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ONSOZ

Gliniimiizde akciger kanseri diinyada en ¢ok goriilen kanser tiiriidiir. Tim
kanser kaynakli 6liimlerin %19’unu akciger kanseri olusturmaktadir. Diinyadan her
sene ortalama 1 milyon insan akciger kanseri nedeniyle 6lmektedir. Bilim ve
teknolojik gelismelerin son hizla ilerledigi bu giinlerde hala aydinlatilmay1 bekleyen
baz1 noktalar mevcuttur. Diinya genelinde kanser alaninda ¢ok sayida arastirmaci
tarafindan oldukga kapsamli ¢alismalar yapilmasina ragmen halen cevap bekleyen

bir¢ok soru bulunmaktadir.

Geleneksel tedavilerin ve uygulamalarin akciger kanseri insidansini kontrol
edememesi, yeni tedavi yoOnetemlerinin gelistirilmesi i¢in biyiikk ihtiyag
olusturmustur. Bu amagcla alfa lipoik asit gibi antioksidan maddeler ve piperlongumin
gibi bitkilerden elde edilen dogal alkaloidler antikanser ajanlar olarak 6nemli adaylar
olabilmektedir. Calismamizda akciger kanser tedavisi calismalarina yeni bir bakis
acis1 getirmek adina piperlongumin ve alfa lipoik asidin kombinasyonu g¢aligilmis,
akciger kanser hiicre hatlarina etkisini arastirmak adina antiproliferatif aktiviteleri

incelenmistir.

Oncelikle yiiksek lisans egitimim boyunca deneyim ve bilgi birikimleriyle
bana yardim eden ve her konuda destegini esirgemeyen Ankara Universitesi
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damigsman hocam Dog. Dr. Gérkem KISMALI’ya, Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda yardimlarini esirgemeyen arastirma
gorevlileri, doktora ve yiiksek lisans Ogrencisi arkadaslarima goniilden saygi ve

tesekkiirlerimi sunarim.
Bu mutlu giinlere erismemi saglayan, essiz destekleriyle her zaman yanimda

olan ve her zaman bana inanan canim aileme... Canim esim Ogiing MERAL’e ve

biricik annem Necla GUNAY a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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o Alfa

A549 Akciger Kanseri Hiicre Hatt1
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DNA Deoksiribo niikleik asit
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o Etilen Diamin Tetra
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BSA S1gir Serum Albumin
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MTT Metiltiazol difenil
tetrazolyum

ng Nanogram
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DR4 Oliim Reseptorii 4

DR5 Oliim Reseptorii 5
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ve c¢ogalmasi ile ortaya c¢ikan ve
genetik ve ¢evresel kosullarin etkisi altinda olan kompleks bir hastaliktir. Yiizden
fazla kanser tiiri olmasma ve belli tipteki kanserler i¢in olabildigince standart
yaklagimlar gelistirilmesine ragmen kanser ayni zamanda kisisel bir hastaliktir.
Diinya iizerindeki hicbir insanin DNA’s1 ayni olmadigi icin kisilerin benzer
tedavilere farkli cevaplar vermesi normaldir. Giiniimiizde ilerleyen teknolojinin
beraberinde getirdigi saglik sorunlarindan kag¢inmak icin dogaya ve dogal olana
doniis egilimi gittikce artmaktadir. Var olan tedavilere ek olarak yeni tedavi

yontemleri gelistirilmektedir (Baykara, 2016).

Akciger kanseri, tiim diinyada goriilen 6nemli bir saglik sorunu olmakla birlikte
erkeklerde en sik rastlanan, kadinlarda ise meme kanserinden sonra ikinci siradaki
kansere bagli 6liim nedenidir. Akciger kanseri tanisi alan olgularin ¢ogu ileri evrede

yakalanmasi agisindan da 6nemli bir hastaliktir (Goksel ve Akkoglu, 2002).

Geleneksel tedavilerin ve uygulamalarin akciger kanseri insidansini kontrol
edememesi, yeni tedavi yonetemlerinin gelistirilmesi i¢in biyiik ihtiyag
olusturmustur. Bu amagla alfa lipoik asit gibi antioksidan maddeler ve piperlongumin
gibi bitkilerden elde edilen dogal alkaloidler antikanser ajanlar olarak 6nemli adaylar
olabilmektedir. Kanser tedavisinde kemoterapi, radyasyon tedavisi gibi geleneksel
yontemlerle hastada iyilesme goriilse de, ¢ogu hasta kotii sonug elde etmekte ve

toksik yan etkiler ortaya ¢ikmaktadir (Tetikgok ve ark, 2015).

Diinya c¢apinda Vit. E, yesil cay v.b maddeler igeren bitkisel ilaglarin
kullaniminin tahmini % 65 oraninda yayginlastigi Diinya Saglik Orgiitiince yiiriitiilen
aragtirma sonucu gorlilmiistiir. Giiniimiizde antikanser etkili ajanlarin yarisindan
fazlasi tibbi bitkilerden ve diger bitkisel kaynaklardan saglanmaktadir. Fakat hala
antikanserojen etki potansiyeli kesfedilmemis daha bir ¢ok bitki bulunmaktadir.

Sentetik ilaglarin zararli yan etkilerine maruz kalinmamasi icin alternatif ¢oziim,

1



alternatif tibbi bitkiler iizerinde arastirmalarin arttirilmasidir (Cragg ve Newman,

2005; Pandey ve Madhuri, 2006 ve Rao ve ark., 2004).

1.1. Kanser Gelisimi

Yasamimizi siirdiirebilmemiz i¢in hiicrelerimizin siirekli kendini yenilemesi
gereklidir. Omriinii dolduran hiicreler viicuttan atilirlarken yerlerine yenileri gelir.
Bazen hiicreler, cevresel faktorlerin ¢ok basamakli bir siireci icinde, hiicre
DNA’sinda ve kromozomlarin fonksiyonel birimleri olan genlerde olusan
degisiklikler sonucunda kontrolsiiz olarak boliinmeye baslarlar ve normalde
olmamasi gereken bir olusum meydana getirirler. Buna karsinogenesiz denir.
Karsinogenesiz; Homeostatik “’feedback’ mekanizmalara yanit veren normal
hiicrelerin bu mekanizmalarin kontroliinden ¢ikip, kontrolsiiz ve spontan olarak
bliyliyebilen ve komsu dokulara invazyon yapabilen hiicre sekillerine doniismeleridir
(Ulukaya, 2002). Kanser, somatik genetik hastaliklarin en sik goriilen ve aym
zamanda en karmasik olanidir. Bati toplumlarinda her {i¢ insandan birinde kanser
gelismekte ve beste biri 6lmektedir. Tim kanserler, DNA dizisindeki birtakim
anormalliklerle olusmaktadir. Kanserlerin %10-15"inin, kalitimsal oldugu yani
ebeveynlerden gelen genlerle aktarildigi, geriye kalan %85-90’lik kisminin ise yasam
boyunca canli hiicrelerdeki DNA’nin, mutajenlere maruz kalmasi, hiicre
DNA’sindaki hafif progresif degisiklikler ve replikasyonda hatalar olugmasi ile
sekillendigi disiiniilmektedir. Bazen olusan bu mutasyonlardan biri, iginde
bulundugu hiicrenin biiyiimesini ve bu hiicreden tiireyen bir kanser klonunun
olugsmasina neden olur. Kanser multifaktoriyel olup, bakterilerden viruslara,
radyasyondan kalitima, ¢evresel faktdrlerden beslenme aligkanligina ve kimyasallara

kadar birgok faktore baglidir (Futreal ve ark., 2001).
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Sekil 1.1. Cok basamakli karsinogenez (Atabey, 2004).

Kanser etiyolojisi multifaktoriyel olup etkenler su sekilde siniflara ayrilabilir;

Bedensel Ozellikler:
. Genetik: Meme kanseri, 16semiler, bazi ¢gocukluk ¢agi tiimérleri gibi
° Hormonal nedenler: Meme, prostat, karaciger, testis, kalinbagirsak kanseri ve

bazi yumurtalik tiimdrleri gibi.

Cevresel Faktorler:

. Fiziksel Etkiler:

. Glines 15181: (deri kanserleri)

. Radyasyon: (I6semiler, akciger, bogaz-yutak, yemek borusu, mide bagirsak,
deri, tiroit kanserleri ile yumusak doku tiimorleri)

o Is1: Deri, yamusak doku, yemek borusu ve yutak kanserleri

o Mekanik darbeler: Kemik ve yumusak doku tiimorleri

Kimyasal etkiler:

° Endiistriyel maddeler:



4)

5)

6)

o Aliiminyum iirtinleri: Akciger, idrar kesesi, yemek borusu, mide kanserleri.
o Ayakkab1 sanayisinde kullanilan maddeler: Losemi, siniis tiimorleri, idrar

kesesi ve sindirim yollar1 kanserleri.

° Komiir dumanlari: Deri, Akciger ve idrar kesesi kanserleri.

o Kok komiirii iirtinleri: Deri, akciger ve bobrek

° Demir tozlari: Solunum yollari, 16semi, sindirim, cinsel organlar ve bosaltim
organlari

. Boyalar: Akciger, yemek borusu, mide, idrar kesesi.

. Lastik endiistrisi: Idrar kesesi, 16semi, lenfoma, akciger, bobrek yollari,

sindirim yollari, deri, karaciger, girtlak, beyin.

° Mobilyacilikta kullanilan maddeler: Girtlak ve siniis kanserleri.
Mlaclar:

o Agr kesiciler: Bobrek ve idrar yollart

o Ostrojen: Meme, dol yatag: ve testis.

o Dogum kontrol haplar1: Karaciger, dol yatag:

. Bazi kanser tedavisinde kullanilan ilaglar: Losemi, idrar kesesi.
Besinler:

. Yagli yiyecekler: Meme, kalin bagirsak
. Bazi kiifler (alfatoksinler): Kalin bagirsak

o Yanmis yaglar: Meme, kalinbagirsak
o Kirmizi etten zengin diyetler: kalinbagirsak
. Iyottan fakir diyet: tiroid bezi

Diger kimyasal kanser yapici etkenler:
. Sigara: Akciger, agiz, girtlak, yutak, yemek borusu, mide, idrar kesesi,

pankreas, bobrek, dol yolu agzi, karaciger

° Alkollii icecekler: Agiz, yutak, girtlak, yemek borusu, karaciger, meme
. Asbestos: Akciger, plevra, peritoneum, sindirim sistemi, girtlak

o Benzen: Losemi

o Komiir tozlari: Deri, akciger ve idrar kesesi



o Komiir tozu, zifti: deri, akciger, idrar kesesi, sindirim yollar1 16semi
. Madeni yaglar: Deri, idrar kesesi, sindirim ve solunum yollar1
o Naftalin: Idrar kesesi, karaciger

o Hardal gazi: Akciger, girtlak, yutak

7) Virisler, bakteriler:

o Hepatit B ve C viriisti: Karaciger

o T gozeli 16semi viriisii: Losemi

. HP virtisii: DOl yolu agzi, daha nadir olarak agiz, dil, girtlak
o Helicobacter pylori: Mide

8) Diger risk faktorleri:

. Yas: 55 yasin iistiinde olmak: Bedenin bir¢ok yerinde goriilen kanserler
. Stres: Cesitli dokulardaki tiimorler

. Hareketsiz yasam tarzi: Meme, kolon, diger yerlesimler.

o Yiiksek tansiyon: Meme, kolon

o Immun sistem yetersizligi: lenfoma, karsinoma

° Cinsel iligki: Rahim agzi, kaposi sarkomu, aniis ve dil

seklinde siralanabilir.

