang ve Wu, 2014; Wu ve digerleri,
2015) diger kanserlerde sisplatine karsi yanitin artisindan ve hicre 6liminden
sorumludur (Li ve digerleri, 2014; Washington ve digerleri, 2015; Wang ve
digerleri, 2016).

Otofajinin mesane kanserinde sisplatin direnci Gzerinde olumlu bir rol sergiledigini
gosteren calismalar literatirde mevcuttur (Li ve digerleri, 2013,2014; Hsin ve

digerleri, 2016; Chen ve digerleri, 2018). Bu calismalarin aksine sisplatin
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tedavisinin koruyucu otofajiyi aktive etti§i ve apoptozu sinirladigi gosterilmigtir
(Ojha ve digerleri, 2014; Liao ve digerleri, 2016; Lin ve digerleri, 2017; Yu ve
digerleri, 2019).

Beklin-1, kanserle iliskili oldugu gosterilen ilk otofaji genidir. Spontan timor
gelismeleri Beklin-1 eksikligi olan BECN1 +/— fare modellerinde gdsterilmistir (Yue
ve digerleri, 2003, Qu ve digerleri, 2003). Ayni zamanda Beklin-1 delesyonlari
cesitli insan kanserlerinde tanimlanmistir (Ding ve digerleri, 2008; Li ve digerleri,
2020). Bu kanserlerde, Beklin-1’in azalmis ifade seviyeleri, otofajinin tumor
baskilayici 6zelligi ile iligkilendiriimistir. Ancak bazi kanserlerde Beklin-1
ifadelerinin arttigi da gosterilmigtir (Ahn ve digerleri, 2007; Li ve digerleri, 2020).
Bu kanserlerde ise beklin-1'in tumor olusumunda rol oynadigi dugunulmustir (Li
ve digerleri, 2020). Liu ve arkadaslari (2013), Beklin-1 ifadelerini 147 mesane
kanseri hastasinda arastirmis ve Beklin-1 ifadesinin, mesane tumoérinin
klinikopatolojik ozellikleri ile iligkili oldugunu gostermislerdir. Beklin-1 ifadesindeki
azalmalarin, mesane kanserinin artmig histolojik dereceleri ve klinik asamalari ile
iligkili oldugunu bulmuslardir (Liu ve digerleri, 2013). Baspinar ve arkadaslari
(2013), Beklin-1 ve Bcl-2 ifadeleri ile klinik parametreler arasindaki iliskiyi 84
mesane tumadrinde ve 10 kontrol dokuda degerlendirmistir. Beklin-1 protein ifadesi
ile mesane kanseri yuksek histolojik dereceler ve pT evreleri arasinda negatif iligki
bulmuslardir. Aksine, Bcl-2 ifadesindeki artisin tUmor evreleri ile iligkili oldugu
gOsterilmistir.  Ayrica mesane tumorlerinde Beklin-1 ve Bcl-2 ifadelerinin

birbirleriyle ters iligkili oldugunu gostermiglerdir (Baspinar ve digerleri, 2013).

ATGB8/LC3 ailesi proteinleri, lipidasyon olarak adlandirilan bir siregte membran
lipidi PE’nin bas grubuna baglanan evrimsel olarak korunmus ubikuitin benzeri
dizenleyicidirler. LC3 lipidasyonu (LC3Il olusumu), bu proteinlerin otofagozom
olusumunda, otofagozomlarin lizozomlarla flizyonunda ve kargo secgiminde yer
aldig1 otofajinin ayirt edici bir 6zelligidir. LC3Il, otofagozom membranlarina
baglandidi igin otofajik vezikilleri diger hiicresel zarlardan ayiran en iyi belirtec
kabul edilmektedir (Lopez ve digerleri, 2018; Martens ve Fracchiolla, 2020).
Western blot ile LC3 lipidasyonunun o&lgulmesi, otofajiyi izlemek igin en yaygin

kullanilan yéntemlerden biridir (Lopez ve digerleri, 2018).



