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OZET

GLAUCOCALYXIN A'NIN AKCIiGER HUCRE HATTINDA TGF BETA 1/SMAD
SINYAL YOLAGI UZERINDEN EPITELYAL FORMDAN MEZENKIMALE
GECIS SURECI UZERINE ETKISi

Dr. Merve BOZKURT
Tipta Uzmanlik Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani, Dog. Dr. Nuray BOSTANCIERI
Nisan 2025

Amag: Calismamizda A549 hiicre hattinda TGF- B ile olusturulmus EMT modelinde
Glaucocalyxin A’nin TGF-B /SMAD ve NLRP3 diizeylerine ve hiicre gocii kapasitesine
etkisini aragtirmay1 amacladik.

Gerec ve Yontem: Calismamizda A549 insan akciger adenokanseri hiicrelerine TGF- 3
verilerek EMT siireci indiiklenmistir ve Glaucocalyxin A’nin EMT siirecine etkileri E-
cadherin, N-cadherin, vimentin, SMAD ve NLRP3 ekspresyonlarinin immiinositokimya
ve PCR analizleri ve yara yeri deneyi ile incelenmistir.

Bulgular: Yara yeri deneyinde TGF- B’nin hiicre gdg¢iinii hizlandirdigi, buna karsilik
Glaucocalyxin A’nin bu durumu dnlemeye ¢alistig1 izlenmistir. Immiinositokimya ve PCR
deneylerinde TGF- B grubunda E-cadherin diizeyinin diistiigli, N-cadherin ve vimentin
diizeyinin artarak EMT siirecinin olustugu goriilmiistiir. Glaucocalyxin A’nin ise bu siireci
tersine ¢evirdigi gdzlenmistir. Ek olarak Glaucocalyxin A’nin TGF-  grubunda artan p-
SMAD 2/3’# baskiladig1 ve SMAD 2 ile SMAD 3 mRNA miktarini azalttig1 saptanmustir.
Ayrica Glaucocalyxin A’'nmin TGF- B ile artan NLRP3 ekspresyonunu diislirdigi
goriilmiistiir.

Sonu¢: Bu veriler, Glaucocalyxin A’'nin TGF- B ile etkinlestirilmis EMT’yi TGF-f
/SMAD ve NLRP3 diizeylerini baskilayarak dnlemeye calistigini ve hiicrelerin epitelyal
formlarinin korunarak mezenkimal fenotipe gecisini engellemeye katki saglayabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Glaucocalyxin A, A549, EMT, TGF- 3
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ABSTRACT

EFFECT OF GLAUCOCALYXIN A ON THE TRANSITION FROM
EPITHELIAL TO MESENCHYMAL FORM VIA THE TGF BETA 1/SMAD
SIGNALING PATHWAY IN A LUNG CELL LINE

Dr. Merve BOZKURT
Residency Thesis in Medicine, Department of Histology and Embriyology
Supervisor, Dog. Dr Nuray BOSTANCIERI
April 2025

Objective: In our study, we aimed to investigate the effect of Glaucocalyxin A on TGF-f
/SMAD and NLRP3 levels and cell migration capacity in TGF-B-induced EMT model in
A549 cell line.

Materials and methods: In our study, A549 human lung adenocarcinoma cells were
treated with TGF- B to induce the EMT process and the effects of Glaucocalyxin A on the
EMT process were examined by immunocytochemistry and PCR analysis of E-cadherin,
N-cadherin, vimentin, SMAD and NLRP3 expressions and wound assay.

Results: In the wound site experiment, it was observed that TGF- B accelerated cell
migration, whereas Glaucocalyxin A tried to prevent this situation. In
immunocytochemistry and PCR experiments, it was observed that E-cadherin level
decreased, N-cadherin and vimentin levels increased and EMT process occurred in TGF-
B group. Glaucocalyxin A was observed to reverse this process. In addition, Glaucocalyxin
A suppressed p-SMAD 2/3, which increased in the TGF- B group, and decreased the
amount of SMAD 2 and SMAD 3 mRNA. In addition, Glaucocalyxin A decreased NLRP3
expression, which was increased by TGF- f.

Conclusion: These data suggest that Glaucocalyxin A works to prevent TGF- B-activated
EMT by suppressing TGF-3 /SMAD and NLRP3 levels and may contribute to prevent the
transition of cells to mesenchymal phenotype by preserving their epithelial form.

Keywords: Glaucocalyxin A, A549, EMT, TGF-



vii

ICINDEKILER
TESEKKUR ...ttt ettt bttt bbb v
OZET ... \%
ABSTRACT ...ttt ettt ettt e b et e et e e et e e sae e e beeaneeenee e VI
ICINDEKILER ....covviitcieeieeeceeee et eseae ettt n ettt n st en et vl
SEKILLER .....coovitiiiiiteieistee ettt ettt sttt ettt ettt ettt ettt tetatasatanas XV
TABLOLAR ..ottt n e nnn e XVII
1. GIRIS VE AMAC ....ooceteeeee ettt tss sttt n st s st s s et snas 1
2. GENEL BILGILER.......ccoitiiiiiiiiitiininciesisesiie e 3
2.1, SOIUNUIM STSEEIMT 1.etvieiiieiiie ittt ettt b et e s e nneeanneenneeas 3
2.2, AKCIZET ANALOIMIST. .. veeveiriiieitiesteestee et et e et ettt et e s b et e e et e seeasneesbeeanneesneeanneeanneas 4
2.3, AKCIZET HISTOLOJIST 1.vveuvienriiieisiieii ettt 5
2.3.1. Solunum EPIteli......ccciviiiiiiiiiiiee e 5
2.3.2. Brong AZact V& AKCIZEI ......ociviiiiiiiiiiiic e 6
2.3.2.1. BIONSIAT .. eeieiiii ettt nes 7
2.3.2.2. BIONSIYOILET ...cciiieiiiiii et 7
2.3.2.2.1. BrongiyOlln YapIST.....cooueirieieiiiieiie e 7
2.3.2.3. Alveol Kanallari ve Alveol KeSeleri ..........ccoovviiiiiiiiiiiiiicee e 8
2.3.2.4. ALVEOIICT ...ttt anee s 9
2.3.2.4.1. Tip T AIVEOl HUCTEIEIT ...ccvviiiiiiii e 10
2.3.2.4.2. Tip IT AIVEO] HUCTEIETT ...c..veiiiiiiieiic s 10
2.3.2.4.2.1. Pulmoner SUrfaktan...........cccoooiiiiiiiiiieee e s 11

2.3.2.5. Alveolar HUcrelerde YENIIENIME .......ccevvuvniiiiiiiiieeiee ettt e e e eean e e e e e 11



viii

2.4. AKCIZer EMDBITYOLOJIST vvuviieeriiiiiiiieii e 12
2.4.1. Trakeanin GelISIMI ......ccuiiiueriiieiiie st itie sttt sttt st e b e b e sneeenes 12
2.4.2. Bronslarin ve Akcigerlerin GeliSImi ......cocvveiiiiiiiiiiniiie e 12
2.4.2.1. AKCiZerin Olgunlasmast ......cuueivivieiiiieiiiiieiiie e 14
2.4.2.1.1. EMbriyonik DONGM ......c.cccviiiiiiiiiiiiciise e 14
2.4.2.1.2. Pseudoglandiiller DONEM ..........coccviiieiiiiiiiieiiieee s 14
2.4.2.1.3. Kanaliklller DONem .......ccccoiiiiiiiiiiiii s 14
2.4.2.1.4. Terminal Kese DONEMI.........ccoiviiiiiiiiiiiie i s 15
2.4.2.1.5. Alveolar (Postnatal) DONEM ........cccoveiriiiiiiiiiiicseee e 15
2.5. AKCIZET FIDTOZIST...c.veeiiiiiiiiieie ettt 16
2.6, AKCIZET KANSEIT. . eiuviiiie ittt 17
2.6.1. Akciger Kanseri HiStolopatolojisi........cceiuieiieeiiiiiiiieiii e 19
2.6.1.1. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanserler .........ooocvveiiiiiiiiiiiiieeiiee e 19
2.6.1.2. Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri........ccovovviiieiiiiiie i 21
2.7. A549 HUCTE Hattl .....ooiiiiiiiiiic 22
2.8. Epitelyal Mezenkimal GeGIS$ .......ccoueiviiiiiiiiiiiiiiieiiiee s 22
2.8.1. EPIte]l HUCTELETT ... e 23
2.8.1.1. Epitel Hiicrelerinin Membran Yiizeyi Ozellesmeleri...........c.cccoveveverririiverenenne. 24
2.8.1.2. Baglanti KOmpleKSIErt ........cooiviiiiiiiiiic e 24
2.8.1.2.1. S1k1 BaBlantilar..........cccoiiiiiiiiiiiiici s 25
2.8.1.2.2. Tutundurucu Baglant1lar ... 25
2.8.1.2.3. Oluklu Baglantilar (Gap JUNCHION) ......eeeieiiiieiieiiieeesee e 27

R IV 77111 110 -1 B § L1163 1<) (<) o TR R TR 27



2.8.3. Epitelyal Mezenkimal Gegi$ SUIECT.......cccviiieriiiiiiiiiiieiiee s 28
2.8.3. 1. EME COSILIOTT ..eeuviiiiiiieieiie ettt 29
283 L1 TIP TEML oot 29
2.83. 1.2  TIP IL EMtu.niiiiiieeeee e 30
2.8.3. 1.3, TP TIT EME.utiiiiiiiiiiie ettt 31
2.8.3.2. EMt BEIITECIOTT ..ottt 32
2.8.3.3. Emt Sinyal Yolaklart ........cccccoviiiiiiiiiiiiiii i 33
2.8.3.3.1. TGF-B Sinyal YOlagi........ccccouviiiiiiiiiiiiiii i 34
2.8.3.3.2. TGF-B/ SMAD Sinyal YOIag1......cccoeiiiiiiiiiinieiieieee e 35
2.8.3.3.3. NLRP3 INflamazomul .........cocouriuiiiiiiiiiiiie ettt 37
2.8.4. GlaucoCalyXin A .. .....oieiiiiiiii i 39
3. GEREC VE YONTEM ....cooiiiiiciciieetctete ettt sttt 41
3.1. Calismada Kullanilan Materyaller ............ccccoiiiiiiiiiiiiiic e 41
3.1.1. Calismada Kullanilan Cihazlar ve Markalari...........cccccocoeiiiiiiin e, 42
3.1.2. Calismada Kullanilan Sarf Malzemeler ve Markalari..........ccccccocevviieiiiniiinnnnnnn, 43
3.2. Calismada Kullanilan Metotlar ...........ccviiiiieiiiieiiiie e 45
3.2.1. Calismada Kullanilan Hiicre Hattinin Temini..........ccccooeiiiiiiiiiiniienee e, 45
3.2.2. A549 Hiicrelerinin AGIIMAST........c.eeiiiiiiiiiiiiiie et 45
3.2.3. Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Pasajlanmast..........cccocoveriiiiicii i 46
3.2.4. HUCTEIETIN SAYIMI ...veiiiiiiiiiiiiiieii st 46
3.2.5. Hiicrelerin Dondurulmast...........c.ooiiiiiiiiieiiieiice e s 46
3.2.6. Hiicrelerin COZAUITIMEST ....ouvviiiiiieiiiie e 47

3.2.7. Glaucocalyxin A'ya Ait IC50 Dozlarinin Belirlenmesi ve Deney Gruplarinin

OIUSTUIUIIMAST 111ttt e st e e sr e e ab e e e sbb e e e bbeeebeeeesneeanes 47



3.2.7.1. MTT Soliisyonunun Hazirlanmast ............cccccvvvinieiiniiicniecescseee s 48
3.2.7.2. MTT Analizinin YapilmasI.........ccoooveiriiieiieniiiieecesesece s 48
3.2.8. Yara Yeri Olusturma DeNeYi.......cccueiiiiiiiiiiiiiiieiiiiesiie st 50
3.2.9. Indirekt Immiinositokimyasal BOyama ...........ccccceeueveverereierereeeeieee e, 52
3.2.9.1. Indirekt Immiinositokimyasal Verilerin Degerlendirilmesi.............c.coccvevevnnnee. 54

3.2.10. Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizi (QRT-PCR)....55

3.2.10.1. qRT-PCR i¢in Deney Gruplarl Olusturulmasi ve Hiicrelerin Kiiltiir Ortamindan

R0 0] F21 1o s P ) O TP R PP 55
3.2.10.2. RNA IZOIASYONU ......cocviecriieeieiceeieeeie et 56
3.2.10.3. CDNA SENLEZI ...eeuviiutieiiiieiee sttt sttt sttt sttt be e be e bt e ssb e e nbe e nteesbeeanns 56

3.2.10.4. Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR) Analizi . 58

3.2.11. IStatiStiKSEl ANALIZ ....v.cveveiecviiseiscie ettt 60
4. BULGULAR ..ottt 61
4.1. GLA Doz Belirleme Deneyi Bulgulart............cccoooieiiiiiiice e 61
4.1.1. MTT Analizi ve GLA’ nin IC50 Degerinin Hesaplanmasi ...........c.cccooveviiviinennnn, 61
4.1.2. Hiicre Morfolojisinin Inverted Mikroskop Altinda Incelenmesi..................c.cvve.. 63
4.2. Yara Yeri (Hiicre Go¢ii) Deneyi Bulgulart ... 65
4.2.1. Gruplar Arasinda Yara lyilesme Siirecinin Karsilastirtlmast ..........cccovevvverereennnee. 65
4.2.2. Gruplarin Zamana Bagli Yara Acikligi Bulgulart ... 71
4.3. Indirekt Immiinositokimyasal Boyama Deneyi Bulgulart ............c.ccccevevevrvcvernnens 76
4.3.1. E-CAANEIIN ..ot 79
4.3.2. N- CAANETIN ..o e 80
O N T4 15 1< 4L | o WP PP 81

4.3.4. P-SMAD 2/3.. e s 82



Xi

4.3.5. NLRP3 .ottt ettt nre e anes 83
4.3.6. Gruplar Arasindaki Immiinositokimyasal Boyanma Diizeyi........................... 84
5. TARTISMA ..ottt ettt bbbt b e r et ne e 96
6. SONUC VE ONERILER .....c.cccoviiiiitiiiiiiieitee e 102
7. KAYNAKLAR ..ottt b et sreenteeneesneenne e 104

EKLER



SIMGE VE KISALTMALAR
A549: Insan akciger karsinomu hatti
AFG: Arjinil-fruktozil-glukoz
ALR: Absent in melanoma 2 benzeri reseptorler
ASC: Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD domain
ATCC: American Type Culture Collection
BALT: Brons ile iliskili lenfoid doku
BMEC: Bovin meme epitel hiicrelerinde
BMP: Kemik morfogenetik proteini
CLR: C-tipi lektin reseptorleri
Co-SMAD: Kompleksler olusturan SMAD
DAMP: Tehlike ile bagdastirilan molekiiler kaliplar
DMSO: Dimetil siilfoksit
DNES: Diffiiz néroendokrin sistem
DPPC: Dipalmitoilfosfatidilkolin
E-cadherin: Epitelyal kadherin
EGF: Epidermal biiylime faktorii
EMT: Epitelyal mezenkimal gecis
EMT-TF: EMT ile iliskili transkripsiyon faktorleri
ERK: Hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz
FGF: Fibroblast biiylime faktorii
GDF: Biiylime ve farklilasma faktorleri
GLA: Glaucocalyxin A
IC50: inhibe edici dozu
IgSF: immunoglobulin siiper ailesi
IKK: IxB kinaz
IL-18: Interlokin-18

xii



IL-1B: Interlokin-1B

IPF: idiopatik akciger fibrozisi

I-SMAD: Inhibitsr SMAD

JNK: C-Jun amino terminal kinaz

KHAK: Kiigtik hiicreli akciger kanseri
KHDAK: Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri
LPS: Lipopolisakkarit

pg: Mikrogram

uM: Mikromolar

MAPK: Mitojenle aktive edilen protein kinaz
MET: Mezenkimal epitelyal gecis

ml: Mililitre

MMP: Matriksmetalloproteaz

MTT: Methyl-thiazolyl-tetrazolium

N-cadherin: Noral cadherin

NLR: Losin bakimindan zengin niikleotid baglayici alan igeren reseptor

NLRP3: NLR family pyrin domain containing 3
PAMP: Patojenlerle bagdastirilan molekiiler kaliplar
PBS: Phosphate-buffered saline

PDGF: Trombosit kaynakli biiytime faktorii

PF: Akciger fibrozisi

PI3K: Fosfatidilinositol-3 kinaz

PRR: Oriintii tanima reseptorlerinin

RDS: Respiratuar distres sendromu

RLR: Retinoik asitle indiiklenebilir gen-I benzeri reseptor
Rpm: Dakikadaki devir sayis1

R-SMAD: Reseptor tarafindan diizenlenen SMAD

xiii



SGC: Sebase bez karsinomu

Shh: Sonic Hedgehog

SPSS: Statistical Package for Social Sciences
TF: Transkripsiyon faktorii

TGF-B: Doniistiiriicti biiyiime faktorii- 3
TLR: Toll benzeri reseptdrler

TPR: TGF-p reseptor kompleksi

VEGEF: Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
WHO: Diinya Saglik Orgiitii

Zeb: Zinc finger E-box binding

Z.01/TJP: Zonula okludens 1

Xiv



XV

SEKILLER
Sekil 2.1: Akciger kanserinin histolojik dagilim oranlart. ..........ccccoociiiiiiniiniciiic, 19
Sekil 2.2: EMT V& MET GEGIST...cciuuieiueiiiieiiieiiiestieaieesiee st e siee st e sieesbe et iessinesnneesneeas 28
Sekil 2.3: Embriyonik gelisimde ve eriskin donemde EMT ¢esitleri ..........ccccvveviiveennen. 29
Sekil 2.4: EMT'yi Diizenleyen Yaygin Sinyal YolaKlari. .........cccovvvviiiiiiiiiiiiiiciiicce, 34
Sekil 2.5: TGF- B’nin indiikledigi kanonik ve kanonik olmayan sinyal yollari............... 36
Sekil 2.6: Isodon japonicus var. glaucocalyX ........ccccovvviiieiiiiiiiiiiiie e 39
Sekil 3.1: MTT analizi i¢in 96 kuyucuklu plateye hiicre ekimi uygulamasi ................... 49

Sekil 3.2: Hiicrelerin ekim yapildig1 ve deney gruplarinin olusturuldugu 6 kuyucuklu

KUIEUT PIALE 1.ttt 50
Sekil 3.3: 1000 pL'lik mikropipet ucu kullanilarak yara yeri deneyi olusturulmasi........ 51
Sekil 3.4: Hiicrelerin invert mikroskop altinda incelenmesi..........cccovvvvviiieeiiiieeiiiieennnnn, 52

Sekil 3.5: Sekil: indirekt Immiinositokimyasal Boyama i¢in kullanilan 8 gozlii hiicre

KGIEUITE TAIMT 1. 53
Sekil 3.6: Immiinositokimyasal boyama deneyi yapilirken .............ccccooverricrereccrenenan. 54
Sekil 4.1: Deney gruplarinda zaman igerisinde MTT sonuglart degisimi..............cccc..e... 62
Sekil 4.2: Deney gruplarinin 24. saatteki morfolojisi .........ccoeviviiiiiiiiiiiiiic, 63
Sekil 4.3: Deney gruplarinin 48. saatteki morfolojisi ........cvevrveeiiiiiiiiieiiie e, 64
Sekil 4.4: Deney gruplarinin zaman i¢indeki yara yeri alan1 degisimi ...........cccceecvveenneee. 67
Sekil 4.5: Kontrol grubunun zaman igindeki yara yeri alani degisimi...........cc.ceevrvennnns 68
Sekil 4.6: TGF-B grubunun zaman i¢indeki yara yeri alani degisimi ...........ccoovveeriieennnns 69
Sekil 4.7: GLA grubunun zaman i¢indeki yara yeri alant degisimi ..........cccocovevivrieennnnn 70
Sekil 4.8: TGF-B + GLA grubunun zaman i¢indeki yara yeri alan1 degisimi................... 71
Sekil 4.9: Kontrol grubunda zaman igerisinde yara yeri alanindaki degisim .................. 73
Sekil 4.10: TGF-B grubunda zaman igerisinde yara yeri alanindaki degisim.................. 73
Sekil 4.11: GLA grubunda zaman igerisinde yara yeri alanindaki degisim..................... 74

Sekil 4.12: TGF- +GLA grubunda zaman igerisinde yara yeri alanindaki degisim....... 74
Sekil 4.13: E-cadherin immiinositokimyasal analizinin gruplara gére dagilimi.............. 79

Sekil 4.14: N-cadherin immiinositokimyasal analizinin gruplara gore dagilimai ............. 80



Sekil 4.15:
Sekil 4.16:
Sekil 4.17:
Sekil 4.18:
Sekil 4.19:
Sekil 4.20:
Sekil 4.21:
Sekil 4.22:
Sekil 4.23:
Sekil 4.24:
Sekil 4.25:
Sekil 4.26:
Sekil 4.27:
Sekil 4.28:
Sekil 4.29:

XVi

Vimentin immiinositokimyasal analizinin gruplara gére dagilimai ................ 81
p-SMAD 2/3 immiinositokimyasal analizinin gruplara gére dagilima .......... 82
NLRP3 immiinositokimyasal analizinin gruplara gore dagilimi ................... 83
Immiinositokimyasal analizin ortalama degerinin gruplara gére dagilimi....84
E-cadherin immiinositokimyasal boyamasinin gruplara gére dagilima......... 85
N-cadherin immiinositokimyasal boyamasinin gruplara gore dagilimiu......... 86
Vimentin immiinositokimyasal boyamasinin gruplara gére dagilimi............ 87
p-SMAD 2/3 immiinositokimyasal boyamasinin gruplara gore dagilimi......88
NLRP3 immiinositokimyasal boyamasinin gruplara gére dagilimi .............. 89
E-cadherin ekspresyon degisiminin deney gruplarinda karsilastirilmas ...... 90
N-cadherin ekspresyon degisiminin deney gruplarinda karsilastirilmasi......91
Vimentin ekspresyon degisiminin deney gruplarinda karsilastirilmasi......... 92
SMAD 2 ekspresyon degisiminin deney gruplarinda karsilastirilmast ......... 93

SMAD 3 ekspresyon degisiminin deney gruplarinda karsilastirilmast ......... 94
NLRP 3 Ekspresyon Degisiminin Deney Gruplarinda Karsilagtirilmast....... 95



Tablo 3.1:
Tablo 3.2:
Tablo 3.3:
Tablo 3.4:
Tablo 3.5:
Tablo 3.6:
Tablo 3.7:
Tablo 3.8:
Tablo 4.1:
Tablo 4.2:
Tablo 4.3:

karsilastirilmasi

Tablo 4.4:
Tablo 4.5:

karsilastirilmasi

Tablo 4.6:
Tablo 4.7:

karsilastirilmasi

TABLOLAR

Cihazlar ve Markalart .........c.ccoooeiiiiiiii e
Sarf malzemeler ve markalart ...........cccocovriiiii i
DENeY GrUPLATT ....oeviiiiiiiiiiiieee s
cDNA Sentezi Reaksiyonu I¢in Gerekli Malzemeler .............c.coccvcveunnen.
CDNA Siklus ProtoKOIT.......c.cvveiieiiiiiieiieeee e
Primer baz diZileri......coiveiiiiiieiiieiie e
qPCR i¢in hazirlanan reaksiyon Karigimi..........ccocovvenieiininiicninieneenns
Real Time PCR cihaz protoKolll .........cccoveiiiiinieiiiiciiceseee e
Gruplar Arasinda MTT Degerlendirme Siirecinin Karsilagtirmast............

Gruplar arasinda yara iyilesme siirecinin karsilagtirmasi ............cccoceeeeee

Gruplarin belirli saatlerdeki yara yeri alaninin Tukey testi ile ¢oklu

Gruplarin zamana bagli yara yeri alant degisimi .........ccocvveeviiiiininiiennens

Gruplarin zamana bagl yara iyilesmesinin Tukey testi ile ¢oklu

Gruplarin immiinositokimyasal veri dagilimlari............cccooeviniiiicninninne

Gruplar arasinda immunositokimya gézlemlerinin LSD testi ile ¢oklu

Xvii



1. GIRIS VE AMAC

Epitelyal mezenkimal gegis (EMT), epitelyal hiicrelerin mezenkimal form kazandig:
bir farklilagma siirecidir. Bu dinamik ve tersine cevrilebilir sliregte, epitel hiicreleri
baglanti noktalar1 ve bazo-apikal polarite gibi tipik 6zelliklerini kaybederken, goc¢ etme

ve ¢evre dokulari istila etme yetenegi ile birlikte 6n-arka polarite kazanirlar (1).

EMT, meydana geldigi kosullar bakimindan ii¢ tipte simiflandirilir. Tip I EMT
embriyonik donemle iligkiliyken, Tip Il EMT doku rejenerasyonu ve fibrozis gelisiminde
fonksiyon goriir. Tip III EMT ise kanserli hiicrelerin olusmasina, gelismesine ve
yayilmasinda rol alir (2). EMT siirecinde epitel hiicre-hiicre yapisma molekiilii olan
epitelyal kadherin (E-cadherin) kaybi goézlenirken, néral kadherin (N-cadherin) ve

vimentin gibi mezenkimal belirteclerde artis gézlenir (3).