BN Sigara I  Hava Kirliligi

| Alkol Em  ilaglar ve Tibbi

B Beslenme Prosediirler

B Gida Katkilarn e Jeofizik Faktorler

B Ureme ve Cinsel (Giines 15131 vs.)
Davrams e Enfeksiyon

BT Meslek B Bilinmeyen

Sekil 1.2 . Kansere neden olan faktorler (Colditz ve ark., 2006).



Kalitim yoluyla kanser meydana gelme olasilig1 cevresel faktdrlere oranla
cok daha azdir. Genlerin, bazi hastaliklara kars1 yatkinliga neden olup olmadiklar
konusundaki arastirmalar halen devam etmektedir. Normalde tiimor gelisimini
Onleyen tiimor baskilayici genlerdeki bir bozuklugun, kalitimsal olarak aktarilmasi
ve sigara gibi bir karsinojenin ilave katkisi ile bireyler kansere yatkin hale
gelebilmektedirler. Meme ve yumurtalik kanseri gibi bazi kanser tiirlerinde, kanserin
kalitimsal gegisine ait bazi genler tespit edilmistir. Losemiler ve bazi ¢ocukluk ¢agi
tiimorleri (Wilms tiimorii, retinoblastoma) kalitimsal ozellik gosterir.
Kalin bagirsakta polip gelisimine neden olan genetik yatkinlik kalin barsak kanseri
gelisim riskini artirmaktadir. Her ne kadar kalin bagirsak (kolon) kanserlerinin
yaklasik %85- 90’1 dogumdan sonra meydana gelen mutasyonlarin eseri olsa da,
geriye kalan kismi kalitsaldir. Cevresel olarak maruz kaldigimiz bir¢ok kimyasal
madde, kansere sebep olmaktadir. ilaglar ve yagh yiyecekler, bazi kiifler
(alfatoksinler), iyottan fakir diyet, kirmiz1 etten zengin diyetler, yanmis yaglari igeren
besinler kansere sebep olan dnemli ¢evresel faktorlerdendir. Sigara, alkol, hardal
gazi, benzen, komiir tozu ve zifti, madeni yaglar, naftalin ve ashestos da diger
kimyasal kanser yapici etkenlerdir. Helicobacter pylori, T hiicreli 16semi viriisii
human papilloma viriisii gibi viriis ve bakteriler de fiziksel ve kimyasal etkenler gibi,
biyolojik olarak normal karaktere sahip bir hiicre kiiltiiriinii transforme ederek kanser
olusturabilirler (Yokus ve Cakir, 2012).

Kansere sebep olan fiziksel etkenler i¢inde, radyasyon, 1s1, glines 15181,
mekanik darbeler bulunmaktadir. Iyonize radyasyon gibi 1smimlar (x, gama 1sinlari,
niikleer emisyonlar, Ultra viole iginlari) biyolojik makromolekiillere direkt olarak
etki edebilecek yeterli intrinsic (quantum) enerjiye sahiptirler. Boylelikle biyolojik
makromolekiillerden elektron kopartabilir ya da bunlar pozitif yiikle yiikleyebilir
(Yokus ve Cakir, 2002). Bu durum ise DNA’da tek ve ¢ift zincir kiriklari ile baz ya
da sekerde modifikasyonlara sebep olur. Son yillarda elektirikli ev aletlerinden
yayilan, diisiik ve yiiksek frekansli manyetik alanlarin da (noniyonize isinimlar)
DNA fiizerinde hasar olusturduguna dair ¢alismalar mevcuttur. Serbest radikaller, bir
veya daha fazla ortaklanmamuis elektron ihtiva ettiklerinden olduk¢a reaktiftirler.

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller oksijenden olusan reaktif oksijen



tiirleridir (ROS). ROS’un kanser olusumunun farkli evrelerine etki ettigi ve boylece
kanser olusumunda birgok roller iistlendigine dair 6nemli kanitlar vardir. Cevresel
faktorlerin ve beslenme aligkanliklarinin olumlu yonde olmasi ise kanserlerden
korunmada olduk¢a 6nemlidir. Meyve ve sebze tiiketiminin akciger, mide, meme,
pankreas, kalin bagirsak, girtlak ve yemek borusu kanserlerini onledigine dair pek
¢ok bilimsel bulgu vardir. ROS’un kanserogenezdeki olumsuz etkilerine karsi,
meyve ve sebzelerin icermis oldugu antioksidanlar ve posali yapilari sayesinde

koruyucu etki gosterdigi belirlemistir (Yokus ve Cakir, 2003).

Kanser ¢cogu kez tek bir hastalik gibi goriinse de, gercekte hiicre ve dokular
etkileyen kompleks bir hastalik grubudur. Biitiin kanserlerde
goriilen ortak bir 6zelligin, mutasyonlarin gen ifadesini degistirmesi oldugu kabul
edilmektedir. Genetik degisiklik replikasyonla yayildigindan
dolay1 karsinogenesis icin hedef hiicreler, dokularda siirekli yenilenen kok
hiicreleridir (Devereuxe ve ark., 1999). Timor olusumu, neoplastik transformasyon
(genetik defektlerin gelisimiyle normal hiicrenin neoplastik hiicreye doniisiimii) ve
neoplastik gelisim olarak ikiye ayrilir. Onkogenesis Ve karsinogenesisde olaylarin ilk
basamagini neoplastik transformasyon olusturmaktadir (Berenblum ve ark., 1974
ve Elenbaas ve ark., 2001). Neoplastik transformasyon spontan olabilecegi gibi
cesitli sekillerde indiiklenerek de (baz gifti degisikliklerini, mispairing, delesyon,
translokasyonlari ve amplifikasyonlar1) olusabilir (Devereuxe ve ark., 1999). Baska
bir deyisle olusan neoplastik transformasyon, DNA replikasyonunun ve tamir
mekanizmalarinin  diizgiin ¢alismamasi sonucu hiicrelerde olusan mutasyonlarin
sonucudur. Mutasyonlar, biliylime kontroliiniin kaybi ile sonuglanarak, proto-
onkogenler, timor baskilayict genler, tlimor baskilayici genleri diizenleyici genler ve
biiyimeyi  kontrol ~eden genlerde olusur  (Hussainve ark.,,  2000).
Onkogenesisin ikinci  basamaginda yer alan  neoplastik gelisme,  kanser
hiicresinin Klonal proliferasyonuna yol acarak (Devereux ve ark., 1999), dnce g¢evre
dokulara  sonra da  uzak dokulara  yayillarak  biliylimesini  saglar.
Siirekli proliferasyonla tiimoriin - biyolojik davranisinda malignansiye dogru giden

progressif degisiklikler ortaya ¢ikar (Butterworth ve ark., 1992).



Kansere sebep olan etmen her ne olursa olsun, sonugta hiicrenin genetik
malzemesinde bozulma meydana gelir. Tek bir gendeki mutasyondan ¢ok, birkag
gende birden olusan hasar (hiicre sayisinin  artmasi  yoniinde ¢alisan
genler onkogenler, tiimor oOnleyici genler ve DNA onarim genleri) kanser
olusumunda rol oynamaktadir. Kanserde degisiklige ugramis genler, normalde
doku homeostasisi ve hiicre biiylimesini diizenleyen ii¢ ana biyolojik yolu
(hiicre siklusu, apoptozis ve diferansiasyon) etkiler. Bir yolda olusan aksamalar, bir

digerinde derin sonuglara neden olabilir (Corn ve El-Deiry, 2002).

Kanser hiicreleri genel olarak Kontrolsiiz biiylime ve boliinme yani hiicre
proliferasyonu ve bulundugu yerden viicudun baska bir yerine yayillma yani metastaz
yapabilme yetenegi olmak {izere iki farkli 6zellige sahiptir.Kontrolsiiz olarak boliinen
hiicreler, bulunduklari bolgede bir kitle olusturacak sekilde ¢ogalip, bulundugu bolge
disinda yerlesme egilimi gostermiyorsa bu tip kanserlere benign (iyi huylu) timor,
bulundugu yerden diger doku ve organlara yayilma egilimi gdsteriyorsa bu tip
kanserlere de malign (kotii huylu) timor adi verilir. Tiim kanser vakalarinin yaklagik
%251 infeksiyon ajanlar nedeniyle olugmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde (%26),
gelismis tilkelere (%8) gore bu oran daha fazladir. Amerikan Kanser Dernegi her yil
yaklagik 1.9 milyon insanin infeksiyonlar nedeniyle kansere yakalandigin
bildirmektedir. Diinya Saglik Orgiiti (DSO)'niin tahminlere goére 2021 yilinda
diinyada 15 milyon yeni kanser vakasi olacaktir (Kuzeyli Yildirim ve ark., 2005).

1.2. Akciger Kanseri

1.2.1. Epidemiyolojisi

Akciger kanseri, 20. Yiizyilin ortalarina dogru nadir goriiliirken, 21. Yiizyila



dogru ozellikle sigara kullaniminin yayginlasmasiyla beraber halk sagligini tehdit
eden bir hastalik haline gelmistir. Giinlimiizde akciger kanseri diinyada en cok
goriilen kanser tiriidiir. Tiim kanser kaynakli 6liimlerin %19’unu akciger kanseri
kaynaklidir. Diinyadan her sene ortalama 1 milyon insan akciger kanseri nedeniyle

Olmektedir (Lozano ve ark., 2012).

Bati1 Avrupa ve A.B.D iilkelerinde sigaranin zararlarina karst bilinglenmenin
artmasiyla akciger kanseri goriilme orani 1980 yilindan sonra erkeklerde azalmaya
baslamistir. Kadinlarda ise sigara kullanimindaki artis sebebiyle iilkemizde akciger
kanseri goriilme orami artmaktadir. Ulkemizde ortalama her sene 150.000 kanser

vakast teshis edilmektedir (Engin ve Ozyardimci, 2001).

Akciger kanseri goriilme sikligi yas arttikca artar (Sekil 1.3). Hastalarin
birgogu 50-70 yas grubu arasindadir. Ortalama tan1 60 yas civarindadir.

Cizelge 1.1. Erkek ve kadinlarda yasla akciger kanseri insidens iligkisi (Miisellim, 2007).