85

KuB’nin; B16F10 (Ouyang ve digerleri, 2011), Hela (Zhang ve digerleri, 2012),
Jurkat (Zhu ve digerleri, 2012), MCF7 (Ren ve digerleri, 2015) ve SGC7901 (Liu
ve digerleri, 2017) gibi ¢esitli hicre hatlarinda ofajiyi uyardigi gosterilmigtir.

Bazi kanser hicre hatlarinda, KuB tarafindan Uretilen reaktif oksijen tdrleri
otofajiye neden olurken (Zhang ve digerleri, 2012; Ren ve digerleri, 2015; Niu ve
digerleri, 2016), KuB'nin sisplatine direncli mide kanseri hicre hattinda mTORC1
inhibisyonu ile otofajiyi aktive ettigi bildiriimistir (Liu ve digerleri, 2017). Bu
calismalarda otofaji; temel otofaji proteinleri olan Beklin-1 ve LC3Il miktarindaki

artigsa gore degerlendirilmistir.

Western blot sonuglarimiza gére LC3Il ve Beklin-1 miktarindaki artis tim tedavi
gruplarinda otofajinin uyarildigini géstermektedir. Bu sonuglarimiz, KuB’nin
otofajiyi uyardigini gosteren o&nceki calismalari desteklemektedir. LC3ll
miktarindaki artis en fazla KuB grubunda olurken en az artis kombine grupta
olmustur. Bu sonuglara goére otofajinin en fazla KuB ile tedavi edilen grupta
gerceklestigi gortlmektedir. Ancak ilging bir sekilde Beklin-1 ifadesi de tim tedavi
gruplarinda artarken 6Ozellikle kombine grupta 6nemli bir artis (yaklasik 13 kat)
goOstermistir. Yani Beklin-1 ile LC3Il miktarlarindaki artis birbirleriyle baglantili
degildir.

Literatirde olagan olmayan otofaji (non-canonical) olarak bilinen ve Beklin-1 den
bagimsiz olarak otofagozom olusumunun oldugunu gdsteren calismalar
mevcuttur. Bu otofaji turindn her zaman huicre olumuyle iligkili oldugu kanitlar
vardir (Sun ve digerleri, 2015; Athamneh ve digerleri, 2017). ilag uyarimina bagh
olarak otofajinin gergeklestigi bazi hilcrelerde Beklin-1 ile LC3 ifadesinin
birbirinden bagimsiz oldugu ¢esitli calismalarda da gosterilmistir (Sun ve digerleri,
2015; Kalai Selvi ve digerleri, 2017; Athamneh ve digerleri, 2017). ilaca karsi farkli
yolaklar Gzerinden otofajinin uyarilmasinin hicreye 6zgl oldugu dusunilmektedir.
Bizim c¢alismamizda da, Beklin-1 ve LC3Ill ifade miktarlari arasinda
korelasyonunun olmamasi, olusturdugumiz MB49 fare singeneik mesane kanseri
modelinde, KuB’nin farkli yollardan otofajiyi uyarabilecegini gdstermektedir.
Verilerimiz, KuB'nin anti-proliferatif mekanizmalarinin dokuya veya hicreye 6zgu