Dontistiiriicii biiytime faktorii B (TGF-B) sinyalizasyonu, EMT’de rol alan en temel
yoldur ve bu sinyal yolu ¢esitli hiicre i¢i haberciler araciligiyla etki eder (4). TGF-,
SMAD bagimli kanonik ve SMAD bagimsiz kanonik olmayan yol iizerinden etkinlik
gosterir (5). Kanonik yolda, SMAD-2 ve SMAD-3 olarak bilinen reseptor SMAD’lar
TGF-B tarafindan fosforillenir, ardindan SMAD-4 ile kompleks yap1 olusturup ilgili

genlerin diizenlenmesi ve transkripsiyonu i¢in niikleusa iletilir (6).

NLRP3 inflamazomu, ¢esitli uyaranlarla aktiflestirilen ve inflamatuar sinyalizasyonun
diizenlenmesinde rol oynayan bir multiprotein kompleksidir. NLRP3 inflamazomunun
pek ¢ok inflamatuar hastaliklarin altta yatan mekanizmalarinda goérev aldig1 bilinmektedir
(7). Literatiirde NLRP3 inflamazomunun TGF-B1 sinyali ile EMT'yi diizenleyebildigi
caligmalar mevcuttur (8). Ek olarak TGF-f aracili SMAD-2 ve SMAD-3
fosforilasyonunun da NLRP3 ile iliskili olabilecegi bildirilmistir (9).

Akciger fibrozisi, ekstraseliiler matriksin asir1 birikiminin neden oldugu inflamasyon
ve doku mimarisinin yeniden sekillenmesi ile karakterize kronik, ilerleyici ve geri
doniisiimsiiz bir solunum yolu hastaligidir (10). Akciger fibrozisi hastalarinda ilerleyen

donemde akciger kanseri meydana gelme riskinin yliksek oldugu bilinmektedir (11).



Diinya genelinde kansere bagli oOliimlerin biiylik kismi akciger kanserinden
kaynaklanmaktadir. Akciger kanserlerinin %85'inden fazlasi kiiciik hiicreli dis1 akciger
kanseri (KHDAK) olarak siniflandirilmistir ve adenokarsinom bu vakalarin yaklasik

yarisini temsil etmektedir (12).

Akciger kanseri genellikle kotlii prognozludur, hastalarin bes yillik sagkalimi % 15
civarindadir. KHDAK'li hastalarin ilk tanis1 genellikle ileri evrelerde tespit edilmektedir.
Ileri hastalik evresinde kanser hiicreleri genellikle agresif tutum sergiler, antikanser
ilaclara diren¢ ve metastaz yapma egilimi gosterir (13). EMT'nin tiimor hiicrelerinin
hareketlilik, invazyon yapabilme ve apoptotik uyaranlara diren¢ gosterme gibi énemli
metastatik 6zellikler kazanmasinda rol aldig1 ve hiicrelerin kemoterapoétik ilaglara karsi
direng gelistirmesine yardimci oldugu bilinmektedir (14). Nitekim EMT’nin meme
kanseri, mide kanseri, karaciger kanseri, kolorektal kanser ve mesane kanseri gibi pek ¢ok

kanser patogenezinde rol aldig1 bildirilmistir (15-19).

Glaucocalyxin A (GLA), Rabdosia japonica bitkisinden izole edilen diterpenoid bir
bilesiktir ve geleneksel Cin tibbinda yaygin sekilde kullanilmaktadir (20). Caligmalar,
Glaucocalyxin A'min antiinflamatuar, antioksidan, antifibrotik ve antikanser nitelikler

dahil olmak iizere bir dizi biyolojik faaliyetler sergiledigini ortaya koymustur (21).

Calismamizda Glaucocalyxin A’'nin TGF-f ile EMT modeli olusturulmus A549 hiicre
hattindaki etkisini degerlendirmek amaciyla kontrol, TGF-B, GLA ve TGF-f+GLA
gruplar1 olusturulmasi planlanmigtir. Bu baglamda; Glaucocalyxin A'nin EMT siirecine
etkisini yara yeri deneyi olusturularak hiicre gé¢ potansiyeline etkisinin incelenmesi ve E-
cadherin, N-cadherin, vimentin, SMAD ve NLRP3 ekspresyonuna etkisini

immiinositokimya ve PCR analiziyle degerlendirilmesi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Solunum Sistemi

Solunum sistemi, iki akcigerden ve gaz aligverisini saglayan hava yollarindan
olusur. Hava yollar1, akciger icinde alveol olarak isimlendirilen en kiiciik hava

bosluklarina ulagincaya dek giderek kiiciilen tiiplere dallanir (22).

Hava; goglis kafesi, interkostal kaslar, diyafram ve akcigerin elastik
komponentlerini igeren soluma mekanizmasi ile akcigerler icerisinde ilerler. Solunum
sistemi anatomik olarak {ist solunum sistemi ve alt solunum sistemi olarak ikiye ayrilir.
Islevsel olarak ise iletici boliim ve solunum béliimii olacak sekilde iki kistmda incelenir.
fletici boliim; burun bosluklari, nazofarinks, larinks, trakea, bronslar ve terminal
bronsiollerden olusur. Solunum béliimii ise gaz degisiminin gergeklestirildigi boliim olup

respiratuar bronsioller, alveolar kanallar ve alveollerden meydana gelir (23).

Solunum sisteminin ii¢ temel gorevi; solunan havanin iletimi, filtrasyonu ve gaz
degisimidir. Iletici boliim; solunan havay1 cesitli partikiillerden temizler, 1sitir ve
nemlendirir. Ayrica gaz aligverisinin gergeklestigi solunum béliimiine ilerleyen hava
yollarindan olusarak gecit gorevi goriir. Kikirdak, kolajen, elastik lif ve diiz kas demetleri
iletici boliime gerekli biikiilebilme ve uzayabilme kapasitesi saglayarak yapisal destek
sunar. Boylece kesintisiz hava iletimi saglanir. Solunum boliimii; iletim boliimiiniin distal
uzantisidir. Respiratuar bronsioller, alveollere dek uzanan hava iletiminin ve gaz
degisiminin oldugu gecis bolgesidir. Alveoller, solunan hava ile kan arasindaki O> ve CO»
degisiminin yapildigr solunum sisteminin ug¢ bolgesinde yer alan hava bosluklaridir.
Solunum sistemi, ¢esitli hormon iiretimi ve salgilanmasinda gorev alarak endokrin
fonksiyonlarda ve solunan havadaki antijenlere karsi bagisiklik yaniti olusumunda da

gorev almaktadir (22-24).



2.2. Akciger Anatomisi

Akciger, toraks boslugunda yer alan ve ¢ift katmanli ser6z bir zar olan plevra ile
cevrili solunum sisteminin esansiyel organidir (25). Sag ve sol akcigerler arasinda kalbin,
biiyiik kan damarlarinin, bronglarin, 6zofagusun ve diger organlarin bulundugu mediasten
yer alir. Kalbin anatomik olarak sol tarafta daha fazla yer kaplamasindan dolayi; sag
akciger sol akcigerden nispeten daha biiyiiktiir (26). Akcigerin bir apeksi, bir bazal kismi,

tic kenar1 ve ti¢ ylizii vardir ve apeks kismi birinci kostanin iizerinde yer alir.

Akcigerin anterior, posterior ve inferior olmak {izere ii¢c kenar1 vardir. Anterior
kenar1 plevral kisim ile komsuluk yapar ve sol akcigerde kardiyak c¢entik olusturur.
Inferior kenar nispeten ince olup akcigerin bazal kismini kostadan ayirir. Posterior kenar

ise daha kalin olup akcigerin apeksinden alt kenara kadar uzanir.

Akcigerin kostal, medial ve diyafragmatik yiizii vardir. Kostal yiizii kostal plevra
ile sarilt olup sternum ve kaburgalar boyunca uzanir. Akcigerin anterior ve posterior
kenarlar1 akcigerin medial yiizii ile birlesir. Akcigerin medial yliziiniin 6n kismi1 sternum
ile arka kismi ise vertebralar ile iliskilidir. Akcigerin inferior kenar1 ise akcigerin
diyafragmatik yiizii ile birlesir. Diyafragmatik ylizey icbiikey olup diyafram kasinin
kubbesi ile temas halindedir (27).

Sag akciger; fissura horizontalis ve fissura obliqua ile ayrilarak lobus superior,
lobus medius ve lobus inferior olmak {izere ii¢ loba ayrilir. Lobus medius ve lobus inferior
akcigerin diyafragmatik yiiziinii olusturur. Sol akciger ise fissura obliqua ile iki loba
ayrilarak lobus superior ve lobus inferioru olusturur. Lobus inferior akcigerin

diyafragmatik yiiziinii olusturur (28).

Hilum, akcigerin medial ylizeyinde yer alan ¢esitli yapilarin akcigere girdigi ve
akcigerlerden ¢iktig1 noktadir. Frenik sinir, lenfatik damarlar, lenf nodlar1 ve bronsiyal
damarlar, bronslar ve pulmoner damarlar igerir. Sol hilumda bir ana brons, sag hilumda
ise iki ana brons bulunur. Onden arkaya dogru hilumdaki siralama ven, arter ve brons

seklindedir (27).



2.3. Akciger Histolojisi

Akcigerler, toraks boslugunda yer alan ve cift katmanli serdz bir zar olan plevra
ile ¢evrili solunum sisteminin esansiyel organidir (25). Biiyiik ¢apli hava iletim yollarinin
bir kismi1 ekstrapulmoner yerlesimli iken, daha kiigiik capli hava iletim yollar1 ve solunum

bolgesi intrapulmoner bolgede yerlesim gosterir (29).

Hava iletim yollarinin ekstrapulmoner kismi; nazal kaviteler, farinks, larinks,
trakea ve primer bronglardan olusur. Intrapulmoner hava iletim yollar1 ise intrapulmoner
bronsglardan terminal bronsiyollere dek dallanma gdsteren kisimdir. Nazal kavitelerden
bronslara dek olan biiyiik hava iletim yollarinin liimeni yalanci ¢ok katli silyali prizmatik
epitel olan solunum epiteli ile doselidir. Ayrica biiyiikk hava iletim yollarinin duvari,
icerdigi kemik ve/veya kikirdak seklindeki iskelet yapisiyla liimenin agik tutulmasina
katkida bulunur. Bronsiyolleri doseyen tek katli silyali prizmatik epitel, liimen g¢ap1
azaldikca tek kath kiibik epitele doniisiir. Kikirdak icermeyen bronsiyollerin liimeni,
duvar1 g¢evreleyen fibroelastik bag dokusuyla desteklenerek agik tutulur. Hava iletim

yollariin liimen ¢ap1 duvarlarinda bulunan diiz kas hiicreleriyle denetlenir (29).

2.3.1. Solunum Epiteli

Nazal kavitelerin ve solunum sisteminin iletici boliimiiniin biiyiik bir kism1 yalanci
cok katl prizmatik silyali epitel ile doselidir. Respiratuar epitel olarak da bilinen bu epitel

5 ana hiicre tipi igermektedir.

e Silyal Hiicreler: Respiratuar epitelde sayica en fazla bulunan yiiksek prizmatik
hiicrelerdir. Her hiicrenin apikal yilizeyinde yaklasik 250-300 silya bulunur.
Silyalar, koordine siiplirme hareketiyle mukusu farinkse dogru siipiiriirler.
Boylelikle inhalasyonla alinan partikiillerin akcigerden temizlenmesinde 6nemli
rol oynar.

e Goblet Hiicreleri: Respiratuar epitel hiicrelerinin yaklasik %30 unu olustururlar.
Cekirdegi bazalde yerlesmis ve apikal kismi1 miisin glikoprotein graniillerinden

zengin tek hiicreli ekzokrin bezlerdir. Epitel yiizeyindeki hidrate miisin ile



2.3.2.

trakeadaki partikiiler maddelerin karigmasi sonucu viskoz yapida olan mukus
olusur. Hava yollarinin kronik irritasyonu sonucunda silyali hiicrelerin sayis1
azalirken miikoz hiicre sayisi artar.

Fircamsi Hiicreler: Respiratuar epitel hiicrelerinin yaklasik %3 iinii olustururlar.
Prizmatik tipte olan bu hiicrelerin apikal yiizeylerinde seyrek ve kiit mikrovilluslar
yer alir. Fircamsi hiicrelerin bazal yiizeyi afferent sinir sonlanmalariyla sinaps
yapar. Bu nedenle kemosensor reseptor hiicreler olarak kabul edilirler.

Kiiciik Graniillii Hiicreler (Kulchitsky Hiicreleri): Respiratuar epitel hiicre
popiilasyonunun yaklagik %3-4’linii olustururlar. Sentezledikleri polipeptid
hormonlar1 subniikleer bazal sitoplazmalarinda kiigiik graniiller seklinde
depolarlar. Lamina propriaya salgiladiklari bu hormonlar vasitasiyla uzak
hedeflere etki edebilir ya da lokal (parakrin) etki gostererek solunum
fonksiyonlarimi diizenleyebilirler. Ayrica diffiiz néroendokrin sistemin bir parcasi
olan bu hiicreler sinir lifleri ile iletisim kurarak pulmoner ndroepitelyal
cisimcikleri olusturur. Boylelikle lokal hipoksik kosullarda beyindeki solunum
merkezini uyararak solunumun hizlandirilmasini saglar.

Bazal Hiicreler: Diger epitel hiicre tiplerini olusturabilme potansiyelinde olan ve
mitoz etkinligi yiiksek rejeneratif hiicrelerdir. Respiratuar epitel hiicre

popiilasyonunun yaklasik %30 ’unu olusturur.

Brons Agaci ve Akciger

Trakea, iki dala ayrilarak primer bronslar1 olusturur. Sag primer brons, soldakinden

daha genis ve daha kisadir. Bronglar, hilumdan akcigerlere girdikten sonra sag akcigerde

ic, sol akcigerde iki adet sekonder (lober) bronsa dallanir. Sekonder bronslar tekrar

dallanarak tersiyer (segmental) bronglar1 olusturur. Bir segmental brons ve havalandirdigi

akciger parankimi bir bronkopulmoner segmenti olusturur. Segmentler, kendi kan damar

ag1 ve bag dokusu yapisinda olan septumlar1 sayesinde cerrahi rezeksiyona olanak veren

alt birimlerdir. Sag akcigerde 10, sol akcigerde 8 adet bronkopulmoner segment bulunur.

Tersiyer bronslar daha kiigiik dallara ayrilir ve bronsioller meydana gelir. Bronsiyoller de

piramidal yapidaki pulmoner lobiillerin igine girip burada dallanarak terminal



bronsiyolleri olusturur. Brons ve bronsiyollerin kas kasilmasi otonom sinir sisteminin

sinirleri tarafindan innerve edilir.

2.3.2.1. Bronslar

Biiylik bronslar, trakea ile benzer histolojik yapidadir. Bronglarin akciger igine
girerek intrapulmoner bronglara doniistiigi kisimda brons duvarmmin yapisinda
degisiklikler gozlenir. Kikirdak halkalar yerini parcali hiyalin kikirdak plaklarina birakar.
Bronslar dallandik¢a ¢aplar1 azalir, kikirdak plaklarinin boyutunda kiigiilme ve sayisinda
azalma meydana gelir. Havayolu ¢ap1 1mm’ye indiginde hiyalin kikirdak plaklari ortadan

kalkar ve bronsiyoller olusur.

2.3.2.2. Bronsiyoller

Bronkopulmoner segmentler boliinerek pulmoner lobiillere ayrilir. Her lobiilii bir
bronsiyol destekler. Pulmoner asiniisler lobiilleri olusturan daha kiiciik alt birimlerdir. Her
asinlis bir terminal bronsiyolden, respiratuar bronsiyollerden ve alveollerden olusur.
Respiratuar bronsiyolar birim; pulmoner yapinin en kiiciik fonksiyonel birimi olup bir

respiratuar bronsiyol ve bu bronsiyolii destekleyen alveollerden meydana gelir.

2.3.2.2.1. Bronsiyoliin Yapisi

Bronsiyoller, ¢aplart 1 mm veya daha kiiciik olan intralobiiler hava yollaridir.
Bronsiyollerde tikiz bag dokusu ve diiz kas bulunmasina karsin mukozasinda bez ve
kikirdak plaklar1 bulunmaz. Biiylik bronsiyollerde epitel hala yalanci ¢ok katli silyali
prizmatik yapidayken, kanal daraldik¢a kademeli sekilde tek katli prizmatik ve tek kath
kiibik epitele doniisiir. En genis bronsiyollerde izlenebilen Goblet hiicreleri, terminal
bronsiyollerde bulunmaz. Sigara icen bireyler ve havadaki tahris edici ajanlara maruz
kalanlar bu durumun disindadir. Bronsiyol lamina proprias1 diiz kas ve elastik lifler

icermektedir. Bronsiyoller dallanarak iletici bdliimiin son kismi olan terminal



bronsiyolleri olustururlar. Terminal bronsiyoller de dallanarak respiratuar bronsiyolleri

meydana getirirler.

Terminal Bronsiyoller: En kiiciik iletici bronsiyoller olup Clara hiicrelerinin
silyal1 hiicrelerin arasinda dagildigi tek katli kiibik epitel ile doselidir. Bronsiyoliin
distaline dogru Clara hiicre sayisinda artig ve silyali hiicre sayisinda azalma
goriiliir. Ayrica terminal bronsiyollerin epitelinde kemosensor gorevi goren firca
hiicreleri ve DNES (Diffiiz néroendokrin sistem) kiigiik graniillii hiicreler ile
kiigiik bir kok hiicre popiilasyonu mevcuttur. Clara hiicreleri (Comak hiicreleri);
silyasiz, apikal yiizeyleri kubbe seklinde olan, sitoplazmasinda salgi graniilleri
iceren ekzokrin bronsiyol hiicreleridir. Clara hiicreleri, ylizey aktif ajan olan
stirfaktan lipoproteinleri salgilayarak ozellikle ekspirasyon sirasinda hava yolu
duvarinin liiminal adezyonunu Onlemede gorev alir. Terminal bronsiyollerin

lamina propriasinda mukozada kivrim olusturan elastik lif ve diiz kaslar yer alir.

Respiratuar Bronsiyoller: Respiratuar bronsiyoller, hava iletiminde ve gaz
degisim mekanizmasinda rol oynayarak solunum sisteminde ge¢is bolgesi olarak
gorev alir. Her terminal bronsiyol, alveolleri igeren iki ya da daha fazla respiratuar
bronsiyole ayrilir. Respiratuar bronsiyollerin mukozasi, liimenine agilan ince
duvarli alveollerin varligi disinda histolojik olarak terminal bronsiyole
benzemektedir. Lamina propriasinda diiz kaslar ve elastik bag dokusu yer alir.
Respiratuar bronsiyoliin seyri boyunca graniil hiicreleri ve fircamsi hiicreler de yer
alir. Respiratuar bronsiyollerin distal kismi alveollerin agzina kadar uzanan alveol

kanalina (duktus alveolaris) ve alveol kesesine (sakkulus alveolaris) agilir.

2.3.2.3. Alveol Kanallan ve Alveol Keseleri

Alveol kanallar1 ve alveollerin epiteli yass1 epitel ile doselidir. Lamina propria

tabakas1 ince olup alveollerin giris bolgesi bir dizi diiz kas hiicreleriyle ¢evrilidir. Alveol

kanal1 ve kanallara acilan alveollerin etrafinda elastik ve kolajen liflerden olusan matriks



yer almaktadir. Duktus alveolarisin distal kismindaki alveollerin bir araya gelmesiyle
sakkulus alveolaris olarak isimlendirilen genis bosluklar yer almaktadir. Elastik ve
retikiiler liflerden olusan ince bag dokusu ile kapiller damar agi alveolleri sararak
birbirinden ayirir. Komsu alveolar hava bosluklar1 arasinda yer alan dokuya alveolar

septum (interalveolar septa) denir.

2.3.2.4. Alveoller

Alveoller, solunum sisteminin u¢ hava bosluklari olup kan ile hava arasinda gaz
aligverisinin yapildig: asil alanlardir. Her yetiskin akcigerinde 150-200 milyon alveol
bulunmakta olup alveollerin toplam i¢ yiizey alani yaklasik 75 m?’dir. Her alveol, bir
kenar1 sakkulus alveolarise veya duktus alveolarise agilan kiiciik petek seklinde yapidir.
Diflizyonu kolaylastiracak sekilde o6zellesmis ince alveolar duvar yapist sayesinde

alveolleri saran kapillerlerden Oz ve CO; degisimi gerceklesir.

Iki komsu alveol arasinda bag dokusu yapisinda alveolar arasi septum bulunur.
Alveolar septanin bag dokusunda az miktarda fibroblast ve ekstraselliiler matriks ile bol
miktarda elastik ve retikiiler lifler bulunur. Elastik lifler alveollerin inspirasyonda
genisleyip ekspirasyonda pasif olarak biiziilmesine imkan saglarken, retikiiler lifler de
alveoliin agir1 genislemesini ve asir1 kapanmasini engellemede gorev alir. Kapiller endotel

hiicreleri ¢ok ince yapida olmakla beraber kesintisiz seyreder ve pencere igermezler.

Interalveolar septumda alveolar ve kapiller kompartimanlar arasinda gazlarin
difiizyonla ge¢mesi gereken hiicre ve hiicre iirlinlerini ifade eden kan-hava bariyerini
(respiratuar membran) bulunur. Kan-hava bariyeri; kapiller endotel hiicresi, kaynagmis
bazal laminalar, tip I pndmosit ve ince bir siirfaktan tabakasindan olusur. Bu tabakalarin

toplam kalinlig1 0,1-1,5 pm arasindadir.

Interalveolar septalarin en ince oldugu yerlerde komsu alveollerin tip I
pnomositleri ve kapiller damar agini iceren ¢ok ince bir bag dokusu bulunur. interalveolar
septalarin en ince oldugu bu kisimda havanin alveoller arasindan gecebildigi yer olarak

bilinen ve yaklasik 10-15 um ¢apinda olan alveolar delikler (Kohn porlari) bulunur.
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Bu delikler, farkli bronsiyollerin komsu alveollerini birbirine baglar. Boylelikle bu
alveollerde hava basinci esitlenir ve bronsiyollerden biri tikandigi zaman kollateral
sirkiilasyonla havanin alveoller arasinda gegisine imkan tanmir. Obstriktif akciger
hastaligi gibi havanin alveole normal yoldan gecisine engel olan bazi1 patolojik
durumlarda, tikanikligin distalindeki alveollerin komsu lobiil ya da asiniisteki porlar

aracilifiyla havalanmaya devam edebilmesi bu duruma 6rnek teskil eder.

Alveol havasindaki O, kan-hava bariyeri araciligiyla kapilerdeki kana gecip
eritrositlerdeki hemoglobine baglanir; pulmoner kandan gelen CO; ise alveole geger ve
boylelikle gaz aligverisi gergeklesmis olur. Organel topluluklarinin biiyiikk bir kismi

niikleus etrafinda yer alarak hiicrenin etkin gaz degisimi fonksiyonuna olanak saglarlar.

Alveolar epitelde tip I ve tip II alveolar hiicreler ile az sayida fircamsi hiicre yer

almaktadir.

2.3.2.4.1.Tip I Alveol Hiicreleri

Tip I pnomositler olarak da isimlendirilmektedir. Kan-hava bariyerinde yer alan
bu hiicreler, tiim alveolar doseyici hiicrelerin yaklasik %40'in1 olusturmakla birlikte
alveolar yiizeyin oldukca biiyiik bir kismini (%95) dosemektedir. Ince yass1 morfolojide
olan tip I pnomositlerin organelleri, sitoplazmanin kalinligin1 azaltacak sekilde niikleus
etrafinda gruplar olusturarak yerlesim gosterir. Incelmis sitoplazmalarinda yer alan
pinositik vezikiiller, siirfaktan ¢evriminde ve havadaki kii¢iik parcaciklarin dis yiizeyden
uzaklastirilmasinda gorev alir. Tip I pnomositler, desmozomlara ve alveoldeki hava

boslugu igerisine doku s1visinin girmesini engelleyen tikayici baglantilara sahiptir.

2.3.2.4.2. Tip II Alveol Hiicreleri
Tip II pnomosit ya da septal hiicre olarak da adlandirilan ve salgi yapan
hiicrelerdir. Tip I alveol hiicreleri arasina dagilmis kiibik yapida olan bu hiicreler,

birbirlerine tikayict baglantilar ve desmozomlarla baglanmistir. Alveolar doseyici
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hiicrelerin yaklagik %6011 olusturmakla birlikte morfolojileri nedeniyle alveolar hava
ylizeyinin sadece %5'ini kaplarlar. Tip II pnomositlerin niikleuslar1 yuvarlak yapida olup
bol miktarda niikleolus igerir. Apikal sitoplazmalarinda lameller cisimcikler olarak
adlandirilan ¢ok sayida graniillii vezikiil bulunmaktadir. Lameller cisimcikler, apikal
ylizeyden ekzositozla salgilanan ¢esitli lipitleri, fosfolipitleri ve proteinleri igerirler.
Salgilanan bu materyal, alveollerin i¢ yiizeyine yayilarak pulmoner siirfaktan olarak etki
gosterir. Stirfaktan film tabakasi, hava-epitel etkilesimi siiresince yiizey gerilimini
diisiirerek ekspirasyon sirasinda alveollerin kollabe olmasini 6nler. Ayrica inspirasyon
sirasinda daha az efor sarf edilmesini saglar. Tip II pnomositler, siirfaktan salgilama
fonksiyonunun yani sira tip I alveolar hiicreler i¢in progenitor 6zellik gosterir. Akciger
hasar1 sonrasinda prolifere olarak alveol i¢erisindeki her iki hiicre tipinin de yenilenmesini
saglarlar. Tip II alveolar hiicrelerin hiperplazisi, alveol hasarmin ve alveol onariminin

gosterilmesinde oldukga 6nemli bir belirtectir.