100000'de insidens

Yas Erkek Kadin
0-4 0.0 0.0
5-9 0.0 0.0
10-14 0.1 0.1
15-19 0.1 0.1
20-24 0.3 0.2
25-29 0.5 0.4
30-34 1.5 1.0
35-39 4.0 3.0
40-44 12.1 7.8
45-49 31.4 17.3
50-54 72.0 29.0
55-59 137.5 46.8
60-64 218.9 64.5
65-69 296.2 82.3
70-74 354.4 89.2
75-79 356.3 84.4
S0-84 317.7 80.7




Erkeklerde o6liimle sogunlanan kanser vakalarinda birinci sirada akciger
kanseri gelmektedir. Kadinlarda ise son zamanlarda artis gosteren akciger kanseri,
meme kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Akciger kanseri genellikle
metastaz evresinde tani koyulan ve prognozu iyi olmayan hastalik tiirii olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Glinlimiizde kadinlar goriilmek orani artarken histolojik tip

olarak 6zel bir farklilik bulunmamaktadir (Miisellim, 2007).

1.2.2. Etiyolojisi

Akciger kanseri diinyada kansere bagli 6liimlerin birinci sebebidir. Akciger
kanser etiyolojisinin anlasilmasi hastaliktan korunmada ¢ok oOnemlidir. Akciger
kanseri onlenebilir bir hastaliktir. Sigara, akciger kanseri olusumunun bir numarali
sorumlusudur. Onlenebilir bir faktor olan sigara tiiketimi &nemli oranda
kisitlanabilirse, bilinen diger nedenlerin de dnlenmesiyle akciger kanseri bugiinkii
mortalite ve morbiditesinden kurtularak ender goriilen bir kanser tiirii olabilir. Sigara
dumaninda 4000’1 askin madde bulunur. Ulusal Kanser Arastirmalart Ajansi (IARC)
sigara dumaninda 50’den c¢ok karsinojen belirlemistir. Radon,kursun,bizmut ve
polonyum gibi bazi maddeler radyoaktif 6zelliktedir. Akciger kanseriyle baglantili
ajanlar tiitlin spesifik N-nitr6zaminlerdir (TSNA). Akciger kanseri olma ihtimali
icilen sigara miktari, sigara igme siiresi, i¢ilen sigaranin ¢esidi ve sigaraya baslama
yastyla iligkilidir. Akciger kanser hastalarinin %80’1 sigara tliketen insanlarda
goriiliirken sigara kullananlarin sadece %?20’sinde akciger kanseri goriilmektedir.
Sigara kullanimi ile akciger kanserinin tiim tiplerine yakalanma orani artmaktadir.
Aktif ya da pasif sigara kullanimina bagl en ¢ok goriilen akciger kanseri tipleri
skuam6z ve kiiciik hiicreli kanserlerdir. Sigara i¢meyenlerde ve kadinlarda
adenokanserler daha fazla goriilmektedir. Yapilan calismalar gostermektedir ki
sigara tiiketimi arttik¢a risk yiikselmekte ve sigaray1 birakmak riski tamamen ortadan

kaldirmamaktadir, ancak sigaray1 biraktiktan sonra risk azalmaktadir (Kosar, 2018).
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Cizelge 1.2. Sigara tiikkemi ile akciger kanseri riski iligkisi (Akyiiz, 2006).

Relatif Risk
Hic sigara icmeven 1
1 paket/eiin 17
1-2 paket/giin 42
>2 paket/giin 64
Sigarayi birakmis 2-10

Pasif icicilikde de akciger kanseri goriilme riski yaklasik 3 kat artmaktadir.
Amerika Birlesik Devletleri’'nde yapilan bir calismada hi¢ sigara kullanmayan
kadinlarda akciger kanseri %19, erkeklerde %9 oraninda oldugu hesaplanmistir. Bu
oran Giiney Asya’ya yapilan bir ¢alismada kadinlarda %80’e kadar ¢ikmistir (Parkin
ve ark., 2005 ve Wakelee ve ark., 2007).

Radon, tiitliin dumanini takiben akciger kanserinin ikinci 6nemli nedenidir.
Radon sadece bagimsiz bir risk faktorii degildir; sigara igenlerde akciger kanseri
riskini de arttirir. Radonun kapali alanlarda biriktigi bilinmektedir. Yer alt1 kaya
madenlerinde, Ozellikle uranyum iceren maden ocaklarinda artis seviyesi
goriilmektedir. Temelinde radon miktar1 fazla olan topraklarda insa edilen evlerde
yiiksek miktarda radon bulunabilir. Bir binanin yapisinda, zemine yakinligi nedeniyle

bodrum katinda radon konsantrasyonu en yiiksek seviyededir (Sethi ve ark., 2012).

Akciger kanseri olusumunda en Oonemli etken maddelerden biri de asbesttir.
Madenlerde, c¢imento fabrikalarinda, tekstil fabrikalarinda asbest maruziyeti
goriilmektedir ve risk artmaktadir. Asbestosiz olugsmasi i¢in devamh ve gii¢li bir
maruziyet gerekmektedir bu nedenle mesleki olmayan ¢evreye bagli maruz kalmak

durumlarinda kanser asbestosiz olugsma orani ¢ok diisiiktiir (Dela Cruz ve ark., 2011).

Yapilan caligmalarda birinci dereceden akrabalarinda akciger kanseri olan
kisilerin hastaliga yakalanma oranlarmin 2 kat arttirdigin1 gostermektedir. Tiim bu

risk faktorlerinin yaninda yanlis beslenme sekli, KOAH gibi baz1 akciger hastaliklar
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enfeksiyonlar ve hava kirliligi gibi g¢evresel etkenler de akciger kanseri riskini

arttirmaktadir (Bailey-Wilson ve ark., 2004).

1.2.3. Olusumu ve Tiirleri

Malign tiimoérler germinatif hiicrelerden olusmaktadir. Akciger kanserinde
bunlar: brons mukozalarindaki bazal tabaka hiicreleri, alveollerdeki tip 2 alveol
hiicreleri ve plevra endotelinde mezotel hiicreleridir. Akciger kanseri, genetik
degisikliklerin birikimi ile baglantili olarak kanserli hiicrelerin malign progresyonu
ile karakterize genetik ve epigenetik degisikliklerden kaynaklanir. Cok basamakli
karsinogenez olarak adlandirilan bu stireg, akciger hiicrelerinin klonal evrimi yoluyla
gelisir. Titlin duman1 veya endiistriyel Kkirleticilerde bulunan birgok c¢evresel
kanserojen madde, bronsiyal veya alfa-bronsiyal epitel hiicreleri i¢in baslaticilar
olarak gorev yapabilir. Bu kanserojenler genelde bronsiyal agaclarin tamam
tizerinde bir etkiye sahiptir. Solunum yollar1t mukozasi karsinojenlere siirekli olarak
maruz kalirsa epitelyal degisiklikler olusmaya baslar. Karsinojenlerin hiicre i¢gine
tutunma ve yerlesmeleri sonucunda, bazal hiicrelerde hiperplazi gelismeye baglar.
Karsinojenler hiicre i¢inde protein, lipid gibi bir ¢ok molekiile ve DNA’ya baglanir.
Bu baglanmanin kroniklesmesi ile genetik materyalde hasar meydana gelir. Bazal
tabakada yigilma ve biitlinliik kayb1 goriiliir. Akciger kanserlerinde, 6zellikle bas ve
boyun bolgesi olmak {izere bagka bir organ sisteminde malignite olma riski
yiiksektir. Sekonder primer akciger kanserlerinin bas ve boyun bolgelerinde gelisen

timorlerle birlikteligi %5 oranindadir (Akkoglu, 2018).

Genetik polimorfizmler ve akciger kanseri riski iizerine yapilan arastirmalar,
ksenobiyotik metabolizma, DNA tamiri ve muhtemelen nikotin bagimlilig: ile ilgili
bir takim aday genleri tespit etmistir. Bu genlerin bazi varyantlarinin ve bunlarin
kombinasyonlarinin, tiitiine bagli akciger kanseri riskini degistirdigi gosterilmistir.
Etkileri, etnik kokene, histolojik akciger timor tiplerine, maruz kalima ve diger ev

sahibi / yasam tarz1 faktorlere gore degisir. Bu karmasikliga bagli olarak bugiine
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kadar akciger kanseri riski bireysel diizeyde tahmin edilememektedir (Kosar, 2018).

Skuaméz hiicreli karsinomlar brong epiteli bazal membranina paralel yer alan
bazal hiicrelerden, kiiglik hiicreli kanserler ise brons mukozasindaki kiigiik graniillii
bazal hiicrelerden koken alirlar, adenokarsinomlar ise brons epitelinin mucus salgi
bezlerinden veya nadiren de olsa bronkoalveoler epitelden kdken alirlar (Akkoglu,
2018).

Diinya Saghk Orgiiti'niin (World Health Organization-WHO) akciger

tiimdrleri histolojik sinirflandirma genel hatlariyla asagidaki tablodaki gibidir.

Cizelge 1.3. Akciger Kanseri Histolojik Siniflandirmasi (Yener ve Diismez Apa, 2004).

A) Preinvaziv Lezyonlar
B) Malign Epitelyal Tumorler
1) Skuaméz Hicreli Karsinom
2) Kiucuk Hicreli Karsinom
a) Kombine Kiiciik Hicreli Karsinom
3) Adenokarsinom
4) Bayuk Huacreli Karsinom
S5)Adenoskuaméz Karsinom
6) Sarkomatoid Karsinom
a) Pleomorfik Karsinom
b) igsi Hiicreli Karsinom
c)Dev Hiicreli Karsinom
d) Karsinokarsinom
e)Pulmoner blastom
7)Karsinoid TUmor
8) Tukrik bezi Tumaorleri
a)Mukoepidermoid Karsinom
b)Adenoid Kistik Karsinom
c)Epitelyal-myoepitelyal Karsinom
9) Mezenkimal Tumorler
C) Benign Epitelyal Tumorler
D) Lenfoproliferatif Tumorler
E) Metastatik Tiumorler
F)Siniflandinlamayan Tiimaorler

Skuamoz  hiicreli  karsinom brons epitelinde skuamdz metaplazinin
ilerlemesiyle olusan, cogunlukla sigara kullanimi ile iliskili, genelde merkez

yerlesimli malign tliimdrlerdir. Adenokarsinom, bir¢ok iilkede akciger kanserinin en
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stk goriilen histolojik alt tipi olan skuamoz hiicreli karsinomayr ge¢mistir. Cogu
vakalar sigara icenlerde goriilmekle birlikte, hi¢ sigara i¢ilmeyen bireylerde
(6zellikle kadinlarda) diger histolojik tipteki akciger kanserlerinden daha sik gelisir.
Kiigiik hiicreli karsinomlarda hiicreler yuvarlak, oval ve ig seklindedir. Nekroz tipik
olarak genistir ve mitotik say1 yliksektir. Biitiin akciger kanseri olgularinin yaklagik
%]14’tnii  olusturur. Genelde ileri evrede tani koyulmaktadir. Biiyiik hiicreli
karsinom, glandiiler veya skuamoz ayrimi gostermeyen, farklilasmamis biiyiik
nikleoluslu bir karsinomdur. Adenoskuaméz karsinom, hem skuamoz hiicreli
karsinom hem de adenokarsinomanin bilesenlerini gosteren ve her birinden en az
%10 tiimor icermektedir. Akciger karsinoid tiimorli, ender goriilen bir tiirdiir.
Akciger karsinomlarmin diger tiirlerine gore daha yavas biliylime egilimi
gosterirler. Noroendokrin hiicreler adi1 verilen hiicrelerden meydana gelirler (Yener

ve Diismez Apa, 2004).