olabilecegini dogrulamaktadir (Shang ve digerleri, 2014).
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Otofajinin uyarilmasi ve baslangic asamalari, hicredeki besin ve enerji
degisimlerini algilayan mTORC1, AMPK ve AKT kinazlari tarafindan
duzenlenmektedir. AMPK hucredeki dusuk enerji miktarini algilayarak ATP Gretimi
saglayacak katabolik surece gegisi uyarir. AMPK, mTOR kinazi inhibe ederek
otofajiyi uyarmaktadir. Besin durumu icin bir diger énemli girdi, hiicre disi buylime
faktorlerinin varligidir. Bir serin treonin kinaz olan AKT, sinyal iletimi esnasinda
plazma membranindaki aktif buyime faktora reseptorlerine dahil olur ve asagi
yondeki akis kaskadini baslatir. AKT fosforilasyonu mTORC1'i aktive eder ve
otofajiyi inhibe eder. AKT ayrica, PISK kompleksinin bilesenleri de dahil olmak
Uzere anahtar otofaji proteinlerinin dogrudan fosforilasyonuyla mTOR'dan
bagimsiz yollarla otofajiyi  baskilamaktadir  (Hill ve digerleri, 2019).
PIBK/AKT/mTOR yolaginin asiri aktivasyonun tumor gelisimi ile iligkisi diger birgok
kanserde oldugu gibi mesane kanserinde de c¢ok iyi tanimlanmigtir. Mesane
timorlerinin yaklasik %40’ inda bu yolagin slrekli aktivasyonuna sebep olan
mutasyonlar gorulmektedir. Bu yolak hucre disi sinyaller ile uyarilmasina bagh
olarak; hucre ¢ogalmasi, farklilasma, anjiyogenez gibi olaylari kontrol eden ve
mesane kanserinin  gelisiminde rol oynayan diger sinyal yolaklaryla
iliskilendirilmistir (Liu ve digerleri, 2018). Fosfo-mTOR (p-mTOR) miktarindaki artis
mesane kanserinin invaziv formlarinda gosterilmistir (Wu ve digerleri, 2012). Ayni
zamanda p-mTOR yogunlugu, mesane kanserinde azalan sag kalim ile iligkilidir.
PI3K yolaginin, mesane kanserinde hucre buyumesi, sag kalim, apoptozu
duzenleyen temel bir yolaktir ve AKT bu yolagin merkezinde yer almaktadir.
PTEN, mesane tiumor gelisiminin baskilanmasinda kritik bir rol oynar (Platt ve
digerleri, 2009). PI3K/AKT yolagi; otofaji ve apoptoz yolaklariyla yakindan iligkilidir
(Yang ve digerleri, 2013). Diger caligsmalarla (Ma ve digerleri, 2014; Ren ve
digerleri, 2015; Niu ve digerleri, 2016; Khan ve digerleri, 2017; Liu ve digerleri,
2017) uyumlu olarak calismamizda, KuB’nin p-mTOR ve p-Akt seviyelerinde
dususe; p-AMPK seviyesinde ise artisa sebep oldugunu gosterdik. Bu sonuglar,
PISK/AKT/mTOR yolaginin KuB’nin, hedef yolaklarindan biri oldugunu ve ayni

zamanda KuB aracili otofajinin yine bu yolak ile iligkili olabilecegini gbstermektedir.

BAD; Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik bir Gyesidir. Anti-apoptotik Bcl-2 proteinine
baglanarak Bcl-2/BAX kompleksinden BAX'In ayrilip apoptozu uyarmasini

saglamaktadir. BAD'In ser-112 fosforilasyonu bu proteinin 14-3-3 protein
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tarafindan sitoplazmada tutulmasina ve Bcl-2’ ye baglanmasini engellemektedir.
Dolayisiyla ser-112 fosforilasyonu; BAD'in pro-apoptotik etkisini inhibe etmektedir.
Ayrica p-BAD yuzdesinin gesitli kanser hicrelerinde ylksek oldugu bulunmustur
(Stickles ve digerleri, 2015). Tum tedavi gruplarimizda fosforile BAD miktari
azalma gosterirken oOzellikle kombine grupta kontrol grubuna gore yaklasik 5 kat
azalma go6rilmistir.  Ozellikle KuB ve kombine gruplarinda BAD
fosforilasyonundaki azalma, apoptotik yolagin uyarilabilecegini gostermektedir.
KuB uygulamasina bagli olarak BAD fosforilasyonunun azaldigini gosteren baska
bir calisma yoktur. Dolayisiyla bu bulgumuz ilk defa gdsteriimesi acisindan

onemlidir.