2.3.2.4.2.1. Pulmoner Siirfaktan

Temel bilesenleri dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC) fosfolipiti, 4 siirfaktan
proteini ve kolesterol olan siirfaktan, tip II pnomositler tarafindan iretili. DPPC
fosfolipidi, siirfaktanin hava-epitel arayiiziindeki ylizey gerilimini azaltma islevinde rol
alir. Fetiiste stirfaktan {iretimi gestasyonun 35. haftasindan sonra tip II pnomositlerin
farklilagsmasi ile baglar. Sirfaktanin yeterince bulunmadigr durumlarda ekspirasyon
esnasinda alveoller kollabe olur. Bu durum, akcigerleri siirfaktan iiretmek i¢in yeterince
gelisememis prematiir infantlarda respiratuar distres sendromunda (RDS) goriiliir. Erken

dogum riski olan gebelere kortizol uygulanmasi neonatal mortaliteyi azaltabilmektedir
(24).

2.3.2.5. Alveolar Hiicrelerde Yenilenme

Toksik gaz gibi maddelerin inhalasyonu sonucu akciger alveollerde yer alan tip I
ve tip Il pnémositler hasar gorebilir. Alveolar hiicrelerin 6liimii sonucu geride kalan tip II

hiicrelerde mitoz uyarilir ve tip II pndmositlerden prolifere olan hiicreler her iki hiicre
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tipini de olusturur. Tip II pndmositlerin giinliikk yenilenme hizi1 yaklasik %1 civarindadir.
Ayrica toksik stresin arttigi durumlarda kok hiicreler de boliinmek iizere uyarilarak

alveolar hiicreleri olusturabilirler (22, 23, 29).

2.4. Akciger Embriyolojisi

Larinks, trakea, bronslar ve akcigerler gibi alt solunum sistemi organlar1 gelisimin
4. haftasinda olugsmaya baslar. Pulmoner epitel ile larinks, trakea ve bronslarin epitel
dokusu ve bez yapilar1 6n barsak endoderminden koken alirken; kikirdak, bag dokusu ve

diiz kaslar ise splanknik mezodermden gelisir.

Dérdiincii haftada endodermal kdkenli 6n barsagin ventralinde tomurcuklanma
olusarak solunum divertikiilii meydana gelir. Baslangigta 6n bagirsak liimeni ile baglantili
olan solunum divertikiilii, kaudale dogru biiyiirken 5. haftada trakeodzefagial katlantilar
ortaya c¢ikar. Trakeodzefagial katlantilar derinlesip birbirine yaklasarak septum
olustururlar. Bu septum 6n bagirsagin kraniyal boliimiinii, laringotrakeal tiipii olusturan

ventral kisma ve orofarinks ile 6zofagus primordiyumunundan olusan dorsal kisma ayirir.

2.4.1. Trakeanin Gelisimi

Ozofagusla ayrilma sirasinda, solunum divertikiiliinden trakea ve akciger
tomurcuklar1 gelisir. Laringotrakeal tiipiin endodermal tabakasi larinksin distalinde
trakeanin epitelyal yapilari ile pulmoner epitele farklilasir. Trakeanin kikirdak, bag dokusu

ve kaslar1 ise laringotrakeal tiipiin etrafindaki splanknik mezenkimden kdken alir.

2.4.2. Bronslarin ve Akcigerlerin Gelisimi

Laringotrakeal divertikiilimiin kaudal ucundan gelisen solunum tomurcugu,

besinci haftanin baglarinda primer bronsiyal tomurcuklar olarak isimlendirilen iki
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kesecige ayrilir. Bu tomurcuklar perikardiyoperitoneal kanallarin i¢inde lateral sekilde

gelisim sergiler. Daha sonra sekonder ve tersiyer brongiyal tomurcuklar gelisir.

Bronsiyal tomurcuklar, ¢evrelerindeki splanknik mezenkimle beraber bronslara ve
akciger i¢inde yer alan dallarina farklilagilar. Bronsiyal tomurcuklar, besinci haftanin
basindan itibaren genisleyerek sag ve sol ana bronglar1 olusturur. Sag ana brons, sol ana
bronstan bir miktar daha biiyiiktiir ve daha dikey sekilde gelismistir. Ana bronglar
dallanarak lobar, segmental ve intersegmental dallar1 olusturan sekonder bronglari
olustururlar. Her lobar brong dallanarak akciger i¢cinde yol katetmeye devam eder. Yedinci
haftaya kadar olusmaya baslayan segmental bronslarin sayisi sag akcigerde on, sol

akcigerde ise sekiz veya dokuz tanedir.

Her bir segmental brons ve etrafindaki mezenkimal kitle bir bronkopulmoner
segmentin Onciil halini olusturur. On altinc1 haftada 14 dallanma daha gergeklesir ve
terminal bronsiyoller gériilmeye baslanir. Yirmi dordiincii haftanin sonuna kadar yaklagik
on yedi kez dallanma meydana gelmis ve respiratuar bronsiyoller olusmustur. Postnatal

yasamda ise yaklasik alt1 dallanma daha olur.

Bronglar gelisirken bronslarin etrafinda yer alan splanknik mezenkimden kikirdak
plaklari, bronsiyal diiz kas ve bag dokusu yapilari ile pulmoner bag dokusu, visseral plevra
ve kilcal damarlar meydana gelir. Gogilis bolgesinde yer alan viicut duvari ise somatik

mezodermden koken alan pariyetal plevra ile kaplidir.

36. haftada ug dallarin ¢evresi kapillerlerle istila edilir ve terminal keseler olusur.
Terminal keseler alveollerden olustugu icin artik alveoller de izlenmeye baslanir.
Dogumdan once her akcigerde yaklagik 20-70 milyon terminal kese bulunurken bu say1
olgun akcigerlerde 300-400 milyon civarindadir. Dogumdan sonra yeni alveol olusumu
daha ¢cok mevcut alveoliin kas dokusu ve kapiller damar bulunduran septumla ikiye
ayrilmast seklinde meydana gelir. Yeni damarlarin olusumundaki temel gelisim

mekanizmas1 ise mevcut damarlarin tomurcuklanarak yeni damarlar1 olusturmasi

seklindedir.
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2.4.2.1. Akcigerin Olgunlasmasi

2.4.2.1.1. Embriyonik Donem

Solunum divertikiiliiniin gelisiminden bronkopulmoner segmentlerin olusumuna
kadar giden ve solunun sisteminin temellerinin atildig1 bu dénem, embriyonik gelisimin
yaklagik ilk dordiincii ve yedinci haftalart arasin1 kapsar. Bu dénemin sonunda tersiyer
bronslar dahil tiim brons yapilart olusmustur ve akcigerler plevral bosluklari doldurmak

i¢in biiylimeye baslamistir.

2.4.2.1.2. Pseudoglandiiler Donem

Yaklasik altinci-sekizinci haftadan 16. haftanin sonuna kadar siiren donemdir. Bu
donemin adlandirilmasinda akcigerlerin bu evrede histolojik olarak ekzokrin salgi
bezlerine benzetilmesi etkilidir. On altinci haftanin sonuna kadar on dort kez dallanma
gerceklesmis olup terminal bronsiyoller izlenmeye baslanmistir. Ayrica bu dénemde
pulmoner arter sistemi de olugsmaya baglar. Akcigerin gaz aligverisi ile ilgili fonksiyon
goren kisimlart heniiz gelismediginden bu doénemde dogan fetiisler solunum islevini

yerine getiremezler.

2.4.2.1.3. Kanalikiiler Donem

Gelisimin on altinci haftasindan yirmi besinci haftasina kadar olan siireyi
kapsayan bu donemde bronslarin ve terminal brongiyollerin liimenleri genisler. 24. haftaya
kadar her terminal bronsiyol tomurcuklanarak iki veya daha fazla respiratuar bronsiyolii
olusturur. Respiratuar bronsiyollerin her biri dallanarak yaklagik {i¢-alt1 adet primordiyal
alveolar kanallara ayrilir. Bu donemde respiratuar bronsiyollerin uglarinda primordiyal
alveoller olarak da isimlendirilen ince duvarli terminal keselerin bir kismi olusmustur.
Akciger dokusunda damar sistemi iyice gelismis olup kapillerler bronsiyol duvarina iyice

yaklagsmislardir. Kanalikiiler evrenin sonunda solunum fonksiyonu miimkiin hale gelir.
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2.4.2.1.4. Terminal Kese Donemi

Sakkiiler donem olarak da bilinen bu donem gelisimin yirmi dordiincii haftasindan
gee fetal doneme kadar olan evreyi kapsar. Bu evrede ¢ok daha fazla sayida terminal
keseler gelisir ve bu kesenin epitelleri oldukga ince bir hal alir. Kapillerler de bu keselerin
icine dogru ilerler, boylece epitel ve endotel hiicreleri birbirine yaklasmis olur. Epitel ve
endotel hiicreleri arasindaki bu yakin temas, gaz aligverisinde rol alan kan-hava
bariyerinin olusmasina katki saglar. Yirmi altinci haftaya kadar, terminal keseler gaz
aligverisinde gorev alan endodermal kaynakli tip I pnomositler ile dosenmis olur. Gelisen
alveollerin etrafinda yerlesim gosteren mezenkimdeki kapiller ag hizla ¢ogalir ve lenfatik
damarlar da kapillere eslik ederek es zamanl gelisim gosterir. Tip I pndmositler arasinda
yer alan yuvarlak sekildeki tip I pnodmositler, fosfolipid ve protein karigim1 olan pulmoner
stirfaktan salgilama fonksiyonunu yerine getirir. Siirfaktan iiretimi, yirmi-yirmi ikinci

haftalarda baslayip gebeligin son evrelerinde artis gosterir.

2.4.2.1.5. Alveolar (Postnatal) Donem

Geg fetal donemden sekizinci yasa kadar olan bu donemde akcigerlerin solunum
fonksiyonunu yerine getirebildigi kabul edilir. Pulmoner difiizyon bariyeri olarak islev
goren alveolokapiller membran, gaz aligverisine olanak saglayacak sekilde incelmistir. Bu
donemde akcigerlerde meydana gelen ¢esitli degisiklikler neticesinde gaz aligverisi
plasentadan bagimsiz hale gelir. Bu degisiklikler kisaca alveolar keselerde siirfaktan
tiretimi, akcigerlerin salg1 yapan bir organdan gaz degisimi fonksiyonu goren bir organa

dontigmesi ile pulmoner ve sistemik dolasimin olusmasi seklinde siralanabilir.

Alveollerin yaklasik %95'1 postnatal donemde gelisim gosterir. Respiratuar
bronsiyoller ve alveolar keselerde kiiciik ¢ikintilar seklinde izlenen primordiyal alveoller,
dogumdan sonra akcigerler genisledik¢e biiyiirler. Akcigerlerin Olciilerindeki artis,
alveollerin boyutlarindaki artistan ziyade respiratuar bronsiyollerin ve primordiyal

alveollerin sayisindaki artistan kaynaklanir.
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Alveolar gelisimin biiyiik bir kismi {i¢ yasina kadar tamamlanmig olmakla beraber
yaklasik sekiz yasina kadar yeni alveoller olusabilir. Olgunlagmamig alveoller ilave
primordiyal alveol olusturma potansiyeline sahiptir. Miadinda dogan yenidogan bir
bebegin akcigerlerinde yaklasik 150 milyon civarinda primordiyal alveol yer alirken, {i¢

ile sekiz yas arasinda yetiskinlerde 300 milyon alveol bulunur.

Akcigerler; dogumda amniyotik kavitenin, akcigerlerin ve trakeanin salgi
bezlerinden meydana gelen siviyla yaklasik yari-yariya dolu vaziyettedir. Dogumda
alveollerin i¢indeki sivi ¢esitli mekanizmalarla uzaklastirilir. Bu mekanizmalar; sivinin
vajinal dogum esnasinda fetal toraks iizerindeki basincin etkisiyle agiz ve burundan
cikmasi veya pulmoner arterler, venler, kapillerler ve lenfatiklerin i¢ine sizmasi seklinde

siralanabilir (30, 31).

2.5. Akciger Fibrozisi

Akciger fibrozisi (PF), kronik inflamasyon ve anormal diizeyde ekstraseliiler
matriks birikimi ile karakterize ilerleyici ve tedavi se¢enekleri kisitli bir hastaliktir (32).
Subklinik inflamasyon sonucu epitel ve alveolar kapiller bazal membran hasarlanip
yaygin fibroblast odaklar1 olusur; bunun sonucunda ise saglikli akciger morfolojisi
kaybolur (33). Alveol duvarindaki fibrotik degisiklikler gaz degisiminde kisitlhilik
meydana gelir, bu durum solunum yetmezligine yol acar (34). Romatoid artrit ve lupus
eritematozus gibi otoimmiin hastaliklar, sigara ve partikiiler maddeler gibi ¢evresel
faktorler ve bleomisin gibi bazi ilaglarin yan etkileri dahil olmak iizere bir¢ok neden PF
olusumunda rol oynar (35). Idiopatik akciger fibrozisi (IPF), sporadik olarak goriilmekle
birlikte hastaligin altta yatan genetik faktorlerle de iliskili olabilecegi diistiniilmektedir.
IPF’li hastalarin yaklasik %5-20'sinin iki veya daha fazla aile iiyesinde de akciger fibrozisi

goriildiigii belirtilmistir (36).

Hastalariin ortalama sagkalim siiresinin yaklasik 3 yil oldug: bildirilmistir (37).
Hastaligin kotii prognozlu ve yiiksek mortalite orani ile seyretmesi temel olarak akciger

fibrozisinin  ilerlemesinin  degerlendirilmesi  i¢in  gilivenilir  biyobelirteglerin,
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multidisipliner tan1 tekniklerinin ve mevcut tedavi imkanlarimin kisithiligindan
kaynaklanmaktadir (38). Hastalarda genellikle hipoksiden kaynaklanan nefes darligi, kuru

Oksiiriik ve yorgunluk gibi semptomlar goriliir (34, 35).

PF"nin patogenezi heniiz tam olarak aydinlatilamamigsa da temel mekanizmanin
yara iyilesme slirecinde tetikleyici faktorlere bagli asir1 inflamatuar ve fibrotik yanitlar
oldugu disiiniilmektedir (39, 40). Normal iyilesme siirecinde tip I pndmositlerin yerini
cogalan ve farklilasan tip II pnomositler ve kok hiicreler alir; bu hiicreler anjiyogenezi,
fibroblastlarin etkinlesmesini ve goclinii ve kolajen sentezini saglayarak alveolar
biitiinligli yeniden olusturur. Doniistliriicii bliylime faktorii f (TGF-B), vaskiiler
endotelyal biliylime faktorii (VEGF), trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ve
fibroblast biiyiime faktorii (FGF) gibi kemokinler bu siireglerde goérev alir. Alveolar
epitelde tekrarlanan mikro diizeyde yaralanmalar, akciger hiicrelerinde profibrotik ve
antifibrotik aracilar arasinda dengenin fibrozis yoniinde bozulmasina neden olur.
Pnomositlerde hiperplazi gelisir ve mezenkimal hiicre miktar artar, boylelikle fibrotik

stire¢ gelisir (41).

TGF-B, fibrozisin en karakteristik aracis1 olarak kabul edilir. SMAD2/3 sinyal
yollar1 araciligiyla prokollajen I ve III gibi asag1 akis hedef genlerinin transkripsiyonunu
arttirdigr  bilinmektedir (39). Epitelyal akciger kanseri hiicrelerindeki profibrotik
sinyalizasyonun kanserin ilerlemesine zemin hazirladig1 diisiiniillmektedir. Buna paralel
olarak caligmalarda PF'li hastalarda akciger kanseri gelisme riskinin genel popiilasyona
kiyasla bes kat arttigi belirtilmigti. EMT siireci ile de iligskili olan TGF- f
sinyalizasyonunun kanser hiicrelerine mitojenik uyar1 sagladigi, bu yolagin blokasyonunu
saglayan ajanlarin ise kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) hastalarinda mevcut

tedavi segeneklerine ek katki saglayabilecegi bildirilmistir (42).

2.6. Akciger Kanseri

Akciger kanseri; diinya ¢capinda kansere bagli 6liimlerin erkeklerde baglica nedeni
olup kadinlarda ise meme kanserinden sonra goriilen en sik nedenidir. Akciger kanserinin

insidans1 ve mortalitesi erkeklerde yaklasik iki kat daha yliksek olmakla beraber bu oranlar
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diinyanin farkli bolgelerinde degiskenlik gdsterebilmektedir. Akciger kanseri, 2022
yilinda diinya genelinde 2,5 milyon yeni vaka ve 1,8 milyondan fazla 6liimle yaklasik her
sekiz kanser vakasindan birinden (%12,4) ve kansere bagli dliimlerin beste birinden

(%18,7) sorumludur (43).

Primer akciger tiimoérlerinin yaklasik %95'ini karsinomlar olusturmaktayken
geriye kalan %5'ini karsinoidler, mezenkimal maligniteler, lenfomalar ve bazi benign
lezyonlar olusturur (44). Akciger kanserinin prognozu kot olup tiim evreleri goz 6niinde

bulunduruldugunda bes yillik sag kalim orani1 yaklagik %22’dir (45).

Akciger karsinomlari; adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom, biiyiik hiicreli
karsinom ve bir néroendokrin karsinom alt tipi olan kiigiik hiicreli karsinom olarak
histolojik olarak dort ana tipe ayrilmaktadir. Skuamoz hiicreli karsinom ve kiigtik hiicreli
karsinom sigara ile en yakindan iligkili karsinom tipleridir. Adenokarsinom, giiniimiizde
en sik goriilen primer akciger tiimorii tipi olmakla beraber hi¢ sigara kullanmayanlarda,

45 yas altindaki bireylerde ve kadinlarda da en sik goriilen primer tiimdrlerdir (44).

Sigara i¢imi, akciger kanseri i¢in bilinen en yaygin ve temel risk faktoriidiir.
Biyokiitle yakitlara maruz kalma, mesleki maruziyetler ve hava kirliligi, akciger kanseri
riskini artiran diger yasam tarzi ve ¢evresel maruziyetler arasinda bulunmaktadir. Genetik
yatkinlik ve cinsiyet diger risk faktorleri arasinda yer almaktadir (46). Erkeklerde en
yiiksek akciger kanseri insidans oranlar1 Polinezya, Dogu ve Giiney Avrupa, Dogu ve Bati

Asya'da gortiliir, Tiirkiye bu siralamada en yiiksek orana sahiptir (47).

Akciger karsinomlar1 sinsi ilerleyen lezyonlardir. Olgularin ¢ogu semptomlar
goriilmeye baslayana kadar metastaza ugramis oldugundan rezektabl tiimorler degildir.
Bazen kronik Oksiirlik ve balgam, lokalize olan ve rezekte edilebilir evrelerdeki
tiimorlerde uyarict belirtiler olabilir. ilerleyen donemlerde ses kisikhigi, gdgiis agrist,
siiperior vena kava sendromu, perikardiyal veya plevral effiizyon, kalici segmental

atelektazi ya da pndmoni gibi diger semptomlar goriilebilir.

Prognoz kotii olup beyin, karaciger ve kemik gibi ¢esitli organlardaki metastatik

tutulumlara bagl olarak mental ya da norolojik degisiklikler, hepatomegali, kemik agrilar



19

gibi klinik bulgular gozlenir. Siirrenal bezler metastatik hastalik ile tiimiine yakin tutulsa
bile, genellikle fonksiyonlar1 devam ettirecek kadar kortikal hiicre adasi kaldigi i¢in

adrenal yetmezlik nadir goriiliir (44).

2.6.1. Akciger Kanseri Histolopatolojisi

Akciger kanseri histolojik olarak kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olarak iki alt kategoriye ayrilmaktadir. KHAK, tiim
akciger kanseri vakalarinin yaklasik %15'ini olusturmaktayken KHDAK ise yaklagik
%85°1ik bir dilimi kapsamaktadir (48). (Sekil 2.1) KHDAK, kendi i¢inde adenokarsinom,
skuamoz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom olarak alt kategorilere ayrilir.
Skuamoz olmayan karsinom, KHDAK de akciger kanserinin en yaygin goriilen alt tipidir.

Adenokarsinom, akciger kanserinin en yaygin goriilen histolojik tipidir (49).

A Akciger kanser histolojisi B KHDAK histolojisi

KHAK (15%) Dige’r(4%)
/

Skuamoz
(18%)

e
KHDAK

(85%)
Non skuaméz (78%)

Sekil 2.1: Akciger kanserinin histolojik dagilim oranlar (Tiirkgelestirilmistir) (49).

2.6.1.1. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanserleri

e Adenokanser: Siklikla mukozal bezlerden koken alan akciger adenokarsinomu
tiim akciger kanserlerinin yaklasik %4011 olusturur. Sigara igmeyen kisilerde

goriilen en yaygin alt tip olup genellikle akcigerin periferinde yer alir. Ayrica
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birgok vakada skar dokusunda ve kronik inflamasyon alanlarinda da saptanmustir.
Adenokarsinom da dahil olmak iizere tiim akciger kanserleri i¢in en 6nemli risk
faktorii tiitiin kullanimidir ve maruziyet miktariyla orantili olarak risk artar.
Kadinlarda akciger adenokarsinomunda son 40 yilda belirgin bir artis izlenmis
olup bu durum sigara kullanimiyla iligskilendirilmistir. Akciger adenokarsinomu 20
yasindan Once nadir goriliir ve tam1 alma yas1 yaklasik 71°dir (50).
Adenokarsinom, son yirmi yilda skuamdéz hiicreli kanserin yerini alarak kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri kategorisinde en sik goriilen kanser olarak literatiire
geemistir (51). Akciger biyopsisinden yapilan histolojik analiz neticesinde
tiimoriin bronsiyal bezlerden kaynaklandigi ve yogun mukus iiretimi oldugu
saptanir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) smiflandirmasina gore adenokarsinomlar
koken aldig1 yere bagli olarak asiner, papiller, bronkoalveoler ve mukus salgilayan
tiir olmak tizere ¢esitli alt tiplere ayrilir. Evre 1 disinda adenokarsinomun prognozu

skuamoz hiicreli kanserden kotiidiir (50).

Skuaméz Hiicreli Akciger Kanseri: Timor genellikle akcigerin santral kisminda
veya sol veya sag ana brong gibi hava yollarinda ortaya ¢ikar. Skuamdz hiicreli
akciger kanseri, KHDAK arasinda sigara ile en giiclii iliskili olan tiirdiir.
Akcigerlerin SCC'si hava yollarim1 kaplayan skuamdéz hiicrelerin formunun
degismesinden kaynaklanir. Skuamdéz hiicreler, pek ¢ok organi déseyen ince ve
yasst hiicrelerdir. Farklilagmis skuamoéz hiicrelerde keratinizasyon ve hiicreler
arast kopriiler goriilir. Rezeke edilen tiimor kiitlesinin en az %10'unda
keratinizasyon veya hiicre 1i¢i kopriler gibi transformasyon bulgular
gozlemlendiginde, histolojik inceleme yoluyla SCC tanis1 dogrulanir. Tiimoriin
skuamoz yapisinda farklilasma minimal oldugu takdirde az diferansiye SCC tanisi
konur (52). Diinya Saglik Orgiitiine gore skuaméz hiicreli karsinomlar kéken
aldigi yere bagh olarak keratinize, nonkeratinize ve bazaloid olarak

siniflandirilmaktadir (53).
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e Biiyiik Hiicreli Akciger Kanseri: Biiyiik hiicreli akciger kanseri, nadir goriilen
ve malign seyreden néroendokrin bir timdrdiir. KHDAK'nin alt tipi olan biiyiik
hiicreli akciger kanseri, bir diglama tanisidir. Kotii diferansiye bir karsinom,
akciger kanserinin bagka bir alt tipine farklilagmasini 6nleyecek tanimlayict
immiinohistokimyasal belirtecleri gostermiyorsa biiyiik hiicreli karsinom olarak
tanimlanir. Vakalarin yilizde 90'inda skuamdéz, glandiiler veya ndroendokrin
farklilagsma izlenebilir (54). Biiytik hiicreli akciger kanserinin biyolojik davranig
bicimi KHAK ye benzer ve diger KHDAK'lerden daha agresif ve malign seyreder
(55). Hastalarmin %92,8'inde sigara igme Oykiisli vardir, bu durum sigaranin
biiylik hiicreli akciger kanseri i¢in bir risk faktorii olabilecegini gostermektedir
(56). Hiicrelerin boyutu biiyiik, niikleus/sitoplazma orani diisiik ve mitotik

aktiviteleri oldukea yiiksektir (57).

2.6.1.2. Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri

Kiigiik hiicreli akciger karsinomlar1 (KHAK), akcigerin santral kisminda yerlesim
gosteren ve parankime uzanan soluk gri renkli kitle seklinde goriilen karsinomlardir. Tam
aninda genelde hiler ve mediastinal lenf nodlarinda metastaz izlenir (44). Hasta profili
genellikle 70 yas tstii sigara kullanmis veya hala aktif sigara i¢en erkek hastalardir.
Kansere genellikle birden fazla kardiyovaskiiler veya pulmoner komorbidite eslik edebilir.
Bununla birlikte, son 30 yilda kadinlarda goriilme siklig1 artmis olup erkekler ve kadinlar

arasindaki insidans farki azalmistir (58).