Akcigerin  sarkomatoid  karsinomlart  kiigiik  hiicreli  dis1  akciger
karsinomlarmin (KHDAK) sarkom veya sarkom benzeri bilesen igeren ayri bir
tipidir Ender goriilen sarkomatoid karsinomlarakciger tiimorlerinin  %0.3-1.3

kadarini olustururlar (Kefel ve ark., 2008).

1.3. Antioksidanlar ve Kanser

Diinya Saglik Orgiitii'ne gore, kanser, 2008 yilinda diinya ¢apinda 7.6 milyon
kisinin Olimiine neden olmustur; bu tiim oOlimlerin yaklasik % 13'ini
olusturmaktadir. 2030 yilinda yaklasik 13.1 milyon kisinin kanserden élecegi tahmin
edilmektedir. Giliniimiizde bir insana kanser teshisi konulma olasiligi % 40'dan

fazladir (Bennett ve ark., 2012).

Kanser normal diizenleyici mekanizmalara dogru tepki vermeyen anormal

hiicrelerin proliferasyonu ile karakterizedir. Karsinojenez, ¢ok asamali bir siiregtir.
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Kanser ilerlemesinin azaltilmasi i¢in Onerilen yollar arasinda, kanser olusumunu
tesvik edebilen biyolojik, kimyasal veya fiziksel ajanlardan kaginilmasi ve optimum
vicut agirligimi korurken, saglikli bir sebze ve meyve diyetinin tiiketimi yer alir.
Dogal diyet ajanlari, kanser hiicrelerini baskilanmasi ve oksidatif stresi azaltarak
kanser gelisimi riskini azaltma potansiyellerinden dolay1 biiyiik ilgi gérmektedir.
Oksidatif stres, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve kanser gibi cesitli
bozukluklarin ve patofizyolojik siireclerin patogenezinde oOnemli bir rol oynar.
Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) veya reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS)
tiretimi ve viicuttan uzaklastirilmasi arasindaki dengesizligin sonucudur. ROS veya
RNS, eksojen ve endojen kaynaklardan iiretilebilir. Asir1 ROS iiretimi, niikleik
asitlere, proteinlere veya lipitlere zarar veren karsinojenez ile iliskilendirilmistir.
Karsinogenez sirasinda DNA iplikciklerinde kiriklar ve anormal DNA baglarinin
olusumu gozlenmistir. Oksidasyon en yaygin biyolojik ve enerji iireten reaksiyon
olmasma ragmen, oksidatif stres hiicrelere zararlidir, ¢iinkii serbest radikaller ve
peroksitler gibi oksidasyon iiriinleri hiicresel bilesenlere zarar verir, bu da c¢esitli
hastaliklara neden olur. DNA'daki hasar, kanser olusumu ve ilerlemesinden

sorumludur (Stileyman ve ark., 2018).

Kanser tedavisinde kemoterapinin sinirli etkisi ve kanserlerin yiiksek niiks
etme oranlari yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi ihtiyacin1 gdstermektedir.
Kaliteli bir yagam siirebilmenin en 6nemli sartlarindan birisi saglikli beslenmedir.
Son zamanlarda c¢ok sayida epidemiyolojik yonden yapilan ¢alismada meyve ve
sebze ile antioksidan tiiketme ile kanser arasinda ters orantili bir iliskiye dikkat
¢ekmektedir. Uzmanlar tarafindan kanser tedavisi sirasinda ve kanseri onlemek
amaciyla antioksidan tiikketimi Onerilmektedir (Stoner ve Mukhtar, 1995).
Calismalarda kanserli hastalarinin  antioksidan seviyelerinin diisiik olduklari
belirlenmistir (Glade, 1999). Antioksidanlar canlilar1 nitrojen tiirii ve reaktif oksijen
gibi serbest radikal molekiillerin oksidatif zararlarina karst koruyan kimyasal
maddelerdir. Antioksidanlar, canlilardaki serbest radikallere elektron ya da hidrojen
vererek notralize ederler bu sayede plazma membrani, proteinler ve DNA
tizerindeki olumsuz etkilerini Onleyerek serbest radikallerin etkilerinden viicudu

korumaktadirlar. Bu sayede bagisiklik sistemin uyarilmasiyla kanser hiicrelerinin
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elimine edilmesi veya proliferasyonlarinin bloke edilmesiyle kanserin 6nlenebilmesi

mimkiindiir (Jayaprakasam ve ark., 2006 ve Lin ve ark., 2012).

Antioksidan savunmayla viicutta; radikal {iriin {iretiminin engellenmesi,
tiretilmis radikal triinlerin elimine edilmesi, olusan hiicre hasarmnin onarilmasi,
sekonder radikal iiriin meydana getiren reaksiyonlarin engellenmesi ve endojen
antioksidasyonun artirilmasi gergeklesir.Giiglii etkili bir antioksidan madde olan alfa
lipoik asit hem suda hem de yagda ¢oziinebildigi igin evrensel antioksidan olarak
kabul edilir (Karaca, 2009).

1.3.1. Alfa Lipoik Asit

Alfa lipoik asit diger ismiyle thioctic asit viicudun diigiik miktarda da olsa
sentezledigi ve bazi1 besin maddelerinde bulunan, serbest radikallerin hasarim
Onleyen, yagda ve suda ¢oziinebilen gii¢lii bir antioksidan maddedir. Alfa lipoik asit
viicutta sentezlenmesine ragmen 1930’lu yillara ragmen bilim insanlar tarafinfan
varligi bilinmiyordu, 1980°li yillarda kesfedilginde ise il basta vitamin olarak
degerlendirilmistir. Alfa lipoik asit mitokondriyal enzim komplekslerindeki spesifik
proteinlere kovalent bagla baglanmaktadir. Bu nedenle mitokondriyal kompleksleri
cok olan dokularda bulunur. Bitkisel kaynaklardan en cok 1spanak, brokoli,
domateste, hayvansal kaynaklardan ise en ¢ok  karaciger, bobrek, kalpte

bulunmaktadir (Karaca, 2009).

Alfa lipoik asidin ana rolii Krebs dongiisiindeki dehidrogenaz enziminin
kofaktorii olarak islev gostermesidir. Lipoik asit ve onun indirgenmis formu olan
dihidrolipoik asit (DHA), viicutta kolay emilebildiklerinden, metalleri selatlayarak
onlarin negatif etkilerini indirgeyebildikleri i¢cin ¢ok etkili antioksidan maddeler

olarak taninmaktadirlar (Packer ve ark, 1995).
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Sekil 1.3. Alfa Lipoik Asit ile Dihidrolipoik Asidin Kimyasal Yapilar1 (Li ve Lim, 2016).

Alfa lipoik asidin iki formu oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlariyla
birbirlerine transforme olabilirler (Goziikara, 1989). Hem alfa lipoik asit hem de
rediikte sekli olan dihidrolipoik asidin her molekiilinde iki tiol halkasi
bulunmaktadir (Biewenga ve ark., 1994 ve Navari-lzzo ve ark., 2002). Bu fark alfa
lipoik asidin pek c¢ok enzimin kofaktorii olarak gorev yapmasini saglamaktadir.
Biyolojik yonden ikisi de aktif olmasma ragmen dihidrolipoik asit daha aktif form
olarak kabul gérmektedir (Bullock ve ark., 1954). Alfa lipoik asit, hipoklordz asit ve
hidroksil radikal iirlinlerini viicuttan elimine edebilirken, peroksil ve siiperoksit
radikal Urtinleri tizerindeki etkinligi ¢ok azdir. Dihidrolipoik asit peroksil radikal
tirtinlerini de elimine ederek lipid peroksidasyonunu engelleyebilmektedir (Coleman
ve ark., 2001). Lipoik asid ve dihidrolipoik asit kursun benzeri metal maddelerle
sabit kompleksler olusturarak viicuttaki agir metalleri elimine etmektedirler (Navari-
Izzo ve ark., 2002). Yapilan c¢aligmalar alfa lipoik asidin viicuttaki antioksidan
gorevini diyetle belli miktarda alinarak ya da metabolik yolakta koenzimken

gerceklestirdigi distindiirmektedir (Navari-1zzo ve ark., 2002).

Lipoik asit ve dihidrolipoik asit viicutta hemen emilerek tiim viicuda
dagilabilir hatta kan beyin bariyerini asabilir. Iki formunun da antioksidan etkiye

sahip olmasi, hem suda hem de yagda ¢oOzilinebilmesi, bagka antioksidanlarla
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etkilesime girebilmesi, agir metallerine baglanmasi, serbest radikal iiriinleri
ndtrlemesi nedeniyle nedeniyle evrensel antioksidan olarak kabul gormektedir.

(Busse ve ark., 1992 ve Packer ve ark, 1995).

Alfa lipoik asidin R-a lipoik asit ve S-o lipoik asit olmak flizere iki
enantiyomeri bulunmaktadir. Bu enantiyomerler ayni sayida atom igerir, ancak
molekiillerinde atomlar1 farkli diizenlemeye sahiptirler. ki formu da izomerdir
(Streeper ve ark., 1997). R-enantiyomeri, S-enantiyomerden ¢ok daha hizlidir. Her
iki formu da caligilan alfa lipoik asidin R formunun S formuna gére daha aktif

oldugu belirlenmistir (Kagan ve ark., 1992).

R

S -lipeic acid
T
. S-lipoic acid

Sekil 1.4. R-alipoik asit ve S-alipoik asidin kimyasal formiilleri (Erisim adresi:
https://themedicalbiochemistrypage.org/vitamins.php, erisim tarihi: 25.05.2018).

Packer ve ark. (1995) bir maddenin antioksidan ozelliklerini incelerken
dikkat edilmesi gereken bazi noktalar oldugunu vurgulamislardir. Bunlar; maddenin
lokasyonu, metal selatlama 6zelligi, biyoyararlanimi, gen ekspresyonuna etkisi, farkl
antioksidan maddelerle etkilesmesi, serbest radikalleri elimine etmedeki 6zgiiliigii ve
olusan oksidatif hasar1 tamir edebilmesi seklinde siralanabilir. Bu o6zelliklerin
hepsine sahip maddeler uygun antioksidan maddeler olarak degerlendirilebilir. Bu

noktada lipoik asit ve dihidrolipoik asit ikilisi uygun antioksidan madde 6zelliklerini
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en ¢ok gosteren ¢ift denilebilir. Bu nedenle alfa lipoik asit gliniimiizde evrensel
antioksidan madde olarak kabul gérmektedir (Han ve ark., 1997).

