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OZET

Malign plevral mezotelyoma (MPM), plevranin mezotel hiicrelerinden koken alan, prognozu koti,
giiniimiizde uygulanan tedavilere yaniti sinirl bir kanser tiiriidiir. Nadir goriilen bir kanser olarak
tanimlanan MPM’nin insidansi son yillarda artis gostermistir. Bu nedenle, terapotik potansiyeli
olabilecek yeni aday molekiil veya ajanlarin belirlenebilmesine yonelik ¢alismalar hiz kazanmistir.
Difenil difloroketon (EF24) kurkumin analogu sentetik bir bilesiktir. Farkli insan kanserlerinde tek
basina ya da klasik kemoterapotiklerle birlikte uygulandigi g¢aligmalarda, EF24'in kanser
hiicrelerinde programli hiicre 6liimiinii uyardig1 belirlenmistir. Bu tez ¢aligmasinin amaci, EF24 ve
sisplatin tek baslarina ve birlikte kullanilmasiyla apoptotik yolak iizerindeki etkilerinin
degerlendirilerek terap6tik potansiyelinin belirlenmesidir. Bu tez calismasinda, EF24 ve sisplatinin
farkli konsantrasyonlarda tek baglarmma ve birlikte 24 ve 48 saat boyunca AB12 fare MPM
hiicrelerine uygulanmasi ile elde edilen hiicre canlilik oranlar1 MTT yontemiyle belirlendi. 6-8
haftalik disi BALB/c farelere, (1X10°) ABI12 hiicresi subkiitanoz uygulandi. Timor gelisimi
gbzlenen fareler her grupta esit sayida olacak sekilde (n=4) kontrol grubu, sham I (PBS kontrol),
sham Il (DMSO kontrol), sisplatin, EF24 ve sisplatin+EF24 (kombine) tedavi gruplari olmak tizere
6 gruba ayrildi. Tiim6r dokularindaki antiapoptotik ve apoptotik yolakta gorevli bazi genlerin (Bcl-
2, Bcel211, Casp3, Casp8 ve Casp9) mRNA diizeyindeki ifade degisimleri nicel gercek zamanli
PCR yontemi ile belirlendi. Bcl-2, Bcl2l1 ve Casp3 protein miktarlari ise ELISA yontemi ile
saptandi. MTT sonuglarina gére EF24 uygulanan hiicrelerde hiicre canliliginin konsantrasyona
bagh bir sekilde, sisplatin uygulanan hiicrelerde ise konsantrasyona ve zamana bagli bir sekilde
azaldig1 gorlilmiistiir. Sisplatin ve EF24’iin birlikte kullanimmin hiicrelerde sisplatinin etkisini
arttirdig1 belirlendi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, kombine ve sisplatinin tek basina
uygulandig1 grupta, Bcl-2 mRNA ifadesindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
Bcl211, Casp3 ve Casp8 genlerinin mRNA ifade diizeyinde gruplar arasinda ve kontrole gore bir
fark belirlenmedi (p>0.05). Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, kombine ve sisplatinin tek basina
uygulandigr grupta belirlenen Casp9 mRNA ifade diizeyindeki azalis anlamliydi (p<0.05). Bcl-2
protein miktarinin, kontrol ve sisplatin uygulanan gruba gére kombine grupta anlamli olarak arttig1
saptandi (p<0.05). Bcl211 ve Casp3 protein miktarlarinda ise, gruplar arasinda bir fark belirlenmedi
(p>0.05). Calismamiz sonucunda EF24’iin ve sisplatinin tek bagina birlikte kullanimin apoptotik
yolak Tizerindeki etkisinin olup olmadigi gosterildi. EF24’in in vivo olarak farkh
konsantrasyonlarinin arastirilmasinin apoptotik yolak iizerindeki etkisinin ortaya g¢ikarilmasinda
yararli olacagi diistiniilebilir. Bu ajanin diger hiicre 6liim yolaklari iizerindeki etkisinin arastirilmasi
bu ajanin terapotik potansiyelinin belirlenmesine katki saglayacaktir.
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ABSTRACT

Malign pleural mesothelioma (MPM) is a type of cancer that is rooted in the mesothelial cells of
the pleura, having bad prognosis, and recalcitrant to the therapies administered nowadays. Even if
it is described as a rarely seen cancer, its incidence has increased in the recent years. Hence, there
is an increasing number of studies aimed at determining new candidate molecule and agents with
therapeutic potential. Diphenyl difluoroketone (EF24) is a curcumin-like synthetic compound. In
some studies, in which EF24 was administered either alone or in combination with the standard
chemotherapeutics at various human cancers, it was seen that EF24 stimulate apoptosis. The aim of
this study is the determination of therapeutic potential of EF24 and cisplatin by evaluating their
effects on apoptotic pathway either alone or in combination with each other. In this thesis study,
the cell viability rates that are obtained by administering EF24 and cisplatin alone and in
combination for 24 and 48 hours to AB12 murine MPM cells were determined by the MTT
method. AB12 cells (1X10° were subcutaneously administered to 6-8 week-old female mice.
Tumor progression being monitored, the mice were divided into 6 groups in equal numbers (n=4), a
control group and the treatment groups sham | (PBS control), sham 1l (DMSO control), cisplatin,
EF24, and cisplatin+EF24 (combined). The expression variations in mRNA levels of some genes
(Bcl-2, Bcl2l1, Casp3, Casp8, and Casp9), operating in the anti-apoptotic and apoptotic pathways
in the tumor tissues, were determined by the quantitative real time PCR method. The amounts of
proteins Bcl-2, Bel2l1, and Casp3 were determined by ELISA method. According to the MTT
outcomes, the cell viability of the EF24-administered cells decreased in a concentration-dependent
manner and the cell viability of the cisplatin-administered cells decreased in a concentration- and
time-dependent manner. It was also observed that combined use of cisplatin and EF24 increases the
effect of cisplatin. Compared to the control group, the increases in Bcl-2 mRNA expression levels
of both the combined and cisplatin-alone groups were found statistically significant (p<0.05). No
difference was detected across groups in mMRNA expression levels of the genes Bcl2l1, Casp3, and
Casp8 compared to the control (p>0.05). Compared to the control group, the decreases in Casp9
MRNA expression levels of the combined and cisplatin-alone groups were statistically significant
(p<0.05). It was detected that the amount of protein Bcl-2 in the combined group significantly
increased compared to the control and the cisplatin-alone groups. No difference was detected in the
amounts of proteins Bcl2l1 and Casp3 across groups (p>0.05). As a result of this study, it was
shown whether or not combined and individual use of EF24 and cisplatin have any effect on the
apoptotic pathway. In vivo investigation of different concentrations of EF24 is considered to be
useful in revealing its effect on the apoptotic pathway. Investigation of the effects of this agent on
the other cell death pathways will also contribute to the determination of its therapeutic potential.
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1. GIRIS

Malign plevral mezotelyoma (MPM) prognozu kotii ve tedaviye direngli bir kanser
tiiriidlir. Hastalarin ortalama yasam siiresi 9-12 ay arasinda degismektedir. 5 yildan fazla
yasayan hasta sayist %5' den azdir. MPM nadir goriilen bir kanser olarak tanimlanirken,
son yillarda ise insidansinin tiim diinyada arttig1 belirlenmistir. Diinya saglik orgiitii, 1994-
2008 yillar1 arasinda yasa gore diizeltilmis MPM mortalite hizin1 milyonda 4.9 olarak
saptamistir. Ulkemizde ise, 2013-2033 yillar1 arasinda 2511 yeni olgunun goriilmesi

beklendigi bildirilmistir.

MPM gelisiminde gesitli risk faktorleri tanimlanmustir. Asbest, erionit, simian viriis 40 ve
radyasyon bu risk faktdrleri arasinda sayilabilir. Bu risk faktorleriyle herhangi bir iliskinin
gozlenmedigi olgular, idiyopatik (spontan) MPM olgular1 olarak siniflandirilmaktadir.

Sanayilesmis iilkelerde idiyopatik MPM olgularinin goriilme sikliginin artis1 gézlenmistir.

Giiniimiizde MPM tedavisinde, cerrahi, kemoterapi ve radyoterapiyi igeren birlestirilmis
tedavi rejimi en iyi uzun donem sonuglar1 saglamaktadir. Artan insidans ve kotii prognozu
gdz Oniinde bulunduruldugunda, yeni tedavi stratejileri gelistirmek igin MPM'nin

molekiiler patogenezi ile ilgili ek ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Sisplatin gibi tek bir ajanla kemoterapi MPM’nin tedavisinde kullanilsa da sisplatinin
pemetreksed veya raltitrekset gibi kemoterapoétiklerle birlikte kullanilmasi ortalama sag
kalimi arttirmaktadir. Bununla birlikte, kemoterapétiklerin yeni ilaglar veya molekiillerle

birlikte kullanilmas1 arastirmalart MPM ’nin tedavisine Klinik yararlar saglayacaktir.

Bir kurkumin analogu olan difenil difloroketon (EF24) antikanser ¢aligmalarinda etkinligi
arastirtlan bir bilesiktir. Kurkumine gore biyoyararlaniminin daha fazla oldugu
belirtilmistir. Cesitli kanserlerde hiicre ¢cogalmasi, apoptoz ve metastaz tizerinde in vitro ve
in vivo etkisi gosterilmistir. Ancak, bu ajanin in vivo olarak MPM’ de apoptotik yolaklar

tizerindeki etkisinin belirlenmesine yonelik herhangi bir calismaya rastlanmamastur.



Bu doktora tez calismasinin amaci, EF24'in tek basmma ve klasik kemoterapotik olan
sisplatinle birlikte uygulandiginda AB12 MPM hiicreleri lizerindeki apoptotik etkilerinin
olup olmadigmmm in vitro ve in vivo sartlarda belirlenmesidir. Buna ek olarak, MPM’ de
sisplatin ile uyarilan apoptozun iizerine EF24°iin etkisinin belirlenmesi ile ilgili olarak in
Vvivo sartlarda simdiye kadar ¢alisilmadigi i¢in bu ¢alisma ayr1 bir 6nem arz etmektedir. Bir
diger amacimiz ise, apoptotik yolaklarda yer alan molekiilleri protein diizeyinde arastirip
bu ajanlarin birlikte uygulamalarmin terapdtik potansiyelinin  olup olmadiginin

belirlenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Plevra

Plevra, akciger parankimi, mediasten, diyafram ve go6giis kafesini kaplayan seroz bir
membrandir (Wang, 1998). Plevranin goérevi solunum sirasinda akcigerlerin sorunsuz
hareket etmesini saglayan piiriizsiiz, kaygan yiizeyler saglamaktir. Visseral plevra ve
pariyetal plevra olmak lizere iki tabakadan olusmaktadir (Jones, 2001). Visseral plevra,
interlober fissiirler dahil akcigerlerin tim dis yiiziinii sararken, pariyetal plevra da gogiis
kafesi, mediasten ve diyaframin i¢ ylizeyini kaplar. Kapladigi yiizeylere gore, kostal,
mediastinal, servikal ve diyafragmatik pariyetal plevra boliimlerini igermektedir (Sekil
2.1). Kostal plevra gogiis duvarinin 6n, yan ve arka kisimlarini sararken, diyafragmatik
plevra diyaframin st ylizeyini, mediastinal plevra mediastinumun dis duvarmi, servikal

plevra ise akcigerlerin apeks bolgesini orter (Yalgin ve digerleri, 2013).

Hem visseral hem de pariyetal plevra, tek katli bir mezotel hiicre tabakasi, bazal membran,
kollajen ve elastik doku tabakalarindan ve bunlara ek olarak kilcal damarlar ile
lenfatiklerden olusur (Sahn, 1988). Mezotel hiicreleri pleomorfiktir. Yassi, kiiboidal veya
silindirik sekle sahiptir. Morfolojilerindeki farkliliklara ragmen bulunduklari her yerde tek
tabaka halinde bulunurlar. Mezotel hiicrelerin kalinligi 1-4 um, yiizey capi1 ise 16-40 um
arasinda degismektedir. Mezotel hiicresi, yaklasik olarak 0,1 mm ¢apinda ve en fazla 3 pm
uzunlugunda yiizey mikrovilluslar igerir (Wang, 1974). Visseral plevradaki mikrovillus
yogunlugu pariyetal plevradakinden daha yiiksektir. Muhtemelen akciger ve gogiis duvari
arasindaki siirtiinmeyi azaltmak i¢in visseral plevrada daha yiiksektir (Andrews ve Porter,
1973). Mezotelyum (mezotel hiicre tabakasi) bir¢ok 6nemli isleve sahip dinamik bir
hiicresel membrandir. Sivi ve partikiill maddenin plevral yiizeyler boyunca hareketi ve
taginmasi; inflamatuar medyatorlere cevap olarak 16kosit gogli; sitokinlerin, biiyiime
faktorlerinin ve hiicre dis1 matris proteinlerinin sentezi; fibrin biriktirme ve temizlemesini
uyaran faktorlerin salimmi ve antijen sunumu mezotelyumun islevleri arasinda
bulunmaktadir (Mutsaers, 2002).



Visseral ve pariyetal plevra tabakalar1 arasinda 10-20 um genisliginde plevral bosluk veya
plevral kavite denilen bir alan bulunmaktadir (Wang, 1998). Plevral boslukta, hacmi
normal sartlar altinda ¢ogu memelide 0,1-0,2 ml/kg olan plevra sivist denen berrak
gortintimli bir sivi bulunmaktadir. 1,5 g/dl‘den az protein konsantrasyonuna sahip olan bu
stvi 1500 adet /ul hiicre igermektedir. Bu hiicreler, monositler baskin olmakla birlikte, az
sayida lenfosit, makrofaj, mezotel hiicresi ve polimorfoniikleer 16kositlerdir (PMN).

Eritrositler bulunmamaktadir (Stauffer ve digerleri, 1978).

Kollabe Akciger

Hilum Pulmonis (Radix Pulmonis)
Supraplevral Membran

Plevral Kavite Cerfical Plevra

Kollabe Akciger Mediastinal Plevra

Visceral Plevra._ 4 Costal Plevra

Parietal Plevra

Phrenice
Plevral

Fascia ~— Diaphragm

Sekil 2.1. Plevra boliimleri ve kavitesi (Moore ve digerleri, 2018).

2.2. Plevra Tiimérleri

Plevra tiimérleri, Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) 2015 siniflandirmasinda (Travis ve
digerleri, 2015) mezotelyal timdrler, lenfoproliferatif hastaliklar, mezenkimal tiimorler

olmak tizere 3 ana gruba ayrilarak incelenmektedir (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1. Plevra tiiméorlerinin DSO 2015’e gore histolojik siniflandirmasi

MEZOTELYAL TUMORLER LENFOPROLIFERATIF MEZENKIMAL TUMORLER
HASTALIKLAR

1. Difiiz Malign Mezotelyoma 1. Primer Effiizyon 1. Epiteloid Hemanjioendotelyoma

Lenfomasi
A) Epiteloid Mezotelyoma 2. Anjiosarkom

2. Kronik Inflamasyonla

B) Sarkomatoid Mezotelyoma e L
Iligkili Diffiiz Biiyiik B 3. Sinoviyal Sarkom

. Hiicreli Lenf
B.1) Desmoplastik Herell Lenoma

Mezotelyoma 4. Soliter Fibroz Timor

C) Bifazik Mezotelyoma A) Malign Soliter Fibroz Tiimér

2. Lokalize Malign Mezotelyoma . .
g y 5. Desmoid Tip Fibromatozis

A) Epiteloid Mezotelyoma
6. Kalsifiye Fibroz Tumor

B) Sarkomatoid Mezotelyoma
7. Desmoplastik Yuvarlak Hiicreli

C) Bifazik Mezotelyoma Timor

3. lyi Diferansiye Papiller
Mezotelyoma

4. Adenomatoid TUmor

2.3. Malign Plevral Mezotelyoma

Malign mezotelyoma, plevra, periton, perikard ve tunika vajinalisin de dahil oldugu viicut
bosluklarini kaplayan, yiizeylerin iizerinde dagimik bir sekilde biiyiiyen ve DSO tarafindan
mezotelyal hiicrelerden kaynaklanan malign bir neoplazma olarak tanimlanmaktadir

(Travis ve digerleri, 2004). Malign plevral mezotelyoma (MPM) pariyetal plevranin ve



visseral plevranin herhangi bir yerinde goriilebilmesine karsin, visSeral plevrada yaklasik
%80, pariyetal plevrada ise %20 oraninda goriiliir (Mery ve digerleri, 2014). Plevral timor
ilk olarak 1767'de Joseph Lieutand tarafindan rapor edilmis olmakla birlikte
mezotelyomanin mevcudiyeti ilk kez 1931'de Klemperer ve Rabin tarafindan
tamimlanmustir (Ribak ve digerleri, 1988). Ayr1 bir kanser olarak yaygin olarak kabul
edilmesi neredeyse 30 yil slirmiistiir. Mezotelyoma asbest iliskisini gosteren ilk ¢aligma
Wagner, Sleggs, ve Marchand, (1960) tarafindan yayinlanmigtir. Calismada
mezotelyomanin, krosidolit asbest madeni alaninda yasayan veya calisan insanlarda ¢ok

yaygin oldugu belirtilmistir.