C-Raf, hucre disi sinyallerin reseptor tirozin kinazlardan gekirdege tasinmasina
aracilik eden Raf ailesi protein kinazlarinin 3 izoformundan biridir. c-Raf hicre;
cogalmasi, sag kalim ve apoptoz gibi hucresel olaylari etkileyen bir serin threonin
kinazdir. Raf'in aktivasyonu, hicre buyumesini ve hayatta kalmayi dogrudan
desteklemektedir (Chan ve digerleri, 2010a). Literaturde KuB uygulamasina bagl
olarak c-Raf fosforilasyonun azaldigini gésteren calismalar mevcuttur. Dolayisiyla
KuB’nin RAF/MEK/ERK vyolagi uzerinden anti-kanser 06zelligi gosterdigi ileri
surtlmastir (Chan ve digerleri, 2010a, 2010b). Bununla birlikte, KuB uygulanan
BEL-7402 hicrelerinde, c-Raf fosforilasyonu azalirken; c-Rafin asagi yonundeki
hedefi olan ERK1/2'nin fosforilasyonu o6nemli o&lgude artmistir. BEL-7402
hicrelerinde ERK1/2'nin aktivasyonu ve c-Raf'in baskilanmasi, KuB'nin c-Raf'tan
bagimsiz olarak ERK1/2'yi diizenleyebilecegini ve hlicre buylimesinin durmasini
indUkleyebilecegini gostermektedir. C-Raf ve ERK1/2 arasindaki fosforilasyon
durumundaki tutarsizlik, sinyal yolaklari arasindaki etkilesimden kaynaklaniyor
olabilmektedir (Chan ve digerleri, 2010b). Calismamizda, KuB’nin verildigi tedavi
grubunda kontrol grubuna gore 6énemli dlgiide c-Raf fosforilasyonu azalmistir. Bu
sonucumuz KuB tedavisi ile c-Raf fosforilasyonunun azaldidi iki calismanin da
bulgularini desteklemektedir (Chan ve digerleri, 2010a, 2010b). Iwanski ve
arkadaglari (2010), KuB uygulanmis pankreas kanseri hucrelerinde c-RAF
fosforilasyon miktarinda bir degisim bulmamisglardir. Bu durum, KuB’nin pankreas
kanseri hicreleri Gzerindeki inhibe edici etkisi i¢cin bu yolaga ihtiya¢g duymadigini
gOstermektedir.
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En cok calisilan MAPK kaskadi olan ERK'nin hticre buylimesi ve farklilagsmasinin
dizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Zheng ve digerleri, 2014).
ERK yolaginin hucre sagkalimini ve hucre ¢ogalmasini uyardigi bilinmesine
ragmen, belirli kosullar altinda apoptotik yolagi aktive edici etkiye sahip
olabilmektedir (Liu ve digerleri, 2008). Bununla birlikte, cesitli calismalar, KuB
aracili ERK1/2 fosforilasyonunun hicre tipine bagl olarak farkh cift yonli etkye
sahip oldugunu gostermistir (EI-Senduny ve digerleri, 2016). Bazi calismalarda
KuB’nin, ERK fosforilasyonunu azalttigi bulunurken (Chan ve digerleri, 2010a;
Gupta ve Srivastava, 2014; Zheng ve digerleri, 2014; Zhang ve digerleri, 2017;
Ding ve digerleri, 2017; Liu ve digerleri, 2019) diger bazi ¢alismalarda ise ERK
fosforilasyonunu arttirdigi rapor edilmigtir (Liu ve digerleri, 2008; Chan ve digerleri,
2010b; Kim ve digerleri, 2017; Zhou ve digerleri, 2017). Sonuglarimiza goére
sisplatin, ERK1/2 fosforilasyonunu etkilemezken; KuB, ERK fosforilasyonunu
onemli Olgide azaltmistir ancak en fazla azalma kombine grupta olmustur. Bizim
sonuglarimiz KuB’nin ERK fosforilasyonunu azalttigini goésteren calismalar ile
uyumludur. Sonuglarimizdan farkli olarak KuB ve sisplatinin birlikte arastirildigi
baska bir calismada, KuB'nin sisplatin ile kombinasyonu, tekli uygulamalara
kiyasla farklik gdstermistir (Senduny ve digerleri, 2016). Bu calismada KuB,
aracili ERK1/2 fosforilasyonunundaki artisin apoptozu uyardigi ardindan hicre
O0lumune neden oldugu gosterilmistir. KuB, sisplatin ile beraber uygulandigi zaman
sisplatinin, apoptoz induksiyonuna yol acan ERK1/2'nin fosforilasyonu Uzerinde
inhibe edici bir etki gdsterdigi bulunmustur (EI-Senduny ve digerleri, 2016). Bu
durumun daha 6nce belirtlen ERK1/2 nin anti-apoptotik ve pro-apoptotik etki