1.4. Piperlongumin

Piperlongumin (Piplartine, 5,6-dihydro-1-[(2E)-1-0x0-3-69 (3,4,5-
trimethoxyphenyl)-2-propenyl]-2(1H)-pyridinone), geleneksel ~ olarak  bazi
hastaliklarin tedavisinde kullanilan, Piperaceae bitki ailesinden elde edilen dogal bir
alkaloiddir. Hintli iki kimyager olan Atal ve Banga piperlonguminin kimyasal

yapisini 1963 yilinda agiklamislardir (Aodah ve ark., 2016).

P OCH;4

OCH;4

OCHj

Sekil 1.5. Piperlongumin (4, piperlongumine, 5,6-dihydro-1-[(2E)-1-0x0-3-(3,4,5-
trimethoxyphenyl)-2-propenyl]-2(1H)-pyridinone kimyasal yapisi (Meegan ve ark., 2017).
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Sekil  1.6. Piper ~ longum  (Erisim  adresi:  http://gernot-katzers-spice-
pages.com/engl/Pipe_lon.html, erigim tarihi: 25.05.2018).

Piperlongumin ayurvedik tip alaninda Asya kitasinda 6zellikle Hindistan ve
Gliney Amerikada bazi tiimorleri, sitma, bronsit, astim ve Oksiiriik gibi hastaliklar
tedavi etmek icin kullanilmaktadir. Piperlonguminin kanserle miicadelede
kullanimina ait c¢aligmalar son yillarda giderek artmakta ve olumlu sonuglar

yayimlanmaktadir (Chatterjee ve Dutta, 1963 ve Zhang ve ark., 2012).

Piperlongum o&zellikle de kok kisimlari tedavi amacghi olarak malaria
tedavisinde, solunum yolu enfeksiyonlarinda, viral kaynakli hepatitlerde v.s
kullanilmaktadir.  Piperlongumin son yillarda umut verici antikanser aktiviteleri
calismalar1 ile ilgi konusu haline gelmistir. Kanser hiicrelerine karsi selektif
sitotoksisite gdstermesinin yani sira diger antikanser ilaglara kiyasla gogiis, kolon ve
osteosarkom kanser hiicreleri lizerinde daha yliksek antikanser etki gosterdigi yapilan
caligmalarda ortaya konmustur. Brezilya ulusal onkoloji merkezi tarafindan yapilan
caligmalarda, kanser tedavisinde kullanimi Ongoriilen dogal, sentetik yada
yarisentetik maddelerin incelendigi ¢alismada, toplam 5166 madde igerisinden en

aktif maddelerden biri olarak piperlongumin secilmistir (Costa-Lotufo ve ark., 2010).
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1.5. Amacg

Alfa lipoik asit giiniimiizde evrensel antioksidan olarak kabul géren, viicudun
diisiik miktarda da olsa sentezledigi ve bazi besin maddelerinde bulunan, serbest
radikallerin hasarim1 Onleyen, yagda ve suda c¢oziinebilen giiglii bir antioksidan
maddedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, lipoik asidi potansiyel bir antikanser
ajan1 yoniinden ele almis ve LA’ nin gogis, tiroid ve kolon kanseri gibi ¢esitli kanser
tiirlerinden hiicre proliferasyonunu inhibe edebilecegini ve kanser hiicre hatlarinda
apoptosisi artirabilecegini gostermistir. Piperlongumin, Piper bitkisinden elde edilen,
geleneksel tipta ¢esitli hastaliklarla miicadelede kullanilan, son yillarda umut vaat
eden antikanser etkileri saglayan diisiik dozlarda bile tiimor hiicreleri iizerinde
sitoksisite gosteren ve saglikli hiicrelere zarar vermeyen dogal bir alkaloid maddedir.
Bu ¢aligmada alfa lipoik asit ve piperlonguminin ayri ayr1 ve birlikte kullaniminin

akciger kanseri hiicrelerinde antiproliferatif etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

Tez galismas1 Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim

Dal1 laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez caligmasinda kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 2.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal madde ad1 Uretici firma Katalog numarasi

A549 hiicre hatti ATCC CCL-185

FBS Lonza DE14-802E

Tripsin/EDTA Lonza BE17-161E
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Lonza 12-604F

(DMEM)

Gentamisin Siilfat Lonza 17-5187
Tris Fisher BP152-1
Glisin Fisher BP381-1




Cizelge 2.1. (Devam). Calismada kullanilan kimyasal maddeler.

SDS Fisher BP166-500
PBS Lonza BE17-516F
Alfa Lipoik Asit Acros Organics 138720050
Piperlongumin Sigma SML0221
MTT Sigma-Aldrich M-2128
Trypan Blue Solution Fluka 93595
Mycozap antifungal spray Lonza VZA-2001

2.1.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Tez ¢alismasinda kullanilan sarf malzemeler Cizelge 2.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler.

Sarf malzeme ad1 Uretici firma Katalog
numarasi
Serolojik Pipet, 1 ml SARSTEDT 86.1251.001
Serolojik Pipet, 5 ml SARSTEDT 86.1253.001
Santriflyj Tiipi, 15 ml SARSTEDT 62.554.502
Santrifiij Tiipt, 50 ml SARSTEDT 62.547.254
Hiicre Kiiltiirii Flaski, 25 cm? SARSTEDT 83.3910.002
Hiicre Kiiltiirii Flaski, 75 cm? SARSTEDT 83.1813.002
96 kuyucuklu plaka SARSTEDT 83.1835
Cryo tiip Sigma V7884
Lam Marienfeld C100000
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Cizelge 2.2. (Devam). Caligmada kullanilan sarf malzemeler.

Lamel Marienfeld C911040
Pipet ucu, 1000ul Biohit 791004
Pipet ucu, 200 pl FL medical 28052
Pipet ucu, 10ul Biohit 790011F
Steril Filtre (0.45 pm) Orange Scientific 1520014
Santrifiij tiipii, 2 ml SARSTEDT 72.694.006
Pudrasiz Nitril Eldiven Perfectouch 30153

2.1.3. Kullanilan cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar Cizelge 2.3.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Calismada kullanilan cihazlar.

Gortintiileme Sistemi

Cihaz adx Uretici firma Katalog
numarasi
Steril Guivenlik Kabini Holten 1,8
Invert Mikroskop Olympus CKX41
Floresan Mikroskop Leica CME
COy‘li inkubatdr Sanyo MCO-18AIC
Kirik Buz Makinesi Frocchetti AF-100
Derin Dondurucu (-80°C) Sanyo MDF-03386S
Elektroforez — Western Blot Sistemi BIO-RAD Mini Protean Tetra Cell
Saf Su Cihazi Millipore Synergy 185
Su banyosu Niive BM402
ELISA Okuyucu Tecan Sunrise
Otomatik Pipetler, 10 pl, 100 pl, Gilson Pipetman
1000 pl
Kodak Gel Logic 200
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Cizelge 2.3. (Devam). Calismada kullanilan cihazlar.

Santrifiij, Yiiksek Hizli, Sogutmali Sigma 3K30
Gii¢ kaynag1 BIO-RAD PowerPac Basic
Vorteks Biosan Biovortex VI
Hassas terazi Shimadzu AUW320
2.2. Yontem

2.2.1. Hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi

Tez calismasinda akciger kanser hiicre hatti olan A549 hiicre hatti (ATCC:
CCL-185) kullanilmigtir. Calisgmada kullanilan hiicre hatti igin DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium) besiyeri kullanildi. Hiicreler % 10 Fetal Dana Serumu
(FBS) ve 50 mg/l Gentamisin siilfat igeren DMEM besiyeri icerisinde 37 °C’de % 5
CO2 varliginda hiicre kiiltiirii inkubatériinde iiretildi. Uretilen hiicrelerin canliliklari,
cogalma hizlari ve morfolojik yapilart her giin invert mikroskop ile takip edildi.
Hiicrelerin besiyerleri hiicre canliliklarinin ve ¢ogalma hizlarmin invert mikroskop
ile takip edilmesi dogrultusunda hiicrelerin gereksinimlerine bagl olarak 2-3 giinde

bir degistirildi.

Yeterli yogunluguna ulasan hiicrelere ait besiyerleri uzaklastirilarak hiicreler
bir kere Ca ve Mg tuzlan icermeyen steril PBS ile yikandi. Hiicreler yikandiktan
sonra iizerlerine 1:250 Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek 8-10 dakika hiicre kiiltiirii
inkiibatoriinde hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi beklendi. Hiicrelerin yiizeyden
ayrildig1 gozlemlendikten sonra iizerlerine besiyerleri eklenerek tripsin ndtralize
edildi. Daha sonra hiicreler santrijif tiiplerine aktarilarak 1500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 slipernatant steril sartlarda uzaklastirildiktan sonra
peletin lizerine uygun miktarda % 10 Fetal Dana Serumu (FBS) ve 50 mg/I

Gentamisin siilfat iceren DMEM besiyeri konularak pipetlenerek hiicre siispansiyonu
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olusturuldu. Olusturulan hiicre siispansiyonu yeni flasklara boliinerek pasajlandi.

Tez c¢alismasinda kullanilan AS549 akciger hiicre hattinin {iretimi ve
pasajlanmasi esnasinda kontaminasyonu onlemek amaciyla tek kullanimlik steril
pipetler ve filtre kapakli steril hiicre kiiltiirii flasklar1 kullanildi. Biitiin islemler hiicre

kiiltiirii laboratuvarinda ve steril giivenlik kabini igerisinde gergeklestirildi.

2.2.2. MTT hiicre canhlik testi

Metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT), tetrazolyum tuzlarindan biri olup
metabolik  aktivitenin ~ Ol¢limiine dayali hiicre proliferasyon testlerinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. MTT testinin ¢alisma prensibi, temel olarak proliferasyona
ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyumu (MTT: sari)
kullanarak formazan (mor) boya iiretmesi sonucu goriilen renk degisiminin

kolorimetrik olarak dlciilmesine dayalidir.

MTT hiicre canlilik testi 96 kuyucuklu plaklarda gerceklestirilmistir. 75
cm?’lik flasklarda yeterli yogunluga (%70-%80) ulasan hiicreler Tripsin-EDTA
coOzeltisi eklenerek hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi saglandi. Hiicreler santrifiy
tiiplerine aktarilarak 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
slipernatant steril sartlarda uzaklastirildiktan sonra peletin iizerine uygun miktarda %
10 Fetal Dana Serumu (FBS) ve 50 mg/l Gentamisin siilfat iceren DMEM besiyeri
pipetlenerek hiicre siispansiyonu olusturuldu. Olusturulan hiicre siispansiyonundan
her kuyucukta 5x10% hiicre/100 pl homojen olacak sekilde ekildi. Kuyucuklara ekilen
hiicreler 37 °C’de, %5 CO2’li inkubatérde bir giin bekletildi. Hiicrelerin her
kuyucukta yeterli yogunluga ulastigi goriildiikten sonra, kuyucuklara kaplanan
hiicrelerin  tizerindeki besiyerleri uzaklastirilarak ¢esitli  konsantrasyonlarda

piperlongumin ve alfa lipoik asit igeren besiyerleri uygulandi.