2.3.1. Epidemiyoloji

2000'l yillarin bagindan itibaren yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda 70 yas ortalamasinda
mezotelyomanin diinya genelinde bir yilda 43.000 6liimden sorumlu oldugu tahmin
edilmis ve Gliimlerin sanayilesmis iilkelerde daha yaygin oldugu belirtilmistir (Delgermaa
ve digerleri, 2011). DSO'niin verilerine gore (1994-2008 yillar1 arasinda), yas ayarli 6liim
oraninin (AAMR) yillik %5,4’1iik artisla milyonda 4,9 oldugu belirtilmistir (Delgermaa ve
digerleri, 2011). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi'nin (IARC) verilerine gore 1988-
2002 yillart arasinda 120.544 yeni malign mezotelyoma olgusu bildirilmistir. Bu olgularin
%58't Kuzey Amerika bolgesinde, %33"i Avrupa bolgesinde, %5't Okyanusya bolgesinde
ve %3l ise Asya bolgesinde goriilmiistiir (Soeberg ve digerleri, 2013).

2018 yilinda yaymlanan 2018 globacon kanser istatistikleriyle ilgili makalede diinya
capinda 30.443 yeni mezotelyoma olgusunun belirlendigi, 25.576 kiside ise mezotelyoma
kaynakli Oliim gorildigi belirtilmistir (Bray ve digerleri, 2018). Bu timdr tipinin
tanisindaki zorluklar nedeniyle, malign mezotelyoma tanis1 almis her dort birey i¢in diger
bir bireyin belirlenemedigi tahmin edilmektedir. Asbest tiiketimi bilinen tilkelerde hastalik
raporlama uygulamalarindaki eksiklikler nedeniyle, 1984-2008 yillar1 arasinda Rusya ve
Dogu, Giiney ve Orta Asya'da yaklasik 39.000 olgunun eksik bildirildigi belirtilmistir.
Diinya genelinde, MPM insidansi yirminci yiizyilin ortasindan bu yana artmaya devam
etmekte olup, bu artislar en fazla Avustralya ile Ingiltere’de belgelenmistir (Park ve

digerleri, 2011). Ingiltere'de mezotelyomadan kaynaklanan yillik 6liim sayis1, 1968'de 153



iken bu say1  2000'de  1.631’¢ ve  2001'de  1.848'¢  yiikselmistir
(http://gix.sagepub.com/cgi/reprint/9/6/859, 2004). Ingiltere'de kaydedilen son verilerde,

1980 ve 2009 yillar1 arasinda erkeklerde goriilme sikliginda bes kat artis oldugu ve yillik
insidansinin milyonda 29 oldugu belirtilmistir (Robinson, 2012). Amerika Birlesik
Devletleri, Ingiltere ve Japonya'da yillik 5.000 'den fazla kisi MPM tanis1 almaktadir.
MPM’ nin, erkeklerde goriilme oran1 kadinlardan fazladir (%90'a karsilik %10) (Tischoff
ve digerleri, 2011). Bat1 toplumlarinda malign mezotelyoma, olgu sayisinda artis beklenen
ve oniimiizdeki 20-30 y1l iginde tahmini 300 milyar dolara mal olacak bir hastalik olarak
kabul edilmektedir. Amerika, Ingiltere, Italya ve Giiney Kore’ de gelecekteki MPM
insidansini tahmin eden ¢alismalar yiiriitilmistiir. Giiney Kore Cevre Bakanligit MPM olgu
sayisinin 2045 yilinda zirve yapacagini tahmin etmistir (Kwak ve digerleri, 2017).
Amerika’ da yapilan arastirmada, 2008-2042 yillar1 arasindaki toplam olgu sayisinin
68.000 olarak beklendigi ifade edilmistir (Price ve Ware, 2009). ingiltere’ de ise, 1968-
2050 yillar1 arasinda, yaklasik 90.000 6liim olacagini ve bunun 65.000 'inin 2001' den
sonra gerceklesecegini belirtmislerdir (Hodgson ve digerleri, 2005). Italya’ da ise, MPM
olgularmin 2020-2024 doneminde (yaklasik 7.000 olgu) zirveye ulasacagi, bu dénemden
sonra diisiis yasanacagi, 2020-2039 yillar1 arasinda italya' da yaklasik 26.000 MPM
olgusunun beklendigi tahmin edilmistir (Oddone ve digerleri, 2020). Ulkemizde Tiirkiye
Mezotelyoma Calisma Grubu ve Tiirk Halk Sagligi Kurumu tarafindan tasarlanan Tiirkiye
Mezotelyoma Siirveyans1 ve Cevresel Asbest Temast Kontrol Programi kapsaminda
yapilan arastirmanin 2017 yilinda yayinlanan sonuglarina gére 2008-2012 yillart arasinda
5.617 yeni olgu tanmimlanmigtir. 2013-2033 yillar1 arasinda ise, ¢evresel asbest
maruziyetinin devam etmesi nedeniyle, kirsal kesimlerde yasamakta olan 158.068 kisiden
2.511° nin MPM tanis1 alabilecegi tahmin edilmistir. Ulkemizde sanayi kaynakli (¢evresel
asbest maruziyeti sonucu) hastaligin goriilme yas1 daha erken olup ortalama 61,7+ 13,4’ diir
(Metintas ve digerleri, 2017).

Mezotelyoma, hastaligin baslangici ile ilk maruziyetten bu yana gegen siire arasindaki
uzun inkiibasyon siiresinden dolay1 hemen ortaya ¢ikmamaktadir. Bu tipik olarak 30 yildan
daha fazla siirmekte olup, yaklasik 15 yillik inkiibasyon siireleri de tanimlanmistir

(Robinson ve digerleri, 2005). Hastaligin uzun inkiibasyon siiresinden dolay1 genel olarak


http://qix.sagepub.com/cgi/reprint/9/6/859

50-70 yas arasindaki kisilerde goriilmekle birlikte, ¢ocukluk ¢aginda da nadir olarak

olgular goriilmektedir.

DSO ve diger uluslararas1 kuruluslarin insaat ve iiretimde asbest kullanimimi durdurma
beyanlarina ragmen, gelismekte olan iilkeler, 6zellikle de hizli sanayilesmeye ugrayan
Asya iilkeleri, asbest kullanmaya devam etmektedir. Gelismekte olan iilkelerde, yaklasik
125 milyon insanin asbeste maruz kaldigmna inanilmakta ve bu nedenle malign

mezotelyoma insidansinin da artacagi beklenmektedir (Park ve digerleri, 2012).

2.3.2.Etiyoloji

MPM’nin asbest ve erionit maruziyeti ile yliksek derecede iligkili oldugu bilinmektedir. Bu
iki faktor MPM etiyolojisinde 6nemli derecede rol oynamaktadirlar. Bunlara ek olarak
simian viris 40 (SV40), radyasyon, genetik yatkinlik gibi faktorler de MPM igin risk
faktorleri arasinda yer almaktadir (Carbone ve digerleri, 2002). Ayrica, bilinen risk
faktorlerine maruziyeti olmayan olgular spontan (idiyopatik) mezotelyoma grubunu

olusturur (Attanoos ve digerleri, 2018).

Asbest

MPM’li olgularin yaklasik %801 asbest maruziyeti ile iligkilidir (Robledo ve Mossman,
1999). Ashest ile MPM arasindaki ilk iliski 1960 yilinda Wagner tarafindan Giiney
Afrika’daki 33 mezotelyoma olgusunda tanimlanmistir (Wagner ve digerleri, 1960).
Ulkemizde ise ilk defa asbest ve MPM arasindaki iliski Yazicioglu, Ilcayto, Balci, Sayli ve
Yorulmaz (1980) tarafindan bildirilmistir. Baris, Simonato, Saracci, Skidmore ve Artvinli
(1981) ise, erionit ile MPM arasindaki iliskiyi Urgilip ve ¢evresinde yaptiklari
arastirmalariyla gostermislerdir. Cevresel asbest temasi iilkemizdeki MPM’nin en 6énemli
sebebidir. Amyant olarak da bilinen asbestin bir¢ok kullanim alani mevcuttur. Isitma
borulari, ¢att malzemeleri, su borusu kaplamalari, ¢cimento yapimi, kanalizasyon borular

gibi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir (Senyigit ve digerleri, 2000).

Asbest terimi alt1 tip dogal fibroz silikatin genel adimi ifade etmektedir. 20. yiizyilda

neredeyse tamamen yasaklanmadan Once bati sanayisinde genis c¢apli kullanimi



goriilmiistiir. Bunun yani Sira iyi malzeme ve cazip fiyat 6zelliklerinden dolay1 gelismekte
olan bazi lilkelerde hala kullanimina devam edilmektedir. Asbest olarak siniflandirilan
mineraller serpentin ve amfibol olmak iizere iki temel gruba ayrilmaktadir. Serpentin
grubunun temel iiyesi beyaz asbest olarak da bilinen Krizotildir. Amfibol grubu ise
krosidolit (mavi asbest), amosit (kahverengi asbest), antofilit, aktinolit ve tremolitten
olusmaktadir (Baumann ve digerleri, 2013). Amfibol grubundaki asbest lifleri serpentin
grubundakilerle karsilastirildiginda, daha uzun, sert ve yikima daha direnglidirler.
Krizotilin solunmasi tizerine biyolojik yayilma nispeten diisiiktiir ve lifler akcigerlerden
oldukga hizli bir sekilde temizlenir. Buna karsilik amfibol lifleri, kiimiilatif maruziyetle
orantili olarak lif konsantrasyonuna baglh sekilde dokularda daha uzun siire kalir (Britton,
2002). Amfibol lifleri hiicresel enzimler tarafindan sindirime karsi daha direnglidir ve
akcigerlerde birikir (Carbone 2002).

Yalnizca mesleki asbest temasi s6z konusu olmayip ¢evresel asbest maruziyeti de MPM
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Is1 ve su yalitim 6zelliklerinden dolayi tilkemizde
evlerin catilarinda veya duvarlarinda ak toprak ya da geven toprak adiyla asbestli toprak
kullanilmaktadir (Metintas, 2014).

Erionit

Erionit, dogal olarak olugan asbest olmayan bir zeolittir. 1975-1978 yillar1 arasinda
Tiirkiye'nin I¢ Anadolu Bolgesi’nin koylerinde &liimlerin %50’sinin mezotelyoma
kaynakli olmasiyla 1979 yilinda boélgedeki kaya ve toz orneklerinin incelenmesi sonucu
cap1 0,25 pM’den kiigiik ve 5 uM uzunluga kadar erionit liflerinin varligi belirlenmistir.
Baris ve digerleri (1987) Anadolu'daki Karain, Karlik ve Sarihidir kdylerinde yaptiklart
arastirmada solunabilir erionit liflerinin kdy sokaklarinda toz bulutlarinin %20-80'ini
olusturdugunu ve yiiksek maruziyet diizeylerinin mezotelyoma kaynakli mortalite ile
iliskili oldugunu gostermislerdir. Kemirgenlerde yapilan in vitro ve in vivo inhalasyon

caligmalar erionitin potansiyel kanserojenligini dogrulamistir (Allen, 2015).
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Simian virus 40

SV40, genellikle Asya makak maymunlarin1 enfekte eden bir DNA polyoma viriisiidiir
(Attanoos ve digerleri, 2018). Insanlarin SV40' a biiyiik 6lcekte maruziyeti, 1956-1966
arasinda, Avrupa, Ingiltere ve ABD’de, maymun bobrek hiicre kiiltiirlerinde iiretilen
kontamine polio asilarinin yaygin olarak dagitilmasi sonucu olarak ortaya ¢ikmustir (Allen,
2015). SV40 enfeksiyonu ile mezotelyoma onkogenezi arasindaki iliski, 1960'l1 yillardaki
gozlemlerde ortaya ¢ikarilmistir. Bu gozlemlerde SV40' in kemirgenlerde onkojenik
oldugu belirtilmistir. Cicala, Pompetti ve Carbone, (1993) tarafindan yapilan ¢alismada
intraplevral, intraperitoneal veya intrakardiyak canli SV40 enjeksiyonuna maruz kalan

hamsterlerin %70'inde plevral veya peritoneal mezotelyoma gelistigi gosterilmistir.

Radyasyon

Toraks veya karina radyasyon ya da intravaskiiler olarak radyoaktif bilesik toryum dioksit
parcaciklarini igeren bir siispansiyon olan thorotrasti alan hastalarda mezotelyomanin
gelistigi birka¢ olgu bildirilmistir (Roggli ve digerleri, 1992). Ancak, bunlarda da asbest
veya diger etiyolojik faktorler géz ardi edilmemistir. Wilm's tiimorii nedeniyle gocukluk
caginda yogun radyoterapi alan geng eriskinlerde gelisen mezotelyoma i¢in radyasyon, tek
olas1 nedensel faktor olarak gosterilmistir (Austin ve digerleri, 1986). Ratlarla yapilan
caligmalarda radyasyona maruz kalmanin mezotelyomaya sebep olabilecegi gosterilmistir.
Yogun radyasyona maruz kalmanin mezotelyomaya neden olabilecegi fikrini
desteklemekle birlikte radyasyonun neden oldugu toplam MPM olgu sayis1 diistiktiir
(Carbone, 2002).

2.3.3. idiyopatik (spontan) mezotelyoma

Asbest maruziyeti disinda yukarida tartigilan tiim etiyolojiler mezotelyomalarin kiigiik bir
kismin1 kargilamaktadir. Asbest maruziyetinin neden oldugu mezotelyomadan sonra
spontan (idiyopatik) mezotelyoma en biiylk paya sahiptir. Kadmlarda malign
mezotelyoma ile asbestin ticari formlarimin tarihsel kullanimi arasinda zamansal bir
iliskinin olmamasi1 (ABD'li kadinlarda 1973'ten 2008'e kadar yas ayarli mezotelyoma

insidans1 istikrarli olmustur) (Jane ve digerleri, 2013) mesleki asbestle iligkili
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mezotelyomalar igin Dbilinen latent siirenin altindaki yasta olan c¢ocuklarda
mezotelyomalarin ortaya ¢ikmasi (Fraire ve digerleri, 1988), kapsamli arastirmalar ve
mineral analizi yoluyla liflerin saptanabilmesine ragmen asbest maruziyeti Oykiisii
olmayan kisilerde malign mezotelyoma olgularinin gériilmesi ve laboratuar hayvanlarinda
malign mezotelyoma dahil olmak iizere ¢esitli tiimorlerin spontan olusumu asbest ile
ilgisiz bir sekilde ortaya ¢ikan spontan mezotelyomalara kanit olarak gosterilmektedir

(Attanoos ve digerleri, 2018).

Jane ve digerlerinin (2013) 2003-2008 yillar1 arasinda teshis edilen MPM olgulan ile
SEER ve Ulusal Kanser Kayitlar1 Programinin verilerini birlestirerek yaptiklari
arastirmada, kadinlarda MPM insidansinin sabit oldugunu, erkeklerde goriilme oraninin
diismeye devam ettigini saptamislardir. Ayrica, olgularin %51’inde anatomik bolgeden
bagimsiz olarak 45 yas altinda gorilen MPM’nin kadinlarda erkeklerden daha sik

oldugunu gérmiislerdir.

2.3.4. Patogenez

Asbest lifleri soluma seklinde viicuda alinir. Asbest lifleri alveolar bolgeye ulastiginda,
viicudun ilk tepkisi bu lifleri fagositoz araciligiyla uzaklastirmaya caligmaktir. Asbest
lifinin boyu alveolar makrofajlar tarafindan kolaylikla fagosite edilebilecek kadar kisa ise
fagositoz yoluyla akcigerden etkin bir sekilde uzaklastirtlir. Ancak, lif uzun ve ¢oziiniir
degilse uzaklagtirllamaz. Amfibol grubu asbest ¢oziiniir 6zellikte degildir. Bunlara ek
olarak, kisa boylu liflerde de solunan lifin miktar1 pulmoner savunma mekanizmasini
baskilayacak kadar fazlaysa uzaklastirilamadiklan icin akcigerde birikir. Asbest lifleri,
plevraya lenfatikler veya dogrudan penetrasyon yoluyla ulagabilirler ve sonug olarak
fibrozis, plevral plaklar ve nihayetinde mezotelyomaya neden olabilirler. Asbest, dogrudan
fiziksel etkilesim yoluyla veya asbeste yanit olarak inflamatuar hiicreler tarafindan tiretilen
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) dolayli etkisiyle DNA hasarina neden olur (Xu ve
digerleri, 2002). insan mezotel hiicreleri, asbest sitotoksisitesine karsi ¢ok hassastir. Bu
nedenle, asbest maruziyeti ve tiimor gelisimi arasindaki siire boyunca bir¢ok patogenetik

olay mezotelyoma gelisimine katkida bulunmaktadir.
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Asbest nedenli MPM’nin molekiiler mekanizmalar1 tanimlanmasina karsin, idiopatik MPM
Olusumunda yer alan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasina yonelik in vitro ve in

Vivo aragtirmalar siirmektedir.