gOstermesinden kaynaklandigi ileri suriimektedir.

Literatlrdeki calismalarda genel olarak KuB’nin AKT fosforilasyonunu azalttigi
gosterilmigtir (Gupta ve Srivastava, 2014; Shang ve digerleri, 2014; Khan ve
digerleri, 2017; Qin ve digerleri, 2018; Liu ve digerleri, 2019). Diger ¢alismalardan
farkl olarak Ma ve arkadaslari (2014) ¢alismalarinda KuB uygulamasinin ERK ve
mTOR fosforilasyonunu azaltirken; AKT fosforilasyonunu arttigini bulmuslardir
(Ma ve digerleri, 2014). KuB uygulamasi ile gerceklesen mTOR inhibisyonunun,
AKT aktivasyonuna neden oldugunu gdstermiglerdir. mTOR; farkli sinyal yolaklari
ile iligkili iki ¢cok proteinli kompleks (MTORC1 ve mTORC2) tarafindan
olusmaktadir. MTORCH1'in baskilanmasi, dogrudan mTORC2'nin aktivitesini
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artirarak fosforilasyon ile Akt aktivasyonuna yol acabilmektedir (Ma ve digerleri,
2014). Ayrica bu sonuglar MAPK yolaginin, PISK/AKT yolagi ile yakindan bagli

oldugunu gdstermektedir.

AKT fosforilasyonu, PTEN dahil birka¢ fosfataz tarafindan siki bir sekilde
duzenlenmektedir (Shang ve digerleri, 2014). Shang ve arkadaslar (2014), KuB
tedavisinin, timor baskilayici PTEN'in ifadesini artirarak AKT yolagini inhibe
ettigini bildirmistir (Shang ve digerleri, 2014), Niu ve arkadaslari (2016) ise KuB'nin
BEL-7402 hucrelerinde PTEN fosforilasyonunu artirdigini bulmuslardir (Niu ve
digerleri, 2016). Sonuglarimiza gore tedavi gruplarn ile kontrol grubu arasinda
PTEN fosforilasyon seviyeleri agisindan énemli fark bulunmamistir. Sasirtici bir
sekilde, 4E-BP1, GSK3a, GSK3b, P53, P70S6K, PDK1, RPS6, RSK1 ve RSK2
fosforile seviyeleri, tedavi edilen gruplarin hi¢birinde énemli dlcide degismemistir.
Bu durum bu genlerin, KuB ve sisplatinin hedefleri olmayabilecegini

dusundurmektedir.