Uygulama gerceklestirildikten 24 ve 48 saat sonra ilgili plaklar etiivden
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cikarildi ve tzerlerindeki besiyerleri uzaklastirildi. Besiyerleri uzaklastirildiktan
sonra her bir kuyucuga 100 ul MTT ¢ozeltisi (90 ul besiyeri + 10 pl Smg/ml MTT)
eklendi ve 4 saat 37 °C’de, %5 CO’li etiivde inkube edildi. Inkiibasyon sonucunda
biitiin kuyucuklara 100 pl % 10’luk SDS ¢ozeltisi eklendi ve 12 saat inkiibe edildi.
Hiicrelerin canlilik 6lgiimii spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda yapildi.

2.2.3. Hiicre lizatlarinin olusturulmasi

Hiicreler 75 cm?lik flasklarda iiretilip yeterli yogunluga (%70-%80)
ulagtiklar1 tespit edildikten sonra besiyerleri uzaklastirilarak Ca ve Mg tuzlar
icermeyen PBS ile bir kere yikandi. Yikanan hiicrelerin iizerine belirlenen
konsantrasyonlarda piperlongumin ve alfa lipoik asit ¢ozeltileri eklenerek 24 saat
etivde  inkiibasyona  birakildilar. Inkubasyon  sonucunda  belirlenen
konsantrasyonlarda piperlongumin ve alfa lipoik asit ¢ozeltileri iceren besiyerleri
uzaklastirilarak hiicrelerin iizerlerine Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ilave edilerek 8-10
dakika hiicre kiltlirii inkiibatoriinde hiicrelerin yilizeyden ayrilmalar1 beklendi.
Hiicreler santrifiij tliplerine almarak 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildiktan sonra pelet ti¢ kez PBS ¢ozeltisi ile yikandi. PBS

¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra hiicreler lizis tamponu ile lize edildi.

2.2.4. Protein miktar tayini

Hiicrelerden elde edilen lizatlarin protein miktar tayinleri Antharavally ve
ark. (2009) bildirdikleri yonteme gore gerceklestirildi. Yontem gerceklestirilirken 96
kuyucuklu mikroplakalarin kuyucuklarina 6rnek ve standartlardan 10 pl konuldu.
Bunlarin tizerine 150 ul 660 nm protein assay ¢ozeltisi eklenerek reaksiyona girmesi
icin oda sicakhginda 5 dakika bekletildi. Ol¢iim ELISA okuyucuda 660 nm’de
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gerceklestirildi. Standart olarak 125, 250, 500, 1000 ve 2000 pg/ml
konsantrasyonlarinda s181r serum albiimini (BSA) kullanildi. Ornekler ve standartlar

ti¢ tekrarl1 ¢alisildi.

2.2.5. SDS-PAGE ve Western Blot

SDS-PAGE metodunu gerceklestirmek igin gerekli olan jel cam plakalar
arasinda hazirlanmistir. Bunun igin cam plakalar etanolle temizlenmis ve cam
plakalar arasinda bosluk olusturacak spacer ile birlikte diizenege yerlestirilmistir.
Diizenegin sizdirmazlik testi yapildiktan sonra once %12,5’1ik resolving jel ve daha
sonra stacking jel hazirlanip dokiilmiis ve tarak yerlestirilmistir. Jelin donmasin
takiben jeller elektroforez isleminin gergeklesecegi elektoroforez tankina alinmis ve
tarak cikartilmistir. Her bir kuyucuga 20 pl (20 pg protein igeren) Ornek ve bir
kuyucuga 10 pl protein marker yiiklenmistir. Ornekler stacking jel kismini gecene
kadar olan siire zarfinda 10 mA, gegtikten sonra ise 20 mA akim uygulanmis ve jel
ylriitme islemi tamamlanmistir. SDS-PAGE islemi uygulanirken 11 kD ile 245 kD
arasindaki molekiil agirlikli proteinleri igeren standart (Biolabs, Kat No: P7712S)

kullanilmistir.

SDS-PAGE islemi sonucunda jeller cam plakalar arasindan ¢ikarilarak distile
suda 15 dakika boyunca yikanmistir. Western blot islemine gegilmeden once jel
boyutlarinda PVDF membran kesilerek 5-6 saniye metanolde bekletilerek aktive
edilmis daha sonra diger blotlama materyalleri ile birlikte towbin bufferla (25 mM
Tris, 192 mM Glisin, 20 % Metanol, pH 8,3) 1slatilmiglardir. Blotlama kasetleri
arasinda blotlama kagidi, PVDF membrane, jel ve tekrar blotlama membrani olacak
sekilde yerlestirilmistir. Blotlama kasetleri tanka yerlestirilerek 200 mA akimda 2
saat boyunca blotlama islemi gerceklestirilmistir. Blotlama islemi bittikten sonra

membranlar blocking bufferda (20 mM Tris, 150 MM NacCl, % 0,1 Tween-20, % 3
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Sigir Serum Albumini) 4°C’de bir gece boyunca bekletilmistir. Bir gece bekletilen
membranlar daha sonra aktin (Cell Signaling, Kat No: 8457L), bax (Cell Signaling,
Kat No: 2772S) ve surviving (Cell Signaling, Kat No: 2808S) primer antikorlarinda
oda sicakliginda 2 saat boyunca calkalayicida inkube edilmistir. Primer antikorlarda
inkube edilen membranlar daha sonra yikama ¢ozeltisi (0,5 M Tris, 1,5 M NaCl, 0,5
% Tween-20, pH 7,4) ile 3 x 15 dakika ¢alkalayicida yikanmistir. Yikanan
memranlarin iizerine sekonder antikor (Invitrogen, Biotin-xx goat anti-rabbit)
konularak ¢alkalayicida 2 saat inkube edilmistir. Tekrar yikama ¢ozeltisi ile 3 x 15
dakika calkalayicida yikandiktan sonra membranlarin iizeri tamamen kaplanacak
sekilde konjugat (Invitrogen, Qdot 625 streptavidin) uygulandi. Western blot analizi
sonucu goriintiileme sistemi (Kodak, Gel Logic 200) kullanilarak Kodak Molecular

Imaging Software (v. 4.0.1) programu ile degerlendirildi.

2.2.6. Istatistik Analiz

Degiskenler arasi1 farkliligin istatistiksel agidan kontrolii tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ile yapildi. Gruplar aras1 farkliligin anlamli bulundugu degiskenler
icin ileri asama (post-hoc) testi olarak Duncan testi’nden yararlanildi. Tim
istatistiksel analizler minimum % 5 hata pay1 ile incelendi. Istatistiksel analizler

yapilirken SPSS 21 paket programindan yararlanilda.
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3. BULGULAR

3.1. MTT Hiicre Canlilik Testi Sonug¢lar:

3.1.1. Piperlongumin uygulamalarinin A549 hiicre canhihig iizerine etkisi

Yapilan calismada A549 hiicrelerine 0, 4.5, 9, 18, 36, 75 ve 150 uM
konsantrasyonlarda piperlongumin uygulanmis ve 24,48 saat inkubasyona birakilan
A549 hiicrelerinin hiicre canlilik testi MTT canlilik testi ile belirlenmistir. Kontrol (0
uM) grubunda hiicre canliligt %100 kabul edilmis ve diger gruplara ait hiicre canlilik
degerleri oransal olarak ortalama absorbans degerlerinden hesaplanmigtir. Buna gore
24 saatlik inkubasyonda 4.5, 9, 18, 36, 75 ve 150 uM konsantrasyonlar i¢in hiicre
canlilik oranlart sirasiyla 99, 85, 72, 79, 51, 54 (%) belirlenirken, 48 saatlik
inkubasyonda sirasiyla 85, 80, 66, 43, 35, 22 (%) olarak belirlenmistir. Farkli
konsantrasyonda piperlongumin uygulamalariin A549 hiicre canliligi iizerine etkisi

Sekil 3.1.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Piperlongumin uygulanan A549 hiicrelerinde yiizde hiicre canlilik oranlari (24 ve
48 saat inkubasyon).
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3.1.2. Alfa lipoik asit uygulamalarinin A549 hiicre canhhg iizerine etkisi

Calismada A549 hiicrelerine 0, 8, 16, 31, 62, 125 ve 250 uM
konsantrasyonlarda alfa lipoik asit uygulanmis ve 24,48 saat inkubasyona birakilan
AS549 hiicrelerinin hiicre canlilik testi MTT canlilik testi ile belirlenmistir. Kontrol (0
uM) grubunda hiicre canliligt %100 kabul edilmis ve diger gruplara ait hiicre canlilik
degerleri oransal olarak ortalama absorbans degerlerinden hesaplanmistir. Buna gore
24 saatlik inkubasyonda 8, 16, 31, 62, 125 ve 250 uM konsantrasyonlar i¢in hiicre
canlilik oranlar sirasiyla 79, 81, 83, 96, 96, 107 (%) belirlenirken, 48 saatlik
inkubasyonda sirastyla 95, 87, 94, 99, 104, 124 (%) olarak belirlenmistir. Farkl
konsantrasyonda piperlongumin uygulamalarinin A549 hiicre canlilig: lizerine etkisi

Sekil 3.2.°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Alfa lipoik asit uygulanan A549 hiicrelerinde ylizde hiicre canlilik oranlari (24 ve
48 saat inkubasyon).
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3.1.3. Piperlongumin ve alfa lipoik asidin birlikte uygulamalarinin A549 hiicre
canhihg iizerine etkisi

Calismada 0, 4.5, 9, 18, 36, 75 uM piperlongumin ile birlikte 125 ve 250 uM
alfa lipoik asit uygulanmis ve 24,48 saat inkubasyona birakilan A549 hiicrelerinin
hiicre canlilik testi MTT canlilik testi ile belirlenmistir. Kontrol (0 uM) grubunda
hiicre canliligt %100 kabul edilmis ve diger gruplara ait hiicre canlilik degerleri
oransal olarak ortalama absorbans degerlerinden hesaplanmistir. Buna gore 24 saatlik
inkubasyonda 4.5, 9, 18, 36, 75 uM piperlongumin ile birlikte 125 uM alfa lipoik asit
uygulamalarinda hiicre canlilik oranlar1 sirasiyla 86, 87, 83, 81, 66 (%) olarak, 48
saatlik inkubasyonda ise hiicre canlilik oranlar1 sirasiyla 120, 110, 75, 59, 46 (%)
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Sekil 3.3. Piperlongumin ve 125 uM alfa lipoik asit uygulanan A549 hiicrelerinde yiizde
hiicre canlilik oranlar1 (24 ve 48 saat inkubasyon).