KHAK hiicreleri, yuvarlak ya da fiiziform sekildedir ve nispeten az sitoplazmali
olup ince graniiler kromatin bulundurur. Nispeten kii¢iik tiimor hiicrelerinden meydana
gelen bu karsinomlarin mitotik indeksi oldukg¢a yliksektir. Nekroz varlig1 karakteristik bir
bulgudur. Tiimor hiicreleri oldukga frajildir, bu nedenle biyopsi orneklerinde hiicreler

genellikle parcalanarak ezilme artefaktina neden olur.

Az sitoplazmali hiicrelerin birbirlerine yakin yerlesimi neticesinde olugan niikleer

molding 6zelligi sitolojik Orneklerde gozlemlenebilir. Ayrica bu tiimorler c¢esitli
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noéroendokrin belirtecleri eksprese ederek paraneoplastik sendromlara neden olan pek ¢ok

polipeptid hormon salgilamasinda rol alabilirler (44).

2.7. A549 Hiicre Hatti

Tip I ve tip II pndmosit olmak iizere iki hiicre tipinden olusan akciger alveol
epiteli, gaz degisiminde ve siirfaktan liretiminde rol oynar. Okludin, klaudin ve zona
okludens proteinlerinden olusan hiicreler arasi siki baglantilar, epitelyal bariyer
biitiinligliniin devamliligin1 saglar. Tip II pnomositler, siirfaktan {iretiminin yanisira

progenitor 6zellik de gostermektedir (59, 60).

A549 hiicre hattin1 baslatmak icin kullanilan timor kitlesi, 58 yasindaki erkek
hastaya yapilan lobektomi 6rneginden elde edilmistir. Yapilan histolojik incelemede
alveollerin kiimeler halinde epitelyal karsinom hiicreleri ile doseli oldugu goriilmiistiir.
Ayrica hiicrelerde fosfolipid graniilleri bulunabildigi bildirilmistir. Epitelyal akciger
karsinomundan izole edilen ve tip II pnomosit kokenli olan A549 hiicreleri, pek ¢ok

calismada model olarak kullanilmaktadir (61).

2.8. Epitelyal Mezenkimal Gecis

Epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT), hiicre fenotiplerinin epitelyal formdan
mezenkimale gegisini tanimlayan bir mekanizmadir. EMT, fizyolojik durumlarda

goriilebilecegi gibi ¢esitli patolojik olaylarda da rol alir.

EMT mekanizmasi, embriyonik gelisimde hiicrelerin yeni doku ve organlar
olusturmak tizere bulunduklar1 yerden ayrilip go¢ etmelerine olanak tanir. Bununla birlikte
EMT, kanser hiicrelerinin primer tiimor odagindan yayilmasina imkan sagladigi igin
metastaz siirecinde de rol alir. Ayrica yara iyilesmesi ve doku onariminda gérev alan EMT,

fibrozis gibi yikici hastaliklara da neden olabilir (62-65).
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2.8.1. Epitel Hiicreleri

Epitel, birbirine sikica kenetlenmis ¢ok yiizeyi bulunan hiicreler ve az miktarda

ekstraselliiler matriksten olusan avaskiiler bir dokudur.

Epitel; igerdigi hiicre ¢esitlerinin aktivitesine bagli olarak viicudun farkli
organlarinda sekresyon, absorbsiyon, transport, bariyer fonksiyonu ve reseptor 6zelligi
gibi pek ¢ok islevde rol oynar. Viicudun dis yiizeyi ile damarsal yapilar dahil olmak iizere
viicut i¢ bosluklarini 6rten ve sindirim, solunum ve genitotiriner yollar gibi dis ortamla
iletisim halinde olan tiip seklindeki sistemleri doseyen hiicrelerden olusan epitel tiirii ortii
epiteli olarak isimlendirilir. Epitel hiicrelerinin invajine olmasi sonucunda bezlerin salgi
yapan boliimii ve kanallari geliserek salgi epiteli meydana gelir. Epitel yiizeyine kanallar
vasitasiyla baglantilarini devam ettiren ve salgiladiklari maddeleri bu kanallar yardimiyla
bosaltan bezlere ekzokrin bezler denir. Bununla birlikte epitelyal yiizeyle iligkisini
kaybedip hiicre adaciklar1 seklinde bag dokusunda yer alan bez gruplar1 ise endokrin
bezler olarak isimlendirilir ve salgiladiklar1 hormonlar1 damarlara iletir. Bununla birlikte
isitme, gérme ve tat gibi 6zel duyular i¢in reseptor islevi goren tipi ise duyu epiteli olarak
isimlendirilir.

Epiteli olusturan hiicrelerin baslica {i¢ temel 6zelligi bulunur:

e Bu hiicreler, birbirine ¢ok yakin konumda yer alip C-CAM'ler gibi spesifik hiicre-
hiicre adezyon molekiilleri ile spesifik hiicre baglantilar1 araciligiyla birbirlerine
yapisirlar.

e Islevsel ve morfolojik polarite sergilerler. Cesitli islevleri yerine getirmek icin
apikal, lateral ve bazal olmak iizere {li¢ farkli morfolojik ylizey alan1 bulunur. Her
alanin Ozellikleri spesifik lipitler ve integral membran proteinleri tarafindan
diizenlenir.

e Bazal yiizeyleri; histokimyasal yontemlerle 151k mikroskobu diizeyinde
gbzlemlenebilen, hiicre barindirmayan ve bol miktarda protein-polisakkarit ihtiva

eden bir tabaka olan alttaki bazal membranla temas halindedir.
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Epitel dokusu, ii¢ germ tabakasindan da koken alir. Endoderm tabakasindan pankreas,
karaciger, sindirim ve solunum sistemi kanali epitelleri koken alirken ektoderm
tabakasindan derinin epidermisi, oral ve nazal mukoza, deri ve memenin bez olusumlari
ve kornea geligir. Buna ek olarak tirinifer bobrek tiibiilleri, disi ve erkek genital sistem
kanallarin1 doseyen epitel, viicut bosluklarini 6rten mezotel ve damarsal yapilardaki

endotel ise mezoderm tabakasindan gelisir (66).

Ortii ve sinir fonksiyonu goren epitel, alttaki veya bitisigindeki bag dokusunu dis
ortamdan, i¢ bosluklardan veya kan ve lenf gibi sivi formdaki bag dokusundan ayiran
hiicresel tabaka olusturur. Ayrica viicut bosluklar1 dahil olmak tizere dis ortam ile alttaki
bag dokusu arasinda ¢esitli maddelerin gecisini kolaylastiran veya engelleyen secici

bariyer olarak islev goriir (67, 68).

2.8.1.1. Epitel Hiicrelerinin Membran Yiizeyi Ozellesmeleri
Epitel hiicrelerinin temel 6zelliklerinden biri olan polarite (kutuplasma), organ ve
sistemlerin spesifik fonksiyonlarinin yerine getirilmesi igin elzemdir. Kutuplasma;

lipidlerin ve proteinlerin dagilim ile hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesiyle belirlenir.
Epitel hiicreleri, {i¢ ana geometrik boliimden olusur:

e Apikal Béliim; dis ortama ya da liimene bakan kisimda yer alan ve farklilasma
gosteren kisimdir.

e Lateral Boliim; komsu epitel hiicreleriyle birbirine hiicre adezyon molekiilleri ve
baglanti kompleksleriyle tutunmus yanal yiizeydir.

e Bazal Boliim; epiteli altindaki bag dokusundan ayiran ve bazal lamina ile iligkili

olan kisimdir. Bazal lamina-bag dokusu kompleksi bazal membran olarak

isimlendirilir (69).

2.8.1.2. Baglanti Kompleksleri

Epitelyal hiicrelerde polaritenin  olusturulmasindan  sorumlu  molekiiler

mekanizmalar, komsu hiicreler arasinda islevsel bir bariyer olusmasina da katki saglar. Bu
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Ozellesmis baglanti bolgeleri sadece hiicrelerin birbirine sikica yapismalarinda rol almaz;
ayn1 zamanda epitelin osmotik gradyanina uygun sekilde su, iyon ve ¢oziinen maddelerin
hareketlerinin diizenlemesine de olanak saglar. Hiicre baglantilari, iki komsu hiicre
arasinda olusan simetrik yapilardir. Siki baglantilar, tutundurucu baglantilar ve oluklu

baglantilar olmak {izere temel olarak {i¢ ana sinifa ayrilir.

2.8.1.2.1.S1k1 Baglantilar

Sik1 baglantilar, hiicre zarindaki lipid ve proteinlerin apikal ve bazolateral bolgeler
arasindaki serbest difiizyonunu engelleyerek epitel hiicresinin kutuplagsma 6zelligine katki
saglar. Ayrica hiicre membran proteinlerinin ve suda ¢oziiniir maddelerin paraselliiler yol

ile gegisinin Onlenip transselliiler transport ile tasinmasinda gorev alir.

Komsu hiicrelerin birbirine bakan ylizeylerinde fokal membran kaynagmasi
gerceklesir ve interselliiler aralik kaybolur. Zonula okludensin flizyon bolgelerinde
okludin, klaudin ve baglanti adezyon molekiilleri olmak {izere ii¢ temel transmembran

proteini bulunur.

2.8.1.2.2. Tutundurucu Baglantilar

Siki1 baglantilarin altinda yer alan tutundurucu baglantilar, komsu epitel
hiicrelerinin hiicre iskeleti proteinleri araciligiyla interselliiler lateral adezyonda gorev
alirlar. Boylelikle epitelin yapisal biitiinliigiiniin muhafaza edilmesine katki saglarlar.
Hiicrelerin lateral yiizeyinde zonula adherensler ve makula adherensler yer almaktadir.
Bununla birlikte fokal adezyonlar ve hemidesmozomlar da tutundurucu baglantilar

arasinda yer almakla birlikte hiicrenin bazal kisminda bulunmaktadir.
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e Zonula Adherens:

Zonula adherens, siki baglantilar gibi epitel hiicresini kusak gibi saran hiicre
baglanti kompleksidir. Bu baglantt kompleksi, transmembran hiicre-hiicre adezyon

molekiilii olan E-cadherinlerden olusmaktadir.

Ayni tip hiicre adezyon molekiilleri tarafindan olusan etkilesim homotipik
baglanma, farkli tip adezyon molekiiller tarafindan olusan etkilesim ise heterotipik
baglanma olarak isimlendirilir. Adezyon molekiilleri arasindaki bu baglantilar zayif ve
secici Ozelliktedir; bu durum hiicrelerin kolaylikla baglanip ayrilmalarina imkan tanir.
Cadherinler ve Immunoglobulin siiper ailesi (IgSF) homotipik etkilesime, integrinler ve

selektinler ise heterotipik etkilesime ornektir.

Zonula ve makula adherenslerin sitoplazma plaklarinin arasinda yer alan
kadherinler, adezyon ve morfogenezde gérev alan Ca*? bagimli molekiil ailesidir. E-
cadherin kompleksi hiicre adezyonunda rol oynamakla birlikte hiicre polaritesinde ve
farklilasmasinda, gdcte, proliferasyonda ve epitel hiicrelerinin yagamsal fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde islev goriir. E-cadherinlerin kaybi hiicrelerin invaziv davranis

kazanmasiyla iliskilidir. N-cadherin ise merkezi sinir sisteminde fonksiyon gortir.

e Makula Adherens (Desmozom):

Zonula adherensin altinda yer alir. Epitel hiicrelerin yan ve bazal yiizeyinde bir
noktadan digerine uzanan keratin ara filamentleriyle iliskili noktasal baglanti birimleridir.
Mekanik basing altindaki epitel hiicrelerinin birbirine sikica tutularak ayrilmalarin 6nler.
Ayrica sinyal molekiillerinin algilanip islenmesi fonksiyonuyla hiicre proliferasyonunda,

farklilasmasinda ve morfogenezde rol alir.

¢ Hemidesmozom:

Epitel hiicresini bazal laminaya baglayan asimetrik yapilardir. Ara filamentlerle
iligkili i¢ sitoplama plagindan ve hemidesmozomu bazal laminaya tutturan dis zar
plagindan olusur. Hiicre iskeleti ara filamentlerini bazal lamina proteinlerine baglayarak

epitelin mukavemetini arttirir.
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e Fokal Adezyonlar:

Hiicre iskeleti elemanlarindan olan aktin filamentlerinin bazal membrana
tutturulmasinda gorev alan zayif baglanti bolgeleridir. Fokal adezyonlar epitel
hiicrelerinde, diiz kas hiicrelerinde ve fibroblastlarda yer alarak hiicre gocilinde rol oynar.
Hiicre sinyal yolu mekanizmalarinda reseptor 6zelligi gosterir; boylece hiicrenin yasamsal
fonksiyonlarii devam ettirilmesi, hiicre gogii ve proliferasyonu gibi fizyolojik islevlerin

yanisira timor invazyon ve metastazinda da rol alir.

2.8.1.2.3. Oluklu Baglantilar (Gap Junction)

Neksus olarak da isimlendirilen, interselliiler iletisimde goérev alan 6zellesmis
membran bolgeleridir. Epitel dokusunun yanisira kalp kasi, diiz kas ve sinir hiicrelerinde
de gorev alir. Diger baglanti kompleksleri gibi hiicrelerin birbirine baglanmasinda rol
almakla birlikte neksuslarin asil gérevi hiicreler arasinda iyonlarin, ¢esitli molekiillerin ve
bilgi iletisimin gergeklesmesini saglamaktir. Boylelikle hiicrelerin bireysel olarak degil,
bir biitlin olarak islev gérmesini saglar. Morfogenezde, homeostazin saglanmasinda, hiicre

biiylimesinde ve faarklilasmasinda rol aldig1 6ne siirtilmektedir (66, 68, 69).

2.8.2. Mezenkimal Hiicreler

Mezodermal ve spesifik noral krest hiicrelerinin proliferasyonu ve goc etmesi
neticesinde erken embriyoda mezenkim (bas bolgesinde ektomezenkim) olarak
isimlendirilen primitif bag dokusu olusur. Mezenkimin matiirasyonu ve proliferasyonu
sonucunda ¢esitli bag dokulari, kas, damar ve iirogenital sistemler ile viicut bosluklarini
orten ser0z zarlar meydana getirir. Mezenkimal hiicrelerin ¢ogalma ve organize olma

sekli, belirli bir bolgede olusacak matiir bag dokusu tipi i¢in zemin hazirlar (67).

Mezenkim, az sayida kolajen lif iceren vizkoz ara maddeden olusur. Mezenkimal
hiicreler ise yiiksek diizeyde sentez aktivitesinin gostergesi olan belirgin ¢ekirdek¢ik ve

ince kromatin igeren biiyiik c¢ekirdekli farklilasmamis hiicrelerdir. Dar sitoplazmali bu
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hiicrelerin iki veya daha fazla sayida ince sitoplazmik uzantilar1 hiicreye igsi bir goriiniim
kazandirir. Mezenkimal hiicrelerin ¢evresinde kendilerinin sentezledigi hyaliironik asitten
zengin ve az miktarda kollajen iceren ekstraselliiler matriks bulunur. Mezenkimdeki
hiicrelerin bir kism1 multipotent kok hiicre 6zelliginde olup rejeneratif tedaviler i¢in kok

hiicre kaynagi olarak arastirilmaktadir (23).

2.8.3. Epitelyal Mezenkimal Gegis Siireci

Epitelyal formdan mezenkimale gecis; birbirlerine sikica bagli, hareketsiz ve
poligonal yapidaki epitel hiicrelerinin apikobazal polaritelerini kaybetmesi ve hiicreler
arasindaki baglantilarin zayiflamasi sonucunda apoptoza direngli, hareketli ve invazyon
yapabilme kabiliyetine sahip fibroblast benzeri mezenkimal forma doniistiigli geri

dontisiimlii biyolojik bir siirectir (70).

EMT, hiicrelerin mikro ortamdan aldiklar1 sinyallere yanit olarak tetiklenir. EMT
sirasinda gen ekspresyonunda ve posttranslasyonel modifikasyonda meydana gelen
degisiklikler hiicrelerin epitelyal oOzelliklerinin baskilanarak mezenkimal fenotip

kazanmasina neden olur (71) (Sekil 2.2).

EMT’de hiicreler E-cadherin, sitokeratin, zonula okludens ve okludin gibi
epitelyal belirteglerini kaybederken; N-cadherin, vimentin ve fibronektin gibi mezenkimal

belirtecler kazanir (72, 73).

_ EMT -
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Sekil 2.2: EMT ve MET Gegisi (Tiirkcelestirilmistir) (74).
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2.8.3.1. EMT Cesitleri

Embriyogenezde kritik Oneme sahip tip I EMT, yara iyilesmesi, doku
rejenerasyonu ve organlarda fibrozis gelismesinde gorev alan tip I EMT ve metastaz,
invazyon gibi kanser siireci dahil olmak {izere pek ¢ok patolojik durumun olusumunda ve
ilerlemesinde rol alan tip IIl EMT olmak iizere temel olarak ii¢ tip EMT siireci

tanimlanmustir (75-78) (Sekil 2.3).

Embriyonik EMT Yetigkin Donemde EMT
1 1
[ [
a Néral Krest b Yara yerinde EMT (non-kanserojenik)
/\ LR L e Dejenerasyonda EMT
EMT
Migrasyonda EMT — —
5 H
1,\\ asar Kronik Hasa

Hicre migrasyonu

Organogenez Onarim Fibrozis ve organ yetmezligi

®
0
L) \
/ \ \ - “ C Kanserde EMT
[
LN

Melanosit

Diiz kas hiicresi Onkogen ° Kolonizasyon

e W MET

Kondrosit Gevre dokuya
Dolagim

Néron, glia Metastaz

Sekil 2.3: Embriyonik gelisimde ve eriskin donemde EMT cesitleri (Tiirkcelestirilmistir)
(62).

2.83.1.1.Tipl EMT

Tip-1 EMT, implantasyon, embriyonik gelisim ve organogenez ile iligkilidir.
Embriyonik gelisimde, epitel hiicrelerinin go¢ edebilme kapasitesine sahip mezenkimal
hiicrelere doniismesi ve gocten sonra hiicrelerin tekrar epitel form kazanmasi soz
konusudur. EMT ve mezenkimal epitelyal gecis (MET) olarak isimlendirilen ve
birbirleriyle iligki halinde olan bu hiicresel dinamikler, embriyonik gelisimi yonlendiren

temel siirecler olarak kabul edilmektedir (75, 79).

Gelisimin ilk asamalarinda goriilen blastosist, trofoblast hiicre tabakasinin i hiicre
kitlesini ve blastosol boslugunu ¢evrelemesiyle meydana gelir. Sinsityotrofoblast dnctileri
olan trofoblast hiicrelerinde EMT nin etkinlesmesi, hiicrelerin endometriyum tabakasina

invazyonunu kolaylastirir ve plasentanin dogru bi¢cimde tutunabilmesine imkén saglar.
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Embriyonik gelisimin erken safhalarinda blastosistin i¢ hiicre kiitlesi epiblast ve
hipoblast tabakalarindan olusan bilaminar germ diskine ve gastrulasyonu baslatan bir yap1
olan primitif ¢izgi gibi ¢esitli yapilara farklilagir. Epiblast hiicrelerinin EMT gegirerek
primitif ¢izgiden igeriye dogru ilerleyerek go¢ etmesi sonucu primer mezenkim meydana
gelir. Bu yap1 daha sonra kalict mezoderm ve endoderm tabakalarina farklilasir.
Endoderm, mezoderm ve ektoderm olmak iizere li¢ germ tabakasinin olustugu bu olay

gastrulasyon olarak isimlendirilir.

Gastrulasyonu takiben ektodermin kiibik yapidaki epitel hiicreleri noral plagi
olusturan prizmatik epitel hiicrelerine doniisiir ve kendilerini g¢evreleyen pre-epidermal
hiicrelerden ayirt edilebilir hale gelir. Hiicrelerin seklinde ve yapisma ozelliklerinde
meydana gelen degisiklikler noral plakanin biikiilmesine yol acarak noéral tiipilin

olugmasini saglar.

Ayrica bu siirecte epidermal tabaka ile noral tiip arasinda ndral krest olusur. Noral
krest hiicreleri EMT gecirerek noral tiipiin epitelinden ayrilir ve hedef bolgelere goe eder.
Boylelikle ndronlar, glial hiicreler, endokrin hiicreler, melanositler ve kraniyofasiyal
yapilar gibi periferik sinir sisteminin ¢ogu bileseni gibi farkl tiirevlere farklilasirlar. Noral
krest hiicrelerindeki EMT'nin ilging olan kismi, hiicrelerin organize bir birim olarak
hareket ederek olusturdugu karakteristik toplu hiicre gogleridir. MET olarak bilinen ters

stire¢ ise kalp gelisimi, bobrek morfogenezi ve somitlerin olusumunda rol oynar.

Buna ek olarak EMT ve MET, kalp kapak¢iklari olusumunda, iskelet kasi ve
damak olusumu da dahil olmak {izere embriyonik gelisimin sonraki asamalarinda da
gozlemlenir. Embriyonik gelisim sonrasi, epitel hiicreler dokuya o6zgii bir islevi

stirdiiriirken mezenkimal hiicreler destek olarak kalir (70, 74, 80, 81).

2.8.3.1.2.Tip Il EMT

Tip I EMT, yara yeri iyilesmesi, doku rejenerasyonu ve organlarda fibrozis

gelismesi ile iligkilidir. Travma ve inflamatuar hasar durumunda dokular1 onarmak {izere
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epitelyal hiicrelerin fibroblast benzeri hiicrelere farklilagtigi bir siirectir. Akut gelismis ve
orta dereceli yaralanmalarda bu gegis onarici fibrozis olarak kabul edilir. Onarim
tamamlanip inflamasyon azaldiginda Tip II EMT sona erer. Ancak devam eden
inflamasyon durumunda fibroblast benzeri hiicrelerin anormal derecede olusumu ve
ekstraselliiler matriksin patolojik diizeyde birikimi sonucu fibrozis gelisebilir. Bu durum
ise zamanla skar dokusu gelisimine ve organ disfonksiyonuna yol agabilir. TGF-
sinyalizasyonu; yara iyilesmesi ve fibrozis gibi fizyolojik ve patolojik durumlarda
inflamasyon, hiicre gocli, fibroblast benzeri hiicre birikimi ve ekstraselliiler matriks gibi
profibrotik olaylar1 yonlendirir (79, 82). EMT'nin akciger, kalp, karaciger, bobrek ve
bagirsak gibi organlarin fibrogenezinde rol aldig1 pek cok ¢alismada gosterilmistir (39,
83-87).

2.8.3.1.3.Tip IIl EMT

Yunanca “yer degistirme” anlamina gelen metastaz, primer tiimorden ayrilan
hiicrelerin viicudun farkli bolgelerine go¢ etmesi sonucunda sekonder tiimor odaklarinin
olusmasini ifade eder (88). EMT nin tiimor hiicrelerinin biiylimesinde, proliferasyonunda,

metastazda ve ilag direnci gelismesinde rol oynadigini bildirilmistir (89).

Tip III EMT, fibroblast olusumunu saglayan mekanizmadan ziyade nodiiler epitel
tiimor hiicrelerinin hareketini ve yayilmasini kolaylastirarak metastaz olugsmasina olanak

tantyan bir siire¢ olarak fonksiyon gérmektedir (81).

Literatiirde dolagimdaki tiimor hiicrelerinin epitelyal belirteclerini kaybedip EMT
belirteclerini eksprese etmesinin metastaz ile iliskili oldugu ifade edilmistir. Buna ek
olarak meme kanseri, mide kanseri ve kolanjiyokarsinomlu bireylerde EMT ile iliskili
transkripsiyon faktorlerinin (EMT-TF) ekspresyonunun koétii prognozla korele seyrettigi

bildirilmistir (90).
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2.8.3.2. EMT Belirtecleri

Epitelyal hiicreler siki baglantilar, adherent baglantilar, desmozomlar ve gap
junctionlar aracilifiyla birbirleriyle temas halindedir. EMT'nin baslamasiyla birlikte bu
baglantilarin yapist bozulur. EMT sirasinda siki baglantilarin ¢6ziilmesine okludin ve
klaudin ekspresyonunun azalmasi ve zonula okludens 1'in (ZO1/TJP) hiicre-hiicre
temaslarindan diflizyonu neden olur. E-cadherin plazma membraninda pargalanarak
ortadan kaldirilir ve adherent baglantilarin stabilizasyonu bozulur. Desmozomlar dejenere
olur ve konneksin seviyelerinde azalma nedeniyle gap junctionlarin biitiinliigii tehlikeye
girer. EMT siireci ilerledikge baglanti proteinlerinin ekspresyonu transkripsiyonel olarak

baskilanir ve bu durum epitelyal baglantilarin kaybini siirdiiriir (91-93).

Noral cadherin (N-cadherin), noral hiicreler ve osteoblastlar gibi epitelyal 6zellik
gostermeyen hiicre tiirlerinde ifade edilir. EMT siirecinin gostergesi olarak fonksiyon
goren N-cadherinin yiliksek diizeyde ekspresyonu ¢esitli karsinom tiirleri ile

iligkilendirilmistir (94).

E-cadherinin asag1 regiilasyonu mezenkimal belirte¢ olan N-cadherinin artan
ekspresyonu ile dengelenir ve bu durum hiicre adezyonunu degistiren bir “cadherin
dontisiimii” ile sonuglanir. Bu durum sonucunda hiicreler epitelyal 6zelliklerini kaybeder
ve daha zayif etkilesim saglayan N-cadherin yoluyla mezenkimal fenotipe doniisrerek go¢
ve istila etme yetenegi kazanirlar. Bu durum kanser hastalarinda diisiik sagkalim orani ile

iliskilidir (95-97).