Siklin-bagimh kinaz inhibitéri p27, hicre doénglsunidn dizenlenmesinde rol
oynayan temel bir dizenleyici proteindir. p27, siklin-siklin bagimh kinaz
kompleksini inhibe ederek G1 fazindaki hiicre dongusini durdurmaktadir (Shang
ve digerleri, 2014; Sun ve digerleri, 2016; Xie ve digerleri, 2016). p27’nin 198-
Treoninden fosforilasyonu, bu proteinin hiicre déngusunin G1 fazinda ¢ekirdekten
sitoplazmaya tasinmasina ve proteazom yolu tarafindan yikimina yol acar. p27
proteinin degradasyonu, hiicre dongusunin ilerlemesini tetiklemektedir. Bu durum,
p27’nin tumor baskilayici 6zellikten onkojenik 6zellige gecisine neden olmaktadir
(Sun ve digerleri, 2016; Yoon ve digerleri, 2019). Bazi ¢alismalarda; KuB’nin p27
ifadesini arttirdi§i dolayisiyla kanser hiicrelerinde hlicre déngusini G1 evresinde
durdurdugu gosterilmistir (Shang ve digerleri, 2014; Xie ve digerleri, 2016). Ancak
p27 fosforilasyonu bu c¢alismalarda degerlendiriimemigtir. Calismamizda p27
fosforilasyonun 6zellikle KuB grubunda 6nemli dl¢cide azaldigi bulunmustur. Bu

sonu¢ KuB’nin anti-kansirojen 6zelligine farkl bir bakis agisi kazandiracaktir.

PRAS40, mTOR kompleks 1’in bir bilesenidir ve  mTOR aktivasyonundan
sorumludur. AKT substati olan PRAS40’in, aktivasyonu bu proteinin fosforilasyonu

ile dizenlenmektedir ve asiri PRAS40 fosforilasyonunun birgok kanserle iliskisi
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gosterilmistir (Lv ve digerleri, 2017). AKT, PRAS401 fosforile ederek mTOR
Uzerindeki inhibe edici etkisini azaltmaktadir. PI3K/AKT ve AMPK yolaklari
PRAS40 uzerinde kesismektedir. PRAS40'in treonin 246’dan AKT tarafindan
fosforilasyonu ve AMPK tarafindan de-fosforilasyonu, mTOR aktivitesi Uzerinden
hidcre bluyumesini ve otofaji arasindaki iliskiyi dizenlemektedir (Lu ve digerleri,
2014). Khan ve ekibi (2017), KuB uygulanan kicuk hicreli olmayan akciger
kanseri hucrelerinde, PRAS40 fosforilasyonunun azaldigini gostermislerdir (Khan,
ve digerleri, 2017). Bu galismay! destekleyecek sekilde bizim verilerimize gore de

KuB, PRAS40 fosforilasyonun kontrol grubuna goére yari yariya azaltmistir.

Hayvan modellerinde potansiyel kemopreventif ajanlarin in vivo etkinliginin
gosterilmesi, bunlarin klinik gelisimleri i¢cin gerekmektedir (Gao ve digerleri, 2014).
Cesitli kanser hiucre hatlari ile olusturulan ksenograft modellerde KuB’nin hem tek
olarak hem de kemoterapotik ajanlarla birlikte timdr buyimesini 6nemli oranlarda
engelledigi gosterilmigtir (Thoennissen ve digerleri, 2009; Iwanski ve digerleri,
2010; Aribi ve digerleri, 2013; Ding ve digerleri, 2017).

KuB'nin; kiglk hicreli olmayan akciger kanseri hiicre hattt H1299 (Kausar ve
digerleri, 2013), pankreas kanseri hicre hatti Panc-1 (Thoennissen ve digerleri,
2009; Iwanski ve digerleri, 2010), hepatoselluler karsinom hicre hatti BEL-7402
(Chan ve digerleri, 2010b), prostat kanseri hicre hatti PC-3 (Gao ve digerleri,
2014), meme kanseri hicre hattt MDA-MB-231 (Luo ve digerleri, 2018), kolon
kanseri hiicre hattt HCT116 (Dandawate ve digerleri, 2020) ve mide kanseri hiicre
hattt SGC7901 (Xu ve digerleri, 2020) iceren birgcok ksenograft fare modelinde

tumor gelisimini engelledigi bildirilmistir.