Bununla beraber 24 saatlik inkubasyonda 4.5, 9, 18, 36, 75 uM
piperlongumin ile birlikte 250 pM alfa lipoik asit uygulamalarinda hiicre canlilik
oranlar sirastyla 90, 88, 87, 84, 53 (%) olarak, 48 saatlik inkubasyonda ise hiicre
canlilik oranlart sirasiyla 136, 131, 91, 56, 44 (%) olarak belirlenmistir. Farkli
konsantrasyonda piperlongumin ile alfa lipoik asidin birlikte uygulamalarinin A549

hiicre canlilig1 lizerine etkisi sekil 3.3. ve 3.4.’de gdsterilmistir.
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Sekil 3.4. Piperlongumin ve 250 uM alfa lipoik asit uygulanan A549 hiicrelerinde yiizde
hiicre canlilik oranlar1 (24ve 48 saat inkubasyon).

3.2. Western Blot Analiz Sonuglar:

3.2.1. Piperlongumin ve alfa lipoik asidin farkh uygulamalarinin bax ve survivin
protein ekspresyonlari iizerine etkisi

Hiicrelere farkli dozlarda uygulanan piperlongumin, alfa lipoik asit ve
piperlongumin ile alfa lipoik asidin kombinasyonlari sonucunda hiicrelerdeki bax ve
survivin protein ekspresyon diizeyleri western blot yontemi ile belirlenmistir. Bunun
icin hiicrelere 125 ve 250 uM alfa lipoik asit, 18 uM piperlongumin ve 18 pM
piperlongumin ile 125 ve 250 uM alfa lipoik asit kombinasyonlar1 24 saatlik
inkubasyon ile uygulanmistir. Uygulama ile bax protein ekspresyonu diizeylerinde

bir degisim gozlemlenmezken survivin protein ekspresyon diizeyi 18 uM
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piperlongumin uygulamasi sonucu azalmistir. Hiicrelere farkli dozlarda uygulanan
piperlongumin, alfa lipoik asit ve piperlongumin ile alfa lipoik asidin
kombinasyonlar1 sonucunda hiicrelerdeki bax ve survivin protein ekspresyon

diizeylerine ait western blot goriintiileri Sekil 3.5.’de verilmistir.

125 pM
250 uM
Alfa Lipoik Asit
18 nM
Piperlongumin
+125 pM
Alfa Lipoik Asit
18 nM
Piperlongumin
18 nM
Piperlongumin
+250 pM
Alfa Lipoik Asit
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Bax

B-aktin

Sekil 3.5. Farkli dozlarda piperlongumin ve alfa lipoik asit uygulanan A549 hiicrelerine ait
western blot goriintiileri (24 saat inkubasyon).
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4. TARTISMA

Kanser normal diizenleyici mekanizmalara dogru tepki vermeyen anormal hiicrelerin
proliferasyonu ile karakterizedir. Kanser gelisimini tanimlamak i¢in kullanilan bir
terim olan karsinogenez, kontrolsiiz hiicrelerin olusmasi, gelismesi ve ilerlemesinden
olusan ¢ok asamali bir silirectir. DNA hasar ile birlikte olusan ve gelisen anormal
hiicreler ¢cogalmaya baslar ve ilerleme asamasinda bu anormal hiicrelerde malign
hiicrelerin olusumuna yol agan baska degisiklikler meydana gelir (Bennett ve ark.,
2012).

Dogal iirtinler antikanser ilag kesfinde onemli rol oynamakla birlikte ¢ok
sayida dogal iiriinliin potansiyel antikanser etkilerinin oldugu kanitlanmistir. Son
yillarda yapilan in vitro ve in vivo caligmalar ile antioksidanlarin ve dogal
alkaloidlerin bir¢ok kanser hiicresi lizerine antiproliferatif etkisinin oldugu ortaya
konmustur. Dogal bir alkaloid olan piperlongumin 6zellikle apoptozisi uyararak
bir¢ok kanser tiiriinde antikanser 6zellik gosterirken bir antioksidan olan alfa lipoik
asit ile ilgili son yillarda antikanser aktiviteleri iizerine bir¢ok calisma yapilmigtir

(Damnajanovic ve ark., 2014; Du ve Tang, 2014 ve Lu ve ark., 2012).

Akciger kanseri tedavisi ¢oklu ilag¢ direnci ve bunlarin olumsuz yan etkileri
nedeniyle oldukca gilic olup dogal iirlinlerden elde edilen molekiiller akciger
kanserinin tedavisinde gii¢lii etkilere sahiptir. Bircok dogal {iriiniin akciger
kanserinin iyilestirilmesine yonelik olarak kullanilmasina ait ¢aligmalar mevcuttur

(Adonis, 2017).

Piperlongumin, yapilan pek ¢ok ¢alisma ile anti-timor aktivitesi kanitlanmis
biyoaktif bir molekiildiir. Piperlonguminin sitotoksisitesinin arkasindaki molekiiler
mekanizmalar hala agikliga kavusturulmaya calisilirken, yapilan ¢aligmalar kanser

hiicrelerinde ROS iiretimini indiike ederek toksik etkisini gosterdigini ve pancreas
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kanseri ve melanoma gibi ¢esitli kanser tiirlerinde DNA hasarini artirarak hiicre
Olimiine neden oldugu gosterilmektedir. Saglikli hiicrelerde IC50 degeri, kanserli

hiicrelere oranla daha yiiksektir.

Yapilan ¢alismalar piperlonguminin, hematolojik kanserler, pankreas, prostat
ve idrar kesesi kanseri hiicre hatlarinda olduk¢a diisiik dozlarda dahi etkisini
gostermistir. En Onemlisi nokta ise, etkinligini gosterdigi diisikk dozlarda dahi
saglikli hiicre hatlarinda sitotoksik etkisinin hi¢ olmadigini ya da ¢ok az oldugunu
gostermektedir. (Adams ve ark., 2012; Bezerra ve ark., 2005, 2007, 2008a; Bokesch
ve ark., 2011; Duh ve ark., 1990a, 1990b; Golovine ve ark., 2013; Jyothi ve ark.,
2009; Kong ve ark., 2008; Lin ve ark., 2007; Raj ve ark., 2011). Calismamizda, daha
once farkli hiicre hatlarinda yapilan calismalara paralel olarak piperlongumin
molekiilii akciger kanser hiicre hattinda da degisen dozlarda antiproliferatif etki

gostermistir.

Yapilan  ¢aligmalarda  piperlonguminin  anti-apoptotik  proteinlerin
sentezlenmesini inhibe ettigi, buna ragmen bazi pro-apoptotik gen {iriinlerinin
ekspresyonunun arttigr gosterilmistir. Bu c¢alismalarin 6nemli tarafi, kanserli
hiicrelerde bu etkiler goriilmesine ragmen, ayni dozlar uygulandiginda saglikli hiicre
hatlarinda bu etkiler goriilmemistir (Raj ve ark., 2011). Calismamizda elde ettigimiz
bulgulara gore piperlongumin uygulanan akciger hiicre hatt1 hiicrelerinde apoptozis

inhibitdr proteini olan survivin’in ekspresyonunda azalma tespit edilmistir.

Son zamanlarda yapilan calismalar, lipoik aside potansiyel bir antikanser
gjan1 yoniinden ele almis ve LA’in gogiis, tiroid ve kolon kanseri gibi ¢esitli kanser
tirlerinde hiicre proliferasyonunu inhibe edebilecegini gdstermistir (Damnajanovic
ve ark.,, 2014 ve Li ve ark., 2015). Lipoik asidin meme, kolon, akciger ve
hematolojik kanser hiicre hatlarinda apoptozisi arttirdigi belirtilmektedir (Alpay ve
ark., 2016 ve Kono ve ark., 2012). Son c¢alismalar lipoik asidin antiproliferatif
etkisinin, piruvat dehidrojenazin aktivasyonuna bagli olabilecegini ve bdylece
aerobic glikolizin baskilanmasini  ve hiicre Oliimiiniin indiiklenebilecegini

gostermektedir (Feuerecker ve ark., 2012).
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Kanser hiicreleri hizli boliindiikleri i¢in saglikli hiicrelerden daha fazla demir
ihtiyacina sahiptirler. Dolayisiyla kanser hiicreleri demirin azalmasina duyarhdirlar.
Bu durum kanser tedavileri i¢in yeni bir yontem olarak degerlendirilmektedir. Lipoik
asit, kanser tedavisinde metal selatlama 6zelligine sahip oldugundan dolayr 6nemli

etki mekanizmasina sahip olabilecegi diisiiniilmektedir (Ou ve ark., 1995).

Lipoik asit kanser adjuvant tedavisinde diger ilaclarla kombine olarak
kullanilabilir. Bir¢ok antikanser ilag, ROS olusumuna sebep olur. Hem alfa lipoik
asit hem de dihidrolipoik asidin tiimor hiicreleri lizerindeki inhibnitor etkilerinden
ayr1 olarak, antikanser ajanlari1 tarafindan iretilen serbest radikalleri ve ROS’lari

temizleyebildikleri bildirilmistir (Biewenga ve ark., 1997).

Lipoik asit, tiimor hiicreleri iizerindeki inhibitor etkiyi arttirmak ve antikanser
ajanlar1 tarafindan iretilen ROS’dan korunmak amaciyla sistemik antikanser
tedavisine bir destek olarak diisiiniilmektedir. Ancak, ¢alismamizda elde ettigimiz
sonuglara gore alfa lipoik asidin akciger kanser hiicre hatt1 lizerine diisiik dozlarda
antiproliferatif etki gosterdigi, artan dozlarda ise proliferatif etki gosterdigi

gozlemlenmistir.

Kanser tedavisinde hem ilag yan etkilerinden sakinmak hem de direng
gelisimini engellemek icin birden fazla ilag kombinasyon halinde uygulanmaktadir.
Sarkoma tiimorii bulunan farelerde 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozlarda uygulanan
piperlongumin etkisinin arastirildig: bir ¢alismada piperlonguminin timor boyutunu
kiictilttiigii ve bu etkisinin bir antikanser ilaci olan 5-FU ile birlikte kullanildiginda
daha da arttigi goriilmiistiir (Bezerra ve ark., 2008). Transgenik farelerde meme
kanseri tedavisinde piperlongumin kullaniminin arastirildigi bir ¢alismada, iki hafta
stireyle i.p uygulanan piperlonguminin tiimor dokusunda 6ncelikle vaskiilarizasyonu

azalttig1 ve daha sonra da tiimor dokusunda kii¢lilmeyi sagladigi goriilmiistiir.

Piperlongumin ile antioksidan madde olan N-asetil sistein’in birlikte
uygulandigr hiicrelerde, apoptozisin goriillmemesi de piperlonguminin etkisini ROS

tizerinden gosterdigine kanittir (Parkinson ve ark., 2011; Raj ve ark., 2011). Kanser
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hiicrelerinde bu etki goriilmesine ragmen, piperlongumin normal hiicrelerde ROS

seviyesini yiikseltmemektedir.