Hiicre iskeleti; hiicre mimarisinin sekillenmesi, hiicre boliinmesi, endositoz,
ekzositoz gibi fizyolojik islevlerde gérev almakla beraber kanser hiicrelerinin gog ve istila
etme gibi Ozelliklerinde kritik 6neme sahiptir. Ara filamentlerin bazi ¢esitleri hemen
hemen tiim hiicre tiplerinde bulunurken sitokeratin ve vimentin gibi bir kisim ara
filamentler ise 6zellesmis dokularda goriiliir. Sitokeratin, epitel hiicrelerinde eksprese
edilir ve hiicrelerin birbirine yapigmasina destek olur. Vimentin ise hiicre-hiicre
adezyonunda rol almakla beraber polaritesi olmayan mezenkimal hiicrelerde eksprese

edilerek gocle ilgili strese kars1 direng saglar. Vimentin, sitokeratinlerin aksine mekanik
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stres ve basinca karst doku diizeyinde degil hiicre diizeyinde direng saglar. Go¢ eden bir
hiicre, doku istilas1 sirasinda sikisma ve gerilme kuvvetine uyum saglamalidir. Vimentin;
lokal uygulanan mekanik stresi hiicrenin diger bolgelerine dagitarak hiicrenin gerinimini,
esnekligini ve giiciinii artirarak hiicre canliligini koruyan bir ag olusturur, bdylelikle hiicre
gdciine olanak taninmis olur. EMT’de vimentin seviyelerindeki artig, hiicre migrasyonu

ve invazyonundaki artigin belirteci olarak rol alir (98-100).

Transkripsiyon faktorleri (TF), gen ekspresyonlari {izerinde diizenleyici isleve
sahip olup EMT siirecinde 6nemli gorevler iistlenmektedir. Embriyonik gelisimde i¢ hiicre
kiitlesi ve dis hiicre kiitlesinin olusumundan sorumludur. Bu olay esas olarak POU ailesi
transkripsiyon faktoriine ait Oct 3/4 ve kaudal tip bir homeobox proteini olan Cdx2
transkripsiyon faktorii tarafindan kontrol edilir (101). Buna ek olarak Snail Ailesi
proteinleri olan Snail 1 ve Snail 2, Zinc finger E-box binding (Zeb) homeobox ailesi
proteinleri Zebl ve Zeb2 ve TWIST ailesi proteinleri Twist 1 ve Twist 2 gibi TF’ler E-
cadherin, okludin, klaudin gibi epitelyal belirteclerin ekspresyonunu baskilamak ve N-
cadherin, vimentin, matriksmetalloproteaz (MMP) gibi mezenkimal belirtegleri aktive

etmek iizere fonksiyon goriir (70).

2.8.3.3. EMT Sinyal Yolaklar:

EMT siireci, epitelyal mezenkimal transkripsiyon faktorlerini aktive etmek iizere
bir araya gelen ¢esitli hiicre ici sinyal yollarmin devreye girmesi ile diizenlenir (102).
TGF-B, kemik morfogenetik proteini (BMP), fibroblast biiyiime faktorii (FGF), epidermal
biiylime faktorii (EGF), trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) gibi pek ¢ok biiylime
faktoriine bagli mekanizmalarin yanisira, Wnt, Sonic Hedgehog (Shh), Notch ve integrin
sinyalizasyonunun da bu siirece aracilik ettigi bildirilmektedir (Sekil 2.4). EMT'yi
tetikleyen sinyal mekanizmalar1 genellikle hiicre ve doku tipine 6zgii niteliktedir; bu
durum hiicrelerin mikrogevrelerine bagli olarak belirli sinyalleri farkli sekilde entegre
edebilecegi anlamina gelir. Buna ek olarak hipoksik kosullara bagl olusan sinyaller de

EMT siirecinde gorev alir (4).
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Sekil 2.4: EMT'yi Diizenleyen Yaygin Sinyal Yolaklar (Tiirk¢elestirilmistir) (103).

2.8.3.3.1. TGF-p Sinyal Yolag:

TGF-B, BMP, biiytime ve farklilagsma faktorleri (GDF), aktivin ve inhibin gibi
cesitli faktorlerden olusan TGF-B ligand siiper ailesinin esas elemanidir. TGF-f,
embriyonik gelisim sathalarinda ve yetiskin dokuda temel homeostatik olaylarda gérev

alir (104).

TGF-B’nin baslangicta birgok biiylime faktorii gibi hiicre gogalmasini uyardigi
diisiiniilse de, ilerleyen zamanlarda hiicre ¢ogalmasi iizerinde uyarici ya da inhibe edici

etkili olmak tizere ¢ift yonlii bir diizenleyici oldugu goriis kabul gérmeye baslamistir.

Cok islevli bir polipeptit sitokin olan TGF-B; TGF-BI, TGF-BII ve TGF-BIII olmak
tizere ii¢ alt tipe ayrilmakla birlikte aksi belirtilmedigi siirece TGF-BI anlamina
gelmektedir. TGF-B temel olarak ekstraselliiller matrikste latent bir kompleks olarak
salgilanir ve depolanir, bununla birlikte yalnizca aktive edilmis TGF- islevlerini yerine
getirmek i¢cin TGF- reseptor kompleksine (TBR) baglanir. TGF-B sinyalizasyonunundaki
aksakligin EMT’ye yol actig1, boylelikle bag dokusu bozukluklari, fibrozis ve pek cok
kanser tiirlerinin patogenezinde yer aldig1 kabul edilmektedir. Bu nedenle bu hastaliklar

tedavi etmek icin son yillarda, bir¢ok klinik calisma TGF-B-hedefli ilaglarin ¢esitli timor
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ve fibrotik hastaliklar {izerindeki terapdtik etkisine odaklanmaktadir. Giiniimiizde anti-
TGF-p antikoru, TGF-B reseptor inhibitorii ve rekombinant proteinler gibi pek ¢ok TGF-
B hedefleyici ajanlarin mevcut tedavilere eklenmesi popiiler tedavi stratejilerindendir

(105, 106).

Hiicre igindeki sinyalizasyonlarda onemli gorev iistlenen TGF-f, esas olarak
SMAD 2, SMAD 3 ve SMAD 4 transkripsiyon faktorlerinin aracilik ettigi kanonik yol
tizerinden gerceklesir (107, 108). Bununla birlikte ¢esitli ligandlarin tirozin kinaz
reseptorlerine baglanmasiyla tetiklenen ¢ok sayida SMAD bagimsiz nonkanonik yollar da
bulunmaktadir. Etkinlesen TGF-1 reseptorleri, hiicre disi sinyalle diizenlenen kinazlar
(ERK) dahil olmak iizere mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) yollar1 gibi sinyal
doniistiirticiiler araciligiyla bir yanit saglayabilir. C-Jun amino terminal kinaz (JNK), p38
MAPK, IkB kinaz (IKK), fosfatidilinositol-3 kinaz (PI3K), Akt ve Rho ailesi GTPazlar1
bu kaskadda gorev alabilir. EMT siirecinin inhibe edilmesi; g¢esitli kronik inflamatuar
hastaliklarin ve kanserlerin yayilmasiin 6niine gegmek i¢in esas mekanizmalar arasinda
yer alabilir. Bu nedenle SMAD bagimli ve SMAD bagimsiz yolaklar1 bloke eden TGF-3
antagonistlerinin tanimlanmasi giincel tedavilere yeni secenekler eklenmesi agisindan pek

¢ok arastirmacinin hedefi haline gelmistir (109).

2.8.3.3.2. TGF-B/ SMAD Sinyal Yolag

TGF-B sinyallerinin SMAD protein ailesi tarafindan plazma membranindan
cekirdege iletildigi sinyal yoludur. Memelilerde sekiz ¢esit SMAD proteini tanimlanmis
olup bu ailenin iiyeleri temel olarak {i¢ gruba ayrilmaktadir. Bu gruplar; aktive edilmis tip
I reseptor kinazlarla etkilesime giren ve bunlar tarafindan fosforile edilen reseptorle
diizenlenen (R) SMAD'lar (SMAD 1, SMAD 2, SMAD 3, SMAD 5 ve SMAD 8),
etkinlestirilmis R-SMAD'larla kompleksler olusturan (Co) SMAD (SMAD 4) ve R-
SMAD'larla rekabet ederek SMAD bagimli sinyalizasyonu bloke eden inhibitor (I)
SMAD'lar (SMAD 6 ve SMAD 7) olarak ifade edilmektedir. TGFf ailesinin tip I
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reseptorleri ekseriyetle SMAD 2 ve SMAD 3 ile iligkiliyken, BMP tip I reseptorleri ise
SMAD 1, SMAD 5 ve SMAD 8 ile etkilesime girer (107, 110, 111).

Dinlenim durumunda, R-SMAD'lar genellikle sitoplazmada, Co-SMAD
sitoplazma ve ¢ekirdekte ve -SMAD'ler esas olarak ¢ekirdekte lokalize haldedir. TGF-
reseptor kompleksi, SMAD 2’nin ve SMAD 3’ilin fosforilasyona ugramasindan
sorumludur. Fosforile edilerek etkinlestirilmis olan SMAD 2 ve SMAD 3, SMAD 4 ile
trimerik kompleksler olusturur. Daha sonra, R-SMAD-SMAD 4 trimerik kompleksi
niikleusa iletilir, burada hedef genlerin ekspresyonlart EMT-TF yardimiyla diizenlenir.
TGF-B/SMAD sinyaline ilgili yanit verildikten sonra, ¢ekirdekteki R-SMAD-SMAD4
kompleksleri defosforilaz tarafindan defosforilasyona ugrar ve depolimerize olur.
Ardindan niikleer porlardan sitoplazmaya doner; boylelikle R-SMAD'larin ve SMADA4'{in

geri dontigiimii gergeklestirilir.

I-SMAD'lar TGF-B/SMAD sinyalizasyonunu negatif yonde diizenler. Ligandlar
TGF- B reseptorlerine baglandiginda, SMAD 7 cekirdekten sitoplazmaya transloke olup
reseptore baglanir, boylece R-SMAD’larin fosforilasyonu oOnlenir. SMAD 6 ise
cekirdekten sitoplazmaya gecer ve SMADA4'e baglanmak icin SMAD 1 ile rekabet eder.
Boylelikle TGF-B/SMAD sinyalizasyonu 6nlenmis olur (82, 112) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5: TGF- P’nin indiikledigi kanonik ve kanonik olmayan sinyal yollar
(Tiirkgelestirilmistir) (113).
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Epitelyal mezenkimal gegisin astim (114), kronik obstriiktif akciger hastaligi
(115), fibrojenik akciger hastaliklar1 (116) ve akciger kanseri (117, 118) gibi akciger

hastaliklarinin patogenezinde gorev aldigi ¢esitli calismalarla desteklenmistir (119).

EMT'nin tiimoérogenez, kanser invazyonu ve metastazinda kilit rol oynadigi
bilinmektedir (12). Kanser hiicreleri metastatik nitelik kazanmak igin motiliteye ve
cevresindeki hiicre dis1 matriksi istila etme kabiliyetinin artmasina ihtiya¢ duyar (13).
Buna ek olarak epitel kokenli tiimor hiicrelerinin mezenkimal fenotip kazanmasi,
hiicrelerin go¢ kapasitesini arttirarak dolasimla diger organlara yayilmasini ve gevre
dokuya invazyonu ile iliskilidir. Ayrica bu durum hiicrelerin apoptoza ve kemoterapdtik
maddelere karsi direng gelistirmesine neden olur (12). Bu nedenle E-cadherin, N-cadherin
ve vimentin gibi EMT belirteclerinin ekspresyonlarinin diizenlenmesinin tiimor gelisimi,
metastazi ve ilag direncini etkiledigi diisiiniilmektedir; nitekim EMT mekanizmalari ile
akciger kanserinde kotii prognoz arasindaki belirgin iligski yayinlarda vurgulanmistir

(120).

2.8.3.3.3.NLRP3 Inflamazomu

Dogal bagisiklik sistemi, ¢esitli mikrobiyal patojenlere ve hiicresel hasara karsi ilk
tepkiyi diizenleyen hiicre savunma mekanizmasidir. Patojenlerle bagdastirilan molekiiler
kaliplar (PAMP) ve hiicresel hasara yanit olarak {iretilen tehlike ile bagdastirilan
molekiiler kaliplar (DAMP), dogal bagisiklik hiicrelerinde yer alan spesifik olmayan

ortintii tanima reseptorlerinin (PRR) etkinlestirilmesine neden olur (121, 122).

Inflamazomlar, cesitli patojen mikroorganizmalar tarafindan ve hiicresel strese
yanit olarak tetiklenen sitoplazmik multiprotein komplekslerdir. Inflamazomlar esas
olarak sitozolik NLR veya ALR sensorii, adaptor protein olan ASC (kaspaz aktivasyonu
ve ige alim alani igeren apoptozla iliskili benek benzeri protein, CARD) ve efektor protein

olarak siklikla kullanilan kaspaz-1 molekiiliinii igermektedir (Sekil 2.10).

PAMP'lar ve DAMP'lar gibi enfeksiyon veya doku hasari sinyallerini taniyarak

etkinlestirilen inflamazomlar, kaspaz-1'in aktif formuna doniismesine imkan tanir; bu
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durum bagisiklik hiicrelerini enfeksiyon ve yara bolgesine toplayan, inflamasyonu
tetikleyen ve doku onarimina katki saglayan interlokin-1p (IL-1B) ve interlokin-18 (IL-
18) gibi sitokinlerin saliniminin artmasina neden olur. Aktivasyon mekanizmasina ve
blinyesinde bulunan farkli protein bilesenlerine dayanarak, inflamazomlar kanonik ve
kanonik olmayan inflamazomlar olmak iizere temel olarak iki ana gruba ayrilmistir (123,
124). Kanonik inflamazomlar, kaspaz-1'in etkinlestirilmesine, bunun sonucunda matiir
formda IL-1B ve IL-18 iiretimine, hatta 6zel bir hiicre 6liim c¢esidi olan piroptoz
olusumuna neden olur. Lipopolisakkarit (LPS) gibi uyaranlar1 taniyan nonkanonik
inflamazomlar ise insanlarda kaspaz-4/5’1, farelerde ise kaspaz 11’1 etkinlestirir ve bu

durum piroptozun indiiklenmesine yol acar (125).

Inflamazom kompleksleri esas olarak dogal bagisiklik sistemi hiicrelerinde
incelenmis olsa da, yapilan giincel arastirmalar inflamazomlarin goz, akciger, bobrek,
bagirsak, serviks ve deri epitel hiicrelerinde de eksprese edildigini, bdylelikle
inflamasyon, enfeksiyon ve yara iyilesmesi gibi siire¢lere katkida bulundugunu
belirtmistir (126). Cryropyrin olarak da isimlendirilen NLRP3 inflamazomu, tanimlanan
pek ¢ok inflamazom iginde en karakteristik olanlarindandir (127-129). Giincel ¢alismalar,
tedavi almayan IPF hastalarinin bronkoalveolar lavaj sivisi makrofajlarinda NLRP3
seviyelerinin 6nemli Ol¢iide arttigini bildirmistir. Ayrica NLRP3’lin pulmoner, renal ve
hepatik fibroziste TGF-B1 sinyal yolu iizerinden EMT’yi diizenleyebildigi c¢esitli
yayinlarda gosterilmistir (124). Tiim bunlara ek olarak EMT ile iligkili pek ¢ok genin
ekspresyonunun diizenlenmesinde NLRP3 ile SMAD 2/3 arasinda bir etkilesim oldugu

kanisi One suriilmektedir.

NLRP3’iin EMT siirecinde roliiniin iki sekilde gerceklesebilecegi one siirtilmektedir; biri
inflamazom aktivasyonuyla etkinlesen IL-1f’in proinflamatuar etkisi neticesinde TGF-f3
yolunun yukart yonlii diizenlenmesi, digeri ise inflamazom aktivasyonundan bagimsiz
olarak TGF-B/SMAD yolundaki reseptor SMAD'lar1 artiran NLRP3 reseptoriiniin

vasitastyla meydana gelmesidir (130).
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2.8.4. Glaucocalyxin A

GLA, baslica Lamiaceae familyasinin bir {iyesi olan Isodon (Rabdosia) bitkisinde
bulunan bir bilesiktir. Bu bitki 6zellikle tropikal ve subtropikal Asya'da goriliir (131)
(Sekil 2.6). Bilinen yaklasik 150 tiirii olan bu bitkinin 30'dan fazla tiirii geleneksel tipta
tedavi amagli kullanilmaktadir. Isodon cinsi bitkilerden yaklasik 500 cesit diterpenoid
izole edilmis ve nitelendirilmistir. Bu diterpenoidlerin bir kisminin antiinflamatuar,
antibakteriyel ve antikanserojen Ozelliklerine karsin toksitesinin diisiik oldugu tespit

edilmistir.

Glaucocalyxin A (GLA), Isodon’dan elde edilen bir ent Kaurane diterpenoiddir.
Geleneksel Cin tibbinda destekleyici takviye olarak Glaucocalyxin A igeren tabletler
kullanilmakla beraber su ana kadar Glaucocalyxin A igeren klinik bir ila¢ bilinmemektedir
(20).

Sekil 2.6: Isodon japonicus var. glaucocalyx (132).

GLA’nin; antioksidatif, antiinflamatuar, antibakteriyel ve antitrombotik 6zellikler

gibi ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (133, 134). Ayrica glioblastom,



40

16semi, karaciger ve mesane kanseri dahil olmak {iizere c¢esitli kanser tiirlerinde anti

tiimoral etkinlik gostermektedir (135).

Yapilan in vivo ve in vitro calismalarda Glaucocalyxin A'nin akcigerde astimli
farelerin havayolunda antiinflamatuar etkinlik gosterdigi, KHDAK'de apoptozu
indiikledigi; ayrica karaciger ve kalpte antifibrotik etkinlik gosterdigi saptanmistir. Ayrica
Glaucocalyxin A'nin mide kanseri ve epitelyal yumurtalik kanserinde EMT siirecini

blokladig1 bildirilmistir (134-138).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsmada Kullanilan Materyaller

Bu ¢alisma Gaziantep Universitesi biinyesinde gerceklestirilmistir. Deneyler i¢in
insan adenokarsinoma hiicre hatt1 olan A549 hiicreleri kullanilmistir. Hiicre kiiltiiri
calismalari, sitotoksik aktivite tayinleri, qRT-PCR ve immiinositokimyasal boyama
caligmalar1 Gaziantep Islam Bilim ve Teknoloji Universitesi Histoloji-Embriyoloji
Anabilim Dali Laboratuvari’nda ve Gaziantep Universitesi Histoloji-Embriyoloji

Anabilim Dali Laboratuari'nda yapilmstir.
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3.1.1. Cahismada Kullanilan Cihazlar ve Markalari

Tablo 3.1: Cihazlar ve Markalarn

Cihaz

Marka

Biyogiivenlik Kabini

Thermo Scientific, SAFE 2020

Karbondioksitli Inkiibator

Thermo Forma Direct Heat

Santrifiij

Thermo, SL 16R

Su Banyosu

Memmert

Otomatik Pipet Seti

Thermo Scientific

Serolojik Pipet Tabancasi

Thermo Scientific

Mikroplate Okuyucu Thermo, MULTISKAN SkyHigh
Thermal Cycler Thermo Fisher MiniAmp Plus
PCR Cihaz1 Rotor Gene Q, QIAGEN

Vorteks IKA Vortex basic

Hassas Elektronik Tart1

Denver Insturement

+4°C Buzdolab1 BOSCH

-20°C Derin Dondurucu BOSCH

-80°C Derin Dondurucu Thermo Scientific FORMA 88000 Series
Distile Su Cihazi New Human Power I Scholar-UV

Isik Mikroskobu Nikon Eclipse-Ni

Mikroskop Kamerasi Nikon DS-Ri2

Invert Mikroskop Olympus CKX53

Isitic1 Blok IKA DRY BLOCK HEATER 3

Mikrosantrifiij Cihazi

THERMO MICROCL 17R




3.1.2. Cahismada Kullanilan Sarf Malzemeler ve Markalari

Tablo 3.2: Sarf malzemeler ve markalari
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Malzeme

Marka

Paraformaldehit

Sigma-Aldrich 158127 500 gr

Penisilin/Streptomisin

Hyclone, SV300V10

Tripsin 0.25% protease solution with porcine
trypsin, HBSS, EDTA; without calcium,
magnesium

Cytiva HyClone, SV30031.01

DMEM with High Glucose, with 4.0 mM L-
Glutamine, without Sodium Pyruvate 500
ML

HYCLONE SH30022.01

FBS (Fetal Bovine Serum) SA sourced 500
ml

HYCLONE SV30160.03

DMSO (DIMETHYL SULFOXIDE > 99.9%

ISOLAB, 914.036.25 00, FOR ANALYSIS
ACS 2,5 Litre

Sekonder Antikor Kiti

Abcam Rabbit specific HRP/AEC IHC
Detection Kit (ab64260)

Harris Hematoksilen Soliisyonu

Beslab

Hydrogen Peroxide Block %3 Aqueous

LabVision/ThermoScientific TA-125-HP

MTT (Thiazolyol Blue Tetrazolium
Bromide) 1 gr

BIOSHOP MTT222.1

FIREScript® RT cDNA synthesis KIT

SOLIS BIODYNE 06-15-00050

RiboEx™ Total RNA izolasyon Kiti 100 ml

GENEALL 301-001

qPCR Mix Solis BIODYNE HOT FIRE
Pol®

SolisGreen® 08-46-00001

E-cadherin Antibody 100 ul

Affinity Bioscience AF0131 -100ul

N Cadherin Antibody 100 ul

Affinity Bioscience AF5239-100ul

Vimentin Antibody 100 ul

Affinity Bioscience AF7013 -100ul

NLRP3 Antibody 100 ul

Affinity Bioscience DF7438 -100ul

Phospho-Smad2-S465/467 + Smad3-
S423/425 Rabbit pAb

ABclonal-AP0548

96 Kuyucuklu Kiiltiir Plaklar

Corning™ Costar™ 96-Well, Cell Culture-
Treated, Flat-Bottom Microplate

6 Kuyucuklu Kiiltiir Plaklar

SPL30006-1 Cell Culture Plate, PS, 6 well
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OLIGOMER Primer sentezi 50nmol

E-Cadherin, N-Cadherin, Vimentin, NLRP3,
SMAD2, SMAD?3

Su Bazli Kapatici (Fluoromount™ Aqueous
Mounting Medium)

Sigma-Aldrich SLBN4103V

TRITON® X-100

BIOSHOP, TRX506.500

Paraformaldehit

SIGMA, 158127- 500G

Serolojik Pipet 5 ml

Biosigma CLEARIine Serological Pipettes

15 ml ve 50 ml seffaf konik tabanl santrifiij
tiipleri

ISOLAB

Phosphate Buffered Saline (PBS), 1X,
0.0067M PO4, without Calcium, Magnesium,
Phenol Red 500 ML

HyClone SH30256.01

25'1ik Steril Hiicre Kiltir Flasklar:

SPL 70025

75'1ik Steril Hiicre Kultiir Flasklar:

SPL 70175

Steril Seffaf Pipet Ucu, 10 pl

KIRGEN, 10 pl, clear tips,DNas/RNase free,
sterile, rack pack 96 TIPS

Steril Seffaf Pipet Ucu, 100 pl

KIRGEN, 100 pl filter, DNas/RNase free,
sterile, 96/rack

Steril Seffaf Pipet Ucu, 1000 ul

KIRGEN, 1000 pl filter tips, blue,
DNASs/RNAs free, sterile, 96/rack

qPCR STRIP TUP

GUNSTER BIOTECH, MB QR4,0.1 ml 4'LU

Reaksiyon Tiipii

GRENIER BIO, GR.616201, 1,5 ML, PP,
NATURAL, ATTACHED CAP, RADUATED,
SUITABLE FOR

EPPENDORF, 500 PCS/BAG

8 gdzIi hiicre kiiltiir lam1

8 well cell culture chamber, on glass slide,
removable frame, sterile, non-
pyrogenic/endotoxin-free, non-cytotoxic

Recombinant Human TGFBI1/TGF-beta 1
Protein (Active)

ELABSCIENCE PKSH03200 7-10ug

Termal 1sitic1 blok tiipleri

THERMO FISHER 0.2 mL flat cap thermal
cycler block tubes, AB0620

Kriyotiip

Greiner BIO-ONE
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3.2. Cahsmada Kullanilan Metotlar

3.2.1. Cahismada Kullanilan Hiicre Hattinin Temini

Calismamizda American Type Culture Collection (ATCC)’dan alinan A549 hiicre
hatt1 kullanilmistir. A549 hiicreleri, akciger kanseri teshisi konulmus 58 yasinda Kafkas
kokenli erkek hastanin akciger dokusundan izole edilmistir. A549 hiicre hatt1 epitelyal
morfolojiye sahip adherent Ozellikteki A549 hiicrelerinden meydana gelmekte olup

toksikoloji, kanser ve immiinoonkoloji aragtirmalarinda kullanilabilmektedir.

3.2.2. A549 Hiicrelerinin Cozdiiriilmesi

Laboratuvarin ve cihazlarin sterilitesi saglandi, optimum kosullar goézetilerek
calisma ortami hazirlandi. Hiicre hattinin 6zellikleri ve uygun iiretim kosullar bilgileri

icin ilgili firmadan {iriin bilgi regetesi saglanarak gerekli ¢calisma sartlari olusturuldu.