2.3.5. Malign mezotelyomada goriilen epigenetik degisiklikler

Epigenetik mekanizmalardaki degisiklikler gen ifadesinde degisikliklere neden oldugundan
MPM gelisimine sebep olabilmektedir. DNA metilasyonu, diizenleyici proteinlerin
DNA'ya baglanmasinin modiilasyonuyla genin sessizlesmesine yol ag¢maktadir
(Vandermeers ve digerleri, 2013). Tiimor baskilayict genlerin hipermetilasyonu,
onkogenlerin hipometilasyonu ve tekrarlayan elementlerin hipometilasyonu gibi DNA
metilasyonlar1  onkogeneze neden olabilmektedir. DNA metilasyonuna, DNA
metiltransferazlar (DNMT'ler) aracilik eder. DNA metilasyonunda rol oynayan {i¢ ana
DNMT (DNMT1, DNMT3a ve DNMT3b) bulunmaktadir (Holliday, 1990). 158
mezotelyoma, 18 normal plevra oOrneginde kanserle iligkili 803 genin DNA
metilasyonunun karsilastirildigir ¢alismada, normal plevra ile mezotelyoma orneklerinin
DNA metilasyon profilleri arasinda farkliliklar belirlenmistir (Christensen ve digerleri,
2009). Diger bir caligmada ise, 70 MPM oOrneginde hiicre dongiisii kontrol yolu timor
baskilayici genlerinin analizi yapilmis ve APC, CCND2, CDKN2A, CDKN2B, HPPBP1
ve RASSF1 promotorlerinin hipermetile oldugu gosterilmistir (Christensen ve digerleri,
2008). DNA metilasyonunun yani sira, histonlar ve translasyon sonrast modifikasyonlar
kromatin yapisini etkilemektedir. Lizin asetilasyonu ve metilasyonu gibi modifikasyonlar,
kromatinin yogunlagmasini etkilemekte olup, histonlarin etkilesimini diizenlemektedir.
Histon asetilasyonu ise, lizinin pozitif yiikiinii noétralize ederek DNA ve histonlar
arasindaki etkilesimi zayiflatmaktadir. Histon asetilasyonu sonucu, transkripsiyonu
diizenleyici proteinler DNA’ya baglanabilir (Vandermeers ve digerleri, 2013). Histon
asetilasyonuna, histon asetiltransferaz (HAT)’ lar aracilik ederken tam tersi olan
deasetilasyon siireci ise histon deasetilaz (HDAC)’ lar tarafindan katalize edilir (Grozinger
ve Schreiber, 2002). HDAC’lar tarafindan kromatin yogunlasmasinin kolaylastirilmast gen
transkripsiyonunu 6nler. Tiimor baskilayici genlerin heterozigosite kaybiyla sonuglanir. Bu
durum apoptozu, hiicre dongiisiiniin durmasint ve anjiyogenezin baskilanmasini

etkilemektedir. MPM hiicre hatlarinda ve fare ksenograft modellerinde HDAC
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baskilanmasmin etkinligini vurgulayan preklinik ¢alismalar mevcuttur (Bolden ve

digerleri, 2006).

2.3.6. Histopatoloji

DSO, histolojik tiplerine gére MPM’yi epitelyal (epitelioid), sarkomat6z (sarkomatoid) ve
bifazik (miks) olmak iizere 3 gruba ayirmistir (Travis ve digerleri, 2015). MPM olgularinin
%50’sinde epitelyal tip, %35’inde bifazik tip ve %15’inde ise sarkomatoid tip
goriilmektedir (Attanoos ve Gibbs, 1997). Histolojik olarak en sik goriilen epitelyal tipin
cok ¢esitli morfolojik paternleri belirlenmistir. En sik rastlananlari ise tubulopapiller, solid
ve adenomatoid (mikroglandiiler) tip paternlerdir. Bazen bir patern baskin olabilirken, ayni
tiimorde yaygin olarak birkag farkli patern de goriilebilmektedir. Daha az yaygin paternler
arasinda kiigiik hiicreli, berrak hiicreli ve desiduoid tip bulunmaktadir (Galateau, 2006).
Igli fibrosarkom benzeri hiicrelerin varlig1 ile tanimlanan sarkomatoid MPM, en agresif alt
tip olup, genellikle tedaviye karsi oldukga direnglidir; bu nedenle prognozu kétidiir
(Favoni ve Florio, 2011). Bifazik alt tip epitelioid ve sarkomatoid 6zelliklere sahiptir.
Adindan da anlagilacag: gibi hem epitelioid hem de sarkomatoid hiicreleri igermekte olup,
prognozu genellikle iki tip arasinda orta diizeydedir. Difiiz malign mezotelyoma’nin
(DMM) yaklasik %35'ini olusturan bifazik tip MPM hastalarinda siklikla tanimlanmaktadir
(Allen, 2015).

2.3.7. Prognoz

MPM olgulart agirlikli olarak 65 yas tistiinde goriilmekle birlikte hastalik her yasta ortaya
cikabilir (Acton, 2014). MPM, malignitesi yiiksek, agresif bir kanser olarak tanimlanmuistir.
Eger tedavi edilmezse, hastalarin ortalama hayatta kalma siiresi yaklagik 9 ile 12 ay
arasindadir. Hastalarin ¢ogu, tlimoriin lokal istilasindan veya kontralateral metastazindan
olmektedir (Jaklitsch ve digerleri, 2001). Yapilan arastirmalarda yas, cinsiyet, timor
histolojisi ve evresi gibi 6zelliklerin hastaligin prognozunu etkiledigi belirtilmistir (Van
der Bij, 2012). Prognostik faktorler hastalardaki sagkalimi ve terapotik stratejiyi onemli

Olciide etkilemektedir.
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2.3.8. Tedavi

Cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve molekiiler hedefe yonelik ajanlarin uygulanmasi
MPM’nin tedavisinde kullanilan baglica yontemlerdir. Sagkalim1 uzatmak ve yan etkileri

azaltmak icin bu tedaviler birlikte de kullanilabilmektedir.

Kemoterapi ve/veya radyoterapi ile kombine bir sekilde de kullanilan cerrahi tedavinin
amaci malign hiicreleri yok etmeye caligmaktir. Agriyr azaltarak ve plevral efiizyonlar
kontrol ederek hastadaki semptomlari hafifletmeye yardimci olmak igin temel bir
segenektir (Bibby ve digerleri, 2016). MPM'de cerrahi rezeksiyonun rolii tartismalidir ve
uygulanabilirligi erken evredeki ve iyi kardiyopulmoner islevleri olan MPM hastalari ile

sinirhidir (Cao ve digerleri, 2014).

MPM i¢in radyoterapi nispeten yaygindir. Ameliyat oncesi veya sonrast olarak, diger
tedavilerle birlikte veya tek basina uygulandiginda, agriyr kontrol etmek, tiimorii
siirlamak i¢in faydali oldugu belirtilmis, ancak terapdtik etkinliginin yeterli olmadigi
bildirilmistir (Rosenzweig, 2017). MPM'nin akcigerleri ¢evreleyen, kalbe, omurilige ve
diger hayati organlara bitisik olan plevra boyunca yayilmasindan dolay: etkili radyasyon

dozunun ve radyasyonun yerinin belirlemenin son derece zor oldugu belirtilmistir.

Sistemik kemoterapi, cerrahi i¢in uygun olmayan c¢ogu ileri evre MPM hastasinda tek ve
birincil tedavi yontemi ve makul segcenek olmaya devam etmektedir. Sisplatin (CDDP)
mezotelyoma tedavisinde kullanilan en etkili monokemoterapoétiktir. Karboplatin benzer
aktiviteye ve daha az toksisiteye sahip iken diger bir tekli ajan ise gemsitabindir (Belli ve
digerleri, 2009). Sisplatin ve antifolatlar hari¢ tek bir ajan olarak kullanildiginda test edilen
cogu ajanin, genellikle %10-20 arasinda nispeten diisiik yanit oranlarina sahip oldugu
goriilmiis ve bu nedenle kombinasyon sitotoksik terapi, yakin gecmiste test edilen birincil
kemoterapotik strateji olmustur (Allen, 2015). Pemetreksed/sisplatin (PEM/CDDP)
kombinasyon kemoterapisinin MPM'de sisplatin monoterapisine gore daha etkili oldugunu
ilk olarak Vogelzang ve digerleri (2003) gostermistir. Kemoterapik ajanlarin timor
hiicreleri {izerine olan etkinligini arttirmak ve hastalarda gozlenen yan etkileri en aza

indirmek ve/veya onlemek icin, tek baslarina ya da giiniimiizde tedavide kullanilmakta
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olan ajanlarla birlikte uygulanabilecek yeni terapétik ajanlar arastirilmaktadir (Garland,
2011).

Giliniimiizde MPM arastirmalar1 6zellikle tiimdr biiyiimesi ve ilerlemesinde rol oynayan
molekiiler yollarin belirlenmesi ve bu mekanizmalara karsi koyabilecek yeni bilesiklerin
tanimlanmasi tizerine odaklanmis durumdadir (Favoni ve Florio, 2011). Poliferatif, neo-
anjiyogenez ve sagkalim sinyal yollarin1 (PI3K/AKT, ERK, NF-kB sinyalizasyonu,
mitokondriyal depolarizasyon vs.) baskilamay1 amaglayan tirozin kinaz reseptorleri (RTK)
inhibitorleri ve epigenetik modiilatorler (histon deasetilaz inhibitorleri) bu alanda galisilan
bilesiklere ornek gosterilebilir (Belli ve digerleri 2009). Ayrica, MPM hastalarindaki
geleneksel cerrahi, radyolojik ve farmakolojik tedavilere kars1 olusan direng ve geleneksel
kemoterapi sonrast olusan kotii klinik sonuglari, terapotik yaklasimlarda olast yeni
molekiiler hedeflerin belirlenmesi ¢alismalar1 da hiz kazanmistir. Son yillarda, bilinen
ajanlarin alternatif etki mekanizmalarini aydinlatmak, yeni bilesiklerin in vitro aktivitesi
hakkinda bilgi vermek ve molekiiler hedefli tedavinin gelisimi i¢in daha etkili stratejiler
onermek i¢in cerrahi olarak ¢ikarilan MPM tiimér ornekleri, hayvan modelleri ve MPM

hiicre hatlar1 iizerinde birgok preklinik ¢aligma yapilmaktadir (Favoni ve Florio, 2011).

2.4. Polifenoller ve Kanser

Kanser, diinya capindaki dliimlerin 6nde gelen nedenlerinden biridir ve insidanst hem
gelismekte olan hem de gelismis llkelerde artmaktadir. 2012 yilinda diinya capinda
yaklagik 14,1 milyon yeni kanser olgusu belirlenmis olup, 2032 yilinda bu saymin 25
milyona ulasacagi tahmin edilmektedir. Akciger, mide, kolorektal, karaciger, meme,
prostat ve rahim agz1 kanseri basta olmak tizere yalnizca 2012 yilinda yaklasik 8,2 milyon
kansere bagli 6liim meydana geldigi bildirilmistir (Zhou ve digerleri, 2016 ). Bu durumdan
dolay1 kanserin onlenmesi veya tedavisiyle ilgili ¢alismalara acil ihtiya¢ duyulmaktadir.
Coklu ilag direnci, yiiksek toksisite ve kemoterapdtik ajanlara bagli yan etkilerin gelismesi,
kanserin basarili bir sekilde tedavisinde Onemli bir engel teskil etmektedir (Lee ve
digerleri, 2016 ). Son 20 yil i¢inde bir¢ok arastirma grubu dogal polifenoller ve bunlarin
antikanser etkileri ile ilgili ¢alismalara yonelmistir. Polifenoller, bitki kokenli yiyecek ve

iceceklerde (meyveler, sebzeler, baharatlar, soya, kuruyemisler, ¢ay) yaygin olarak
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bulunmaktadir (Manach ve digerleri, 2004). Geleneksel tedavilerden daha etkili ve daha az
toksik olan yeni kemopreventif ajanlarin arastirilmasiyla bu bilesenlere olan ilgi artmistir.
Bu nedenle polifenoller, hiicre proliferasyonunun diizenlenmesi, tiimor biiyiimesi,
anjiyogenez, metastaz, inflamasyon ve apoptoz gibi antikarsinojenik 6zellikler agisindan
incelenmistir (Niedzwiecki ve digerleri, 2016). Kimyasal yapilarina bagli olarak
polifenoller flavonoidler ve flavonoid olmayanlar olmak iizere iki temel smifa
ayrilmaktadir. Flavonoidlerin ise flavonlar, izoflavonlar, flavanonlar, flavonoller,
antosiyanidinler, flavanoller ve kalkonlar gibi alt siniflari mevcuttur. Kalkon alt smifi

butein, kurkumin, ksantohumol bilesiklerini icermektedir (Dei Cas ve Ghidoni, 2018).

2.4.1. Kurkumin

Zerdegal (Curcuma longa L.) rizomlarinda bulunan polifenoller sinifina ait olan kurkumin
(diferiilorometan), Hindistan ve Asya'nin diger bolgelerinde yemeklerde kullanilmaktadir.

Ayn1 zamanda kozmetikte ve bazi tibbi preparatlarda da kullanildig: bilinmektedir. Cesitli
hastaliklarin tedavisinde bitkisel ilag olarak kullanilan ve bu anlamda uzun bir ge¢mise
sahip olan kurkumin, MS 700'den beri Hint ve Cin geleneksel tibbinda kullanilmaktadir
(Rajasekaran, 2011). Antioksidan, antiinflamatuar, antimikrobiyal, ve anti-kanser aktivitesi
gibi genis spektrumlu biyolojik ve farmakolojik 6zellikleri bulunmaktadir. Kurkuminin
faydali etkiler gosterdigi bilinmekle birlikte, en ¢ok kanser {izerindeki etkisi
arastirilmaktadir (Devassy ve digerleri, 2015). Kurkumin anti-kanser etkisini, hiicre
dongiisiinli ¢esitli asamalarda durdurarak ve apoptozu uyararak gostermektedir (Surh ve
Chun, 2007). Cheng ve digerleri (2007) kolon kanseri hiicrelerinde (Caco-2 hiicreleri)
kurkuminin hiicre ¢ogalmasini baskiladigi ve apoptozu uyardigini gostermistir. Deneysel
hayvan modellerinde ise, timor olusumunun yani sira timor hiicrelerinin ¢ogalmasini da
engelledigi belirtilmistir. Diisiik molekiiler agirliga sahip olmasi ve toksik etkisinin
olmayis1 terapotik potansiyeli agisindan bu bilesige avantaj saglamaktadir. Ancak zayif
emilimi, hizli metabolize olmasi, sistematik olarak elimine edilmesi ve sonug olarak diisiik
biyoyararlanimi sebebiyle yeni kurkumin analoglar1 gelistirilmeye ¢alisilmaktadir (Anand

ve digerleri, 2007).
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24.2. EF24

EF24 (difenil difloroketon) bir kurkumin analogudur. ilk olarak, Adams ve digerleri (2004)
tarafindan tasarlanmis ve sentezlenmistir. Kurkumin ve EF24°iin kimyasal yapilar1 Sekil
2.2°de gosterilmistir. Kurkumin ile karsilastirildiginda, EF24°{in artan bir biyoyararlanim
gosterdigi bildirilmistir. EF24' {in kanser hiicrelerine karsi yiiksek derecede sitotoksik
oldugu ve tiimor hiicresinin ¢ogalmasiin baskilanmasinda sisplatinden daha yiiksek bir
etki gosterdigi yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (Adams ve digerleri, 2004). EF24’iin
kanser hiicrelerinde, hiicre dongiislinii durdurdugu ve apoptotik yolaklar1 aktiflestirdigi
gosterilmistir (Kasinski ve digerleri, 2008). Cok sayida kanser tiirlinlin hiicre ve/veya
tiimor modellerinde etkinligi gosterilmistir. In vitro deneylerde; osteojenik sarkom (Yang
ve digerleri, 2014), MPM (Onen ve digerleri, 2015), progresif mediiller tiroid kanser
(Bertazza ve digerleri, 2019), pankreas kanser (Saglam ve digerleri, 2016) ve
l6semi/lenfoma (Santiago ve digerleri, 2016) hiicrelerinin biiylimesinin baskilanmasinda
EF24’ {in etkili oldugu gosterilmistir. In vivo deneylerde ise, EF24’iin fare meme kanseri
ve kolon kanseri ksenograft modellerinde tiimor ¢ogalmasini engelledigi gosterilmistir.
Ayrica, fare meme kanseri ksenograft modelinde, EF24° {in toksisite diizeyinin diigiik
oldugu, gozlenmistir (Adams ve digerleri, 2004). EF24, tek basina veya diger ajanlarla
kombinasyon halinde, bir anti-kanser terapotik ajan olarak biiyilk bir potansiyel

gostermektedir.