In vivo deneylerimiz de KuB ve sisplatin arasindaki sinerjik anti-timor etkiyi
dogrulamistir.  MB49 hucrelerini  kullanarak olusturdugumuz subkutan fare
modelinde KuB ve sisplatin uygulamalari, kilo kaybina veya baska herhangi bir

yan etkiye neden olmadan tumor buyumesini 6nemli 6lgude inhibe etmisgtir.

KuB nin 1 mg/kg olarak kullanidigi; MDA-MB-231 meme kanseri (Wakimoto ve
digerleri, 2008), Panc-1 pankreas kanseri (Thoennissen ve digerleri, 2009; lwanski

ve digerleri, 2010), H1299 klguUk hucreli olmayan akciger kanseri (Kausar ve
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digerleri, 2013), 4T-1 meme kanseri (Gupta ve Srivastava, 2014) ksenogreft fare
modellerinde, tumor inhibisyon oranlari sirasiyla %39, %69,2, %55 ve %70 oldugu
bulunmustur. Bu c¢alismalarla uyumlu olarak, bizim c¢alisamizda KuB, tumor
gelisimini yaklasik % 62 oraninda engellemistir. Bu oran KuB’nin sisplatin ile
birlikte uygunladigi tedavi grubunda %77'ye c¢ikmistir. Bu sonuglar KuB’nin,
belirgin toksisite olmaksizin, ksenograft mesane kanseri hucrelerini sisplatine
duyarl hale getirdigini gostermektedir. KuB ve sisplatinin kombine uygulamalari,
daha oOnceki galismalarda in vitro duzeyde arastirilmigtir. Calismamiz, KuB ve

sisplatinin in vivo modelde arastirildigi ilk calismadir.
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6.SONUG VE ONERILER

On yillardir sisplatini iceren kombine tedaviler mesane kanserinin tedavisinin
temelini olusturmasina ragmen, geligsen ilag direnci ve toksik etkiler nedeniyle
hasta sag kalim orani oldukga dusuktur. Dogal Urunlerin kemoterapdtik ajanlarla
birlikte uygulanmasi, direngli hucrelerin platin bazli bilegiklere duyarli hale

getiriimesine yonelik potansiyel bir terapotik yaklagim olarak arastiriimaktadir.

Bu nedenle mevcut arastirmamiz, KuB ile kombinasyon terapisi yoluyla sisplatinin

terapotik etkinligini artirmaya yoneliktir.

Calismamizda mesane kanserine karsi bu iki ajan arasindaki sinerjik etki ilk kez
gosterilmistir. KuB ve sisplatin kombinasyonu, MB49 hicrelerinde apoptoz ve
otofaji yolaklarini aktive ederek bu hicrelere kargi kuvvetli anti-proliferatif etki
gostermigtir. Verilerimiz, KuB’nin, sisplatin doz gereksinimini azaltmaya yardimci
oldugunu, bunun da sisplatin kaynakli toksisite ve ila¢ direncinin azaltilmasina
katki saglayacagini gostermektedir. Ayni zamanda bu iki ajanin birlikte
uygulandigr tumor gruplarinda herhangi bir toksisite olmaksizin timor gelisimi

onemli dlcude engellenmisgtir.

Ozetle, calismamiz, KuB'nin tek basina ve sisplatin ile kombine edildiginde,
mesane kanseri tumor dokularinda kaspaz-bagimli/bagimsiz apoptotik ve otofajik
yolaklar yoluyla timor buyumesini 6nemli dlglide azalttigini gosteren ilk ve dnci
calismadir. Bu baglamda, KuB aracili hicre olumunun altinda yatan molekuler

mekanizmalara yeni bakis agisi saglayacaktir.

Sonuglarimizin daha ileri klinik aragtirmalar ve mesane kanseri i¢in geleneksel
tedavileri destekleyebilecek yeni tedavi yontemlerinin geligtiriimesi i¢in onemli
etkileri olacaktir. Gelecekteki calismalarda, mesane kanserinin tedavisi icin KuB

tarafindan hedeflenen molekiler yolaklar arastiriimalidir.
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