Kriyotiipteki hiicre siispansiyonu -80°C’den ¢ikarilip 37 °C’de steril hazirlanmis
su banyosunda ¢oziilmeye birakildi. Coziinen siispansiyonu santrifiij tiipiine alindi ve
lizerine besiyeri medyumu (%8 fetal bovin serum, %2 penisilin-streptomisin ve %90 L-
glutamin ve yliksek glikozlu DMEM) eklenerek 1000 rpm 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda tiipteki dimetil siilfoksit (DMSO) igeren siipernatant kisim dikkatlice
uzaklagtirildi, pelletin iizerine 1-2 ml medyum ilavesi yapildi ve santrifiij islemi ii¢ kez
tekrarlandi. Ardindan 25 cm?’lik hiicre kiiltiir flaskina 5 ml medyum eklendi. Santrifiij
sonrasi tiipteki icerigin siipernatant kismi atilip pellet izerine 2-3 ml medium ilave edildi.
Pipetaj islemi yapildi1 ve flaska hiicre ekimi yapildi. Hiicre ekimi yapilan flasklar 37°C’de
%35 COz igeren inkiibatorde kiiltlire alinmistir. Hiicrelerin yapismasi ve diger 6zellikleri

invert mikroskop altinda belirli siirelerde kontrol edildi.
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3.2.3. Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Pasajlanmasi

Hiicreler yaklasik %85 doygunluga (confluent) ulasip flaskin yiizeyini tamamen
kaplayinca pasajlandi ve tekrar inkiibasyonu saglandi. Bu islem sirasinda flasklarin
icerisindeki besiyeri ve Olii hiicreler mikropipet yardimiyla alinip ortamdan uzaklastirild:
ve flask 4 ml kadar PBS ile yikandi. Yiizeye tutunmus hiicrelerin yiizeyden kaldirilmasi
amaciyla flaska 3 ml Tripsin-EDTA soliisyonu ilave edilerek etiivde bekletildi. Hiicrelerin
flask yiizeyinden ayrildig1 invert mikroskopta kontrol edildikten sonra tripsin etkinligini
sonlandirmak amaciyla flask igerisine 2 ml kadar medium eklendi. Ardindan flasktaki
icerik santrifiij islemi gerceklestirmek lizere 15 ml’lik tiiplere aktarildi. Siispansiyon 1000
rpm 5 dakika santrifiij edildi, siipernatant uzaklastirildi ve hiicreler taze hazirlanmis oda
sicakligindaki medyum ile siispanse edilip 75 cm?®lik flasklara béliinerek yeniden

pasajlandi. Hiicreler konfluent hale geldiginde pasaj islemleri gergeklestirildi.

3.2.4. Hiicrelerin Sayimi

A549 insan adenokarsinoma hiicrelerinin pasajlanma sonrast canhilik ve
sayilarinin belirlenmesi Tripan mavisi ile hemositometrik yontemle gerceklestirildi. Bu
yontem Olii hiicrelerin membran biitlinliigliniin bozulmasi nedeniyle boyanmasi, canl
hiicrelerin ise boyay1 biinyelerine almamasi prensibine dayanmaktadir. Pasaj islemi
sirasinda  hiicreler flask yiizeyinden tripsin ile kaldirilip santrifiij islemi
gerceklestirildikten sonra pelletteki yaklasik 100 pl hiicre stispansiyonu, 100 pl Tripan
Mavisi eklenerek karigtirildi. Sayim islemini gerceklestirmek i{izere karisim Neubauer
hiicre sayim lamina mikropipet ile eklendi. Lam iizerinde bulunan 9 biiyiik kareden 5’1

sayilarak ortalama canli hiicre sayis1 belirlendi.:
Toplam Hiicre Sayisi/ ml = Toplam hiicre sayisi/5 x 2 x 10*
3.2.5. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler gerekli duyuldugu takdirde tekrardan kullanilmak {izere dondurulmustur.

Inkiibe edilen flasktaki hiicreler invert mikroskopta kontrol edildi ve besiyeri
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uzaklastirildi. Flask tiim ylizeyi kaplayacak sekilde PBS ile yikama islemi yapildi. Flaska
37°C’lik tripsin eklendi ve etiivde 5 dakika bekletilerek hiicrelerin kalkmasi saglandi.
Hiicrelerin kalktig1 invert mikroskop altinda kontrol edildikten sonra 15ml’lik santrifiij
tiipline hiicre-tripsin karisimi eklendi. Tiipteki hiicreler 1250 rpm bir buguk dakika
santrifiij edildi. Santrifiij devam ederken yeni bir 15 mI’lik santrifiij tiiptinde %5 DMSO
ve besiyeri igeren ortam hazirlandi. Santrifiij islemi sonrasi siipernatant dikkatli bir sekilde
uzaklastirildi. DMSO igeren besiyeri ile hiicre pelleti ¢oziindiiriiliip pipetajla nazikge
karistirilmistir. Santrifiij tiipiindeki %5 DMSO’lu medyum ile ¢dziindiiriilen hiicreler
kriyojenik tliplere paylastirildi ve tiipler -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.6. Hiicrelerin Cozduriilmesi

Hiicrelerin {iriin bilgi recetesine uygun olarak hiicre ¢6zme protokolii uygulanda. -
80°C’de muhafaza edilen A549 hiicreleri agilmadan once sicak su banyosunun sicakligi
37°C’ye ayarlandi. Kriyotiipler 37°C’de dengelenmis olan su banyosunda yaklasik 3
dakika bekletildi ve lizerine 1 ml taze besiyeri eklendi. Hiicreleri kriyoprotektan olarak
kullandigimiz DMSO soliisyonundan arindirmaktan i¢in santrifiij tiiplerinde 5 dakika
1000 rpm santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda silipernatant kisim atildi ve pellet 5 ml taze
besiyeri ile karistirilarak 25 cm?’lik steril hiicre kiiltiir flasklarina alindi. Hazirlanan flask,

37 °C'de, %5 CO2’lik inkiibatore alindi.

3.2.7. Glaucocalyxin A'ya ait IC50 Dozlarimin Belirlenmesi ve Deney

Gruplarinin Olusturulmasi

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) testi hiicre
canliligin1 ve proliferasyonun belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Dalga boylarinin
ol¢iildiigii kolorimetrik bu testte hiicresel metabolik aktivite tayin edilir. Sar1 renkli MTT
tuzlarinin, canli hiicrelerin NADPH bagimli oksidorediiktazlar1 vasitasiyla mor renkli

formazan kristallerine indirgenme miktar1 spektrofotometre ile analiz edilir. Deneyde
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MTT ¢oziiciisii olarak DMSO ve asit alkol gibi maddeler kullanilir. Bu ydntem
kullanilarak etken maddelerin uygulama siireleri ve dozlarina bagli olarak gozlenen
antiproliferatif ve sitotoksik etkilerin belirlenmesi ve bu etkilerin izlendigi optimum

diizeyde konsantrasyon degerinin (IC50 degerlerinin) belirlenmesi amaglanmaktadir.

3.2.7.1. MTT Soliissyonunun Hazirlanmasi

Toz halindeki 5 mg MTT, 1 ml distile suda ¢ozdiiriildii. Boylece stok soliisyon
hazirlanmis oldu. Stok soliisyon, falcon tiiplinde on kat distile su ile sulandirildi. MTT

soliisyonunu direkt 151k maruziyetinden korumak i¢in tiip aliiminyum folyo ile sarildu.

3.2.7.2. MTT Analizinin Yapilmasi

Glaucocalyxin A’'nin A549 hiicre hattindaki sitotoksik etkileri MTT deneyi ile
analiz edilmistir. Glaucocalyxin A'nin c¢alismada kullanilacak doz miktar1 araliginin
belirlenmesi i¢in literatiir taramas1 yapildi. 5 mg Glaucocalyxin A, molekiiler agirli1 goz
oniinde bulundurularak yapilan hesaplamalara gore final konsantrasyonu 4000 uM olacak
sekilde 3,75 ml DMSO’da ¢ozdiiriildii. 96 kuyucuklu kiiltiir plagina her kuyucukta 5x10*
hiicre olacak sekilde A549 hiicreleri ekildi. (Sekil 3.1)

Kiiltiir plagi 37°C ve %5’°lik COz iceren inkiibatdrde 24 saat bekletilerek hiicrelerin
ylzeye yapismast saglandi. Ardindan  hiicreler Glaucocalyxin A'nin  artan
konsantrasyonlarina (0, 5, 10, 20, 40 uM) 24 ve 48 saat siireyle maruz birakildi. Her
kuyucugun ic¢indeki 100 pl medyum ve hiicre karisimi tizerine, 10 pl hazirlanan MTT
soliisyonu eklendi ve hiicreler dért saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
kuyucuklardaki medyum mikropipet yardimiyla alindi, 100 pl MTT ¢oziicii soliisyonu
(DMSO) ilave edildi ve hiicreler 20 dk daha inkiibatérde bekletildi. Inkiibasyonu yapilan
hiicrelerin, mikroplak okuyucu spektrofotometre (Thermo, MULTISKAN SkyHigh)

cihazinda absorbans yogunlugu 570 nm olan dalga boyunda 6l¢iim yapilarak hiicrelerin
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proliferasyon aktiviteleri belirlendi. Olgiimler ii¢ tekrarl olarak yapildi. Kontrol grubunda

canlilik %100 olarak referans alinarak tiim gruplardaki hiicre canlilik oranlar1 hesaplandi.

Sekil 1.1: MTT analizi i¢in 96 kuyucuklu plateye hiicre ekimi uygulamasi

Yapilan MTT analizi sonucunda Glaucocalyxin A'nin inhibe edici dozu (IC50) belirlenip
Tablo 3.3’ teki gruplar olusturulmustur.
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Tablo 3.3: Deney gruplari

GRUP I Kontrol grubu

GRUP II Glaucocalyxin A (10 uM, 48 saat)

GRUP III TGF-B1 (5 ng/ml, 48 saat)

GRUP IV TGF-B1(5 ng/ml, 48 saat) + Glaucocalyxin A (10 uM, 48 saat)

Sekil 3.2: Hiicrelerin ekim yapildig1 ve deney gruplarinin olusturuldugu 6 kuyucuklu
kiiltiir plate

3.2.8. Yara Yeri Olusturma Deneyi
Yara yeri iyilesme deneyi, hiicrelerin migrasyonunu saptamak amaciyla yapilir.

Calismamizda yara iyilesme deneyi, TGF B ve Glaucocalyxin A maddelerinin etkilerini
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incelemek amaciyla tekli ve kombine sekillerde A549 hiicre hattinda uygulandi. A549
hiicreleri her platede 10x10° hiicre olmak iizere 6 kuyucuklu plateye 4 grup olacak sekilde
ekildi. (Sekil 3.2) Plate zeminine tutunmalar1 i¢in hiicreler 24 saat inkiibe edildi. Hiicreler
yaklasik %95 konfluent oldugunda platelerdeki medyum uzaklastirildi ve hiicreler PBS
ile yikandi. Hiicrelerin migrasyonunu ve boslugu kapatmasini gézlemlemek amaciyla
1000 pL'ik steril mikropipet ucu yardimiyla petrinin bir ucundan sonuna kadar diiz bir
cizik atildi. (Sekil 3.3) Ardindan hiicreler ii¢ kez PBS ile yikanarak petride tutunmayan

hiicre debrisleri uzaklastirildi.

—

Sekil 3.3: 1000 pL'lik mikropipet ucu kullanilarak yara yeri deneyi olusturulmasi



52

Daha sonra kuyucuklara taze besiyeri eklendi. Kontrol grubuna uygulama
yapilmadi. TGF B grubuna 5 ng/ml TGF B1 uygulandi. GLA grubuna hesaplanan IC50
dozunda Glaucocalyxin A uygulandi. TGF B + GLA grubuna ise 5 ng/ml TGF  ve

Glaucocalyxin A ilave edildi. invert mikroskop ile hiicrelerin ¢izik atilan boslugu

doldurma kapasiteleri 0. saat, 24. saat, 48. saat ve 72. saat olacak sekilde fotograflandi ve

kaydedildi. (Sekil 3.4)

Sekil 3.4: Hiicrelerin invert mikroskop altinda incelenmesi

3.2.9. Indirekt Immiinositokimyasal Boyama

Indirekt immiinositokimyasal boyama ile E-cadherin, N-cadherin, vimentin, p-
SMAD 2/3 ve NLRP3 proteinlerinin hiicre i¢indeki dagilimlar1 belirlendi. 8 gozlii hiicre
kiiltiirii lamina her gdzde 5x10* hiicre ekimi yapildi. (Sekil 3.5) Hiicreler 37°C ve %5’lik
CO2 igeren inkiibatorde 24 saat Kkiiltiire edildi. Inkiibasyon isleminden sonra
kuyucuklardaki besiyerleri uzaklastirildi. Deney gruplarma 5 ng/ml TGF [ ve
Glaucocalyxin A ile hazirlanmis taze besiyerleri eklendi. Kontrol gruplarina ise

Glaucocalyxin A ve TGF-f icermeyen besiyeri eklendi.
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Sekil 3.5: Sekil: indirekt Immiinositokimyasal Boyama icin kullanilan 8 gozlii hiicre
kiiltiirti lam1

Hiicreler 24 saat inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirild: ve
5 dk PBS ile yikandi. Hiicrelerin fiksasyonu i¢in kuyucuklara %4 liik paraformaldehit
(PFA) eklendi ve lam 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. 3 kez S'er dakika yikama
islemi sonrasinda lam 5 dk oda sicakliginda %3’liik H>O> ile muamele edildi. Yikama
isleminin ardindan 15 dakika %0,1°1ik Triton X-100 uygulamasi yapildi. PBS ile yikama
isleminin ardindan kuyucuklara blok soliisyonu eklenerek 1 saat beklendi. Blok soliisyonu
uzaklastirildiktan sonra kuyucuklara E-cadherin (Affinity Bioscience AF0131 -100 ul), N-
cadherin (Affinity Bioscience AF5239-100 ul), vimentin (Affinity Bioscience AF7013 -
100 ul), p-SMAD 2/3 (ABclonal-AP0548) ve NLRP3 primer antikorlar1 (Affinity
Bioscience DF7438 100 ul) eklenerek 4°C’de 1 gece bekletilerek inkiibasyonu saglandi.
Ertesi giin 6rnekler i¢in yikama islemi yapildi ve primer antikora uygun mouse spesifik
biotin sekonder antikoru (Abcam Rabbit specific HRP/AEC IHC Detection Kit) eklenerek
30 dk beklenildi. Ardindan Goat Rabbit HRP Streptavidin antikoru eklenerek 30 dk
bekletildi. (Sekil 3.6) PBS ile 3 defa 5 dk yikama yapildi ve AEC kromojeni eklenerek
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yaklagik 2 dk beklenildi. Boyama islemi sonrasinda kuyucuklar 2 defa 5’er dakika distile
su ile muamele edildi. Harris hematoksilen boyasiyla 3 dk boyama yapildi1 ve PBS ile
yikama islemi uygulandi. 8 kuyucuklu kiiltlir lamini {izerinde yer alan kuyucuklu aparat
c¢ikarildi. Hiicre kiiltiir lam1 kapatma medyumu ile kapatildi ve 151k mikroskobu altinda

incelendi.

Sekil 3.6: Immiinositokimyasal boyama deneyi yapilirken

3.2.9.1. indirekt immiinositokimyasal Verilerin Degerlendirilmesi

Deney gruplarindaki hiicrelerin  immunreaktivitelerinin  degerlendirilmesi
amaciyla iki histolog tarafindan 1s1k mikroskobu gozlemi yapildi.

Goriintiilerin  skorlanmasi1 ve degerlendirmesi igin goriintii isleme ve analiz
yazilimi olan Image]J yazilimi kullanildi ve x20’lik biiyiitmede 5 farkli alan belirlendi.
AEC pozitif boyanma, kirmizi renkli hiicrelerin gériiniimii ile teyit edildi. Her alanda 100

hiicre sayild1 ve boyanmamis olarak kabul edilen hiicreler 0, az boyanmuis hiicreler 1, orta
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diizeyde boyanmis hiicreler 2 ve ¢ok boyanmis hiicreler 3 olacak sekilde degerlendirilerek

H-skor yapildi.

H-skor=) (I+1) x Boyanma %"’si (I=Hiicrelerin boyanma orani)

3.2.10. Kantitatif Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Analizi (QRT-PCR)

3.2.10.1. qRT-PCR i¢in Deney Gruplar1 Olusturulmas: ve Hiicrelerin
Kiiltiir Ortamindan Toplanmasi

Caligmamizda incelemek istedigimiz proteinlerin gen diizeyinde degisimlerini
tespit edebilmek igin qRT-PCR teknigi kullanildi. RiboEx™ Total RNA Izolasyon Kiti ve
trizol kullanilarak A549 hiicrelerinde RNA izolasyonu yapildi. RNA’lar kit prosediiriine
uygun sekilde izole edildi. 75 cm? ’lik flasklara kontrol grubu, Glaucocalyxin A grubu,
TGF-B grubu, ve TGF-B + Glaucocalyxin A grubunu olusturmak i¢in A549 hiicre ekimleri
yapildi. Flasklarda yer alan hiicrelerin zemine tutunup tutunmadiklari invert mikroskop
altinda kontrol edildi. Kontrol grubu olan Grup 1’e herhangi bir etken madde
uygulanmadi. Grup 2 Glaucocalyxin A (10 uM), Grup 3 TGF-B (5 ng/ml), Grup 4 ise TGF-
B (5 ng/ml) ve Glaucocalyxin A (10 uM) ile muameleye tabi tutulmustur. Flasklar 24 saat
boyunca inkiibe edildikten sonra invert mikroskop altinda kontrol edildi. Inkiibasyon
stiresi tamamlanan flasklar kabin igerisine alind1 ve ilag-besiyeri karisimi ilave edildi.
Ardindan hiicreler PBS ile yikandi. Hiicreleri kaldirmak tizere flasklara 37°C’lik tripsin
soliisyonu eklendi ve hiicreler etiivde bekletildi. Mikroskop bakisiyla hiicrelerin
kalktigina kanaat getirildikten sonra flasktaki hiicreler serolojik pipetle alinip 15 ml’lik
Falcon tiiplere konuldu. Daha sonra RNA izolasyon kitinin prosediirii uygulanarak

RNA’lar elde edildi.



56

3.2.10.2. RNA izolasyonu

Hiicrelerin yer aldigi Falcon tiiplerinin {izerine mikropipet yardimiyla 1’er ml
RiboEx eklendi. Hiicre pelleti ve RiboEx karigimi pipetaj islemiyle parcalanarak
homojenize edildi. Meydana gelen homojenat 2 ml’lik Eppendorf tiiplerine alind1 ve bes
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan faz ayriminin gergeklesmesi icin her tiipe
200 pl kloroform ilave edildi. Tiip 10-15 saniye vorteks yardimiyla ¢alkalandi ve 2 dakika
oda sicakliginda bekletildi. Elde edilen karisim 4°C'de 12000 g'de 15 dakika boyunca
santrifiijlendi. Boylelikle karigim alt tabaka, ara tabaka ve iistte renksiz sulu tabaka olmak
iizere 3 katmana ayristi. Ustteki sulu ve renksiz tabaka yeni bir tiipe aktarildi. Her
¢ozeltiye 500 pl izopropil alkol eklendi ve tiipler birkag defa ters ¢evrilerek hafifce
karistirildi. Ornekler oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildikten sonra 4°C'de 10 dakika
boyunca 12000 g'de santrifiijlendi. Siipernatant kisim pelletten dikkatlice uzaklastirildi.
RNA pelletine %75’lik etanolden 1 ml ilave edildi ve 4°C'de 5 dakika 7500 g santrifiij
islemi yapildi. Siipernatant ve etanol pelletten uzaklastirildi ve artakalan etanoliin de
ucmasi i¢in tiiplerin agz1 agik birakilarak pellet 5 dk oda sicakliginda kurutuldu. RNA
peleti 35 pL. RNaz icermeyen su ile ¢ozdiriildii ve hiicreler 56°C’de 15 dakika
inkiibasyona alindi. izolasyon isleminden sonra RNA konsantrasyonlar1 Thermo
MULTISKAN SkyHigh cihazi ile spektrofotometrik yontemle dl¢iildi. Yapilan islemler

neticesinde izole edilen RNA’lardan cDNA sentez asamasina gegildi.

3.2.10.3. cDNA Sentezi

FireScript cDNA Synthesis Kit kullanilarak protokoliine uygun sekilde RNA’dan
cDNA sentezi gerceklestirildi. Kit icerisindeki kimyasallardan hazirlanan bir reaksiyonluk
karisim i¢in gerekli malzemeler ve kullanilan miktarlar ile siklus protokolii sirasiyla

Tablo 3.4 ve Tablo 3.5’te gosterilmistir.
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Tablo 3.4: cDNA Sentezi Reaksiyonu i¢in Gerekli Malzemeler

Malzeme Miktar Final Konsantrasyon
Oligo (dT) primers 1 ul 5 uM
(100uM)/ 5uM
Random primers (100uM)/ 0.1-1 pM?
Gene specific primers
dNTP MIX (20 mM each) 0.5 ul 500 uM
10x RT Reaction Buffer 2l 1x
with DTT
FIREScript® Reverse 1l 10 U/ul
Transcriptase
(200 U/ul)
RiboGrip® RNase Inhibitor 0.1 pul 1.1 U/ul
(220 U/ul)’
Template RNA 0.1-5 ng Variable
Nuclease-free water up to 20 pl
Toplam 20 pl

Tablo 3.5: cDNA Siklus Protokolii

Adim Sicaklik Derecesi Zaman
Primer Extension 25°C 5-10 min
Reverse Transcription 50°C 5 min
Enzyme Inactivation 85°C 5 min

Reaktifler oda sicakliginda ¢ozdiiriildii ve her bir reaktif hafif¢e vortekslenerek

karistirildi. Her bir reaksiyonda toplamda 1’er pug RNA kullanildi. Tablo 3.4’te yer alan

reaksiyon bilesenleri {iriiniin bilgi regetesine uygun oranda karistirildi. Meydana gelen

reaksiyon karigimi Tablo 3.5’te yer alan protokole uygun olacak sekilde Thermo Fisher
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MiniAmp Plus Thermal Cycler cihazinda inkiibe edildi. Sentezlenen cDNA’lar gen

ekspresyonu analizlerinde kullanilmak iizere -20°C dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.10.4. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-

PCR) Analizi

A549 hiicrelerinin deney gruplarinda E-cadherin, N-cadherin, vimentin, SMAD 2,

SMAD 3 ve NLRP3 genlerinin ekspresyon seviyeleri qRT-PCR yontemi ile analiz

edilmistir. Bu genlerin ekspresyonlarinda olusan degisimleri arastirmak icin kullanilan

primer baz dizileri Tablo 3.6’te yer almaktadir. Housekeeping primeri olarak GAPDH

kullantlmistir.

Tablo 3.6: Primer baz dizileri

Genlerin Primer Kodlar: Baz Dizileri (5°—3’)
GAPDH F: CTGGGCTACACTGAGCACC
R: AGTGGTCGTTGAGGGCAATG
E-Cadherin F: TTCAATCCCACCACGTACAAG
R: GCTGTTTTCAAAATGCCATCGT
N-Cadherin F: GAGTTTACTGCCATGACGTTTT
R: CAGCAACAGTAAGGACAAACAT
Vimentin F: AGTCCACTGAGTACCGGAGAC
R: CATTTCACGCATCTGGCGTTC
SMAD-2 F: ACCAGTTTTGCCTCCAGTATTA
R: TCAACTGTTGGTCACTTGTTTC
SMAD-3 F: CCCAGAGCAATATTCCAGAGAC
R: GCAGGTCCAAGTTATTATGTGC
NLRP-3 F: CCACAAGATCGTGAGAAAACCC
R: CGGTCCTATGTGCTCGTCA

Calismada Tablo 3.7°de yer alan HOT FIRE Pol® Solis BIODYNE qPCR Mix

kullanilmis olup bilesenler {iriiniiniin kullanim yonergesi takip edilecek sekilde bir PCR



59

tiipiinde birlestirilmistir. Her reaksiyonda toplam hacim 20 pL olacak sekilde reaksiyon
basma 2’ser pL cDNA, 10’ar uL. qPCR Supermix ve 0.5’er pL forward ve reverse
primerler ilave edilmis oldu. Meydana gelen karisim Tablo 3.8’de yer alan termal siklus

sartlar1 altinda Rotor Gene Q (QIAGEN) pcr cihazinda inkiibe edildi.

Tablo 3.7: qPCR i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

Kullamilan Madde Miktar (ul) | Final
Konsantrasyon

HOT FIREPol SolisGreen qPCR Mix(5x) | 4 Ix
Forward Primer (10 pM) 0.16-0.5 pl 80-250nM
Reverse Primer (10 uM) 0.16-0.5 pul 80-250nM
DNA template variable variable
H20 PCR grade Up to 20ul
Total 20ul

Tablo 3.8: Real Time PCR cihaz protokolii
Siklus Adimi Sicakhik (°C) | Zaman Siklus
ilk aktivasyon 95°C 10 min 1
Denaturasyon 95°C 10 second
Primerlerin 60°C -65°C 20 second 40
Baglanmasi ve
Zincirin Uzamasi
Ekstensiyon 72°C 20 second

Amplifikasyon isleminin sonunda gen ekspresyonlarinda olusan degisiklikleri
belirlemek amaciyla relatif kantitasyon analizleri Rotor Gene Q (QIAGEN) PCR cihazi
ile, cihazda daha once optimizasyonu yapilmis programa uygun olacak sekilde

gerceklestirildi. Erime egrisi analizi yapilarak amplifikasyonunun 6zgiinliigii kontrol
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edildi. Gen ifadesi diizeyleri housekeeping genlerine goére optimize edildi. Elde edilen

veriler goreceli ekspresyon ACt yontemi kullanilarak hesaplandi.