Kurkumin EF23

Sekil 2.2. Kurkumin ve EF24’iin kimyasal yapisi (He ve digerleri, 2018).
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2.5. Apoptoz

Kerr, Wyllie ve Currie (1972) tarafindan tanimlanan apoptoz, bir hiicrenin belirli
uyaranlar1 aldiktan sonra aktif olarak 6liime dogru bir yol izledigi durumu tarif etmek icin
kullanilmaktadir. Apoptoz, hiicre homeostazinin siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan normal bir
fizyolojik siirectir. Bu siirecte hiicre iskeletinin par¢alanmasi ve ardindan hiicre kiigiilmesi,
kromatin yogunlagmasi ve kaspazlar olarak adlandirilan spesifik proteazlarin aktivasyonu
dahil olmak {izere hem morfolojik hem de biyokimyasal olarak c¢esitli hiicresel
degisiklikler goriilmektedir (Wyllie ve digerleri, 1980) Apoptoz, ¢esitli i¢ ve dis
uyaranlarla baglatilabilir. Doku gelisimi ve homeostaza ek olarak, ¢ok cesitli patolojik
durumlarda da 6nemli rol oynamaktadir (Fadeel ve digerleri, 1999). Apoptozun dogru bir
sekilde diizenlenememesi otoimmiin hastaliktan kansere kadar degisen ciddi
anormalliklere neden olabilir (Ravindran ve digerleri, 2009). I¢sel (veya mitokondriyal) ve
digsal (veya Oliim reseptorii) olmak {lizere apoptozda yaygin olarak iki yolak tanimlanmistir
(Sekil 2.3). Digsal 6liim reseptorii yolagi, adindan da anlasilacagi gibi, 6liim ligandlar1 bir
oliim reseptdriine baglandiginda baslar. igsel yolak ise hiicre iginde baslatilir. Onarilamaz
genetik hasar, hipoksi, asir1 yiiksek sitozolik Ca?* konsantrasyonlar1 ve siddetli oksidatif
stres gibi i¢ uyaranlar, i¢sel mitokondriyal yolagin baslamasinin bazi tetikleyicileridir
(O'Brien ve Kirby, 2008). Bu yolaklar efektor kaspazlar araciligiyla birlesir (Pfeffer ve
Singh, 2018). Hedef proteinleri pargalayan kaspazlar, aktif bolgesinde sistein amino asiti
bulunan, substratlarini aspartat amino asidinden sonra kesen proteazlardir. Insanda
tanimlanan 14 kaspaz, baslatici, efektor ve inflamatuar kaspazlar olarak 3 grup altinda
siniflandirilmaktadir  (Wong, 2011). Bcl-2 protein ailesi ise, igsel yolagin
diizenlenmesinden sorumludur. Ailenin bazi iiyeleri proapoptotik bazilar1 ise antiapoptotik
proteinler olarak islev gosterir. Sadece BH3 bdlgesi igeren proapoptotikler (BH3 proteini),
birden fazla BH bdlgesi igeren proapoptotikler (bax ve bak) ve anti apoptotikler (bcl-2,

bcl2l1 ve mcll) olmak tizere 3 grup seklinde siniflandirilmaktadir.
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Sekil 2.3. Apoptozun ig¢sel ve digsal yolaklarinin sematik gosterimi (Tan ve digerleri,
2014).

2.5.1. Apoptoz ve kanser

Kanser, normal bir hiicrenin malign bir hale doniisiirken ge¢irdigi bir dizi degisimin
sonucu olarak goriilebilirken, bu malign doniisiime neden olan temel degisikliklerden biri
de hiicre 6liimiinden kagistir (Hanahan ve Weinberg 2000). Bu nedenle, apoptozdan kagis
karsinojenezde Onemli rol oynamaktadir. Kanser hiicreleri kaspazlarmn islevlerini
baskilayarak apoptozdan kagabilir. Bir diger apoptozdan kagma sekli ise, antiapoptotik
proteinlerin hiicrede ifadesinin artmasi ve proapoptotik proteinlerin ifadesinin azalmasidir.
Bcl-2 proteininin asirt ifadesi, tim kanserlerin yarisindan fazlasinda mevcuttur. Bu durum
intrinsik apoptotik uyarana direncli tiimor hiicrelerinin olugumuna sebep olmaktadir.
(Pfeffer ve Singh, 2018). Proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerin ifade miktarlarindaki
degisiklikler, kaspazlarin islevlerindeki azalmalar ve oliim reseptor aracili sinyalin

olusmamasi1 apoptozdan kagis mekanizmalar1 arasindadir. Proapoptotik ve antiapoptotik
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proteinlerin mutlak miktarindan ziyade bunlarin oranlari hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir. Diisiik kaspaz diizeyinin veya kaspaz islevindeki bozulmanin
apoptotik mekanizmay1 etkileyebilecegi ve karsinojenezle iligkili oldugu belirtilmektedir

(Carneiro ve El-Deiry, 2020).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. AB12 hiicre hatti

Bu tez ¢aligmasinda CellBank Australia’dan alinan fare malign plevral mezotelyoma

(MPM) hiicre hatt1 olan AB12 (Kod no: CBA-0146) hiicreleri kullanildi.
3.1.2. Kullanilan cihazlar

. Biyogiivenlik kabini (DanLaf)
. Cedex XS Analyzer (Roche)

. Calkalayic1 (Biosan 3D mini shaker)
. Derin dondurucu, -86°C (Sanyo)

. Derin dondurucu, -30°C (Sanyo)

. Hassas terazi (Precisa)

. Homojenizator (IKA)

. Invert mikroskop (Zeiss)

. Isik mikroskobu (DCM 4000)

. Karbondioksitli Etiiv (Sanyo)

. Kuru 1sitic1 blok (Biosan)

. Hybaid PCR-Sprint otomatik 1s1 dongii cihazi (Thermo Scientific)
. Manyetik karistirict (TMA 2071)

. LightCycler® 480 Ger¢ek Zamanli PCR cihazi

. Mikropipetler, 10 pl, 100 ul, 1000 pl (Ependorf)

. Mikroplaka okuyucu (Spectramax M3, Molecular Devices)
. pH metre (WTW 422)

. Buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)

. Sogutmasiz santrifiij (Heraeus Labofuge 200 )

. Sogutmali santrifiij (Hettich Mikro 22 R)



22

Spektrofotometre (Nanodrop ND-1000, Thermo Scientific)
Spin vorteks (Biosan)

3.1.3. Kullanilan sarf malzemeler

Hiicre dondurma ampiilii (Greiner)

Hiicre kiiltiir flasklar1, 25 cm? ve 75 cm? (Nest Scientific)
Hiicre sayimi i¢in tek kullanimlik Slayt (Roche)

Kaliper (Mitutoyo)

0.2, 0.6 ve 1.5 ml mikrosantrifiij tiipleri (Nest Scientific)
Petri kab1, 60mm ve 100mm (Orange Scientific)

10, 100, 1000 mI’lik mikropipet uglar1 (Nest Scientific)
Plaka, 96 kuyulu (Nest Scientific)

Santrifiij tiipleri 15 ve 50 ml (Nest Scientific)

Steril 1 ml Insiilin Enjektérii (Beybi)

3.1.4. Kullanilan kimyasal malzemeler

Amfoterisin (Capricorn Scientific)

Sisplatin (Cayman Chemical)

Dimetil siilfoksit (DMSO) (Merck)

EF-24 (Sigma)

Etanol (Sigma)

Fetal sigir serum (FBS) (Capricorn Scientific)
L-Glutamin igeren DMEM Besiyeri (Capricorn Scientific)
MTT (Thermo)

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) (Capricorn Scientific)
Penisilin/Streptomisin (Capricorn Scientific)

Tripan mavisi boyas1 (Sigma)

Tripsin (Capricorn Scientific)
Kloroform (Merck)

Izopropanol (Merck)
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. Universal Probe Library (UPL) Problar1 (Roche)

. Primerler (Oligomer Biyoteknoloji)

3.1.5. Kullanilan kitler

Trizol easy-BLUE™ Total RNA Ekstraksiyon Kiti (Intron Biotechnology)
. Power First Strand cDNA Sentez Kiti (Intron Biotechnology)
. BCA Protein Miktar Kiti (Thermo Scientific)

. LightCycler® 480 Probes Master (Roche)

. Mouse Caspase-3 ELISA Kit (Shanghai Coon Koon Biotech)
. Mouse Bcl-2 ELISA Kit (Shanghai Coon Koon Biotech)
. Mouse Mouse Bcl211 ELISA Kit (Shanghai Coon Koon Biotech)

3.2. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanisi

a) %10 FBS i¢ceren DMEM besiyerinin hazirlanisi;

L- glutamin ve yiiksek glikoz igeren 450 ml DMEM besiyeri igerisine 50 ml FBS eklenip,
antibiyotiklerle (son konsantrasyonu 100 1U/ml penisilin-100 pg/ml streptomisin olacak
sekilde) desteklenerek, FBS oran1 %10, Penisilin-Streptomisin oran1 %1 olan DMEM

besiyeri hazirlandi.

b) %1 FBS iceren DMEM besiyerinin hazirlanis,

L- glutamin ve yiiksek glikoz igeren 495 ml DMEM besiyeri igerisine 5 ml FBS eklenip,
antibiyotiklerle (son konsantrasyonu 100 1U/ml penisilin-100 pg/ml streptomisin olacak
sekilde) desteklenerek, FBS orant %1, Penisilin-Streptomisin oran1 %1 olacak sekilde
DMEM besiyeri hazirlandi.
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¢) MTT karisiminin hazirlanmasi;

Toz halinde bulunan MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromit]
konsantrasyonu 5 mg/ml olacak sekilde tartilarak, PBS igerisinde ¢6ziildii. Hazirlanan stok

cozelti, por ¢ap1 0,20 um olan filtreden gecirilerek daha az miktarlara ayrilmak suretiyle

+4°C’de karanlikta saklandi.

d) 20 mM EF24 stok ¢6zeltisinin hazirlanmast;

5 mg EF24 tartilip 803 ul DMSO igerisinde ¢oziiliip hazirlanarak kullanilincaya kadar -
20°C’de saklandi. Hazirlanan stok ¢ozelti seyreltilip ¢esitli konsantrasyonlarda hiicrelere

uygulandi.

e) 20 mM Sisplatin stok ¢ozeltisinin hazirlanmast;

5 mg sisplatin tartilip 833 ul PBS igerisinde ¢oziillip hazirlanarak kullanilincaya kadar -
20°C’de saklandi. Hazirlanan stok ¢dzelti seyreltilip ¢esitli konsantrasyonlarda hiicrelere

uygulandi.

) 110 mg/ml EF24 stok ¢ozeltisinin hazirlanmast;

22 mg EF24 tartilip 200 pl DMSO igerisinde ¢oziilerek hazirlanip kullanilincaya kadar -
20°C’de saklandi. Hazirlanan stok ¢ozelti seyreltilip g¢esitli konsantrasyonlarda farelere
uygulandi.

g) 2,9 mg/ml sisplatin stok ¢6zeltisinin hazirlanmas;

2,9 mg sisplatin tartilip 1 ml PBS igerisinde ¢oziiliip hazirlanarak kullanilincaya kadar

-20°C’de saklandi. Hazirlanan stok ¢ozelti seyreltilip cesitli konsantrasyonlarda farelere

uygulandi.
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3.3. Yontemler
3.3.1. Hiicre kiiltiiri

Bu tez ¢alismasinda kullanilan AB12 fare MPM hiicreleri, %10 FBS ve %1 antibiyotiklerle
(100 unit/ml penisilin-100 pg/ml streptomisin) desteklenmis glutamin ve yiiksek glikozlu
%10 FBS igeren DMEM besiyerinde %95 nem ve %5 COz igeren ortamda 37°C’de kiiltiire
edilerek ¢ogaltildi. Tripan mavisi ¢ozeltisi kullanilarak Cedex XS Analyzer cihazi ile hiicre

sayimi1 ger¢eklestirildi.
3.3.2. MTT yontemi ile hiicre canhili@imin belirlenmesi

MTT yontemi hiicre canliligini degerlendirmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir.
Yontem sar1 renkte ¢oziiniir bir tetrazolyum boyasi olan MTT'nin dehidrojenaz enzimi
aktivitesiyle mor renkli formazan kristallerine indirgenmesi esasina dayanir. MTT analizi

sonrasinda olusan boya renginin yogunlugu ile canli hiicre sayis1 arasinda uyum oldugu

bildirilmistir (Mosmann, 1983).

AB12 hiicrelerinde EF24, sisplatin ve bunlarin birlikte uygulamalarinin hiicre canlilig
tizerine olan etkileri kolorimetrik bir yontem olan MTT testi ile belirlendi. Hiicrelerin
Cedex XS Analyzer cihazinda sayimi gergeklestirildi. MPM hiicreleri %1 FBS igeren
DMEM besiyeri i¢erisinde homojen bir sekilde dagitildiktan sonra, 96 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarna her kuyuya 10.000/100 pl hiicre olacak sekilde ekildi. 37°C’de 24 saat inkiibe
edildikten sonra, EF24 ve sisplatinin stok soliisyonlart %10 FBS i¢ceren DMEM besiyeri
icerisinde ¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanip tek baslarina ve birlikte uygulanarak 24 ve
48 saat siireyle 37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibe edildi. Kiiltiir ortaminda DMSO’nun son
konsantrasyonunun %0,1'i gecmemesine dikkat edildi. Inkiibasyon siirelerinin sonunda
kuyularda bulunan besiyeri uzaklastirilarak her bir kuyuya 90 pl %10 FBS igeren DMEM
besiyeri ve akabinde stok MTT ¢ozeltisinden 10 ul eklendi. Hiicreleri igeren kiiltiir kab1 3
saat 37°C’lik etiivde inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda hiicrelerden MTT boyasi
uzaklastirilarak canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan kristalleri her bir kuyuya
100 ul DMSO’nun eklenmesi suretiyle ¢oziildii. Mikroplaka okuyucusunda 570 nm dalga

boyu ile absorbans degerleri belirlendi. Her bir konsantrasyon i¢in deney 6 tekrarli
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yapilarak elde edilen ortalama absorbans degerleri kullanildi. Ajanlarla muamele
edilmeyen kontrol hiicrelerinin canliligi (EF24 i¢in DMSO ile hazirlanan DMSO kontrol,
sisplatin i¢in PBS ile hazirlanan PBS kontrol) %100 seklinde kabul edildi ve ilag
uygulanan hiicrelerden elde edilen absorbans degerleri, kontrol hiicrelerine gore

oranlanarak hiicre canlilig1 yiizde olarak belirlendi.
3.3.3. In vivo MPM fare modelinin olusturulmasi

Bu tez ¢alismasinda in vivo MPM fare modeli olusturmak igin AB12 MPM hiicre hatti
kullanildi. Yapilan bu tez ¢alismasinda agirlik¢a eslesen 6-8 haftalik disi BALB/c fareler
kullanildi. Calismanm bu béliimii i¢in, Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan etik kurul izni alinmistir (G.U.ET-18.056). %10 FBS igceren DMEM besiyeri
icerisinde in vitro olarak ¢ogaltilan AB12 hiicrelerinin (1X10°/0,1 ml) serum igermeyen
DMEM besiyeri ic¢inde subkiitandz (S.c.) olarak sag taraftan farelere enjeksiyonu
gerceklestirildi. Enjeksiyon islemi sonrasinda saglik durumlari ve tiimor olusumun
izlenmesi agisindan fareler gilinasir1 gézlemlendi. Enjeksiyon isleminden sonra 4. haftada
baz1 farelerde tiimor gelisimi gdzlenmekle birlikte ajanlarin uygulanmasi ig¢in timor
¢aplarmin 200 mm?*’e ulasmas: beklendi. Enjeksiyon isleminden sonra 8. haftada fareler
arasinda tiimor ¢aplarinda farkliliklar gozlendigi i¢in her gruptaki ortalama tiimdr ¢apinin

birbirine yakin olmasina dikkat edildi. Deney gruplari asagida belirtilmistir:

Grup I: MPM olusturulmus ve intraperitoneal (i.p.) PBS verilen grup: Hayvanlara 16 giin

boyunca 7 giinde 1 kez olmak tizere 3 mg/kg sisplatininin fareye uygulandigi hacme esit
hacimde PBS intraperitoneal (i.p.) olarak verildi (Sham Grup) (n=4).

Grup II: MPM olusturulmus ve i.p. DMSO verilen grup: Hayvanlara 16 giin boyunca her
giin %1’lik DMSO 200 pl i.p. olarak verildi (Sham Grup) (n=4).

Grup III: MPM olusturulmus ve sisplatin ile tedavi edilen grup: Hayvanlara 16 giin

boyunca 7 giinde 1 kez olmak iizere, 3 mg/kg sisplatin i.p. olarak verildi (n=4).

Grup IV: MPM olusturulmus ve EF24 ile tedavi edilen grup: Hayvanlara 16 giin boyunca
her giin 6 mg/kg EF24 200 ul i.p. olarak verildi (n=4).
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Grup V: MPM olusturulmus ve hem EF24 ile hem de sisplatin ile tedavi edilen grup:

Hayvanlara 21 giin boyunca her giin 6 mg/kg EF24 200 ul i.p. olarak verildi. Hayvanlara 7
giinde 1 kez olmak iizere, 3 mg/kg sisplatin i.p. olarak verildi. (n=4).

Grup VI: MPM olusturulmus ve tedavi edilmeyecek olan grup (n=4).