Calismamizda piperlongumin ile alfa lipoik asidin beraber kullaniminda tek
basina olan uygulamalara gore antiproliferatif etki gdstermedigi gozlemlenmistir.
Bununla beraber tek basma piperlongumin uygulamasinin apoptozis inhibitor
proteini olan survivin’in ekspresyonunda azalmaya neden olurken alfa lipoik asit ve
piperlonguminin beraber uygulandigi durumlarda survivin ekspresyonunda bir

degisime rastlanmamastir.

Yaptigimiz ¢alismada piperlongumin ve alfa lipoik asidin antiproliferatif
etkisi incelenmistir. MTT hiicre canlilik test sonuglarina gore piperlongumin ve alfa
lipoik asidin tek baslarina ve birlikte kullanimlarinda degisik dozlara bagli olarak
antiproliferatif ozelliklerinde farklilik gozlemlenmistir. Piperlonguminin tek basina
kullaniminda diisiik dozlarda bile antiproliferatif etki gozlenirken alfa lipoik asit
uygulamalarinda diisiik dozlarda antiproliferatif etki gozlemlenirken, yiiksek
dozlarda proliferatif etki goriilmiistiir. Piperlongumin ve alfa lipoik asidin beraber

kullaniminda ise tek bagina uygulamalara gore antiproliferatif etki azalmstir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kanser, diinya ¢apinda morbidite ve mortalitenin dnde gelen nedenlerinden
biridir. Devam eden kiiresel demografik ve epidemiyolojik ¢alismalar, dniimiizdeki
on yillarda, 6zellikle diisiik ve orta gelirli iilkelerde, giderek artan bir kanser 6lim
oran1 ve 2025'in baglarinda yillik olarak 20 milyonun iizeri yeni kanser vakasi
beklenmektedir. Kanser tedavisinde cerrahi rezeksiyon, kemoterapi ve radyasyon
terapisi de dahil olmak {izere ¢esitli sinirlamalar1 olan stratejiler uygulanmaktadir.
Son zamanlarda ilgi, timorlerin 6nlenmesi ve tedavisinde hedefe yonelik anti-kanser
ilaglar olarak kabul edilen dogal tirinler ve monoklonal antikor tabanli biyolojik

ajanlar tizerine yogunlagmistir.

Mevcut antikanser ajanlara (kemoterapi ajanlari) karsi direng gelisimi, yeni
antikanser ajanlar i¢in bir arastirma alani yaratmaktadir. Bununla birlikte, normal
hiicreler iizerinde etki gostermeden ya da en az toksik etkiyle anormal hiicrelerin
cogalmasii secici olarak inhibe edebilecek yeni bir ajanin gelistirilmesi oldukga
giictlir. Bu nedenle, kanser kemoterapisi ilag endiistrisi i¢cin ¢ok onemlidir ve cesitli
kanser tipleri {lizerinde antikanser aktivite goOsterme olasiligi bulunan yeni
kemoterapétik ajanlarin gelistirilmesi tizerinde ¢aligmalar halen devam etmektedir.
Yeni ila¢ gelistirme uzun pahali karmasik bir siirectir. Son 10-15 yil igerisinde yeni

ilag gelistirmelerine harcanan biitge yaklasik bir milyar dolar olarak rapor edilmistir.

Bir alkaloid olan piperlongumin, Piper longum Linn bitki tiirlerinden elde
edilir. Bugiine kadar anti-platelet agregasyonu, antibakteriyel ve insektisid, anti-
aterosklerotik, anksiyolitik / antidepresan , antidiyabetik ve anti-inflamatuvar gibi
bir¢cok biolojik etkinlige sahip oldugu gdsterilmistir. Son yillarda piperlongumin
etken maddesinin onkoloji alaninda kullanilmasina yonelik ¢alismalar hizla artmakta

ve umut verici sonuglar yaymlanmaktadir.

Lipoik asit klinikte ilk kez amanita mantar1 zehirlenmelerinin tedavisinde

kullanilmistir. Ayni arastirmacilar klinige gelen noropatik sikayetlerin tedavisinde de
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lipoik asit kullanilabilecegini bildirmiglerdir. Yapilan diger ¢aligsmalarda lipoik asidin
diger antioksidanlarin okside formlarini azaltarak daha giiglii bir antioksidan etki
sagladig1, metal baglayici ajan olarak gérev yaptigi, niikleer faktor kappa B (NFKB)
ve insiilinin sinyal yolaklarinda diizenlemeler yaptigi, aterosklerotik plak olusumunu
onledigi, endotel disfonksiyonu ve egzersiz sonrasindaki oksidatif stresi azalttigi

yayinlanmustir.

Yaptigimiz ¢alismada, piperlongumin ve alfa lipoik asidin A549 aksiger

kanseri hiicre hattinda antiproliferatif ve apoptotik etkisi incelenmistir. Sonug olarak;

- Hiicre canlilik testi sonuglarina gore piperlongumin ve alfa lipoik asidin tek
baglarina ve birlikte kullanimlarinda doza bagli olarak antiproliferatif o6zellik
gosterdigi,

- Piperlonguminin tek bagina kullaniminda diisiik dozlarda bile antiproliferatif
etki gosterirken alfa lipoik asit uygulamalarinda diisiik dozlarda antiproliferatif etki
gozlemlenirken, yiiksek dozlarda proliferatif etki gosterdigi,

- Piperlongumin ve alfa lipoik asidin birlikte kullaniminda ise tek bagina
uygulamara gore antiproliferatif etkinin azaldigit ve bunun nedeninin
piperlonguminin sitotoksik etkisini oksidatif stresi arttirarak gerceklestirdigi ve alfa
lipoik asidin antioksidan 6zelligi ile piperlonguminin etkisini baskliladigi,

- Bax protein ekspresyonu diizeylerinde bir degisim gézlemlenmezken survivin
protein ekspresyon diizeyi 18 puM piperlongumin uygulamasi sonucu azaldigi,
survivin proteininin antiapoptotoik proteinler ailesinin {iyesi olmasi nedeniyle bu
proteinin ekspresyonundaki azalmanin apoptotik hiicre oliimii yolaginin aktive
olmasinin sonucu olabilecegi,

- Kiiciik bir dogal molekiil olan ve son yillarda yapilan calismalar ile saglikli
hiicrelerde sitotoksik etkisinin olmadigi/cok diisiik oldugu ortaya konulmus olan
piperlongumin molekiiliiniin, antioksidanlar ile birlikte kullaniminin piperlonguminin

etkisini azaltacagl yada tamamen ortadan kaldiracagi sonucuna varilmistir.

Piperlonguminin hangi yolaklardan hiicre Oliimiinii tetikledigini ortaya

koymak amaciyla detayli ¢alismalarin yapilmasi,  in vivo kanser modellerinde bu
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molekiiliin tek basina ve mevcut kemoterapi ajanlart ile kombine kullaniminin
etkilerinin incelenmesinin piperlonguminin potansiyel kemoterapi ajani olarak

kullanimi konusunda yol gosterici olacaktir.
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OZET

Akciger Kanser Hiicrelerinde Alfa Lipoik Asit ve Piperlonguminin Hiicre
Canhihigina Etkileri

Alfa lipoik asit serbest radikallerin hasarimi onleyen, yagda ve suda ¢oziinebilen
giiclii bir antioksidan maddedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, lipoik aside
potansiyel bir antikanser ajan1 yoniinden ele almig ve alfa lipoik asidin ¢esitli kanser
tiirlerinde hiicre proliferasyonunu inhibe edebilecegini ve kanser hiicre hatlarinda
apoptozisi artirabilecegini gostermistir. Piperlongumin, yapilan pek ¢ok ¢alisma ile
anti-timor aktivitesi kanitlanmis ve diisiik dozlarda bile saglikli hiicrelere zarar
vermeden, timdr hiicreleri tizerinde antiproliferatif etki gosteren dogal bir alkaloid
maddedir. Bu c¢alisma, akciger kanser hiicrelerinde alfa lipoik asit ve
piperlonguminin kombine kullaniminin yararini incelemek i¢in yapilmaistir.

Calismada AS549 akciger kanser hiicrelerine degisen konsantrasyonlarda
piperlongumin ve/veya alfa lipoik asit uygulanmis, hiicre canliliklart MTT testi ile
ortaya konmustur. Bununla beraber uygulanan bazi konsantrasyonlarda apoptozis ile
ilgili olan bax ve survivin proteinlerinin ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.
Calismadan elde edilen sonuglara gore piperlongumin diisiik dozlarda bile
antiproliferatif etki gosterirken alfa lipoik asit diisiik dozlarda antiproliferatif yliksek
dozlarda ise proliferatif etki gostermistir. Beraber uygulamalarda ise alfa lipoik
asidin piperlonguminin antiproliferatif etkisini inhibe ettigi goriilmiistiir. Western
blot sonuglarina gore bax protein diizeylerinde herhangi bir degisim gézlenmemistir.
Apoptozis inhibitor proteini olan survivinin ekspresyonu ise piperlongumin
uygulanan hiicrelerde diismiis fakat alfa lipoik asit ile beraber piperlongumin
uygulananlarinda bir degisiklik gozlenmemistir.

Elde edilen veriler 1s51nda piperlonguminin akciger kanser hiicreleri iizerinde giiglii

antiproliferatif etkisi oldugu gorilmiistiir. Alfa lipoik asit ile uygulamalarinda
piperlonguminin antiproliferatif etkisinin azaldig1 goriilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: Ab549 hiicre hatti, Akciger kanseri, Alfa lipoik asit,
Piperlongumin.
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SUMMARY

Effect of Alpha Lipoic Acid and Piperlongumine on Cell Viability in Lung
Cancer Cells

Alpha lipoic acid is fat and water soluble antioxidant that prevent damage from free
radicals. Recent studies suggested that lipoic acid has anticancer potential and may
inhibit cell proliferation in various types of cancer and may increase apoptosis in
cancer cell lines. Many studies showed that piperlongumine, a natural alkaloid, has
antitumor activity and has antiproliferative effect on tumor cells without harming
healthy cells even at low doses. The purpose of this study is to investigate the effect
of alpha lipoic acid and piperlongumine in lung cancer cells.

In this study A549 lung cancer cells treated with various concentration of
piperlongumine and alpha lipoic acid. Cell viability was determined by MTT assay.
Also bax and survivin protein expression levels were determined. According to the
results piperlongumine has antiproliferative effect even at low doses, whereas alpha
lipoic acid has proliferative effect at low doses and antiproliferative effect at high
doses. Also our results showed that alpha lipoic acid inhibits the antiproliferative
effect of piperlongumine. According to western blot results bax expressions were
found unaltered. Survivin, an apoptosis inhibitor protein, expressions were decreased
in piperlongumine treated cells but no significant change was observed in
piperlongumine+alpha lipoic acid treated cells.

In the present study we found that piperlongumine has strong antiporliferative effect
on lung cancer cells. Despite that alpha lipoic acid has inhibits antiproliferative
effect of piperlongumine.

Keywords: A549 cell line, Alpha lipoic acid, Lung cancer, Piperlongumine.
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