3.2.11. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical Package for Social Sciences for
Windows, Release ver. 29.0) paket programindan yararlanilmistir. ilk asamada yara
iyilesme deneyi bulgular1 ortalama ve standart sapma tablosu ile incelenerek siitun grafigi
ile gorsellestirilmistir. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile
incelenmis ve p degerlerinin 0,05 iizerinde ¢ikmasiyla normal dagilim varsayiminin
saglandigi ispatlanmistir. Bu baglamda deney sonuclarinin sayisal degerlerin farklilasmasi
Anova testi ile aragtirllmistir. Coklu karsilastirmalar i¢in pcr ve yara yeri deneyinde post-
hoc testlerden Tukey testi, immiinositokimyasal boyama deneyi i¢in LSD testleri
kullanilmistir. Elde edilen sonuglara bakilarak hangi gruplar arasinda fark oldugu
incelenmistir. Tim analizler, istatistiksel yazilim kullanilarak gergeklestirilmistir ve

anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. GLA Doz Belirleme Deneyi Bulgulari

4.1.1. MTT Analizi ve GLA’nin IC50 Degerinin Hesaplanmas
Glaucocalyxin A’nin A549 hiicre hattindaki sitotoksik etkileri MTT deneyi ile

analiz edilmistir. A549 hiicreleri 96 kuyucuklu plateye ekildi ve artan konsantrasyonlarda
Glaucocalyxin A (0, 5, 10, 20, 40 pM) kuyucuklara ileve edildi. Deney {i¢ tekrarli olacak
sekilde calisildi. Hiicreler 24 saatlik ve 48 saatlik olacak sekilde inkiibe edildi.
Spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda yapilan degerlendirme neticesinde elde edilen
veriler hesaplandi. Kontrol grubunda canlilik %100 olarak referans alinarak tim
gruplardaki hiicre canlilik oranlar1 hesaplandi. Incelenen sonuglar neticesinde

Glaucocalyxin A’nin inhibe edici konsantrasyon (IC 50) degeri 10 uM olarak belirlendi.

Tablo 4.1: Gruplar Arasinda MTT Degerlendirme Siirecinin Karsilastirmast

MTT Analizi X sd p
Kontrol 100 0 <0,0001*
5uM 62,39 6,025

10 pM 47,67 2,486

20 pM 40,09 1,85

40 pM 28,41 5,635

Anova Analizi *p<0,05

MTT degerlendirme siirecine iliskin yapilan varyans analizi (ANOVA) sonuglari,
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugunu goéstermektedir
(p<0,0001). (Tablo 4.1) Bu durum, uygulanan farkli konsantrasyonlar arasinda hiicre

canlilig1 agisindan 6nemli bir fark oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 2.1: Deney gruplarinda zaman igerisinde MTT sonuglar1 degisimi

Grafikte deney gruplarinda zaman igerisinde MTT sonuclarinin degisimi
gosterilmektedir (Sekil 4.1). Kontrol grubunda hiicre canliligi 24. ve 48. saatlerde 100
olarak belirlenmistir. 5 uM konsantrasyonunda uygulanan grupta hiicre canlilik oran1t GLA
uygulanan diger gruplara kiyasla anlamli olarak yiiksek dl¢tilmiistiir (p<<0,0001). 10 uM,
20 uM ve 40 uM konsantrasyonlarinda ise hiicre canliliginda belirgin bir azalma
gbzlemlenmis, bu etki kontrol grubuna kiyasla 6zellikle 40 uM grubunda en diisiik
seviyeye diismiistiir (p<0,0001). 24. saatte ve 48. saatte IC50 degerine en yakin deger 10
uM GLA dozunda belirlenmistir.



4.1.2. Hiicre Morfolojisinin inverted Mikroskop Altinda Incelenmesi

63

Sekil 4.2: Deney gruplarinin 24. saatteki morfolojisi (x20 biiyiitme)
(a: Kontrol, b: TGF-B, c: GLA, d: TGF-B+GLA)



Sekil 4.3: Deney gruplarinin 48. saatteki morfolojisi (x20 biiyiitme)

(a: Kontrol, b: TGF-B, c: GLA, d: TGF-B+GLA)
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Kontrol grubunda hiicreler poligonal sekilde olup hiicrelerde bol miktarda
sitoplazma goriildii (Sekil 4.2a ve Sekil 4.3a). Ayrica hiicrelerin birbirleriyle temas halinde
olmasmin hiicreler arasi kuvvetli baglantt kompleksleri araciligiyla saglandigini,

boylelikle hiicrelerin morfolojisinin epitelyal karakterde olabilecegi gézlemlendi.

TGF-p grubundaki hiicrelerin sitoplazmalarinin daralip igsi bir goriiniim kazandig1

goriildii (Sekil 4.2b ve Sekil 4.3b).

GLA grubundaki hiicelerin 6nemli miktarda dejenere oldugu ve morfolojilerinde

farkliliklar meydana geldigi gozlemlenmistir (Sekil 4.2¢ ve Sekil 4.3c¢).

TGF-B ve GLA grubunda ise hiicre yogunlugunun azaldigi, ayrica hiicrelerin
epitelyal goriinlimiiniin biiylik 6l¢iide korunmus olmakla birlikte az miktarda igsi formda

hiicrelerin de bulundugu goriildii (Sekil 4.2d ve Sekil 4.3d).

4.2. Yara Yeri (Hiicre Gocii) Deneyi Bulgulari

4.2.1. Gruplar Arasinda Yara Iyilesme Siirecinin Karsilastirilmasi

Tablo 4.2: Gruplar arasinda yara iyilesme silirecinin karsilagtirmasi

X (um?) sd (um?) P
Kontrol 1.816.966 406.646 0,0191*
TGF-B 1.245.076 837.680
GLA 2.412.322 93.156
TGF-B+GLA 2.233.670 67.758

Anova Analizi *n<0,05

Yara iyilesme siirecinin gruplar arasindaki farkliliklarini degerlendirmek amaciyla
yapilan varyans analizi (ANOVA) sonuglarina gore, gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark oldugu belirlenmistir (p = 0,0191). (Tablo 4.2)



Tablo 4.3: Gruplarin belirli saatlerdeki yara yeri alaninin Tukey testi ile ¢oklu
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karsilastirilmasi
Mean Difference
Karsilastirilan Gruplar (Yara yeri alani) pm? p

Kontrol - TGF-B 511.855 (1)
Kontrol - GLA 413.703 ()

o4 saat |Kontrol - TGF-B+GLA 262.237 (]) <0,0001*
TGF-B - GLA 925.559 (])
TGF-B - TGF-B+GLA 774.092 (})
GLA - TGF-B+GLA 151.467 (1)
Kontrol - TGF-B 729.305 (1)
Kontrol - GLA 880.396 (|)

48 saat Kontrol - TGF-B+GLA 649.339 (1) <0.0001*
TGF-B - GLA 1.609.701 ({)
TGF-B - TGF-B+GLA 1.378.644 (1)
GLA - TGF-B+GLA 231.057 (1)
Kontrol - TGF-B 1.046.214 (1)
Kontrol - GLA 1.085.286 (|)

79 saat Kontrol - TGF-B+GLA 754.297 (1) <0.0001*
TGF-p - GLA 2.131.500 ()
TGF-B - TGF-B+GLA 1.800.511 (J)
GLA - TGF-p+GLA 330.989 (1)

Tukey Testi ile Coklu Karsilastirma Sonuglart *p<0,05



67

= g
- [ ) [

Yara Yeri Alani (milyon pm?)

o
&)

0O.saat 24.saat 48.saat 72.saat

Zaman

BKONTROL MTGF-B MGLA mTGF-B+GLA

Sekil 4.4: Deney gruplarinin zaman igindeki yara yeri alan1 degisimi

Tablo ve grafikte, deney gruplarinin zaman igerisindeki yara yeri alan1 degisimi
gosterilmektedir (Tablo 4.3, Sekil 4.4). 24. saatte, kontrol grubuna kiyasla TGF-
grubunda yara agikliginin belirgin sekilde kapandig dikkat cekmektedir (p<0,0001). GLA
ve TGF-B + GLA gruplarinda ise yara yeri alaninin kontrol ve TGF- B gruplarina gore
daha yiiksek seviyelerde oldugu gézlemlenmektedir (p <0,0001). 72. saatte ise; TGF-3
grubunda yara yeri alani tiim gruplara oranla en diisiik seviyede iken (p<0,0001), kontrol
grubunda orta diizeyde bir iyilesme goriilmektedir. GLA grubu 72. saatte en yliksek yara
yeri alanina ulagmistir (p<0,0001). TGF-B + GLA grubunda ise 24. saatten sonra yara yeri
alaninda minimal azalma goriilse de 48. ve 72. saatlerdeki yara agiklig1 kontrol grubuna
gore anlamli olarak yiiksek dl¢iilmiistiir (p<0,0001). Gruplarin zaman igindeki yara yeri
alanindaki degisimlerin invert mikroskop altindaki goriintiileri Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil
4.7 ve Sekil 4.8’de verilmistir.
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48. saat 72. saat

Sekil 4.6: TGF-f grubunun zaman i¢indeki yara yeri alan1 degisimi (x4 biiyiitme)
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Sekil 4.7: GLA grubunun zaman igindeki yara yeri alan1 degisimi (x4 biiyiitme)
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0. saat 24, saat

Sekil 4.8: TGF-B + GLA grubunun zaman i¢indeki yara yeri alan1 degisimi (x4 biiyiitme)

4.2.2. Gruplarin Zamana Bagh Yara Ac¢iklig1 Bulgulan
Bu béliimde kontrol, TGF B, GLA ve TGF B + GLA gruplarmin kendi iginde

zamana bagli dagilimlar aragtirllmistir. Gruplarin zaman igindeki degisimleri siitun

grafigi ile gorsellestirilmistir. Elde edilen bulgular Tablo 4.4’te gosterilmistir.



Tablo 4.4: Gruplarin zamana bagli yara yeri alan1 degisimi
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Grup (I) Zaman x+sd (um?) p
0. saat 2.271.5224+200,00 <0,0001*
Kontrol 24. saat 2.033.483+200,0
48. saat 1.574.733+£200,0
72. saat 1.388.125+100,0
0. saat 2.271.339+152,8 <0,0001*
24. saat 1.521.628+152,8
TGHp 48. saat 845.428+152,8
72. saat 341.911+£100,0
0. saat 2.273.561+251,7 <0,0001*
24. saat 2.447.186+152,8
GLR 48. saat 2.455.128+102,6
72. saat 2.473.411£152,8
0. saat 2.272.467+450,9 <0,0001*
24. saat 2.295.719+251,7
TGF-p+GLA 48. saat 2.224.072+79,92
72. saat 2.142.422+152,8

Anova Analizi  *p<0,05

Tabloda, gruplarin zamana bagl yara agikliginin ortalama degerleri verilmistir.

(Tablo 4.4) Deney gruplarma ait dlgiimler belirli saatlerde alinmistir. Her grubun belirli

saatlerdeki ortalama degeri (X+sd) ve istatistiksel anlamlilik (p) bulgulari sunulmustur.

Kontrol ve TGF-B gruplarinda yara yeri alaninin kademeli bir sekilde kapandigi

goriilmektedir (p<0,0001). GLA grubunda ise yara alan1 kapanmamakla birlikte zamanla

artmistir (p<<0,0001). TGF- + GLA grubunda yara yeri alan1 24. saatte en yliksek degerine

ulagsmig, daha sonra ise minimal bir kapanma egilimi gdstermigse de 72. saatte kontrol

grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide yiliksek bulunmustur (p<0,0001).
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Sekil 4.9: Kontrol grubunda zaman igerisinde yara yeri alanindaki degisim
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Sekil 4.10: TGF-B grubunda zaman igerisinde yara yeri alanindaki degisim
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Sekil 4.11: GLA grubunda zaman igerisinde yara yeri alanindaki degisim
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Sekil 4.12: TGF-p +GLA grubunda zaman igerisinde yara yeri alanindaki degisim
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Tablo 4.5: Gruplarin zamana bagli yara iyilesmesinin Tukey testi ile ¢oklu karsilastirilmast

Saatler Arasi Mean Diff. (Yara Yeri Alam)
Karsilagtirma (um?) p
KONTROL 0.saat- 24. saat 238.039 () <0,0001*
0.saat- 48. saat 696.789 ()
0.saat- 72. saat 883.397 ()
24 .saat- 48. saat 458.750 ()
24.saat- 72. saat 645.358 (])
48.saat- 72. saat 186.608 ()
TGF-g 0.saat- 24. saat 749.712 () <0,0001*
0.saat- 48. saat 1.425.912 (})
0.saat- 72. saat 1.929.428 (])
24.saat- 48. saat 676.200 ()
24.saat- 72. saat 1.179.717 ()
48.saat- 72. saat 503.517 (})
GLA 0.saat- 24. saat -173.625 (1) <0,0001*
0.saat- 48. saat -181.567 (1)
0.saat- 72. saat -199.850 (1)
24 saat- 48. saat -7.942 (1)
24.saat- 72. saat -26.225 (1)
48.saat- 72. saat -18.283 (1)
TGF-p+GLA 0.saat- 24. saat -23.253 (1) <0,0001*
0.saat- 48. saat 48.395 ()
0.saat- 72. saat 130.044 (})
24 saat- 48. saat 71.648 (|)
24 .saat- 72. saat 153.297 (})
48.saat- 72. saat 81.650 (])

Tukey Testi ile Coklu Karsilastirma Sonuglart *p<0,05
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Tablo ve grafikler incelendiginde, zamana bagh yara yeri alanindaki degisimler
gruplar arasinda farkliliklar bulunmustur. (Tablo 4.5, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11,
Sekil 4.12) Kontrol ve TGF-p gruplarinda saatler arasindaki karsilagtirmalarin pozitif ve
anlamli bulunmasi, baslangigtaki yara yeri alaninin zamanla kii¢iildiiglinii géstermektedir

(p<0,0001).

GLA grubunda yara yeri alanindaki degisimlerin negatif ve anlamli bulunmasi
baslangictaki yara yeri alaninin zamanla kii¢iilmedigini, aksine arttigini géstermektedir

(p<0,0001).

TGF-B+GLA grubunda ilk 24. saatte kiiciilen yara yeri alaninin 48. saatte artmasi
Glaucocalyxin A maddesinin bir siire sonra TGF-f’ya kars1 olan etkinligini kaybetmeye
basladigin1  gdstermektedir (p<0,0001). Yine de TGF-B’ya kiyasla TGF-p+GLA
grubundaki final yara yeri alan1 6nemli dl¢iide yiiksek bulunmustur (p<0,0001).

Tiim bu veriler degerlendirildiginde en hizli yara yeri kapanma siireci TGF-f3
grubunda saptanmistir ve GLA uygulamasinin bu kapanmayi énemli 6l¢iide dnlemeye

calistig1 goriilmiistiir.

4.3. Indirekt immiinositokimyasal Boyama Deneyi Bulgular

Bu boéliimde kontrol, TGF-B, GLA, TGF-f + GLA gruplarinin kendi i¢inde
immiinositokimyasal (E-cadherin, N-cadherin, vimentin, NLRP3, p-SMAD 2/3)
dagilimlar1 arastirllmistir. Deney gruplart arasinda anlamli farklilik saptanmigtir
(p<0,0001). Gruplarin immiinoskitokimyasal skorlar1 siitun grafigi ile gorsellestirilmistir.

Elde edilen bulgular Tablo 4.6’da gosterilmistir.



Tablo 4.6: Gruplarin immiinositokimyasal veri dagilimlari
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GRUPLAR x+sd p
E-cadherin Kontrol 296,9+1,222 <0,0001*
TGF-B 122,8+1,609
GLA 316,2+1,834
TGF-p +GLA 314,3+0,7937
N-cadherin Kontrol 135,143,732 <0,0001*
TGF-B 290,7+2,452
GLA 128+4,852
TGF-p +GLA 193+3,592
Vimentin Kontrol 135,441,442 <0,0001*
TGF-B 312,3+1,652
GLA 129,942,401
TGF-p +GLA 139,2+2.2
p-SMAD 2/3 Kontrol 123,1+1,706 <0,0001*
TGF-B 304,1+£2,427
GLA 116,5+1,947
TGF-f +GLA 178,442,811
NLRP3 Kontrol 138,4+2,060 <0,0001*
TGF-B 294,142,774
GLA 129+1,680
TGF-f +GLA 156,8+2,406

Anova Analizi *p<0,05

Tabloda belirteclerin gruplardaki immiinositokimyasal boyanma diizeylerinin

ortalama ve standart sapmasi verilmistir. (Tablo 4.6) Gruplar arasinda anlamli farklilik
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tespit edilmis olup (p<0,0001) bu degisimin hangi gruplar arasinda oldugunun saptanmasi

amaciyla LSD testi yapilmustir.

Tablo 4.7: Gruplar arasinda immunositokimya goézlemlerinin LSD testi ile ¢oklu

karsilastirilmasi
onta- | Gom- | ry | GE- | GET e
+GLA) +GLA) p+GLA
E-cadherin <0,0001* <0,0001* <0,0001* <0,0001* | <0,0001* 0,1463
N-Cadherin <0,0001* 0,0484* <0,0001* <0,0001* | <0,0001%* <0,0001*
Vimentin <0,0001* 0,0092* 0,0452%* <0,0001* | <0,0001%* 0,0004*
p-SMAD 2/3 <0,0001* 0,0073* <0,0001* <0,0001* | <0,0001%* <0,0001*
NLRP3 <0,0001* <0,001* <0,0001* <0,0001* | <0,0001%* <0,0001*

LSD Testi ile Coklu Karsilagtirma Bulgular: *p<0,05

LSD testi ile gerceklestirilen ¢oklu karsilastirma analizine gore, gruplar arasinda

immiinositokimyasal belirteglerin ekspresyon seviyelerinde genel olarak istatistiksel

anlamli farkliliklar tespit edilmistir (p<<0,05). (Tablo 4.7)
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4.3.1. E-Cadherin
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Sekil 4.13: E-cadherin immiinositokimyasal analizinin gruplara gére dagilimi

Grafikte, farkli deney gruplarinda E-cadherin seviyelerinin degisimi
gozlemlenmektedir. (Sekil 4.13) Kontrol grubunda yiiksek seviyede bulunan E-cadherin,
TGF-B uygulamast sonrasinda belirgin bir diisiis gostermektedir (p<0,0001). GLA
uygulamasinin, kontrol grubuna kiyasla E-cadherin seviyesinde anlamli bir artis
goriilmektedir (p<0,0001). TGF-f+GLA grubunda ise E-cadherin seviyesi, kontrol
grubuna kiyasla artmistir (p<0,0001), bununla birlikte GLA grubu ile aralarinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir (p=0,1463).
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4.3.2. N- Cadherin
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Sekil 4.14: N-cadherin immiinositokimyasal analizinin gruplara gére dagilimi

Grafikte farkli deney gruplarinda N-cadherin seviyelerinin = degisimi
incelenmektedir (Sekil 4.14). Kontrol grubuna kiyasla TGF-p uygulamasi sonrasinda N-
cadherin diizeyinde belirgin bir artig goriilmektedir (p<0,0001). GLA grubunda N-
cadherin seviyesinde ise kontrol grubuna kiyasla anlamli bir diisiis gozlenmistir
(p=0,0484). TGF-B+GLA grubunda N-cadherin seviyesinin, TGF- grubuna kiyasla
belirgin olarak diistiigii belirlenmistir (p<0,0001).
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4.3.3. Vimentin
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Sekil 4.15: Vimentin immiinositokimyasal analizinin gruplara gore dagilimi

Grafikte farkli deney gruplarinda vimentin seviyelerinin degisimi incelenmektedir.
(Sekil 4.15) Kontrol grubuna kiyasla TGF-B3 uygulamasi sonrasinda vimentin diizeyinde
belirgin bir artis goriilmektedir (p<0,0001). GLA grubunda vimentin seviyesinin kontrol
grubuna kiyasla anlamli diizeyde diistiigii goriilmektedir (p=0,0092). TGF-p ile birlikte
GLA uygulandiginda ise vimentin seviyesinin TGF- grubuna kiyasla belirgin bir sekilde
azaldig1 (p<0,0001) kaydedilmistir.
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4.3.4. p-SMAD 2/3
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Sekil 4.16: p-SMAD 2/3 immiinositokimyasal analizinin gruplara gore dagilimi

Grafikte farkli deney gruplarinda p-SMAD 2/3 seviyelerinin degisimi
incelenmektedir. (Sekil 4.16) Kontrol grubunda bazal seviyede bulunan p-SMAD 2/3,
TGF-B uygulamasi ile belirgin bir artis gdstermektedir (p<0,0001). GLA grubunda ise p-
SMAD 2/3 seviyesi kontrol grubuna oranla anlamli olarak diigiik bulunmustur (p=0,0073).
TGF-B+GLA uygulandig1 grupta p-SMAD 2/3 diizeyinin TGF-f uygulanan gruba kiyasla
onemli dlglide azaldig1 saptanmistir (p<0,0001).
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4.3.5. NLRP3
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Sekil 4.17: NLRP3 immiinositokimyasal analizinin gruplara gore dagilim1

Grafikte farkli deney gruplarinda NLRP3 seviyelerinin degisimi incelenmektedir.
(Sekil 4.17) Kontrol grubuna kiyasla TGF- grubunda NLRP3 diizeyinde belirgin bir artis
goriilmektedir (p<0,0001). GLA uygulamasi1 NLRP3 seviyesinde kontrol grubuna kiyasla
onemli 6l¢iide diislise neden olmustur (p<0,001). TGF-f ile birlikte GLA uygulandiginda
ise NLRP3 seviyesinin TGF- uygulanan gruba kiyasla belirgin bir sekilde azaldigi
(p<0,0001) gozlenmistir.
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4.3.6. Gruplar Arasindaki Immiinositokimyasal Boyanma Diizeyi
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Sekil 4.18: Immiinositokimyasal analizin ortalama degerinin gruplara gore dagilimi

E-cadherin, N-cadherin, vimentin, NLRP3 ve p-SMAD 2/3 belirteclerinin
ortalama degerlerinin deney gruplardaki diizeyi sekilde gosterilmistir (Sekil 4.18). E-
cadherin diizeyi TGF-3 grubunda en diisiik seviyede 0l¢iiliirken, GLA grubunda en yiiksek
seviyede belirlenmistir. N-cadherin ve vimentin diizeyleri diger gruplara kiyasla TGF-f
grubunda anlamli olarak yiikseldigi, GLA uygulamasinin ise bu yiikselisi baskiladigi
bulunmustur. p-SMAD ve NLRP3 diizeyleri TGF-f grubunda en yiiksek seviyede
kaydedilmis olup GLA uygulanmasinin bu artis1 6nemli 6l¢lide diisiirdiigli gdzlenmistir.
Immiinositokimyasal analizde gruplar arasindaki boyanma diizeylerinin 151k mikroskobu
altindaki goriintiileri asagida yer almaktadir. (Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22,
Sekil 4.23)



Sekil 4.19: E-cadherin immiinositokimyasal boyamasinin gruplara gore dagilim1

(A: Kontrol, B: TGF-B, C: GLA, D: TGF-B+GLA x20 biiyiitme)
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Sekil 4.20: N-cadherin immiinositokimyasal boyamasinin gruplara gére dagilimi (A:
Kontrol, B: TGF-B, C: GLA, D: TGF-B+GLA x20 biiyiitme)
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Sekil 4.21: Vimentin immiinositokimyasal boyamasinin gruplara gore dagilimi (A:
Kontrol, B: TGF-B, C: GLA, D: TGF-B+GLA x20 biiyiitme)
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Sekil 4.22: p-SMAD 2/3 immiinositokimyasal boyamasinin gruplara gére dagilimi (A:
Kontrol, B: TGF-B, C: GLA, D: TGF-B+GLA x20 biiyiitme)
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Sekil 4.23: NLRP3 immiinositokimyasal boyamasinin gruplara gore dagilimi (A:
Kontrol, B: TGF-, C: GLA, D: TGF-B+GLA x20 biiyiitme)

4.4. qRT-PCR Analizi

GAPDH, E-cadherin, N-cadherin, vimentin, SMAD2, SMAD3 ve NLRP3 rolatif
gen diizeyleri PCR yontemiyle analiz edilmisti. GAPDH housekeeping geni olarak
kullanildig1 i¢in gen ekspresyon analizinde normalize edici bir referans olarak
degerlendirilmistir. Tukey testi ile gerceklestirilen ¢oklu karsilagtirma analizine gore

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir (p<<0,0001).
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Sekil 4.24: E-cadherin ekspresyon degisiminin deney gruplarinda karsilastirilmasi

Grafikte E-cadherin mRNA diizeyinin deney gruplarindaki degisimi
gosterilmektedir. (Sekil 4.24) Kontrol grubunda belirli bir diizeyde ifade edilen E-
cadherin, TGF-B grubunda en diisiik diizeyde eksprese edilmistir. GLA grubunda
ekspresyon diizeyi tiim gruplara kiyasla en yiiksek seviyede belirlenmistir. TGF-+GLA
grubunda ise kontrol grubuna gore ekspresyon diizeyinde artis gdzlenmistir. Bu sonuglar,
E-cadherin gen ifadesinin GLA grubunda en istikrarl diizeye ulagtigini, TGF-$ grubunda
ise belirgin bir sekilde azaldigin1 gostermektedir (p<0,0001).
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Sekil 4.25: N-cadherin ekspresyon degisiminin deney gruplarinda karsilagtirilmasi