Sekil 3.1°de in vivo MPM fare modeli ve deneyin akig semasi gosterilmistir.
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AB12 hicrelerinin subkutan enjeksiyonu
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Sekil 3.1. In vivo MPM fare modeli ve deneyin akig semasi.
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Timor biiyiikligii her hafta kaliper ile 6lgiiliip, timor hacmi standart formiil ile hesaplandi:
(Genislik?Xuzunluk)/2. Viicut agirhgindaki degisiklikler her hafta 6liildii. 16. giiniin
sonunda, hayvanlara anestezi altinda intrakardiyak kan alma yontemi ile 6tenazi uygulandi.
Otenazi sonras1 hayvanlardan tiimor dokulariim yani sira, karaciger, akciger, bobrek ve
kalp dokular1 da alind1. Dokular steril distile su ile yikandiktan sonra tiim6r dokularinin bir
kism1 DNaz ve RNaz icermeyen 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alinarak sivi nitrojende
(azotta) dondurulduktan sonra -80°C derin dondurucuya konulup molekiiler analizlerin
yapilacagi giine kadar muhafaza edilirken, tiimor dokularinin bir kismi ve normal dokular
ise patolojik inceleme i¢in formaline alindi. Deneyin sonlandirilmasini takiben, farelere
EF24 ve/veya sisplatin’in ayr1 ayr1 ve birlikte uygulamalarimin deneysel MPM fare
modelinde apoptotik yolak iizerindeki etkilerine bakilmak iizere; tiimor dokularindaki
apoptotik yolakta gorevli olan belirli genlerin mRNA ifade diizeyleri qPCR yontemi ile
incelenirken apoptotik protein diizeyleri ELISA kitleri kullanilarak belirlendi.

3.3.4. Dokularin patolojik degerlendirmesi

Hayvanlardan alinan tiimor ve normal dokulardan parafin bloklarin hazirlanmasi ve boyama
islemleri Ankara Atatiirk Goglis Hastaliklar1 ve Gogiis Cerrahisi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Patoloji laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Alinan timér ve normal dokular
formalin soliisyonu ile tespit edildi. Tespit isleminden sonra sirasiyla dereceli alkol ve
ksilenden gegirilerek en son parafine gdmiiliip bloklanma asamasina gelecek sekilde doku
takip islemine alindi. Daha sonra parafine gomiilerek elde edilen bloklardan Sum’lik
kesitler lamlara yayilarak hematoksilen-eozin ile boyama iglemi yapildi. Boyama igleminde
lamlar 60 °C’ de 2 saat bekletildi. Sonrasinda, olusturulan ksilen havuzlarinda bekletildi.
Ksilende bekletildikten sonra farkli konsantrasyonlarda olusturulan alkol havuzlarinda
bekletildi. Sonrasinda hematoksilende 7 dk bekletildi. Hematoksilen ile boyama sonrasinda
sirastyla akarsuda yikama, eozinde 2 dk bekletme ve akarsu ile yikama islemine tabi

tutuldu.

3.3.5. Tiimor dokularindan total RNA izolasyonu

1,5 mI’lik DNaz ve RNaz igermeyen mikrosantrifiij tiiplerde bulunan tiimoér dokular1 -80°C

derin dondurucudan ¢ikartilip buz iistiinde her dokudan 50-100 mg alindi. Trizol (easy-
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BLUE™ Total RNA Extraction Kit) kullanilarak asagida yazili olan protokole gére doku

orneklerinden total RNA izolasyon iglemi gergeklestirildi.

1.

© 0o~ w D

10.
11.

12.
13.

1,5 mI’lik DNaz ve RNaz igermeyen mikrosantrifiij tiiplerde 50—100 mg’lik dokulara 1
ml TRIzol eklenip homojenizator kullanarak doku parcalanip homojenize edildi.

Oda sicakliginda 5 dk beklendi.

200 pl kloroform eklenip sonrasinda tiip sikica kapatilip 15 sn vortekslendi.

5dk boyunca oda sicakliginda bekletildi.

4°C'de 13.000 rpm'de 10 dklik siireyle santrifiij islemi gerceklestirildi.

Santrifiijden sonra en lstteki renksiz siv1 faz bos bir 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine
aktarild.

Yeni tlipe alinan sivinin {izerine 400 ul izopropanol (2-propanol) eklendi ve tiip 2-3
defa cevrilerek iyice karistirildi.

10 dk oda sicakliginda bekletildi.

4°C'de 13.000 rpm'de 10 dk santrifiij gergeklestirildi ve iist s1ivi mikropipet yardimiyla
uzaklagtirildi.

Pelete 1 ml %75’lik etanol eklendi ve tiip 2-3 kez ters ¢evrilerek karistirildi.

13.000 rpm'de 4°C'de 10 dk santrifiij yapildi. Ust siv1 atildi ve kalan pelet kurumasi
i¢in bekletildi.

30-50 ul DEPC’li distile su kullanilarak pelet ¢oziildii.

RNA’larin miktarlar1 ve safligt NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre (Thermo
Scientific) cihazi ile l¢iildii. Olgiimii gergeklestirilen RNA’lar kullanilincaya kadar -

80°C derin dondurucuda sakland.

3.3.6. Ters transkriptaz PCR (RT-PCR) yontemi

Power First Strand cDNA Sentez Kiti (Intron Biotechnology) kullanilarak 1 pg total

RNA’dan cDNA sentezi gergeklestirildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan malzemeler ve

bunlara ait miktarlar Cizelge 3.1°de gosterilmistir.



Cizelge 3.1. RT-PCR tepkime karigimi

Steril H,0O

RNaz inhibitorii

Reaksiyon Tamponu
dNTP

DTT

AMV Revers Transkriptaz
Random hegzamerler
Total RNA

Son konsantrasyon

10 {inite (U)
1x

1mM

10 mM

5U

50 uM

1 ug
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Hacim

RNA miktarina gore
degisken

1wl

4 ul

2l

2 ul

0,5 ul

1wl

1 pg olacak sekilde

Su, RNA ve primerler ince geperli 0,2 ml’lik tiiplere eklendikten sonra 75 °C’de 5 dk
bekletildi. Bekleme siiresi dolunca kisa spin attiktan sonra, en az 1 dk buz iizerinde
bekletildi. Diger reaksiyon karisgimlar1 9,5 pl olacak sekilde tiiplere eklenip 1s1 dongii
cihazina yerlestirildi. Otomatik 1s1 dongii cihazi Cizelge 3.2°de belirtilen programa

ayarlanarak izole edilen total RNA’lardan cDNA sentez islemi ger¢eklestirildi.

Cizelge 3.2. cDNA sentezi igin otomatik 1s1 dongii cihazinda gergeklestirilen program

Sicaklik Siire Dongii sayisi
Ters transkripsiyon 42°C 60 dk 1 dongii
Inaktivasyon 70°C 5dk 1 déngii
Sogutma 4°C -

Otomatik 1s1 dongii cihazinda gerceklestirilen tepkime sonrasinda elde edilen ornekler
Nicel Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR) i¢in kullanilincaya kadar -20
°C’de saklandi.

3.3.7. Apoptotik (Casp3, Casp8, Casp9) ve anti-apoptotik (Bcl-2 ve Bcl2l1) genlerin
ifadelerinin nicel gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (gQPCR) ile

degerlendirilmesi

Apoptotik (Casp3, Casp8, Casp9) ve anti-apoptotik (Bcl-2 ve Bcl2l1) genlerin mRNA
ifade diizeyi ODTU merkezi laboratuvarda bulunan Light Cycler-480 (LC) (Roche)

cihazinin kullanilmasiyla qPCR yontemi ile degerlendirildi. Amplifikasyonlar, ilgili
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bolgeye 6zgii primerler, UPL probu, LC 480 Master karisimi, cDNA ve steril distile su
kullanilarak toplam 10 upl tepkime hacmi ile gergeklestirildi. Genlerin mRNA ifade
diizeylerini normalize etmek i¢in, Gliseraldehid 3-fosfat dehidrogenaz (Gapdh) geninin

MRNA ifade diizeyi referans olarak alindi. Her bir gen iki tekrarli ¢alisildi.

a) Casp3 geninin mRNA diizeyindeki ifadesinin nicel analizi

Casp3 genine ait primerler ve UPL probun dizileri asagida belirtilmistir. Sekil 3.2°de ise

UPL probun ve Casp3 genine ait primerlerin cDNA’daki yerlesimleri belirtilmistir.

Casp3 F: 5’- TGAAGACATTTTGGAATTAATGGA-3’
Casp3 R: 5’- TCACCATGGCTTAGAATCACA -3’
68 numaral1 prob dizisi: 5’-AGGAGCAG-3’

S -TGAAGACATTTTGGAATTAATGGA-3’
255 CAGGAATAAAAATGATCTTACTCGTGAAGACA GGAATTAATGGATAGTGTTTCTAA

315 GGAAGATCATAGCAAAAGGAGCAGCTTTGTGTGTGTGATTCTAAGLCCATGGTGATGAAGG
5-AGGAGCAG-3 3'-ACACTAAGATTCGGTACCACT-5

Sekil 3.2. Casp3 genine ait primerler ve UPL probun ¢cDNA dizisi lizerindeki yerlesimi
(Referans: ENSMUSTO00000211115.1 giris no’lu dizi). Translasyon baglangi¢
niikleotidine goére numaralandirilmistir.

b) Casp8 geninin mRNA diizeyindeki ifadesinin nicel analizi

Casp8 genine ait primerler ile UPL probun dizileri asagida belirtilmistir. Sekil 3.3°de ise
UPL probun ve Casp8 genine ait primerlerin cDNA’daki yerlesimleri belirtilmistir.

Casp8 F: 5’-TTGAACAATGAGATCCCCAAA-3’
Casp8 R: 5’-CCATTTCTACAAAAATTTCAAGCAG-3’
11 numarali prob dizisi: 5--GCTGGAAG-3’
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5 -TTGAACAATGAGATCCCC
328GAAGAAGTGAGCGAGTTGGAATTGAGATCTTTTAAGTTCCTTTTGAACAATGAGATCCCC

AAA- 3’ 3'-GACGAACTTTAAAAACATCTTTACC-5
388 AAATGTAAGCTGGAAGATGACTTGAGCCTGCTTGAAATTTTTGTAGAAATGGAGAAGAGG
5'-GCTGGAAG-3'

Sekil 3.3. Casp8 genine ait primerler ve UPL probun cDNA dizisi tlizerindeki yerlesimi
(Referans: ENSMUST00000027189.14 giris no’lu dizi). Translasyon baslangi¢
niikleotidine gére numaralandirilmistir.

c) Casp9 geninin mRNA diizeyindeki ifadesinin nicel analizi

Casp9 genine ait primerler ile UPL probun dizileri asagida belirtilmistir. Sekil 3.4’de ise
UPL probun ve Casp9 genine ait primerlerin cDNA’daki yerlesimleri belirtilmistir.

Casp9 F: 5°- TGTCCATTGAGAAAATTGTGAATATC -3°
Casp9 R: 5’- GCCATGGTCTTTCTGCTCA -3°
64 numaral1 prob dizisi: 5’-CAGCCTGG -3’

5 -TGTCCATTGAG
838 AGCCACCTCCAGTTCCCGGGTGLTGTCTATGGGACAGATGGATGCTCCGTGTCCATTGAG

L u LWL R L

AAAATTGTGAATATC-3' CA
898 AAAATTGTGAATATCTTCAACGGGAGCGGCTGCCCCAGCCT GGGAGGGAAGCCCAAGCTC

N

058 TTCTTCATCCAGGCCTGCEGTEGE TGAGCAGAAAGACCATGGC TTTGAGGTGGCCTGCACT
F-ACTCGTCTTTCTGGTACCG-S’

Sekil 3.4. Casp9 genine ait primerler ve UPL probun ¢cDNA dizisi lizerindeki yerlesimi
(Referans: ENSMUSTO00000030747.10 giris no’lu dizi). Translasyon baslangig
niikleotidine gore numaralandirilmistir.

d) Bcl-2 geninin mRNA diizeyindeki ifadesinin nicel analizi

Bcl-2 genine ait primerler ve UPL probun dizileri asagida belirtilmistir. Sekil 3.5’de ise

UPL probun ve Bcl-2 genine ait primerlerin cDNA’daki yerlesimleri belirtilmistir.
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Bcl-2 F: 5°- GTACCTGAACCGGCATCTG -3’
Bcl-2 R: 5°- GCTGAGCAGGGTCTTCAGAG -3’
2 numarali prob dizisi: 5’- CAGGAGAA -3’

5-GTACCTGAACCGGCATCTG-3"
527 AGTACCTGAACCGGCATCTGCACACCTGGATCCAGGATAACGGAGGCTGGGATGCCTTTG

5°-TTCTCCTG-3" 3'-GAGACTTCT
587 TGGAACTATATGGCCCCAGCATGCGACCTCTGTITGATITCTCCTGGCTGTCTCT GAAGA
GGGACGAGTCG-Y
647 CCCTGCTCAGCCTGGCCCTGGTCGGGGCCTGCATCACTCTGGGTGCATACCTGGGCCACA

Sekil 3.5. Bcl-2 genine ait primerler ve UPL probun ¢cDNA dizisi {izerindeki yerlesimi
(Referans: ENSMUST00000112751.1 giris no’lu dizi). Translasyon baslangig
niikleotidine gére numaralandirilmistir.

e) Bcl2l1 geninin mRNA diizeyindeki ifadesinin nicel analizi

Bcl2l1 genine ait primerler ve UPL probun dizileri asagida belirtilmistir. Sekil 3.6’de ise
UPL probun ve Bcl2l1genine ait primerlerin cDNA’daki yerlesimleri belirtilmistir

Bcl2l1 F: 5°- TGACCACCTAGAGCCTTGGA -3’
Bcl2I1 R: 5°- GCTGCATTGTTCCCGTAGA -3°
2 numarali prob dizisi: 5’- CAGGAGAA -3’

5"-TGACCACCTAGAGCCTTG
483 ATTGGTGAGTCGGATT GCAAGTTGGATGGCCACCTATCTGAATGACCACCT AGAGCCTTG

GA-3’
543 GATCCAGGAGAACGGCGGCTGGGACACTTTTGTGGATCTCTACGGGAACAAT GCAGCAGC
5'-CAGGAGAA-3’ 3-AGATGCCCTTGTTACGTCG-5'

Sekil 3.6. Bcl2l1 genine ait primerler ve UPL probun cDNA dizisi iizerindeki yerlesimi
(Referans: ENSMUSTO00000007803.11 giris no’lu dizi). Translasyon baslangig
niikleotidine goére numaralandirilmistir.
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f) Gapdh geninin mRNA diizeyindeki ifadesinin nicel analizi

Gapdh genine ait primerler ve UPL probun dizileri asagida belirtilmistir. Sekil 3.7 de ise
UPL probun ve Gapdh genine ait primerlerin cDNA’daki yerlesimleri belirtilmistir.

Gapdh F: 5°- GGGTTCCTATAAATACGGACTGC -3’
Gapdh R: 5’- CCATTTTGTCTACGGGACGA -3’
68 numaral1 prob dizisi: 5’-AGGAGCAG-3’

5-GGGTTCCTATAAATACGGACTGC-3' 5-CTGCTCC
121 CCCCCACCATCCGGGTTCCTATAAATACGGACTGCAGCCCTCCCTGGTGCTCTCTGLTCC

T-2'
181 TCCCTGTTCCAGAGACGGCCGCATCTTCTTGT GCAGTGCCAGCCTCET CCCGTAGACAAA
3-AGCAGGGCATCTGTTT-5

241 ATGGTGAAGGTCGGTGTGAACGGATTTGGCCGTATTGGGCGCCTGGTCACCAGGGCTGCC
3-TACC-5

Sekil 3.7. Gapdh genine ait primerler ve UPL probun cDNA dizisi tizerindeki yerlesimi
(Referans: ENSMUSTO00000118875.7 giris no’lu dizi). Giris dizisine gore
numaralandirilmistir.

3.3.8. Nicel gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu karisimlari

Casp3, Casp8, Casp9, Bcl-2, Bcl2l1 ve Gapdh genleri i¢in yukarida gosterilen primerler ve
problar kullanilarak LC 480 cihazinda Nicel Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
gerceklestirildi. Tepkime i¢in gerekli olan kimyasal bilesenler ve bunlarin miktarlar
Cizelge 3.3’de gosterilmistir. Kullanilacak olan ¢cDNA 1/10 oraninda seyreltilerek
kullanild.
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Cizelge 3.3. Nicel Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in gerekli bilesenler ve

miktarlari
Son konsantrasyon Hacim
Steril dH20 - 2,8 ul
Primer F (10 pmol/pl) 10 pmol 1l
Primer R (10 pmol/pul) 10 pmol 1ul
UPL prob (100 pmol/ul) 20 pmol 0,2 ul
LC 480 Master karigimi (2x) 2X 10 wl
cDNA 5 ul

gPCR tepkimesi i¢in gerekli bilesenler konulup karisim hazirlandi. Bu karisim 96 kuyulu
mikroplakalara boliistiiriiliip son olarak kuyularin igine cDNA’ler eklenip iizeri sealing foil
ile ortiildi. Mikroplaka 1.500 g’de 2 dk santrifiij islemine tabi tutuldu. Tiipler LC 480
cihazina yerlestirildikten sonra Cizelge 3.4’de gosterilen amplifikasyon programina uygun
sekilde PCR tepkimesi ger¢eklestirildi. Casp3, Casp8, Casp9, Bcl-2, Bcl2l1, ve Gapdh

genleri i¢in ayn1 program kullanildi.
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Cizelge 3.4. Light Cycler (LC) 480 Nicel Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Kisim 3

72

1sn

programi
Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)
Program Verisi Deger
Dongiiler 1
Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10:00 dk
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 4.4
Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)
Program Verisi Deger
Dongiiler 45
Analiz Modu Cogalma
Sicaklik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
Inkiibasyon zaman (s:dk:sn) 10sn 20 sn
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 44 2,2

4,4

Program 3. Sogutma

Program Verisi Deger
Dongiiler 1
Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 40
Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10 sn

Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 1,5
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3.3.9. Tiimor dokularindan protein eldesi

100 mg tiimor dokusu alinip 2 ml’lik mikrosantrifiij tiip igerisine konulup tizerine 500 pl
PBS eklendi. Tip igindeki dokulara 10 sn homojenizatér uygulanip, 5 sn buzda
bekletilerek tam bir homojenizasyon saglanincaya kadar bu islem buz {izerinde birkag¢ defa
tekrar edildi. Homojenize hale gelmis ekstrakt 13.500 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.
Santrifiij islemi sonrasinda protein iceren iist sivi ayri bir tlipe alinarak protein miktar

belirlendi.

3.3.10. Protein miktarimin belirlenmesi

Tiimo6r dokusundan elde edilen total protein miktarlarinin belirlenmesi i¢cin BCA Protein
Assay kiti kullanildi. Kit protokoline gore oOncelikle kitin igerisinde bulunan
konsantrasyonu bilinen sigir serum albiiminden (BSA) seyreltmeler uygulanmasi yoluyla
25 pg-2.000 pg arasinda konsantrasyonlarda 8 adet protein standardi hazirlandi. Kit
iceriginde bulunan diger maddeler olan A ve B reaktifleri kit protokoliinde belirtildigi gibi
50:1 oraninda karistirildi. 96 kuyulu kiiltir kaplarinin her bir kuyusuna BSA
standartlarindan ve protein 6rneklerinden 10’ar pl eklendi. A ve B reaktiflerini iceren
karisimdan her bir kuyuya 200 pl eklendi. Bu karisim 37 °C’de 30 dk inkiibe edildi.
Sonrasinda 562 nm’de mikroplaka okuyucusunda absorbans degerleri belirlenerek standart
egri olusturuldu. Proteinlerin konsantrasyonlarinin hesaplanmasinda bu standart egri

kullanilarak karsilagtirma yoluyla miktarlar belirlendi.

3.3.11. Kaspaz-3 miktariin ELISA yontemi ile belirlenmesi

AB12 deneysel MPM fare modelinde, EF24 ve sisplatinin kaspaz-3 miktar1 {izerindeki
etkisinin belirlenmesi i¢in Biotech Mouse Caspase-3 ELISA kiti kullanildi. Kit
protokoliinde belirtildigi gibi asagida yazili olan islem basamaklar1 uygulandi.

1. Kit iceriginde bulunan 96 kuyulu antikor ile kaplanmis kiiltiir kabinin her bir kuyusuna
konsantrasyonu bilinen protein standartlarindan 50 pl; streptavidin-HRP (streptavidin-
yaban turpu peroksidazi)’den 50 ul eklendi. 96 kuyulu antikor ile kaplanmis kiiltiir kabina
40 pl protein 6rnegi, 10 ul anti kaspaz-3 antikoru ve 50 ul streptavidin-HRP eklendi. Her
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bir ornek igin iKi tekrarli ¢alisildi. Kuyularin tizeri kapatilip ¢alkalayicida karistirilarak 60
dk boyunca 37 °C’de bekletildi.

2. Bekleme siiresinden sonra, kiiltiir kabindaki karigim bosaltilip kuyular kurutuldu.

3. 300 ul yikama soliisyonu kuyulara eklenip 30 sn beklendi.

4. Bekleme siiresi sonunda yikama soliisyonu dokiildii. Yikama islemi 5 defa tekrarlandi.

5. Her bir kuyuya kit igeriginde bulunan kromojen A soliisyonundan 50 ul eklenip
ardindan 50 pl kromojen B soliisyonu eklendi.

6. Renk gelisimi i¢in 1s1ktan uzak bir sekilde, 37 °C’de 15 dk inkiibe edildi.

7. Reaksiyonu durdurmak igin her kuyuya 50 pl durdurma soliisyonu eklendi.

8. Durdurma ¢ozeltisi eklendikten sonra en fazla 10 dk iginde 450 nm dalga boyunda
absorbans degeri dlgtildii.

9. Konsantrasyonu bilinen protein standartlarinin OD degerlerine gore olusturulan, standart

egriden faydalanarak protein drneklerindeki kaspaz-3 miktar1 hesaplandi.

3.3.12. Bcl-2 miktarmin ELISA yontemi ile belirlenmesi

AB12 deneysel MPM fare modelinde EF24 ve sisplatinin bcl-2 miktari tizerindeki etkisinin
belirlenmesi igin Biotech Mouse Bcl-2 ELISA kiti kullanildi. Asagida gosterilen islem

basamaklar1 uygulandi.

1. Kit igeriginde bulunan 96 kuyulu antikor ile kaplanmis kiiltiir kabinin her bir kuyusuna
konsantrasyonu bilinen protein standartlarindan 50 pl; streptavidin-HRP (streptavidin-
yaban turpu peroksidazi)’den 50 pl eklendi. 96 kuyulu antikor ile kaplanmis kiiltiir kabina
40 pl protein 6rnegi, 10 pl anti bcl-2 antikoru ve 50 pl streptavidin-HRP eklendi. Her bir
ornek i¢in iki tekrarl galisildi. Kuyularin iizeri kapatilip galkalayicida karistirilarak 60 dk
boyunca 37 °C’de bekletildi.

2. Bekleme siiresinden sonra, kiiltiir kabindaki karisim bosaltilip kuyucuklar kurutuldu.

3. 300 pl yikama soliisyonu kuyulara eklenip 30 sn beklendi.

4. Bekleme siiresi sonunda yikama soliisyonu dokiildii. Yikama islemi 5 defa tekrarlandu.

5. Her bir kuyuya kit igeriginde bulunan kromojen A soliisyonundan 50 ul eklenip
ardindan 50 pl kromojen B soliisyonu eklendi.

6. Renk gelisimi i¢in 1g1ktan uzak bir sekilde, 37 °C’de 15 dk inkiibe edildi.
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7. Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyuya 50 ul durdurma soliisyonu eklendi.

8. Durdurma ¢ozeltisi eklendikten sonra en fazla 10 dk iginde 450 nm dalga boyunda
absorbans degeri dlgtildii.

9. Konsantrasyonu bilinen protein standartlarinin OD degerlerine gore olusturulan, standart

egriden faydalanarak protein 6rneklerindeki bcl-2 miktart hesaplandi.

3.3.13. Bcl2l1 miktarmmin ELISA yontemi ile belirlenmesi

AB12 deneysel MPM fare modelinde EF24 ve sisplatinin bcl2l1 miktar1 iizerindeki
etkisinin belirlenmesi i¢in Biotech Mouse Bcl2l1 ELISA kiti kullanildi. Asagida gosterilen

islem basamaklar1 uygulanda.

1. Kit iceriginde bulunan 96 kuyulu antikor ile kaplanmis kiiltiir kabinin her bir kuyusuna
konsantrasyonu bilinen protein standartlarindan 50 pl; streptavidin-HRP (streptavidin-
yaban turpu peroksidazi)’den 50 pul eklendi. 96 kuyulu antikor ile kaplanmis kiiltiir kabina
40 pl protein 6rnegi, 10 pl anti bcl211 antikoru ve 50 pl streptavidin-HRP eklendi. Her bir
ornek i¢in iki tekrarl ¢alisildi. Kuyularin iizeri kapatilip galkalayicida karistirilarak 60 dk
boyunca 37 °C’de bekletildi.

2. Bekleme siiresinden sonra, kiiltiir kabindaki karigim bosaltilip kuyular kurutuldu.

3. 300 pl yikama soliisyonu kuyulara eklenip 30 sn beklendi.

4. Bekleme siiresi sonunda yikama soliisyonu dokiildii. Yikama islemi 5 defa tekrarlandi.

5. Her bir kuyuya kit igeriginde bulunan kromojen A soliisyonundan 50 pl eklenip
ardindan 50 pl kromojen B soliisyonu eklendi.

6. Renk gelisimi igin 1s1ktan uzak bir sekilde, 37 °C’de 15 dK inkiibe edildi.

7. Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyuya 50 pl durdurma soliisyonu eklendi.

8. Durdurma ¢6zeltisi eklendikten sonra en fazla 10 dk iginde 450 nm dalga boyunda
absorbans degeri Olctldii.

9. Konsantrasyonu bilinen protein standartlarinin OD degerlerine gére olusturulan, standart

egriden faydalanarak protein drneklerindeki bcl2l1 miktar1 hesaplandi.
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3.3.14. istatistiksel Analiz

Elde edilen ifade diizeylerine ait verilerin gruplar arasinda mRNA diizeyinde farklilik
gosterip gostermedigi Gapdh housekeeping mRNA gen ifadesi referans alinarak REST
2009 (Relative expression soft ware tool) yazilimi (QIAGEN) kullanilarak hesaplandi.
Goreceli gen ifadelerinin hesaplanmasinda kullanilan REST programi “Pfaffl”
matematiksel yontemini kullanmaktadir (Pfaffl, 2001). P degeri <0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi. Hiicre canlilif1 ve elisa testi sonuclarina gore gruplar arasindaki
farkliliklar ise “SPSS 15.0” istatistik programinda Student’s t-test ve Mann-Whitney U
testinin kullanilmasiyla analiz edilmistir. Degerlendirme sonucunda p<0,05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. EF24 ve Sisplatin’in AB12 Hiicrelerinde Hiicre Canlihg Uzerine Olan Etkilerinin
MTT Yontemi ile Degerlendirilmesi

ABI12 hiicrelerine EF24 ve sisplatinin tek baglarina ve birlikte uygulanmasinin hiicre
canliligr tizerine olan etkileri MTT yontemi ile degerlendirildi. Elde edilen verilerin

istatistiksel agidan anlamli olup olmadig: incelendi.
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Sekil 4.1. AB12 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) sisplatin ile 24 saat inkiibasyonu sonunda
belirlenen hiicre canlilik oranlart. *: p<0,05

Sekil 4.1’de AB12 hiicrelerinin sisplatinle farkli konsantrasyonlarda (5-75 uM) 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonucunda olusan hiicre canlilik oranlar1 gosterilmektedir. Elde edilen
sonuglara gore; 5, 10, 20 uM sisplatin uygulanmasi sonucunda hiicre canliliklarindaki
degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). 25-75 uM araligindaki
konsantrasyonlarda ise, AB12 hiicrelerinin canliliginin konsantrasyona bagli bir sekilde

azaldigi ve sisplatinin ¢oziindiirildigi PBS ile hazirlanan PBS kontrol ile
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karsilastirildiginda, goriilen bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu
(p<0,05). Kullanilan en yiiksek konsantrasyon olan 75 puM’ da hiicre canliligmmin %51
oldugu goriildii.

ABI12 hiicrelerinin EF24 ile farkli konsantrasyonlarda (4-30 uM) 24 saatlik inkiibasyon
siiresi sonucunda olusan hiicre canlilik oranlar1 Sekil 4.2°de gosterilmektedir. AB12
hiicrelerinin canliliginin konsantrasyona bagli bir sekilde azaldigi goriildi. Bu azalmanin
EF24’in ¢oziindirildigi DMSO ile hazirlanan DMSO kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli oldugu belirlendi (p<0,05). 24 saatlik uygulama siiresi sonucunda en yiiksek

konsantrasyon olarak kullanilan 30 uM’da hiicre canliligi %3 olarak belirlendi.
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Sekil 4.2. AB12 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) EF24 ile 24 saat inkiibasyonu sonunda
belirlenen hiicre canlilik oranlar1. *: p<0,05

EF24 ve sisplatinin AB12 hiicrelerinde 24 saat boyunca birlikte uygulanmalar1 sonrasinda
olusan hiicre canlilik oranlari Sekil 4.3°de gosterilmektedir. EF24 ve sisplatinin birlikte

uygulandig1 grupta kontrol, PBS ve DMSO ile hazirlandi.

Sekil 4.3’de gosterildigi gibi AB12 hiicrelerine EF24 ve sisplatinin birlikte 24 saat

uygulanmasi ile sisplatinin tek basina ayni siirede uygulanmasiyla elde edilen hiicre canlilik
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oranlart karsilastirildiginda, EF24 ve sisplatinin birlikte uygulandigi hiicrelerdeki canlilik
oraninin daha diisiik oldugu belirlendi.
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Sekil 4.3. AB12 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) 24 saat EF24 ve sisplatin ile birlikte
inkiibasyonu sonunda belirlenen hiicre canlilik oranlar1. *: p<0,05
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Sekil 4.4. AB12 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) 48 saat sisplatin ile birlikte inkiibasyonu
sonunda belirlenen hiicre canlilik oranlari. *: p<0,05
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ABI12 hiicrelerine EF24 ve sisplatinin tek baslarina ve birlikte 48 saat uygulanmasi sonucu
hiicre canlilik oranlari belirlendi. AB12 hiicrelerinin sisplatin ile 5-75 pM araligindaki
konsantrasyonlarda 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda canlilik oranlarinin Sekil 4.4°de
gosterildigi  gibi  konsantrasyona bagli bir sekilde azaldign goriildii. Sisplatinin
¢oziindiiriildiigii PBS ile hazirlanan PBS kontrolle karsilastirildiginda hiicre canliligindaki
bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,05). En yiiksek

konsantrasyon olan 75 uM’da hiicre canliliginin %33 oldugu belirlendi.
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Sekil 4.5. AB12 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) 48 saat EF24 ile birlikte inkiibasyonu
sonunda belirlenen hiicre canlilik oranlar1. *: p<0,05

4-30 pM araliindaki EF24 konsantrasyonlarinda hiicre canliliginin  EF24’iin
¢oziindiiriildiigiic DMSO ile hazirlanan DMSO kontrole gore konsantrasyona bagli bir
sekilde azaldig1 (p<0,05) goriildii (Sekil 4.5).

EF24 ve sisplatinin birlikte uygulanmasi sonrasinda hiicre canlilifinin sisplatinin tek basina
uygulanmasina gore azaldig1 goriildi (Sekil 4.6). EF24 ve sisplatinin birlikte uygulandigi
grupta kontrol, PBS ve DMSO ile hazirlandi.
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48 Saat Kombine
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Sekil 4.6. AB12 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) 48 saat EF24 ve sisplatin ile birlikte
inkiibasyonu sonunda belirlenen hiicre canlilik oranlari. *: p<0,05

4.2. In Vivo Bulgular

4.2.1. In vivo MPM fare modelinin olusturulmasi

Bu tez ¢alismasinda AB12 hiicreleri subkiitan6z olarak sag taraftan aktarilarak in vivo MPM
modeli olusturulmus farelerde EF24 ve sisplatin’in ayri ayr1 ve birlikte uygulamalarmin
apoptotik etkileri, qPCR yontemi ile apoptotik yolakta gorevli olan belirli genlerin mRNA
ifade diizeyleri ve ELISA Kkitleri ile apoptotik ve anti-apoptotik protein diizeylerine

bakilarak arastirilmis ve elde edilen veriler degerlendirilmistir.

Calisma cergevesinde agirliklart yaklasik 20-22 g olan 6-8 haftalik disi BALB/c fareler
kullanilmistir. AB12 hiicrelerinin (1x10°) farelere sag taraftan s.c. enjeksiyonu (Resim 4.1
(@) sonrasinda saglik durumlari ve timor olusumu giinasir1 takip edilen farelerde yaklasik 4.
hafta sonunda timor palpe edilebilir hale geldi (Resim 4.1 (b). Tiim6r olusumundan sonra 6
gruba ayirmak iizere olusturulan her bir grup igin 4 adet disi fare kullanilmigtir. Olusturulan
gruplarda ajanlar i.p. enjeksiyon seklinde verildi (Resim 4.2). Ajanlar uygulanmaya
baslandiktan sonra 17. giinde hayvanlara 6tenazi uygulandi. Hayvanlarin tiimdr, akciger,

karaciger, bobrek, kalp dokular1 alindi (Resim 4.3).
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Resim 4.1. AB12 hiicrelerinin farelere sag taraftan s.c. enjeksiyonu (a) ve farede tiimor
olusumu (b)

Resim 4.2. Fareye uygulanan i.p. enjeksiyon
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Resim 4.3. Tiimdr rezeksiyonlari

4.2.2. Dokularin patolojik degerlendirmesi

BALB/c farelere AB12 fare MPM hiicrelerinin subkiitanéz enjeksiyonuyla olusturulan
timorler Otenazi sonrasinda aliip hematoksilen-eozin boyamasi yapilarak patolojik
incelemeleri gerceklestirilmistir. Yapilan patolojik incelemede hem epitelyal hem de
sarkomatdz histolojik alt tiplere rastlanmis olup, tiimdriin histolojik alt tipi bifazik olarak
degerlendirilmistir (Resim 4.4). Bunun yani sira kontrol, sham I, sham 11, sisplatin, kombine
gruplarinda nekrotik hiicre oranlari sirasiyla %36, %30, %28, %21, %3 seklinde

goriilmiistiir. EF24 grubunda ise nekrotik alanlara rastlanmamustir.



Resim 4.4. Epitelyal ve sarkomatoz alanlar igeren bifazik mezotelyoma (HE, X400)

4.2.3. EF24 ve sisplatin’in anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl2l1) ve apoptotik (Casp3, Casp8,

Casp9) genlerin mRNA ifade diizeyleri iizerine etkisinin degerlendirilmesi

ABI12 hiicreleriyle olusturulan deneysel MPM fare modelinde EF24 ve sisplatinin tek
baslarina ve birlikte uygulamalarinin tiimér hiicrelerinde anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl2I1) ve
apoptotik (Casp3, Casp8, Casp9) genlerin mRNA ifade diizeyleri tizerindeki etkileri Nicel
Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyon yontemi ile belirlendi. ilgili genlere ait mRNA
ifade diizeyleri Sekil 4.7°de gosterilmistir.