Grafikte N-cadherin mRNA diizeyinin deney gruplarindaki degigimi
gosterilmektedir. (Sekil 4.25) Kontrol grubunda belirli bir seviyede eksprese edilen N-
cadherin, TGF-B grubunda belirgin bir artig sergilemektedir. TGF-f+GLA grubunda ise
bu artig onemli dl¢lide baskilanmistir. N-cadherin diizeyinin en diisiik oldugu grup GLA
olarak saptanmistir. Bu veriler TGF-f grubunda artan N-cadherin ekspresyonunun TGF-

B+GLA grubunda belirgin bir sekilde azaldigin1 ortaya koymaktadir (p<<0,0001).
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Sekil 4.26: Vimentin ekspresyon degisiminin deney gruplarinda karsilastirilmasi

Grafikte vimentin - mRNA  diizeyinin deney gruplarindaki  degisimi
gosterilmektedir. (Sekil 4.26) Kontrol grubunda belirli bir diizeyde ifade edilen vimentin,
TGF-B grubunda en yiiksek seviyeye ulagsmistir. TGF-B+GLA grubunda ise bu artisin
anlaml 6l¢iide ontine gecildigi goriilmektedir. Vimentin gen diizeyinin en diisiik oldugu
grup GLA olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar, kontrol grubuna kiyasla TGF-p
grubundaki vimentin gen diizeyinin belirgin sekilde arttigimi, GLA ve TGF-B+GLA
grubundaki gen diizeylerinin ise TGF-f grubuna kiyasla énemli 6l¢iide baskilandigini

ortaya koymaktadir (p<0,0001).
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Sekil 4.27: SMAD 2 ekspresyon degisiminin deney gruplarinda karsilastirilmasi

Grafikte  SMAD 2 mRNA diizeyinin deney gruplarindaki degisimi
gosterilmektedir. (Sekil 4.27) Kontrol grubunda bazal diizeyde eksprese edilen SMAD 2,
GLA grubunda belirgin sekilde baskilanmistir. Kontrol grubuna kiyasla TGF- grubunun
SMAD 2 gen diizeyinde yiiksek seviyede artis kaydedilmistir. TGF-B+GLA grubunda bu
yiikselis onemli 6l¢iide baskilanmis olmakla birlikte SMAD 2 gen diizeyi kontrol grubuna
kiyasla yiiksek seyretmistir. Bu veriler, SMAD 2 gen diizeyinin deney gruplar arasinda
anlaml olarak degiskenlik gosterdigini ve TGF-3 grubunda en yiiksek seviyede belirlenen
gen ifadesinin GLA grubunda belirgin sekilde baskilandigini ortaya koymaktadir
(p<0,0001).
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Sekil 4.28: SMAD 3 ekspresyon degisiminin deney gruplarinda karsilastirilmasi

Grafikte  SMAD 3 mRNA diizeyinin deney gruplarindaki degisimi
gosterilmektedir. (Sekil 4.28) Kontrol grubunda belirli bir diizeyde eksprese edilen
SMAD 3, GLA grubunda belirgin sekilde baskilanmistir. Tiim deney gruplarina kiyasla
TGF-B grubunun SMAD 3 gen diizeyinde yiiksek seviyede artis kaydedilmistir. TGF-
f+GLA grubunda bu yiikselis Onemli o6l¢iide baskilanmis olmakla birlikte gen
ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla yiiksek seyretmistir. Bu veriler, SMAD 3 gen
ekspresyonunun deney gruplari arasinda anlamli olarak degiskenlik gosterdigini ve TGF-
B grubunda en yiiksek seviyede belirlenen gen ifadesinin GLA grubunda belirgin sekilde
baskilandigin1 géstermektedir (p<0,0001).
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Sekil 4.29: NLRP 3 Ekspresyon Degisiminin Deney Gruplarinda Karsilastirilmasi

Grafikter  NLRP3 mRNA diizeyinin deney gruplarindaki  degisimi
gosterilmektedir. (Sekil 4.29) Kontrol grubunda belirli bir seviyede eksprese edilen
NLRP3, TGF-B grubunda anlamli bir artig gostermistir. GLA grubundaki NLRP3 mRNA
seviyesi kontrol grubuna kiyasla belirgin sekilde azalmistir. TGF-B+GLA grubunda
NLRP3 ekspresyonunun TGF-B grubuna gore anlamli olarak azaldigi gézlenmistir. Bu
sonuglar, NLRP3 ekspresyonunun deney gruplari arasinda belirgin sekilde degiskenlik
gosterdigini ve TGF-B grubunda en yliksek seviyede dlgiilen NLRP3 mRNA miktarinin
GLA grubunda en diisiik seviyeye indigini ortaya (p<0,0001).
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5. TARTISMA

EMT; embriyonik gelisim, yara onarimi, fibrozis, timdr invazyonu ve metastazi gibi
olaylarda isleyen bir siirectir ve TGF- B/SMAD, bu siirecte gorev alan esas sinyal
mekanizmalarindandir (107, 139). EMT mekanizmasinin akciger fibrozisi ve akciger
kanserinin ilerlemesine zemin hazirladig1 bilinmektedir (140). Glaucocalyxin A, Rabdosia
bitkisinden elde edilen antiinflamatuar, antifibrotik ve antitiimdral niteliklere sahip
diterpenoid tiirevi bir bilesiktir (138). Biz de ¢alismamizda TGF- B ile EMT modeli
olusturulmus akciger adenokanser hiicre hatti iizerinde Glaucocalyxin A’nin etkisini

inceledik.

Calismamizda suni yara yeri alani olusturarak A549 hiicrelerinin go¢ kapasitesini
inceledik. Kontrol grubunda yara alaninin kademeli sekilde kapandigin1 gordiik. TGF- 3
grubunun yara yeri iyilestirme kapasitesini tiim gruplara kiyasla anlamli olarak daha
yiiksek bulduk. 10 uM Glaucocalyxin A uygulanan GLA grubunda yara alani
kapanmamis, aksine kademeli sekilde artmis olup 72. saatte yara agikligi en yiiksek
seviyeye ulasmistir. TGF- B+ GLA grubunda ise baslangigta yara alani az bir miktar
acilmis, 72. saatte ise minimal diizeyde kapanma egilimi gostermistir. Bununla birlikte her
iki grubun 72. saatte yara yeri alani, kontrol ve TGF- B gruplarina gére anlamli olarak

yuksek bulunmustur.

Bizim calismamiza paralel olarak Chen ve ark. (141) epitelyal over kanseri hiicre
hattinda (SKOV3) yara yeri modeli olusturmuslar ve GLA’nin yara kapanma siirecini
baskilayarak antimigratuar etkinlik gosterdigini belirtmisler. Ayrica bu ¢alismada in vivo
ksenograft deneyleri neticesinde 8,735 uM dozdaki GLA’nin vitro ve in vivo olarak
epitelyal over kanserinde hiicre proliferasyonunu, invazyonunu ve tiimdr biiyiime siirecini
baskilayabildigini bildirmislerdir. Zhou ve ark. (135) da MGC-803 insan gastrik kanser
hiicre hattinda yaptiklar1t MTT, matrigel invazyon ve migrasyon deneylerinde GLA nin
artan dozlarda (2,5 uM, 5 uM ve 10 uM) hiicre canliligi, go¢ii ve invazyon kapasitesi
tizerinde engelleyici etkiler gosterdigini bulmuslar. Bir baska ¢alismada arastirmacilar 10
uM dozdaki GLA’nin insan gastrik kanser hiicre hatlarinda (HGT-1, SNU-1, SNU-16 ve

NCI-N87) hiicre proliferasyonu, adezyonu ve invazyonu gibi malign davranislar {izerinde
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inhibitor etki gosterdigini gozlemlemisler (142). Bu veriler GLA'nin cesitli kanser
hiicrelerinin ¢ogalma, gd¢ etme ve invazyon yapma yeteneklerini Onleyebildigi

diistindiirmektedir.

Invert mikroskop altinda hiicrelerin morfolojilerini inceledigimizde, TGF- p grubunda
hiicrelerin igsi bir goriiniim kazanarak mezenkimal fenotipe gecmis olabildigini
gozlemledik. GLA grubunda ise kanser hiicrelerinin morfolojilerinin dejenere oldugunu,
hiicrelerin bir kisminin 6lerek hiicreler arasi agikligin arttigin1 gordiik. Buna ek olarak,
TGF- B+GLA grubunda bir kisim hiicrelerin igsi fenotipe ge¢cmeye c¢alistigini, ancak
Glaucocalyxin A’nin bu geg¢isi geri ¢cevirebildigini diisiindiik. Nitekim Zhang ve ark. (143)
invert mikroskopta A549 hiicrelerine 5 ng/ml ve 20 ng/ml TGF- uyguladiklarinda
hiicrelerin EMT benzeri morfolojik degisim gecirdigini gozlemlemisler. Yine aymi
calismada immiinofloresan boyamada TGF-B ile uyarilan profibrotik degisimi, cesitli
fibrotik (a-SMA ve kolajen), mezenkimal (vimentin ve slug) ve epitelyal (klaudin-1 ve
Z0-1) biyobelirteglerini kantitatif analizi ile daha da dogruladiklarini ifade etmisler.
Ozellikle, 5 ng/ml ve 20 ng/ml TGF-B uygulanan gruplarda EMT belirteglerinin ifade
diizeyleri arasinda anlamli bir fark gostermedigini ve 5 ng/ml TGF-B'nin akciger epitel

hiicrelerinde EMT fenotipini indiiklemek i¢in yeterli olabildigini vurgulamislar (143).

Calismamizda E-cadherin, N-cadherin ve vimentin belirteclerini indirekt
immiinositokimyasal boyama ve qRT-PCR analizi ile degerlendirdik. Immiinositokimya
deneyimizde diger gruplara kiyasla TGF- B grubunda E-cadherin ekspresyonunu en
diisiik, N-cadherin ve vimentin ekspresyonunu ise en yliksek diizeyde gozlemledik. GLA
ve TGF- B+GLA gruplarinda ise E-cadherin seviyesini kontrol grubuna oranla bir miktar
yiiksek bulmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli bir fark saptamadik. Ek olarak TGF-
B+GLA grubunda N-cadherin ve vimentin diizeyi TGF- B grubuna kiyasla anlaml1 olarak
diisiik bulduk.

Calismamiza benzer sekilde Feng ve ark. (144) da A549 hiicre hattinda TGF-p ile
EMT modeli olusturmuslar ve immiinfloresan teknigiyle dogal kumarin olan osthole
bilesiginin E-cadherin diizeyinde artis saglayip N-cadherin diizeyini baskiladigini,

bdylelikle EMT siirecini dnemli dlgilide tersine ¢evirdigini incelemigler. Myong ve Na-
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Hye (145), serviks kanseri hastalarinin doku 6rneklerini immiinohistokimyasal analiz
yontemiyle degerlendirmisler. Karsinoma in situ doku 6rneklerinde E-cadherin kayb1 ve
vimentin ekspresyonunda artis goézlemlemisler. Bu bulgular neticesinde mikroinvaziv
karakterdeki karsinoma in situnun invaziv kansere doniismesinde EMT mekanizmasinin

rol oynayabilecegi sonucuna varmislar.

Gao ve ark. (146) ise western blot yontemi ile bir flovonoid bilesigi olan eriocitrin
tedavisinin akciger A549 ve H1299 hiicrelerinde 6zel hiicre 6liim yolu olan ferroptozu
tetikleyerek E-cadherin ekspresyonunu arttirtp, N-cadherin ve vimentin ekspresyonunu

azaltarak anti-EMT 6zelligi gosterebildigini analiz etmisler.

Wang ve ark. (147) sisplatin direngli A549/DDP hiicreleri iizerinde yaptiklari
immiinositokimya analizinde sisplatin direngli protein (ERCC1) ve vimentin diizeyinde
artis, E-cadherin diizeyinde ise diisiis gdzlemlemisler. Ek olarak 120 KHDAK hastasinin
doku oOrneklerini immiinohistokimyasal olarak incelemisler. Calismada sisplatin ilag
direnci ile ERCCI ve vimentin arasinda pozitif yonde, E-cadherin diizeyi ile negatif yonde
iligki saptamislar. Bu sonuglara dayanarak KHDAK hastalarinda kemorezistansin EMT
stireci ile iligkili olabilecegini 6ne siirmiisler. Bu veriler, GLA nin hiicrelerdeki E-cadherin
diizeyini koruyup N-cadherin ve vimentin gibi mezenkimal belirtegleri baskilayarak

KHDAK hastalarinda ilag direncinin oniine gegebilecegini diisiindiirmektedir.

Yaptigimiz qRT-PCR analizinde E-cadherin gen ekspresyonu TGF- B grubunda en
diisiik seviyede tespit edilmis olup, TGF-B+GLA grubunda da bu diisiisiin 6nlenmeye
calisildigr gozlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla GLA grubunda istatistiksel olarak
anlaml bir artis gézlenmistir. Alaaeldin ve ark. (148) MCF-7 ve MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatlarinda tedavi edilmeyen gruplarda E-cadherin mRNA ekspresyonunu
diisiik bulmuslar, buna ek olarak doksorubisin ve siprofloksasin kalkon tedavisinin ise bu
stireci tersine cevirdigini gozlemlemisler. Nitekim Tavakolian ve ark. (149) da doku
orneklerinde yaptigt qPCR calismasinda meme kanseri dokusunda E-cadherin
ekspresyonunun normal dokuya kiyasla Onemli Olgiide azaldigmi gostermistir.

Calismamizi destekleyen tiim bu arastirmalar 1s18inda biz GLA’nin epitelyal hiicre
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morfolojisinin korunarak akciger adenokanserinde antitiimdral etkinlik gosterebilecegi

kanaatine vardik.

Calismamizda N-cadherin gen ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla TGF- grubunda
anlamli diizeyde yiiksek goriilmiistiir. Bununla birlikte GLA ve TGF-B+GLA gruplarinda
ise N-cadherin gen diizeyi TGF- grubuna kiyasla anlamli olarak diisiik bulunmustur.
Bizim calismamiza benzer sekilde MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin dogal bir
terpen olan alantolactone tedavisi sonucunda N-cadherin gen ekspresyonunun diistiigii

bildirilmistir (150).

Lascombe ve ark. (151) yaptiklar1 immiinohistokimya ve PCR analizlerinde kas
dokusuna invaze olmus iirotelyal karsinomlarda N-cadherin ekspresyonundaki artigin E-
cadherin ekspresyonundaki kayipla iliskili olabilecegini belirtmisler. Ayrica invaziv bir
timorden tiretilen T24 hiicrelerinde N-cadherin'in yiiksek seviyede ifade edildigini
saptamiglar. Bu dogrultuda hiicrelerin invazyon kabiliyeti kazanilmasinda N-cadherinin
onemli bir rol oynayabilecegini belirtmislerdir. Ek olarak Nguyen ve ark. (152) bas ve
boyun skuamoz kanseri doku orneklerinde ve hiicre kiiltiirlinde yaptiklar1 PCR analizi
sonucunda yiiksek diizeyde N-cadherin ekspresyonunun hiicrelerin invazyon ve
metastatik 6zelliklerini destekleyebilecegini 6ne siirmiisler. Bu verilere dayanarak TGF-
’nin A549 hiicrelerinde N-cadherin diizeyini arttirarak invazyon ve metastaz yapma gibi
malign Ozellikler kazandirdigi, GLA’nin ise N-cadherin diizeyini baskilayarak bu malign

davranis1 6nleyebilecegi kanisina varilabilir.

Yaptigimiz PCR analizinde vimentin geni ekspresyonu diger gruplara nazaran
TGF- B grubunda en yiiksek seviyede tespit edilmistir. Ayrica, TGF-p + GLA
kombinasyonunun bu artis1 belirgin sekilde diisiirdiigli gézlenmistir. Bizim ¢alismamiza
paralel olarak Li ve ark. (153) Li ve ark. TGF- B uygulanan tiroid kanser hiicre hatlarinda
(IHH-4, FTC-133, 8505C) E-cadherin ekspresyonu diiserken vimentin gen diizeyinin

arttigin1 gozlemlemisler.

Bhardwaj ve ark. (154) immiinohistokimya ve PCR analiziyle sebase bez karsinomu
dokularinda vimentin ekspresyon diizeyini ¢aligmiglar. Arastirmada timdr boyutu biiytlik

olan ileri evre materyallerde vimentin ekspresyonunun daha fazla oldugunu saptamaislar.
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Ek olarak yiiksek vimentin diizeyinin lenf nodu metastazinin bir gostergesi olabilecegini
vurgulamiglardir. Bir bagka calismada arastirmacilar HK-2 bdbrek tiibiiler epitel hiicre
hattinda TGF- B uyguladiklar1 grupta vimentin gen diizeyinin yiikseldigini, panaks
gingseng bitkisinden elde edilen Arjinil-fruktozil-glukoz (AFG) bileseninin ise vimentin

gen ifadesini baskiladigini bildirmigler (155).

Tim bu veriler, A549 akciger adenokanser hiicrelerinde TGF-f verilmesinin E-
cadherin ifadesinde diisiise, N-cadherin ve vimentin ifadesinde artisa yol agmasi,
bdylelikle TGF-B’nin EMT siirecine katkida bulundugunu, GLA uygulamasinin ise EMT

stirecini onlemeye calistigini gostermektedir.

Immiinositokimya ve PCR g¢aligmamizda SMAD 2 ve SMAD 3 ekspresyon diizeyi
kontrol grubuna kiyasla TGF-§ grubunda anlaml1 bir artis sergilemis ve GLA uygulamasi
bu artis1 dnemli 6l¢iide baskilamistir. Bagka ¢alismada Chen ve ark. bovin meme epitel
hiicrelerinde (BMEC) TGF-p uygulamasindan sonra mezenkimal belirteclerin yani sira
SMAD 2 ve SMAD 3 gen ekspresyonlarinda da onemli Olglide artis gorildigiini
kaydetmisler, buna ek olarak protein analizi ile fosforile SMAD 2 ifadesinde anlamli bir

artis bulmuslardir (156).

Andugulapati ve ark. (157) ratlarda bleomisinle olusturduklar1 akciger fibrozisi
tizerinde izoflavon tirii bilesik olan biochaninin (BCA) etkisini PCR, Western ve
immiinohistokimyasal analizle degerlendirmisler. Arastirmacilar BCA tedavisinin
TGFB/SMAD yolunu diizenledigini ve akciger doku 6rneklerinde fibrotik belirteclerin (a-
SMA, FN-I, CTGF, COLIAL ve COL3A1l) ekspresyonunu 6nemli Olciide azalttiZini
bildirmislerdir.

Geng ve ark. (158) HK-2 hiicre hattinda western blot analiziyle Ganoderik asit
kullanarak TGF-B ile EMT modeli olusturmus ve bu bilesigin EMT siirecini SMAD
bagimli ve SMAD bagimsiz yolakta inhibe edebilecegini bildirmisler. Biz tiim bu
calismalari da degerlendirerek GLA’nin  A549 hiicrelerinde TGF-B/SMAD
sinyalizasyonunu  baskiladigini, boylelikle akciger kanserinin  altta  yatan

mekanizmalarindan biri olan EMT siirecini engelledigi kanaatine vardik.
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Caligmamizda immiinositokimya ve PCR deneylerimizde NLRP3 ekspresyon diizeyi
TGF-B grubunda en yliksek seviyede belirlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla GLA
grubunda NLRP3, belirgin diizeyde diislik seyretmistir. TGF-B+GLA grubunda ise TGF-
B’nin yol actig1 artis1 Glaucocalyxin A’nin anlamli diizeyde baskiladigi saptanmustir.
Calismamiza benzer sekilde izoprotoreol (ISO) ile kardiyak fibrozis modeli olusturulmus
bir c¢aligmada, arastirmacilar ISO grubunda NLRP3 mRNA diizeyinde ve TGF-
B/SMAD?2/3 protein diizeyinde artis saptamislar ve TGF-f/SMAD2/3 yolu ile NLRP3
arasinda bir iliski olabilecegini 6ne siirmiisler (159). Diyabetik fare modeli tizerinde
yapilan baska bir ¢aligmada melatoninin NLRP3 inflamazomunu ve TGF- /SMAD sinyal
yolunu baskiladigi, boylelikle kardiyak disfonksiyona neden olan kardiyak fibrozisin
onlendigi ifade edilmistir (160).

Xia ve ark. (161) siklosporin ile indiikledikleri in vivo bobrek fibrozisi modelinde
western blot ile TGF- B/SMAD yolunun aktive oldugunu gozlemlemisler. Ek olarak
NLRP3 ve matiir IL-1-8, kaspaz 1 gibi inflamazom ile iliskili inflamatuar iirlinlerde artig
saptamislar. NLRP3 ile TGF- B/SMAD yolu arasindaki iliskiyi daha iyi aydinlatmak i¢in
fibrozis modelinde NLRP3 inhibitorii olan MCC950’in etkisini incelemisler. MCC950
uygulamasinin NLRP3, kaspaz-1 ve matiir IL-1 B diizeyini diisiirdiigiinii, ayrica TGF- B,
p-SMAD 2/3 diizeylerini de anlamli 6lgiide baskiladigini bildirmisler. Boylelikle TGF-
B/SMAD sinyal yolunun NLRP3 inflamazomunun ana asagi akis yollarindan biri
olabilecegini vurgulamislardir. Nitekim biz de ¢alismamizda GLA’nin NLRP3 ve TGF-
B/SMAD yolunu baskilayabildigini gozlemledik. Bu sonuglara dayanarak NLRP3 ve
TGF- B /SMAD sinyal yolunun fibroziste rol oynadigini, GLA tedavisinin ise bu
sinyalizasyonu Onleyerek akciger fibrozisi tedavisinde umut vaat eden terapotik

seceneklerden biri olabilecegini diisiinmekteyiz.

Tiim bu verilere dayanarak Glaucocalyxin A'nin A549 hiicre hattinda TGF- B ile
olusturulmus EMT siirecini TGF- B/SMAD ve NLRP3 iizerinden baskilayabildigini,
ayrica NLRP3 diizeyini diislirerek antiinflamatuar etkinlik gosterebildigi kanaatine

vardik.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz, TGF- B uygulamasinin A549 insan akciger adenokanser hiicre
hattinda mezenkimal hiicre 6zellikleri degisikliklerine neden oldugunu goéstermektedir.
TGF- B grubundaki hiicrelerin igsi morfoloji kazandigi invert mikroskop altinda
gozlenmis ve goc¢ kapasitesinin arttigi yara yeri deneyi ile gosterilmistir. Yaptigimiz
immiinositokimya ve qRT-PCR analizleri neticesinde TGF- B grubunda E-cadherin
ekspresyonunun azaldigi, N-cadherin ve vimentin diizeyinin ise arttig1 saptanmistir. Bu

durum hiicrelerde EMT siirecinin etkinlestigini dogrulamistir.

TGF- B uygulamasinin hiicrelerde p-SMAD2/3 ve NLRP3 diizeyini arttirdigi
immiinositokimyasal boyama ile degerlendirilmistir. Ek olarak diger gruplara kiyasla
TGF- B3 grubunda SMAD 2, SMAD 3 ve NLRP3 mRNA seviyesinde anlamli diizeyde artis
saptanmistir. Bu dogrultuda TGF- B’nin A549 hiicrelerinde EMT siirecini SMAD

sinyalizasyonu ve NLRP3 iizerinden indiikledigi diistiniilmektedir.

Invert mikroskopta GLA uygulanan gruplarda kanser hiicrelerinin formunun
dejenere oldugu saptanmigtir. TGF- 3 grubuna kiyasla GLA ve TGF- 3 +GLA gruplarinda
E-cadherin diizeyinin anlamli 6lgiide artti§i, N-cadherin ve vimentin ekspresyonunun
anlaml olarak distiigii bulunmustur. Ayrica GLA tedavisi verilen gruplarda p-SMAD2/3
ve NLRP3 diizeyinin belirgin 6l¢iide diistiigii gozlenmistir. Bu veriler qRT-PCR analiziyle
de desteklenmistir. Bu bulgular 1s18inda  GLA’nin  TGF- B/SMAD ve NLRP3
sinyalizasyonunu engelledigi, ayrica NLRP3 diizeyini diisiirerek antiinflamatuar etkinlik

gosterebilecegini soyleyebiliriz.

Onceki c¢alismalarda GLA’nin antiinflamatuar, antifibrotik ve antitiimoral
etkilerine deginilmisse de literatiirde A549 hiicre hattinda GLA’nin TGF- 8 /SMAD ve
NLRP3 yolag: iizerinden EMT siirecini baskiladigin1 gosteren bir ¢calismaya rastlamadik.

Caligmamizda Glaucocalyxin A’nin akciger adenokarsinom hiicre hattinda TGF-
/SMAD sinyal yolu Tlzerinden ve NLRP3 diizeyini baskilayarak EMT’yi
engelleyebilecegini in vitro kosullarda gozlemledik. Bu durum ise akciger fibrozisi ve

akciger kanserlerinde EMT siirecini baskilayan GLA’nin bu hastalarda terapotik bir
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secenek olarak sunulabilecegini isaret etmektedir. Glaucocalyxin A’nin akciger
fibrozisinde ve akciger kanserinde klinik kullanima girebilmesi, uygun doz aralifinin
tespit edilmesi ve olasi yan etkilerin belirlenmesi i¢in ileri diizey in vivo aragtirmalara

gereksinim duyuldugu kanaatindeyiz.
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