51

m Kortrol

2,5 m Sham | [PBS)
m Sham I (DMS0)
EF24 (& mz/kg)
2 mCODP{3 megfkg)

m Kombine (6 mg/kg EF24+3 mg//kg CDOP)

15

:
I .
t : L
|| ‘ | I

Bel-2 Bel2i1 Casp3 Casps Casp3

mRMNA ifade Oran

[y

0,

(5]

Sekil 4.7. Anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl2l1) ve apoptotik (Casp3, Casp8, Casp9) genlerin
mRNA ifade diizeylerinde goriilen degisiklikler. *:p<0,05 (kontrole gore), t:
p<0,05 (Sham I’e gore)

Sisplatinin sham grubu olan sham I grubunda kontrole gore anlamli bir degisim
gozlenmemistir. Kontrole gore, EF24’lin sham grubu olan sham II grubunda bir artig
gozlense de istatistiksel olarak anlamli olmadig: goriildii (p>0,05). EF24 grubunda kontrole
gore anti-apoptotik gen olan Bcl-2 mRNA ifade diizeyindeki artisin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 goriildi (p>0,05). Sisplatinin uygulandigi grup olan CDDP ve sisplatin ile
EF24’ {in birlikte uygulandigi grup olan kombine grupta ise Bcl-2 mRNA ifade diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir artig goriildii (p<0,05). Bu artislar CDDP grubunda kontrolle
karsilastirildiginda 2,17 kat kombine grubunda ise 2,54 kat seklinde belirlendi. CDDP
grubunda sham I grubuna gore Bcl-2 mRNA ifade diizeyinde 2,06 katlik bir artis gozlendi.
Bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu degerlendirildi. Diger bir anti-apoptotik gen
olan Bcl2l1 geninin mRNA ifadesinde kontrolle karsilastirildiginda sham 1, sham I1, EF24,
CDDP ve kombine gruplarinda belirgin bir fark gézlenmedi.
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Apoptotik gen olan Casp3 mRNA ifadesinde EF24 ve sham Il grubunda gbzlenen artisin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildii (p>0,05). Sham |, CDDP ve kombine grubunda
ise Casp3 mRNA ifade diizeyinde anlamli bir degisiklik goriilmedi. EF24, CDDP ve
kombine gruplarinda diger bir apoptotik gen olan Casp8 mRNA ifade diizeyinde artis
gozlense de bu artis istatistiksel agidan anlamli bulunmadi (p>0,05). Sham | ve sham Il
grubunda ise kontrole gore belirgin bir fark goriilmedi. Apoptotik gen olan Casp9 mRNA
diizeyinde goriilen CDDP grubu i¢in 2,15 kat ve kombine grubu igin 2,34 kat seklinde

goriilen azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0.05).
4.2.4. Kaspaz-3 protein miktariin degerlendirilmesi

AB12 fare MPM hiicreleriyle olusturulan deneysel fare modelinde EF24 ve sisplatinin tek
baglarina ve birlikte uygulanmasi sonrasinda tiimor dokularindaki kaspaz-3 miktart ELISA

yontemi ile belirlendi. Kaspaz-3 miktar: kat artiglar1 seklinde gosterildi.
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Sekil 4.8. Tiimor dokularindaki kaspaz-3 miktar degisimleri.

Sisplatinin sham grubu olan sham | ve EF24’iin sham grubu olan sham Il grubu kontrolle
karsilastirildiginda kaspaz-3 miktarinda anlamli bir degisiklik olmadigi goriildi (p>0,05).
EF24 ve sisplatin (CDDP) tek baslarina uygulandigi gruplar olan EF24 grubunda ve CDDP

grubunda ve EF24 ile sisplatinin birlikte verildigi kombine grubunda da kontrolle
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karsilastirildiginda kaspaz-3 miktarinda anlamli bir degisim goézlenmedi (p>0,05). CDDP
sham | ile ve EF24 sham II ile karsilastirildiginda kaspaz-3 miktarinda bir degisim
goriilmedi. Kombine grubu CDDP grubu ile karsilastirildiginda CDDP grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir degisim belirlenmedi (Sekil 4.8).

4.2.5. Bcl-2 protein miktarinin degerlendirilmesi

BALB/c farclerde AB12 fare MPM hiicreleriyle olusturulan deneysel fare modelinde
ajanlarin uygulanmasi sonrasinda tiimor dokularindaki bcl-2 miktart ELISA yontemi ile

saptandi. Bcl-2 miktarindaki degisimler kat artiglar1 seklinde gosterildi.

Kontrol Sham | (PBS)  Sham Il (DMSO) EF24 (6 mg/kg) CDDP (3mg/kg) Kombine (6
mg/kg EF24+3
mg/kg CDDP)
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Sekil 4.9. Tumoér dokularindaki bcl-2 miktar degisimleri. *: p<0,05 (kontrole gore), t:
p<0,05 (CDDP’ye gore).

Sham 1, sham II, EF24 ve CDDP grubu kontrolle karsilastirildiginda bcl-2 miktarinda
anlamli bir degisiklik olmadigi goriildii (p>0,05). CDDP grubu sham | grubu ile
karsilastirildiginda bcl-2 miktarinda anlamli bir degisim goriilmedi. EF24 grubunda sham 11
grubuna gore anlaml bir degisiklik goriilmedi (p>0,05). Kontrolle karsilastirildiginda 1,2
katlik artis gozlendi. Bu artis istatistiksel agidan anlamli olarak degerlendirildi (p<0,05).
Kombine grubunda CDDP grubuna gére 1,17 katlik artis belirlendi (p<0,05) (Sekil 4.9).
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4.2.6. Bcl2l1 protein miktarimin degerlendirilmesi

AB12 fare MPM hiicreleriyle olusturulan deneysel fare modelinde ajanlarin uygulanmasi

sonrasinda timor dokularindaki bcl2l1 miktart ELISA yontemi ile degerlendirildi. Bcl2l1

miktarindaki degisimler kat artiglar1 seklinde gosterildi.

Kontrol Sham I (PBS) Sham Il (DMSQ) EF24 (6 mg/kg) CDDP (3 mg/kg) Kombine (6
me/ke EF24+43
mg/kg CODP)
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Sekil 4.10. Timdr dokularindaki bcl211 miktar degisimleri.

Sham 1, Sham Il, EF24, CDDP ve kombine grubu kontrolle karsilastirildiginda bcl2l1
miktarinda anlamli bir degisiklik olmadigi goriildi (p>0,05). CDDP grubunda sham |
grubuna goére bcl2ll miktarinda anlamli bir degisim goriilmedi. EF24 grubu ile sham I
grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmedi (p>0,05). CDDP
grubu ile karsilastirildiginda kombine grubunda anlamli bir degisim gozlenmedi (p>0,05)

(Sekil 4.10).
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4. TARTISMA

MPM, tan1 ve tedavideki ilerlemelere ragmen kotii prognozlu bir kanserdir. Insidansinin
ozellikle gelismekte olan {iilkelerde artmasi beklenmektedir (Boyer ve digerleri, 2018).
MPM tanis1 konan ve cerrahi miidahale uygulanamayan hastalarin biiyiik boliimii i¢in
sistemik kemoterapi tedavi secenegi olarak one ¢ikmaktadir. MPM tanili hastalarin birinci
basamak tedavisinde platin bazli kemoterapétikler (sisplatin ve karboplatin) ve antifolatlar
(pemetreksed/raltitrekset) altin standarttir. Sisplatinin tek basina uygulanmasi ile
karsilastirildiginda, kombine uygulamanin (sisplatintpemetreksed/raltitrekset) sag kalimi
ortalama 9,3-12,1 ay arasinda arttirdig1 bildirilmistir. Bu kombinasyon terapisine alternatif
olarak, sisplatin-gemsitabin ve sisplatin-vinorelbin kombinasyonlari da kullanilmaktadir.
Kemoterapi uygulamasi ile alinan cevap oranlarinin yeterli olmayis1 ve kullanilan ajanlara
kars1 diren¢ gelismesi nedenleriyle, MPM, tedavisinde giicliik ¢ekilen bir kanser olmaya
devam etmektedir. Apoptoza direng genel olarak kanserin 6nemli bir 6zelligidir ve ¢oklu
ila¢ direncinde de etkilidir. Bu durum MPM’de de goriilmektedir (Hanahan ve Weinberg,
2000). Bu nedenle, kullanilan kemoterapotik ajana karst gelisen direncin azalmasina
katkida bulunabilecek molekiillerin ve hedefe yonelik yeni ajanlarin tanimlanmasina

yonelik aragtirmalar hiz kazanmistir.

EF24, kurkuminin analogu olan sentetik bir bilesiktir. EF24’iin, farkli insan kanser
hiicrelerinde anjiyogenezi ve metastaz1 baskiladigi, hiicre dongiisiinii durdurdugu,
apoptotik yolaklar: aktiflestirdigi in vitro ve in vivo ¢alismalarda gosterilmistir (He ve
digerleri, 2018).

MPM tedavisinde, kemoterapétik ajanlar ile birlikte kullanilan yeni tanimlanan molekiilleri
iceren terapotik yaklasimlarin klinik yararlar sagladigi bildirilmistir (Favoni ve Florio,
2011). Guniimiizde terapdtik potansiyeli olabilecek aday molekiillerinin tanimlanasina

yonelik preklinik caligmalarla elde edilen sonuglar 6nem arz etmektedir.

Bu doktora tez caligmasinda kurkuminin sentetik analogu olan ve bir¢ok kanser tiiriinde

antikanser etkisi gosterilen EF24’iin tek basma ve sisplatinle birlikte fare AB12 MPM
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hiicrelerine uygulanmasinin apoptotik yolaklar {izerine olan etkilerinin in vitro ve in vivo

olarak belirlenmesi hedeflenmistir.

Cesitli insan kanser hiicrelerinde yapilan in vitro ve in vivo calismalarda, EF24’{in, hiicre
cogalmasin1 baskiladigi ve hiicre Olimiinii uyardigr gosterilmistir (Subramaniam ve
digerleri, 2008; Sun ve digerleri, 2009; Zhang ve digerleri, 2013).

Liu ve digerleri (2012) EF24’iin apoptoz ve hiicre dongiisii lizerine olan etkisini Hepal-6
fare karaciger hiicrelerinde arastirmistir. Ayrica, deneysel Hepal-6 fare kanser modeli
olusturarak, in vivo sartlarda EF24°iin hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz lizerine olan etkilerini
belirlemislerdir. Calisma sonucunda, EF24’{in in vitro sartlarda angiogenezi engelledigi,
icsel yolak aracilikli apoptozu uyardigi ve hiicre dongisiinii durdurdugunu, in vivo
sartlarda ise apoptozu uyardigini gostermislerdir. 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada (Yang
ve digerleri, 2013) EF24’tin prostat kanser (DU145) ve melanoma (B16) modelinde hiicre
cogalmas1t ve metastaz iizerindeki etkileri arastirilmistir. EF24° {in prostat kanser
hiicrelerinde in vitro olarak, NF-«B sinyal yolagini baskiladigini ve apoptozu uyardigini, in
vivo olarak ise hiicre ¢ogalmasini baskiladigini belirlemislerdir. B16 fare melonoma
hiicrelerinde in vitro olarak apoptozun uyarildigin ve singeneik fare melanoma modelinde
metastazin engellendigini gostermislerdir. Anabilim Dalimizda gergeklestirilen ¢alismada
EF24'in tek basma veya HDAC inhibitorleri (MS-275 ve salermid) ile birlikte pankreas
kanseri hiicre hatti BXPC-3 tizerindeki etkisi in vitro olarak incelenmistir. EF24’{in, MS-
275 ve salermid ile birlikte uygulandiginda, hiicre ¢ogalmasii azalttigi ve G1 fazinda
hiicre dongiistinii durdurabildigi gosterilmistir (Saglam ve digerleri, 2016). EF24’iin MPM
tizerindeki etkisi ile ilgili olarak Anabilim Dalimizda gergeklestirilen diger bir ¢alismada
(Onen ve digerleri, 2015) EF24’iin tek basina ve sisplatin veya okzaliplatin ile ardisik
uygulanmasinin malign plevral mezotelyoma (MSTO-211H) ve nonmalign mezotelyal
hiicre hattt MeT-5A’da apoptotik yolak {izerindeki etkileri arastirilmistir. EF24’{in
platinyum temelli ajanlarin etkisini arttirdigi, nonmalign mezotelyal hiicrelerde bu
ajanlarin sitotoksik etkisini azalttifi ve ayrica MPM hiicrelerinin hiicre 6lim cevabini
arttirdig1 belirlenmistir. Bu ¢alismada EF24’tin MPM iizerinde in vitro sartlardaki etkisi

incelenmis olup in vivo sartlardaki etkisi iizerine literatiirde bir ¢alismaya rastlanmamustir.
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Ayrica Onen ve digerleri tarafindan yapilan bu ¢alisma disinda EF24’{iin MPM iizerindeki

etkisiyle ilgili baska in vitro bir calismaya da rastlanmamuistir.

Calismamizda MPM hiicreleri iizerinde EF24 ve sisplatinin tek basina ve/veya birlikte
uygulanmasimin apoptotik yolak {izerindeki etkilerini arastirmak tlizere, AB12 fare MPM
hiicreleri kullanilmistir. Bu ajanlarin in vitro ve in vivo apoptotik etkilerini belirlemeyi
amagladigimiz ¢alismamizin in vivo boliimiinde allograft tiim6r modeli olusturulmasi igin
fare MPM hiicre hattinin kullanilmasi gerekliliginden dolayr AB12 fare MPM hiicreleri

calismamizda kullanilmak tizere secilmistir.

EF24 ve sisplatinin tek baslarina ve birlikte AB12 hiicrelerine uygulanmasinin hiicre
canliligi tizerine olan etkisi MTT yontemi ile degerlendirilmistir. Sisplatinin AB12
hiicrelerinin canlilig1 iizerine olan etkilerini belirlerken denenecek sisplatin konsantrasyon
araligi literatlir taramasi yapilarak belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada, dort insan MPM
hiicre hattinda (H2373, H2461, H2714 ve H2595) sisplatinin 0-80 uM arasindaki
konsantrasyonlari denenmis ve 80 uM iizerindeki konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda
azalma olmadig1 belirlenmistir (Wang ve digerleri, 2011). Diger bir calismada ise, ii¢
insan MPM hiicre hattinda (M14K, M38K ve ZL34) sisplatinin 0-100 uM arasindaki
konsantrasyonlari caligilmistir (Vandermeers ve digerleri, 2009). Bu nedenle, bu tez

caligmasinda sisplatinin 0-75 uM araligindaki konsantrasyonlar1 denenmistir.

EF24’tin ¢alismamizda kullanilacak konsantrasyon araligi belirlenirken yapilan literatiir
taramasinda, EF24’ {in MPM hiicrelerinde kullanildig:1 tek bir caligmaya rastlanmistir.
Anabilim Dalimizda gergeklestirilen bu ¢alismada, insan bifazik MSTO-211H hiicrelerinde
EF24’tn 0,5-32 puM araligindaki konsantrasyonlar uygulanmis, 2uM’m istiindeki
konsantrasyonlarda hiicre canliliginda anlamli azalma goriilmiistir. EF24 kurkumin
analogu bir bilesiktir. Wang ve digerleri (2011) tarafindan yapilan ¢alismada AB12
hiicrelerine 0-50 uM araligindaki kurkumin konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Literatiirde
ABI12 hiicrelerinde kullanilan EF24 konsantrasyonlari ile ilgili bir c¢aligmaya
rastlanmamustir. EF24’tin kurkuminden daha potent olmasi ve EF24” {in insan MPM hiicre
hattt MSTO-211H’ da kullanildig1 konsantrasyonlar gbéz Oniinde bulundurularak tez

calisgmamizda kullanilan konsantrasyonlar belirlenmistir. AB12 fare MPM hiicrelerine
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EF24 ve sisplatinin ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanmasi sonrasinda sisplatin uygulanan
hiicrelerin 24 ve 48 saatlik inkiibasyonu sonrasinda 20 pM ve stiindeki
konsantrasyonlarda hiicre canliliginin zamana ve konsantrasyona bagl bir sekilde azaldig
belirlenmistir.  EF24  uygulanan  hiicrelerde  4-30 uM  araligindaki  EF24
konsantrasyonlarinda 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicre canliliginin
konsantrasyona bagli bir sekilde azaldigi goriildi. Uygulanan ajanlar farkli hiicrelerde
hiicre canlilig1 {izerinde farkli etkiler yaratabilmektedir. Literatiirde yapilan caligmalar ile
calisgmamizda kullanilan konsantrasyon araliklarindaki hiicre canlilik oranlarindaki azalma
ile ilgili bulgularimiz uyumlu bulunmustur. Bu iki ajanin gesitli konsantrasyonlarinin
ABI12 hiicrelerine birlikte uygulanmasi sonrasinda sisplatinin tek basina uygulanmasina
gore hiicre canlilik oranlarmin belirgin oranda distiigii belirlendi. EF24’iin kanser
hiicrelerinde diger ajanlarin etkisini arttirdig1 ve hiicreleri duyarli hale getirdigi ¢aligmalar
mevcuttur (Bertazza ve digerleri, 2018). EF24'iin tek basina veya adrenokortikal kanser
icin referans ilag olarak kullanilan mitotanla birlikte, iki adrenokortikal timor hiicre
hattinda (SW13 ve H295R) hiicre canliligi ve metastaz {izerindeki etkisinin
degerlendirildigi ¢calismada (Bertazza ve digerleri, 2019) her iki hiicre hattinda da EF24’iin
mitotanin  etkisini arttirdigi  belirlenmistir. SGC-7901 ve BGC-823 mide kanseri
hiicrelerine, AKT’ nin allosterik inhibitorii olan MK-2206 ile EF24’lin birlikte
uygulanmasi sonucu, her iki ajanin sinerjistik etki gostererek apoptozu uyardigi ve hiicre

dongiisiinii durdurdugu gosterilmistir (Chen ve digerleri, 2017).

Calismamizin in vivo bolimiinde deneysel AB12-MPM fare modeli olusturuldu.
Literatiirde MPM modeli olusturulurken disi BALB/c fareler kullanilmistir (Cheriyan ve
digerleri, 2014; Yang ve digerleri, 2012). Calismamizda da literatiirle uyumlu olarak 6-8
haftalik disi BALB/c fareler kullanilmigtir. Tiimor olusumundan sonra fareler her grupta 4
fare olacak sekilde 6 gruba ayrilmistir. Sisplatinin uygulanacak konsantrasyonu 3 mg/ml,
EF24’ iin ise 6 mg/ml seklinde planlanmistir. Sisplatinin konsantrasyonu ve verilis sikligt
Hamaguchi ve digerleri (2010) tarafindan yapilan galisma referans alinarak belirlenmistir.
EF24’in MPM modeli olusturulmus farelere uygulandigi bir ¢alismaya literatiirde
rastlanmamuistir. Ancak diger in vivo kanser modellerinde EF24” iin 3-20 mg/kg arasindaki
konsantrasyonlar1 her giin uygulanmakla beraber EF24° {in baska bir ajanla birlikte

kullanilmast durumunda 3 ve 6 mg/kg konsantrasyonlarda uygulandig gorilmiistiir.
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EF24’iin tek basina ve diger ajanlarla birlikte uygulandigi konsantrasyonlar bire bir
uygulanmasa da g6z oniinde bulundurulmustur (Chen ve digerleri, 2016; Chen ve digerleri,
2017; Zou ve digerleri, 2016). Ajanlarin uygulanmaya baslanmasindan sonra 17. giinde
hayvanlara 6tenazi uygulandi. Otenazi sonrasi tiimdr dokusu ile diger saglikli dokular
alindi. Timor dokularinda makroskobik olarak sisplatin, EF24 ve kombine gruplarinda
kontrole ve sham gruplarina gore kiigiilme gozlendi. Alinan dokularin bir kismi1 patolojik
inceleme icin ayrilirken diger bir kismi ise molekiiler analizler i¢in kullanildi. Yapilan
patolojik incelemede tiimér dokularinin histolojik alt tipi bifazik olarak belirtilmis olup
AB12 hiicrelerinin histolojik alt yapisiyla uyumlu oldugu goriilmiis ve tiimoér dokusunun
varligi dogrulanmistir. EF24, sisplatin ve kombine gruplarda nekrotik hiicre oraninin

kontrol ve sham gruplarina gore az oldugu degerlendirilmistir.

Apoptoz, kaspaz aktivitesi, niikleer yogunlasma, hiicresel proteinlerin bozulmasi ve
apoptotik cisimlerin olusumu seklinde gozlenen bir siiretir. Ayn1 zamanda karsinojenezde
onemli rol oynamaktadir. Bu nedenle kullanilan ajanlarin tek basina ve/veya birlikte
kullanildiklarinda MPM fare modelindeki apoptotik etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla
hem apoptotik ve antiapoptotik mRNA ifade diizeyindeki degisimler hem de apoptotik ve
antiapoptotik protein diizeyindeki degisimler belirlendi. Bu amagla Nicel Gergek Zamanl
Polimeraz Zincir Reaksiyon yontemi ile apoptotik Casp3, Casp8 ve Casp9 ile anti-
apoptotik Bcl-2 ve Bcl2I1 genlerinin mRNA ifade degisimleri ve ELISA yontemi ile
kaspaz 3, bcl-2 ve bcl2ll protein miktarlarindaki degisimler incelendi. Sisplatin ve
EF24’iin birlikte uygulandigi grup olan kombine grubu ile sisplatinin uygulandig1 grupta
kontrole gore Bcl-2 mRNA ifadesinde anlaml artis gézlenmistir. Ayn1 zamanda sham 1
grubuna gore sisplatin uygulanan grupta yine Bcl-2 geninin mRNA ifadesinde anlamli artis
oldugu goriilmistiir. Bcl211, Casp3 ve Casp8 genlerinin mRNA ifade diizeyinde gruplar
arasinda ve kontrole gore anlamli bir fark gézlenmedi. Casp9 geninin mRNA ifadesinde
ise kombine grubu ve sisplatin uygulunan grupta kontrole gore anlamli bir azalig

gozlenmistir.

Kaspaz 3 protein miktarinda gruplarda kontrole gore anlamli bir degisim belirlenmedi.
Literatiirde EF24’tin in vivo MPM modelinde kullanildigi bir ¢alismaya rastlanmamastir.

Ancak EF24’iin insan gastrik kanser hiicreleriyle olusturulan in vivo modelde EF24’{in,
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ROS aracili ER stresi yoluyla apoptotik hiicre 6limiinii uyardigi ve 5-fluorourasil ile
uyarilan timor biiylimesinin baskilamasini sinerjistik olarak arttirdigi belirtilmistir (Zou ve
digerleri, 2016). EF24 ve Akt inhibitorii olan MK-2206’nin birlikte kullanimimin gastrik
kanser deneysel fare modelinde, tek ajan gruplarina kiyasla aktif kaspaz 3 miktari
arttirdig: belirtilmistir (Chen ve digerleri, 2017). Kaspazlar, apoptozda énemli rol oynayan
proteazlardir. Efektor kaspazlar grubunun 6nemli iiyelerinden biri olan kaspaz 3, ¢esitli
hedef proteinleri boler ve apoptozda goriilen morfolojik degisikliklere neden olur. Bu
nedenle apoptozun 6nemli belirteglerinden biridir (Pfeffer ve Singh, 2018).

Bununla birlikte Bcl-2 protein miktarinda kontrole ve sisplatin uygulanan gruba gore
kombine grubunda anlamli bir artis gozlendi. Goriilen bu artis anlamli bulunsa da artisin
miktarinin fazla olmadigi degerlendirildi. Bcl-2'nin asir1 ifadesi ile antikanser ilaglara karsi
olusan diren¢ arasinda iliski oldugu belirtilmistir. (Yip ve Reed, 2008). Yapilan bir
caligmada insan mesane kanseri hiicre hatti (T24) ile CDDP direngli alt klonunun
karsilastirildiginda bcl-2'nin ifadesinin artisinin sisplatin direncinin gelisimi ile ilgili
oldugu gortlmiistiir (Cho ve digerleri, 2006). Ayrica, A549 akciger kanseri hiicre hatt1 ile
yapilan gen sessizlestirme c¢alismasinda bcl-2'nin ifadesindeki azalisin sisplatine olan
duyarliligi arttirdign belirtilmistir (Losert ve digerleri, 2007). Steroidal olmayan anti
inflamatuar ilag¢ olan Selekoksib ile akciger kanseri hiicre hatlarinda (SK-MES-1, SK-LU-1
ve COLO 699N) vyapilan c¢alismada, yiksek (50 upuM) ve disik (5 uM)
konsantrasyonlardaki selekoksibin apoptoz tizerindeki etkileri arastirilmistir. Selekoksibin
yliksek ve diisiik konsantrasyonda uygulanmasiyla 3 hiicre hattinda da kaspaz-3, 8 ve 9
aktivitesinin gozlenmedigini, bcl-2, bcl2l1 mRNA ifadesinde ise artisin gozlendigini ve bu

durumun apoptoz direncine yol agtigini belirtmislerdir (Gradilone ve digerleri, 2007).

Gelisimde, farklilasmada, hiicresel homeostazda, malign hiicrelerin  ortadan
kaldirilmasinda 6nemli rolii olan programli hiicre 6liimii kanser kemoterapisinde onemli
bir hedeftir. Programli hiicre 6liimiine apoptoz ve otofaji 6rnek verilebilir (Liu ve digerleri,
2018). Yapilan ¢alismalarda apoptoz ve otofajinin diizenlenmelerinin birbiriyle baglantili
oldugu belirtilmistir (Lee ve digerleri, 2016). Hiicrenin ortamina ve hiicresel strese bagl
olarak apoptoz ve otofaji ayni anda, sirayla veya sadece biri gelisebilir (Liu ve digerleri,
2018). Bcl-2 ailesinin bcl-2, bcl2l1 ve mcll gibi anti-apoptotik iiyelerinin hem apoptoz
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hem de otofajinin diizenlenmesinde rol oynadig1 bilinmektedir. Bu proteinler sadece Bax
ve Bak't baskilayarak apoptozu inhibe etmekle kalmaz, ayni zamanda otofagozom
olusumunda yer alan otofajiye bagh protein Beclin-1 ile etkilesime girerek antiotofajik
diizenleyiciler olarak islev goriir. Bu etkilesim, konuma bagli bir sekilde Beclin-1 aracili
otofajinin uyarilmasimi engeller. Bcl-2, bcl2l1 ve mecll biiyiik 6l¢iide mitokondride
yerlesmis olsa da, sadece endoplazmik retikulumda yarlesmis bcl-2 aile iiyeleri, otofajiyi
inhibe edebilir. (Maiuri ve digerleri, 2007; Pattingre ve digerleri, 2005). Calismamizdan
elde ettigimiz sonuglardan yola ¢ikarak EF24’tiin AB12 MPM hiicre hattinda hiicre
canliligini konsantrasyona bagli bir sekilde azalttigin1 ve sisplatinle birlikte kullanildiginda
ise hiicre canliligindaki azalma yoniinden sisplatinin etkisini arttirdigini  belirledik.
Olusturulan deney hayvani modelinde elde ettigimiz sonuglarda ise apoptozun
uyartlmadigr goriilmektedir. Yu ve digerleri (2012) EF24°tin A549 akciger kanseri hiicre
hattinda hangi hiicre 6liim mekanizmasiyla etki ettigini arastirmislardir. Calismada hiicre
oliimiinii otofaji ve apoptoz arasindaki iliski tizerinden degerlendirmislerdir. EF24’iin ICso
konsantrasyonunu 8,5 uM olarak bulmuslardir. 4 ve 8 uM konsantrasyonda otofajinin
gozlendigini 16 pM’da ise apoptozun Onemli rol oynadigimi gostermislerdir. EF24’{in
farkli  konsantrasyonlarda farkli hiicre 06liim mekanizmalarim1  uyarabilecegini

belirtmisglerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

MPM nadir goriilen bir kanser tiirii olarak bilinmesine karsin, gegtigimiz 10 yilda goriilme
siklig1 artmistir. Giintimiizde kullanilan radyasyon ve kemoterapi gibi geleneksel tedavilere
cevabr dusiiktiir. Hastalarda, birinci basamak tedavide kemoterapétik olarak kullanilan
platin bazli ajanlara kars1 direng olusumu da gézlenmektedir. Gliniimiizde, hastaligin seyri
ve tanisinda kullanilabilecek yeni belirtegler ve terapotik hedeflere yonelik arastirmalar hiz
kazanmustir. Platin bazli ajanlarin etkisini artiran ya da tiimér hiicrelerinde kemoterap6tik
ajana kars1 olusan direnci azaltan terapotik potansiyeli olabilecek aday molekiillerin in

vitro ve in vivo preklinik ¢alismalarla tanimlanmasi 6nemlidir.

Doktora tez ¢alismasinin in vitro boliimiinde, AB12 fare MPM hiicrelerine EF24 tek basina
uygulandiginda, hiicre canliliginin konsantrasyona bagl olarak azaldigi belirlenmistir.
EF24 ve sisplatinin birlikte uygulandigi hiicrelerdeki canlilik oranlar ile sisplatinin tek
basina uygulanmasi sonucunda elde edilen veriler karsilastirildiginda, EF24°’{in, sisplatin
ile uyarilan hiicre 6liim cevabini arttirdig1 belirlenmistir. Doktora tez ¢alismasinin in vivo
boliimiinde ise, deneysel AB12 fare MPM modeli olusturularak, EF24 ve sisplatinin tek
basina ve/veya birlikte uygulanmasinin antiapoptotik (Bcl-2 ve Bcl2l1) ve proapoptotik
(Casp3, Casp8 ve Casp 9) genlerin mRNA diizeyindeki ifadeleri ile bel-2, bcl2l1 ve casp3
protein seviyelerine olan etkileri belirlendi. Timo6r dokularinda, sisplatinin tek basina
uygulandigi grup ile sisplatin ve EF24’iin birlikte uygulandigi gruplarda, mRNA
diizeyinde Bcl-2 ifade artisi, Casp 9 ifade azalis1 sisplatine karsi gelisen diren¢ nedeniyle
apoptozun uyarilmadigini géstermistir. Bcl-2 proteininin miktarinin sisplatin ve EF24’{in
birlikte uygulandigi gruplarda arttigi gortldi. Bcl-2 ailesi iiyeleri endoplazmik
retikulumda veya mitokondride yerlesim gostermektedirler. Mitokondride yerlesim
gosteren bcl-2 ailesi iiyeleri apoptozun diizenlenmesinde rol alirken, endoplazmik
retikulumda yerlesim gosteren bcl-2 ailesi iiyeleri otofajiye bagli protein Beclin-1 ile
etkilesime girerek otofajinin baskilanmasina neden olurlar. Bununla birlikte otofaji
uyarildig1 zaman bcl-2 protein miktarinin arttigi, caligmalarda gosterilmistir. Bu anlamda

bcl-2’nin lokalizasyonunun belirlenmesinin 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.
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Deneysel fare modelleri insanlardan fizyolojik olarak farkli olsa da, histolojik agidan
benzerlikler gosterir ve immiinokompetan bir ¢evrede arastirma yapilmasina olanak saglar.
In vitro modellerle karsilastirildiginda ilag uygulamalarinda verilen ajanin fizyolojik bir
cevrede metabolizmasi s6z konusudur. Bu nedenle in vitro deneylerden elde edilen
sonuglarin in vivo deneylerle de desteklenmesi 6nemli bir role sahiptir. Bununla birlikte
deneysel fare modellerinde bazi giigliikler yasanabilmektedir. Timor gelisimi fareler
arasinda farklilik gosterebilir. Metastaz olusumu olasilig1 nedeniyle baska tiimor tipleri
olusabilir. Immiinokompetan modellerde tamamen islevsel bir immiin sistemi mevcuttur.
Malign mezotelyoma hiicrelerinin subkiitanéz veya ortotopik (intraplevral veya
intraperitoneal) enjeksiyonuyla, deneysel malign mezotelyoma fare modellerinin
olusturuldugu bildirilmistir. BALB/c farelerde deneysel MPM modeli olusturulurken
AB12 veya ABI hiicrelerinin kullanildig1 belirtilmistir. Bu farelerle olusturulan modelde
islevsel bir immiin sistemi mevcuttur. immiinokompetan intraplevral modeller, enjeksiyon
icin plevral bosluga ulasilmasi gerektiginden yaygin olarak kullanilan bir yontem degildir.
Subkiitandz enjeksiyon kullanilarak olusturulan modeller, tiimor boyutunun 6l¢iilebilmesi
ve terapotiklerin  tiimOr igine enjeksiyonunun yapilabilmesi agisindan avantaj
saglamaktadir. Ancak bu modellerde olusturulan tiimérler patofizyolojik anlamda uygun
bir konumda bulunmamaktadirlar. Bu nedenle g¢alismamizdan elde edilen sonuglarin
ortotopik deneysel MPM modelinde de arastirilmasinin EF24’{in terapotik potansiyelinin

degerlendirilmesi acisindan yararli olacag diisiincesindeyiz.

EF24’tin farkli konsantrasyonlarimin farkli hiicre 6liim mekanizmalarimin uyarilmasina
neden oldugu in vitro sartlarda gosterilmistir. Calismamizda deneysel MPM fare
modelinde EF24’{in apoptotik yolaklar iizerindeki etkisi aragtirilmistir. Bu anlamda diger
hiicre 6liim tipleriyle iliskili belirtecler kullanilarak ek calismalarin yapilmasi daha uygun
olacaktir. Bunun yami sira EF24’tin deneysel fare modelinde farkli konsantrasyonlari
kullanilarak apoptotik yolak {izerindeki etkisinin arastirilmasinin bu ajanin apoptotik

etkisinin ortaya ¢ikarilmasina katki saglayacag diislincesindeyiz.

Calismamizdan elde edilen sonuglar, diger arastirmacilar tarafindan yapilacak preklinik
calismalardan elde edilecek sonuglarla desteklenirse EF24’iin MPM’de hiicre o6liim

mekanizmasi lizerindeki rolii belirlenmis olacaktir.
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